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Сочетание фрактального формализма с линейными методами анализа изображений лежит в основе
статистически достоверного описания морфологии и классификации таких иррегулярных с точки
зрения евклидовой геометрии форм, как распластанные амебоидные клетки in vitro. Разработан ал-
горитм классификации на основе морфологических признаков иммунных клеток четырех видов
морских беспозвоночных: двустворчатых моллюсков Spisula sachalinensis (Schrenck, 1862) и Callista
brevisiphonata (Carpenter, 1864), а также иглокожих Aphelasterias japonica (Bell, 1881) и Asterias amurensis
(Lütken, 1871). Морфологические признаки клеток включали размерностные характеристики (пло-
щадь, периметр), особенности описывающей клетку окружности и выпуклой оболочки, характери-
стики симметричности и округлости клетки, а также фрактальную размерность и лакунарность, ко-
торые были определены несколькими способами, оценивающими пространственную сложность
клеток. Показано, что оптимальная классификационная структура иммунных клеток всех видов ос-
нована на сходном универсальном алгоритме, включающем иерархическую классификацию мето-
дом Варда, при использовании переменных с самым высоким индексом мультимодальности, кото-
рые в факторном анализе нагружают разные факторы.
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Количественная характеристика и классифи-
кация фибробластоподобных клеток сложной не-
правильной формы остаются актуальными задача-
ми, решение которых позволит идентифицировать
клеточные типы на разных стадиях дифференци-
ровки и изучать морфогенетические преобразова-
ния клеток как in vivo, так и in vitro. В отличие от
клеток с четко распознаваемыми и типизируемы-
ми элементами структуры, например, нейронов
(Benavides-Piccione et al., 2006), иммунные клетки
беспозвоночных (гемоциты двустворчатых мол-
люсков и целомоциты иглокожих) не имеют од-
нозначно различимых структурных элементов
внешней морфологии. Среди филоподий, ламел-
лоподий и других типов псевдоподий встречается
множество переходных форм, а граница между
телом клетки и отростками не всегда очевидна.
Это затрудняет описание и классификацию дан-
ных клеток с помощью общепринятых структур-
ных параметров.

Для описания сложных и хаотичных с точки
зрения евклидовой геометрии биологических
паттернов стандартом de facto используют пара-

метры квазифрактальной организации (Li, 2000).
В рамках этого подхода природный паттерн рас-
сматривается как квазифрактал, фрактальную
размерность и пространственную неоднород-
ность (лакунарность) которого можно опреде-
лить разными методами. В данной работе для
сравнительной классификации гемоцитов дву-
створчатых моллюсков и целомоцитов иглоко-
жих, позволяющей выделить характерные для
каждого вида животных морфотипы прикреплен-
ных к субстрату иммунных клеток, применен
комплексный подход, сочетающий классические
морфометрические параметры с квазифракталь-
ными.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Работа выполнена на двустворчатых моллюс-

ках Spisula sachalinensis (Schrenck, 1862) и Callista
brevisiphonata (Carpenter, 1864), а также на мор-
ских звездах Aphelasterias japonica (Bell, 1881) и As-
terias amurensis (Lütken, 1871). Животных собира-
ли в б. Восток (зал. Петра Великого, Японское
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море). Моллюсков вскрывали и из сердечной
сумки шприцем набирали гемолимфу; целомиче-
скую жидкость морской звезды выделяли, надре-
зая кончик луча. Гемолимфу и целомическую
жидкость сразу помещали на покровные стекла и
выдерживали в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре. Затем клетки фиксировали в 4% растворе
формалина на морской воде. После фиксации
препараты окрашивали гематоксилин–эозином,
обезвоживали и заключали в канадский бальзам.
Распластанные клетки фотографировали с помо-
щью цифровой камеры (10 Мпикс) микроскопа
Zeiss Axiovert 200M Apotome, выводили на экран
планшетного компьютера, зарисовывали и пере-
водили в однобитный формат. Всего обработано
458 гемоцитов S. sachalinensis и 628 гемоцитов
C. brevisiphonata, 569 целомоцитов A. japonica и 400
целомоцитов A. amurensis. Анализировали как си-
луэтные, так и контурные двумерные изображе-
ния распластанных клеток. В контурных изобра-
жениях использовали однопиксельный абрис
внешней границы клетки. Фрактальный анализ
выполняли при помощи плагина FracLac 2.5 для
программы анализа изображений ImageJ 1.41, ли-
нейные параметры просчитывали средствами Im-
ageJ 1.41 и с помощью Photoshop SC3. Статисти-
ческую обработку результатов осуществляли в
программных пакетах STATISTICA 12.0 и NCSS
2007.

