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Цифровые технологии прочно вошли в практику
научных исследований. Современная световая мик-
роскопия также основана на использовании цифро-
вых видеосистем и компьютерной техники. Анализа-
торы микроизображений, использующие в качестве
фотоприемников цифровые камеры и осуществляю-
щие цифровую обработку изображений, позволяют
проводить многопараметрический анализ, при кото-
ром определяются не только фотометрические, но
также морфометрические и текстурные параметры
клеток или их органелл (Пантелеев и др., 2005;
Штейн и др., 2016).

В анализаторе микроизображений преобразова-
ние изображения в цифровую форму происходит на
каждом элементе фотодиодной матрицы цифровой
камеры, т.е. изображение разбивается на элементы –
пиксели (picture cells), а аналоговый электрический
сигнал от каждого элемента матрицы преобразуется
в дискретные уровни яркости. Таким образом, про-
цесс преобразования информации об объекте про-
ходит несколько этапов: сначала свет от объекта пре-
образуется в аналоговый электрический сигнал, за-
тем он преобразуется в цифровой сигнал, который
поступает в компьютер для обработки, после чего
изображение выводится на экран монитора. Поэто-
му, в зависимости от этапа преобразования, инфор-
мационный сигнал можно характеризовать интен-
сивностью светового потока, амплитудой, цифро-

вым уровнем или яркостью изображения (Штейн и др.,
2016).

Микрофлуориметрия (МФМ) – один из преци-
зионных микроскопических методов, давно приме-
няемых в клеточной биологии (Ruch, 1966; Розанов,
Кудрявцев, 1967; Кудрявцев, Розанов, 1974; Tailor,
Salmon, 1989; Лейси, 1992; Waters, Wittmann, 2014).
Измерение интенсивности собственной флуорес-
ценции (Lakowicz, 1999; Shaner, 2014) исследуемых
клеточных структур или флуоресцентного красите-
ля, связанного с ними, позволяет определить их со-
стояние и содержащееся в них количество вещества
с высокой точностью. Например, предельное коли-
чество ДНК в отдельных хромосомах, которое может
быть измерено методом МФМ, достигает 5 × 10–15 г
(Агафонова и др., 2013).

Современная МФМ также использует цифровые
технологии, реализуемые в анализаторах микро-
изображений. Мерой содержания вещества в циф-
ровой МФМ служит интегральная яркость изобра-
жения исследуемого объекта, которая определяется
как сумма яркостей всех его пикселей.

Анализаторы микроизображений, которые могут
использоваться для МФМ, выпускают многие фир-
мы, в частности, Olympus и Hamamatsu (Япония),
Carl Zeiss и Leica-Microsystems (Германия), Andor
Technology (Великобритания) и другие. Разработаны
многочисленные коммерческие программы обра-
ботки изображений, например: ZEN (Carl Zeiss, Гер-
мания), ImagePro (Media Cybernetics, США), Huy-
gens (SVI, Нидерланды), HCImage (Hamamatsu, Япо-
ния), Видеотест-Морфология (ВидеоТест, Россия),

Принятые сокращения: АЦП – аналого-цифровой преобразова-
тель, МФМ – микрофлуориметрия, CCD – charge-coupled de-
vice, CV – коэффициент вариации.
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ММСatalog (MMC, Россия), а также свободно рас-
пространяемые программы CellProfiler, ImageAna-
lyzer, ImageJ.

В статье рассматриваются принципы цифровой
МФМ, требования к анализаторам микроизображе-
ний, пригодным для МФМ, в том числе собранным
исследователями на основе серийных микроскопов
и цифровых камер, проводится анализ основных
ошибок, и излагаются методики их уменьшения.
Статья ориентирована на биологов, использующих в
своих исследованиях метод МФМ.

АППАРАТУРА И МЕТОДЫ ЦИФРОВОЙ МФМ
Как упоминалось выше, цифровая МФМ осу-

ществляется с помощью анализатора микроизобра-
жений, который обычно состоит из флуоресцентно-
го микроскопа, цифровой камеры, компьютера и
специализированного программного обеспечения.
Кратко рассмотрим основные компоненты анализа-
тора и требования к ним для проведения цифровой
МФМ (Пантелеев и др., 2005; Chieco et al., 2013).