Для параметризации клеток использовали 36
параметров, включая 19 параметров линейной
морфологии и 17 параметров квазифрактального
анализа (Каретин, 2016; Karetin, Pushchin, 2017),
из которых для описания клеточной морфологии
и классификации отобрали 18 параметров: Area –
площадь; Per – периметр клетки; LCFD PreLac –
мера гетерогенности или трансляционной инва-
риантности изображения при разных вариантах
наложения решетки; in50/out50 – отношение
площади клетки во внешней половине описыва-
ющей клетку окружности к площади клетки во
внутренней половине окружности; 1/2half – со-
отношение площадей частей клетки, оказавших-
ся в двух половинах описывающей клетку окруж-
ности, диаметр которой проводится в направле-
нии, максимально неравномерно разделяющем
изображение клетки (этот параметр используется
как мера асимметричности клетки); AR – соотно-
шение максимального и минимального радиусов
описывающего объект эллипса; M/M RadCirc –
отношение максимального радиуса к минималь-
ному из центра описывающей объект окружности
на границу выпуклой оболочки; M/MHull'sCM –
соотношение максимального и минимального
радиусов из центра масс выпуклой оболочки на
точку на границе объекта; BiggestD – фракталь-
ная размерность контурных изображений, под-
считанная с учетом квадратов лишь больше сред-
него размера; outMeanD – среднее значение

фрактальной размерности, рассчитанное мето-
дом подсчета квадратов с учетом множественного
наложения решетки с разной ориентацией квад-
ратов на контурное изображение клетки; LF – ла-
кунарность, рассчитанная на основе различий
числа пикселей в каждом квадрате изображения
при всех ориентациях квадратной решетки с уче-
том пикселей изображения и без учета пикселей
фона (F – foreground mass, пиксели изображе-
ния), LF = (Σ[FΛ])/GRIDS; outMeanLFD – сред-
няя локальная фрактальная размерность контур-
ных изображений клеток, подсчитанная этим же
способом; outMeanLCFD – средняя локальная
связанная фрактальная размерность контурных
изображений клеток; outLCFD PreLac – мера ге-
терогенности или трансляционной инвариантно-
сти контурного изображения клеток; MeanΛ –
средняя лакунарность, подсчитанная при разных
ориентациях решетки; LCFD – связанная ло-
кальная размерность, которая подсчитывается
непосредственно вокруг пикселя, соединенного с
соседними пикселями изображения (пиксель
считается связанным, если в квадрате 8 на 8 пик-
селей вокруг него имеются другие пиксели);
MMFD – средняя массовая размерность силуэтных
изображений: фрактальная размерность, подсчи-
танная с учетом числа пикселей в квадратах проби-
рующей функции DBmass = limε → 0[lnμε/lnε],
limε → 0, определяется как наклон линии регрес-
сии для με и ε, где με – среднее число пикселей в
квадрате со стороной ε; Circ – округлость клетки,
равна 4π × площадь/периметр2 клетки; Hull’sCirc –
округлость выпуклой оболочки, равна 4π × пло-
щадь/периметр2 выпуклой оболочки. Параметры
были нормализованы для выравнивания их вкла-
да в классификацию в качестве кластерных пере-
менных.

Одна из главных проблем кластерного анали-
за, так называемое “проклятие размерности”, за-
ключается в том, что качество кластеризации
быстро ухудшается с увеличением размерности
модели – числа параметров (Gordon, 1999; Xu,
Wunsch, 2008).

Корреляцию между параметрами измеряли с
помощью метода линейного корреляционного
анализа Пирсона. Для сокращения числа пере-
менных из анализа исключали параметры, имеющие
высокое значение линейной корреляции Пирсо-
на, предположительно описывающие близкие
морфологические свойства. При выборе из двух
высоко коррелированных параметров предпочте-
ние отдавали параметру с более высоким индек-
сом мультимодальности, определяющим, являет-
ся ли распределение значений признака моно-,
би- или мультимодальным (Schweitzer, Renehan,
1997). Среди параметров, нагружающих каждый
фактор, отбирали параметры с максимальным
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индексом мультимодальности (Karetin, Pushchin,
2015).

При выделении факторов в факторном анализе
использовали ортогональное вращение основных
факторных осей методом Варимакс (Varimax).
Метод Варимакс максимизирует разброс квадра-
тов нагрузок для каждого фактора, что приводит к
увеличению больших и к уменьшению малых зна-
чений факторных нагрузок.

Для классификации клеток использовали
иерархический кластерный анализ с правилом
объединения кластеров по методу Варда и с ев-
клидовым расстоянием в качестве меры близо-
сти. Снижение размерности параметрического
пространства осуществляли с помощью фактор-
ного анализа. Для проверки кластерной структу-
ры использовали дисперсионный анализ.

Статистическую достоверность кластерных
решений определяли, оценивая значимость раз-
личий между кластерами с использованием одно-
направленных ANOVA тестов Крускала–Уоллиса
с ретроспективными тестами Манна–Уитни U
(Sheskin, 2000). Оценивали также величину эф-
фекта между кластерными различиями. Эта ста-
тистика обеспечивает лучшее понимание факто-
ров, лежащих в основе межкластерных различий,
позволяя сравнивать результаты, полученные в
разных условиях, для разных видов и т.д., а также,
что более важно, выявляет небольшие и триви-
альные эффекты, формальное значение которых
может быть обусловлено чрезмерным размером
выборки (Fritz et al., 2012). В настоящем исследо-
вании в качестве величины эффекта для сравне-
ния парных различий между кластерами исполь-
зован коэффициент Коэна r (Cohen, 1988), который
рассчитывали следующим образом: r = Z/SQRT(N),
где Z – Z-оценка для соответствующего сравне-
ния, а N – объединенный размер выборки.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате проведенного анализа установле-

но, что 31–34 параметра клеток каждого вида по-
казали достоверно высокую (p < 0.05000) корре-
ляцию с одним параметром или более. Для анализа
морфологии гемоцитов и целомоцитов отбирали
9–11 слабо коррелированных (менее 0.6) или не-
коррелированных параметров с наибольшим ин-
дексом мультимодальности (табл. 1).

Для дальнейшего уменьшения числа перемен-
ных применяли два подхода: отбор некоррелиро-
ванных переменных с индексом мультимодаль-
ности выше заданного порога и факторный анализ.
При этом для классификации использовали как
сами факторы, так и нагружающие их параметры.

У исследованных видов (кроме C. brevisiphonata)
параметры нагружали 4 фактора. При этом пер-
вый фактор у всех четырех видов был нагружен

фрактальными размерностями и лакунарностями
разных типов; в целом он отражал квазифрак-
тальные характеристики морфологии клеток.
Второй фактор был нагружен параметрами, отра-
жающими такие размерные характеристики клет-
ки, как площадь, периметр, размеры описываю-
щей клетку окружности и выпуклой оболочки.
Третий фактор (у A. japonica – четвертый) был на-
гружен параметрами, описывающими округлость
и вытянутость клетки, а также ее выпуклой обо-
лочки (Round, AR, Hull’sCirc); четвертый фактор
(у A. japonica – третий) был нагружен параметра-
ми, связанными с локальной фрактальной раз-
мерностью и массовой размерностью контурных
изображений клеток: outMeanLCFD, outMeanLFD,
outLCFD PreLac и outMMFD. Таким образом, у
всех исследованных видов нагрузки большинства
параметров оказались распределены сходным об-
разом по четырем факторам, определяющим ос-
новные характеристики клеточной морфологии.
Пятый фактор у C. brevisiphonata оказался нагру-
жен квазифрактальными параметрами контур-
ных изображений, которые у остальных видов
объединялись с квазифрактальными параметра-
ми силуэтных изображений в первом факторе.
Однако объясненная нагрузка четвертого факто-
ра у C. brevisiphonata упала ниже 3, тогда как у
остальных видов ниже 3 она была только у факто-
ров, не имеющих ни одного достоверно нагружа-
ющего их параметра. Чтобы формально и едино-
образно ограничить число использованных в кла-
стеризации параметров, в качестве переменных
использовали факторы лишь с объясненной на-
грузкой выше 3 и достоверно нагружаемые хотя
бы одним параметром. Данным условиям у каж-
дого вида соответствовали 4 фактора, взятые в ка-
честве четырех параметров для кластеризации.
Кроме этого для кластерного анализа использо-
вали параметры с максимальным индексом муль-
тимодальности, нагружающие каждый фактор
(табл. 2).