Микроскоп. Основным оптическим узлом любого
микроскопа является объектив. В связи с этим вы-
бор объектива для МФМ является важным этапом
подготовки процесса измерений. Рассмотрим его
параметры, оказывающие наиболее сильное влия-
ние на измерения. Прежде всего, это числовая апер-
тура объектива A и его увеличение M, от которых за-
висит интенсивность флуоресценции объекта. При
эпиосвещении интенсивность определяется как
(Tailor, Salmon, 1989):

(1)
Для получения максимально возможной интен-

сивности флуоресценции объекта исследования в
МФМ, как правило, используются объективы с вы-
сокой апертурой.

От апертуры объектива зависит также дифракцион-
ная глубина резкости, которая вычисляется по следую-
щей формуле (Агроскин, Папаян, 1977; Лейси, 1992):

(2)
где: λ – длина волны света, n – показатель преломле-
ния объекта.

Т.е., чем больше апертура объектива, тем меньше
глубина резкости. Поэтому при МФМ объективы с
большой апертурой можно применять только для
объектов с малой (1 мкм и меньше) толщиной (Chi-
eco et al., 1994).

Источник света микроскопа при проведении
МФМ должен создавать высокую интенсивность и
равномерность освещенности поля зрения. Во флу-
оресцентных микроскопах в качестве источника
света чаще всего используют ртутные дуговые лампы
сверхвысокого давления, обладающие большой ин-
тенсивностью и необходимым спектром излучения.
Изменение светового потока источника возбужде-

4 2.~ /I A M

2/2 ,T n A= λ

ния вызывает соответствующее изменение интен-
сивности флуоресценции объекта исследования, так
как время затухания флуоресценции очень мало и
составляет несколько наносекунд (Lakowicz, 1999).
Поэтому стабильность источника света непосред-
ственно влияет на измерение интенсивности флуо-
ресценции.

Нестабильность светового потока ртутных ламп
можно разделить на кратковременную и долговре-
менную. Кратковременная нестабильность может
быть вызвана как перераспределением яркости
внутри разрядного промежутка, так и изменением
тока разряда (Шишловский, 1961). Лампы могут ра-
ботать как на постоянном (HBO 100), так и на пере-
менном (HBO 50) токе, поэтому, несмотря на раз-
личные электронные схемы стабилизации тока, лам-
пы обладают разной величиной пульсаций светового
потока. Например, лампа ДРШ-250-2М, работаю-
щая на постоянном токе, имеет нестабильность све-
тового потока 0.8% (Агроскин, Папаян, 1977).

Долговременная нестабильность излучения ртут-
ных ламп в основном связана с их “старением”, ко-
торое приводит к потемнению колбы и износу элек-
тродов (Айзенберг, 2006), в результате чего происхо-
дит медленное падение светового потока лампы. По
ресурсу ртутные лампы сильно различаются. Напри-
мер, лампа HBO 50 имеет ресурс всего 100 ч, а лампа
HXPR 120–2000 ч (www.osram.com).

Адаптер цифровой камеры. Устанавливается, как
правило, на тринокулярную насадку для механиче-
ского и оптического сопряжения видеокамеры с
микроскопом. Оптика адаптера предназначена для
того, чтобы на матрицу камеры попадала как можно
большая часть поля зрения микроскопа. Однако
матрица имеет прямоугольную форму, поэтому на
нее не может попасть все поля зрения. Например,
камера с матрицей 2/3'' и адаптером 1.5× может “за-
хватить” только 18.3% площади изображения, фор-
мируемого объективом, а с адаптером 0.63× – 46.2%
(Пантелеев и др., 2005).