Самая низкая величина эффекта (0.26–0.38),
подсчитанная для использованных параметров
всех пар кластеров, получена для кластерных ре-
шений на основе четырех параметров, отобран-
ных только по величине индекса мультимодаль-
ности, без факторного анализа. Более высокой
величиной эффекта (0.39–0.46) характеризова-
лись кластерные структуры с факторами, исполь-
зованными в качестве параметров кластеризации.
Однако у всех изученных видов наибольшие зна-
чения величины эффекта (0.41–0.47) имели кла-
стерные структуры, построенные на основе нагру-
жающих выбранные факторы четырех параметров
с наивысшим индексом мультимодальности
(табл. 2). Самую высокую величину эффекта для
A. japonica и C. brevisiphonata показало четырех-
кластерное решение (0.4782 и 0.46957 соответ-
ственно), а для A. amurensis и S. sachalinensis опти-
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Таблица 1. Некоррелированные параметры морфологии иммунных клеток исследованных видов беспозвоноч-
ных с самым высоким индексом мультимодальности (ИМ)

Вид Параметр ИМ

Aphelasterias japonica LCFD PreLac 0.780407
in50/out50 0.770734
1/2half 0.622101
AR 0.608966
M/M RadCirc 0.58754
MMFD 0.580189
Area 0.517929
M/MHull'sCM 0.496707
BiggestD 0.478169
outMeanLFD 0.3825

Spisula sachalinensis LCFD PreLac 0.70528
1/2half 0.690094
Per 0.649817
M/M RadCirc 0.582813
in50/out50 0.571991
AR 0.533511
M/MHull'sCM 0.496496
Hull’sCirc 0.460161
MMFD 0.379436
outLCFD PreLac 0.370878
outMeanLFD 0.342725

Callista brevisiphonata AR 0.649615
M/M RadCirc 0.621261
Circ 0.612525
in50/out50 0.576105
Per 0.575295
1/2half 0.503101
MMFD 0.463013
outMeanLCFD 0.409034

Asterias amurensis 1/2half 0.820338
AR 0.648875
in50/out50 0.623412
Per 0.615885
M/M RadCirc 0.600593
LCFD PreLac 0.508746
MeanΛ 0.483697

Таблица 2. Параметры морфологии иммунных клеток исследованных видов беспозвоночных, отобранные для
оптимального кластерного решения

Asterias amurensis Aphelasterias japonica Callista brevisiphonata Spisula sachalinensis

AR AR AR AR
Per BiggestD Per Per
MeanΛ MMFD MMFD LF
outMeanLFD outMeanLFD outMeanD outLCFD PreLac
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мальным было трехкластерное решение (0.46884
и 0.46506 соответственно) (рис. 1).

Кластерная модель классификации целомоци-
тов A. japonica выделила четыре морфологических
типа клеток (рис. 2). Тип I – крупные наименее
отростчатые клетки с самым низким значением
фрактальной размерности контурных изображе-
ний (outMeanD), что характерно для клеток с
простой топологией клеточных границ. Тип II –
самые мелкие клетки с простой микроскульпту-
рой границ, не имеющей филоподиальных от-
ростков. Тип III объединил самые крупные сим-
метричные (практически округлые) клетки со
сложной микроскульптурой границ, покрытой
мелкими многочисленными отростками. Тип IV –
это клетки наиболее неправильной асимметрич-
ной формы с самыми низкими значениями пара-
метров округлости (Circularity) и закругленности
(Roundness), а также с наиболее высокими значе-
ниями лакунарности (LF) и параметра 1/2half, от-
ражающего асимметричность клетки внутри опи-
сывающей клетку окружности.