Цифровая камера. Центральным узлом такой ка-
меры является фотодиодная матрица. Матрицы про-
изводятся по разным технологиям и отличаются
способом считывания сигнала и регистрации изоб-
ражения. В настоящее время используют два типа
сенсоров: CCD (charge-coupled device) и CMOS
(complementary metal-oxide-semiconductor). CMOS
матрицы, как правило, используют в цифровых фо-
тоаппаратах и устройствах скоростной записи про-
цессов, так как они характеризуются более высоким
быстродействием по сравнению с CCD матрицами.
Однако CCD матрицы имеют более высокую чув-
ствительность, что и определило их широкое приме-
нение в специализированных камерах для флуорес-
центной микроскопии.

Разрешающая способность анализатора зависит,
помимо, конечно, характеристик объектива, в первую
очередь от размеров элемента (пикселя) матрицы. Как
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известно, предел оптической разрешающей способ-
ности микроскопа d определяется формулой Аббе
(Ландсберг, 1976):

(3)

где: A – числовая апертура объектива, λ – длина вол-
ны света.

Дискретизация изображения не будет ухудшать
оптическую разрешающую способность, если раз-
мер пикселя в плоскости объекта будет, по крайней
мере, в 2 раза меньше d (Pawley, 2006; Wegerhoff et al.,
2006). Поскольку матрица CCD камеры устанавли-
вается в плоскости изображения, создаваемого объ-
ективом, то размер элемента матрицы p зависит от
увеличения объектива M и должен быть:

(4)

Например, для объектива 20×/0.7 и λ = 0.5 мкм при-
емная матрица камеры должна иметь размер эле-
мента не более 3.6 мкм, а для объектива 100×/1.4 не
более 9 мкм.

Для флуоресцентной микроскопии решающее
значение имеет чувствительность матрицы, т.к. флу-
оресценция клеток и их структур обычно имеет ма-
лую интенсивность. Различают спектральную и ин-
тегральную чувствительности. Спектральная чув-
ствительность матрицы обычно имеет максимум в
зелено-красной области спектра. Специальные ка-
меры могут иметь максимум чувствительности и в
синей области и даже в УФ-области спектра. Срав-
нение различных моделей камер по интегральной
чувствительности затруднено, т.к. производители
универсальных цифровых камер указывают ее в раз-
ных единицах измерений. Например, в мВ ⋅ лк–1 ⋅ с–1

(Touptek, Китай) или как минимальную освещен-
ность объекта в люксах, позволяющую получать
изображение с допустимым уровнем шумов (ЕС
Экспертс, Россия), и даже в единицах ISO (Olympus,
Япония).

Производители высокочувствительных камер для
научных исследований (Andor, Leica, Zeiss) приво-
дят другие параметры, косвенно определяющие ин-
тегральную чувствительность камеры: темновой ток
(количество элекронов на пиксель в секунду), шумы
(в электронах) и динамический диапазон (в децибе-
лах). У любого фотоприемника существует электри-
ческий сигнал даже при отсутствии падающего на
него светового потока. Этот сигнал называется тем-
новым током. От его величины зависит не только
чувствительность камеры, но и точность измерений,
поскольку темновой ток вносит в измерение инте-
гральной яркости систематическую ошибку. На
практике величину темнового тока можно оценить
косвенно – по значению яркости на камере при за-
крытой матрице.

Цифровая камера является сложным электрон-
ным устройством, параметры которого определяют-
ся не только свойствами матрицы. В камере много

d 0.5 /A,= λ

M/4 .p A≤ λ

собственных источников шумов, к ним можно доба-
вить внешние радиочастотные и тепловые наводки.
Для регистрации малоконтрастных объектов необ-
ходимо уменьшение нежелательных шумов, поэтому
одним из главных показателем качества камеры яв-
ляется динамический диапазон – способность каме-
ры передавать полный диапазон градаций яркости с
определенным качеством. Динамический диапазон
характеризуется отношением сигнал/шум, измерен-
ным в децибелах (например, 60 дб соответствует от-
ношению сигнала и шума 1000 : 1). Камеры с малым
значением динамического диапазона (40–50 дб)
“шумят”, т.е. искажают изображение. Для флуорес-
центной микроскопии используют камеры с дина-
мическим диапазоном 65 дб и более. Для снижения
собственных шумов матрицы и понижения ее тем-
нового тока используют термоэлектронное охлажде-
ние. Например, камеры фирмы Andor имеют охла-
ждение до –100°С, при этом темновой ток составляет
0.001 эл ⋅ пикс–1 ⋅ с–1. Наличие охлаждения увеличи-
вает также и динамический диапазон.