Оптимальная кластерная структура C. brevisi-
phonata включала четыре морфологических типа
клеток (рис. 3). Тип I – клетки с наиболее про-
стой микроскульптурой границ, с низкими лаку-
нарностью и фрактальной размерностью контур-
ных изображений, а также с самыми высокими
значениями округлости и плотности, что характе-
ризует морфологически простые симметричные
клетки. Тип II – это вытянутые клетки; значение
закругленности у клеток данного типа было зна-
чительно ниже, чем у клеток других морфотипов.
Морфологически тип III объединил несколько
более отростчатые, чем в типе I, клетки; по мно-
гим параметрам они ближе к клеткам типа II, но
значительно отличаются от них большим значе-
нием лакунарности (LF) и параметром закруглен-
ности, который ближе к таковому у клеток типа I.
Тип IV – это крупные клетки самой сложной
морфологии с длинными ветвящимися отростка-
ми. Клетки типа IV больше клеток других типов
по фрактальной размерности контурных изобра-
жений (outMeanD), площади и лакунарности.
Они характеризуются минимальными значениями
параметров округлости и плотности как асиммет-
ричные клетки с большой площадью стратифика-
ции отростков.

Классификация иммунных клеток A. amurensis
с лучшим значением величины эффекта включа-
ла три типа клеток (рис. 4). Тип I – самые круп-
ные клетки с большими отростками неправиль-
ной формы, а также с наибольшими значениями
площади, лакунарности, фрактальной размерно-
сти контурных изображений и с минимальным
значением параметра плотности. Тип II – округ-
лые клетки почти без отростков с наименьшими
значениями LF и outMeanD и с максимальным

значением округлости. Клетки типа III – это вы-
тянутые клетки средней сложности наименьшего
размера с максимальным значением AR; в дан-
ный тип входят клетки с оптически перфориро-
ванной в процессе распластывания мембраной,
характерные для распластанных целомоцитов
A. amurensis.

Оптимальная кластерная модель S. sachalinen-
sis, как и A. amurensis, выделила три типа клеток.
Тип I – клетки с самыми высокими среди выде-
ленных типов клеток значениями параметров
outMeanD, LF и Per, что характеризует клетки
сложной морфологии с большим числом круп-
ных и мелких отростков. Клетки типа II, как и
клетки этого типа у C. brevisiphonata, имеют самое
высокое значение параметра LCFD PreLac и
среднее, но достоверно отличное, значение фрак-
тальной размерности контурных изображений.
Визуально у таких клеток более простая “усред-
ненная” форма с меньшим числом небольших от-
ростков. К типу III отнесены клетки c меньшей,
чем у других типов, площадью распластывания, с
самым высоким значением параметра AR и низ-
ким показателем outMeanD. Визуально они име-
ют наиболее простую микроскульптуру границ с
минимальным числом отростков, однако общая
форма клеток типа III разнообразна и асиммет-
рична. Как правило, клетки этого типа вытяну-
тые, а иногда слегка закругленные, что характер-
но для движущихся клеток (рис. 5).

В соответствии с тестом множественного срав-
нения Tukey–Kramer на различие средних значе-
ний, выделенные клеточные типы достоверно
различались по большинству классифицирую-
щих параметров и по ряду иных параметров ли-
нейной и квазифрактальной морфологии. Исходя
из значений частной лямбды Уилкса, кластерная
структура A. japonica опиралась прежде всего на ква-
зифрактальные параметры. Вклад параметров в
классификацию клеток A. amurensis и S. sachalinensis
был близок к равномерному; вклад всех четырех
использованных параметров в классификацию
клеток C. brevisiphonata также оказался высоким,
причем наибольшим он был для параметра AR
(табл. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
Несмотря на то, что лучшая классификация

клеток каждого исследованного вида включает
разные параметры и выделяет видоспецифичные
типы, которые различаются аспектами морфоло-
гии, оптимальная классификационная структура
иммунных клеток всех изученных видов основана
на сходном алгоритме, который включает иерар-
хическую классификацию методом Варда, а в ка-
честве межкластерного различия используется
евклидово расстояние. Данный метод кластери-
зации показал наилучшие результаты при класси-
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Рис. 1. Кластерные решения с самой высокой величиной эффекта для иммунных клеток Aphelasterias japonica, Callista
brevisiphonata, Asterias amurensis и Spisula sachalinensis.
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фикации нейронов (Pushchin, Karetin, 2009, 2014)
и иммунных клеток беспозвоночных (Karetin,
Pushchin, 2015). Количество тестируемых класте-
ров не превышало число клеточных типов, обыч-
но выделяемое в иммунной системе беспозвоноч-
ных (3–6) (Dyrynda et al., 1997; Chang et al., 2005);

тестировались также наборы кластеров с расстоя-
нием межкластерной связи, визуально значи-
тельно превосходящим расстояния между следу-
ющими бифуркациями деления кластеров.

Для классификации отбираются параметры с
самым высоким индексом мультимодальности,

Рис. 2. Силуэтные изображения разных типов целомоцитов морской звезды Aphelasterias japonica.

Тип I

Тип IVТип II

Тип III

Рис. 3. Силуэтные изображения разных типов гемоцитов двустворчатого моллюска Callista brevisiphonata.

Тип I

Тип IVТип II

Тип III
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нагружающие факторы факторного анализа.
Классификационная модель с наилучшей кла-
стерной структурой сочетает как линейные, так и
квазифрактальные параметры, отражая разные
аспекты клеточной морфологии. В одни и те же
факторы, полученные в результате факторного
анализа, распределяются параметры, описываю-
щие схожие аспекты морфологии. Благодаря это-
му в классификации клеток исследованных видов
представлены параметры, отражающие асиммет-
рию клеток (AR) и размерные характеристики
(Per), а также квазифрактальные параметры, опи-
сывающие сложность структуры силуэтных
(MMFD) и контурных изображений клеток (out-
MeanD). При этом из всех параметров, представ-
ляющих каждый аспект морфологии, выбран
один, распределение которого в выборке наибо-
лее мультимодально, следовательно, выборка по
данному параметру гетерогенна и этот параметр
наиболее четко раскрывает ее составную структу-

ру, включающую клетки разных морфологиче-
ских типов.

Согласно традиционной цитологической клас-
сификации, адгезированные in vitro клетки иссле-
дованных беспозвоночных можно отнести к одному
типу, который характеризуется агранулярной ба-
зофильной цитоплазмой. Однако в широкой мор-
фологической вариабельности адгезированных
клеток четко выделяются видоспецифичные мор-
фотипы, различающиеся некоторыми линейными
и нелинейными морфологическими параметрами.

Традиционные цитологические параметры
классификации иммунных клеток беспозвоноч-
ных включают такие признаки, как грануляр-
ность цитоплазмы, ядерно-цитоплазматические
отношения и способность к фагоцитозу. Аграну-
лоциты характеризуются меньшими размерами,
чем гранулоциты, более высоким отношением
ядра к цитоплазме и отсутствием гранул (Donaghy
et al., 2009; Matozzo, Bailo, 2015). Гиалиноциты,

Рис. 4. Силуэтные изображения разных типов целомоцитов морской звезды Asterias amurensis.

Тип I

Тип II

Тип III



БИОЛОГИЯ МОРЯ  том 46  № 1  2020

СРАВНИТЕЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЧЕСКАЯ КЛАССИФИКАЦИЯ 11

как и гранулоциты, делят на маленькие и боль-
шие (Preziosi, Bowden, 2016). Многие из этих при-
знаков обладают вариабельностью (Fisher, 1986),
например, гранулоциты могут иметь агрануляр-
ных предшественников; по опубликованным
данным (Martin, Hose, 1992), гранулы могут появ-
ляться или теряться при изменении условий или
присутствовать в клетках, которые по другим
морфологическим признакам определяются как
гиалиноциты.

Характеристика внешней морфологии в есте-
ственной классификации иммунных клеток бес-
позвоночных занимает не последнее место, по-
скольку внешняя морфология клеток определя-
ется множеством факторов: функциональной
динамикой, в частности, реакциями на особен-
ности внешней среды (Paine et al., 1994); внекле-
точным матриксом (Ingber, 1990); генетическими
(Qiu et al., 2002) и биохимическими (Fairbanks et al.,
2009) особенностями, в частности, структурой
цитоскелета (Suzuki, Ohno, 2006), а также набо-
ром молекул клеточной адгезии (Racusen, 1994).
Анализ морфологии клеток принципиален для

понимания их функционального состояния и за-
кономерностей онтогенеза (Kilian et al., 2010).

Главный с биологической точки зрения во-
прос при рассмотрении морфологии клеток раз-
ных видов животных: чем определяется различие
морфологии распластанных гемоцитов у разных
видов беспозвоночных? Независимо от того, ле-
жат ли в основе различий форм гемоцитов и цело-
моцитов у разных видов экологические причины
и подвержены ли особенности их морфологии
естественному отбору, кажется несомненным,
что различие клеточных форм определяется гене-
тически. Оно связано с такими различиями кле-
точной физиологии, как общая структура и дина-
мика цитоскелета, видоспецифические особен-
ности клеточного поведения, функционирование
рецепторов клеточной адгезии, взаимодействие
клетка–клетка и клетка–субстрат. Поэтому логи-
чен переход к рассмотрению клеточных форм на
основе биологического анализа параметров, опи-
сывающих формы клеток. Возможно, это даст от-
вет на вопрос: какие именно генетические и ци-
тофизиологические видоспецифичные особен-

Рис. 5. Силуэтные изображения разных типов гемоцитов двустворчатого моллюска Spisula sachalinensis.

Тип I

Тип II

Тип III
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ности клетки определяют значение того или
иного рассматриваемого параметра, а также поз-
волит прогнозировать особенности клеточной
физиологии, исходя из детального морфологиче-
ского анализа. Разработка численного формаль-
ного алгоритма описания внешней морфологии
клеток in vitro имеет практическое значение для
статистически достоверного описания морфоло-
гии культивируемых клеток как в норме, так и в
эксперименте, где до сих пор используется не-
формализованный, неточный язык описания
клеточных форм.

Предложенная методология классификации
клеток по морфологическим критериям позволи-
ла выделить обладающий наибольшей дискрими-
нирующей силой набор морфологических парамет-
ров для каждого исследованного вида беспозвоноч-
ных. При этом общий алгоритм оптимальной
классификации остается неизменным, несмотря на
различие отобранных параметров и индивидуаль-
ные морфологические особенности типов клеток,
выделенных из разных животных. Примененный
нами подход классификации иммунных клеток
по морфологическим критериям с использовани-
ем квазифрактальных параметров может стать
альтернативой или дополнением к классическим
подходам описания и классификации полиморф-
ных клеток, в частности элементов иммунной си-
стемы беспозвоночных, позволяя выделить при-
сутствующие в популяции морфотипы клеток и
благодаря этому повышая дискриминирующую
способность существующих моделей классифи-
кации клеток in vitro.
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Comparative Morphological Classification of Marine Invertebrate Immune Cells
Yu. A. Karetina, E. A. Pimenovaa, and A. A. Kalitnika

aZhirmunsky National Scientific Center of Marine Biology, Far Eastern Branch, Russian Academy of Sciences,
Vladivostok 690041, Russia

Combination of fractal formalism with the linear methods of image analysis underlies a statistically reliable
description of the morphology and classification of forms that are irregular from the point of view of Euclid-
ean geometry, such as in vitro f lattened amoeboid cells. We have developed a classification algorithm that is
based on the morphological characteristics of immune cells of four species of marine invertebrates: the bi-
valves Spisula sachalinensis (Schrenck, 1862) and Callista brevisiphonata (Carpenter, 1864) and also echino-
derms Aphelasterias japonica (Bell, 1881) and Asterias amurensis (Lütken, 1871). Morphological features of
the cells included dimensional characteristics (area, perimeter), features of the circle and the convex hull cir-
cumscribing the cell, characteristics of the symmetry and roundness of the cell, as well as fractal dimension
and lacunarity, which were determined in several ways assessing the spatial complexity of cells. It was shown
that the optimal classification structure of immune cells of all species studied was based on a similar universal
algorithm including hierarchical classification by the Ward method, using variables with the highest multi-
modality index, which load different factors in the factor analysis.

Keywords: Aphelasterias japonica, Asterias amurensis, Spisula sachalinensis, Callista brevisiphonata, hemo-
cytes, coelomocytes
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