Необходимо отметить, что в цифровой МФМ ис-
пользуют монохромные камеры, поскольку расчеты
яркостных параметров проводятся на черно-белом
изображении. В цветных камерах для получения
цветного изображения на элементы матрицы нано-
сятся светофильтры (матрица Байера), что значи-
тельно уменьшает чувствительность матрицы по
сравнению с монохромным вариантом.

Разрядность цифрового сигнала определяется
АЦП (аналого-цифровым преобразователем) каме-
ры. АЦП преобразует накопленные фотоэлектроны в
сенсоре в цифровую форму с разрядностью 8–16 бит,
то есть от 256 до 65536 уровней яркости. Высокие
значения динамического диапазона позволяют по-
высить разрядность камеры и получить больше
уровней яркости на изображении, что, в свою оче-
редь, сказывается на повышении точности МФМ.

Интенсивность света, поступающего на прием-
ную матрицу, может меняться в широких пределах,
поэтому в камере имеется “электронный затвор”,
регулирующий время накопления фотоэлектронов
(экспозиция). Это время может изменяться от десят-
ков микросекунд до десятков секунд – чем больше
время накопления, тем более слабый флуоресцент-
ный сигнал можно зарегистрировать. Например, у ка-
меры для флуоресцентной микроскопии Axiocam 503
(Carl Zeiss, Германия) наибольшее время накопле-
ния составляет 60 с. Однако с увеличением времени
накопления увеличивается не только полезный сиг-
нал, но и шумы. Поэтому важна также и величина
отношения сигнал/шум.

Анализ информации производителей позволяет
лишь ориентировочно оценить пригодность камеры
для МФМ. Публикуемым значениям динамического
диапазона трудно доверять, значения темнового то-
ка, как правило, неизвестны, а стабильность работы
камеры во времени не отражается в техдокумента-
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ции. Поэтому проверку реальных значений этих ха-
рактеристик проводят при подключении камеры к
компьютеру. Зависимость яркости на камере от вре-
мени при постоянной комнатной температуре и
полностью закрытой матрице позволяет оценить ве-
личину темнового тока и шумов. Камеры с низкой
величиной шумов (1–2 цифровых уровня) и с коле-
банием яркости порядка 0.1–0.2% наиболее пригод-
ны для МФМ.

Современные цифровые видеокамеры для науч-
ных исследований подключаются к компьютеру дву-
мя способами: через порт USB2/3 либо с помощью
платы сопряжения, имеющей разъем PCI или PCI
Express.

Программное обеспечение состоит из драйвера
видеокамеры и программы обработки изображения.
Драйвер видеокамеры позволяет осуществлять на-
стройки электронного затвора, яркости, контраста,
гаммы (параметр, влияющий на линейность преоб-
разования свет/сигнал), времени экспозиции, осу-
ществлять графическое отображение гистограммы
яркости и другие операции. Программы обработки
изображения осуществляют запоминание изображе-
ния, выделение интересующих объектов в ручном
или автоматическом режиме, измерение выбранных
параметров, статистическую обработку, запомина-
ние результатов и их передачу в другие статистиче-
ские программы. Многие фирмы поставляют про-
граммы обработки, совмещенные с драйверами, на-
пример CellSence (Olympus, Япония), ZEN (Carl
Zeiss, Германия).

ОШИБКИ ЦИФРОВОЙ МФМ 
И СПОСОБЫ ИХ УМЕНЬШЕНИЯ

Нестабильность источника света. Этот фактор
оказывает существенное влияние на точность фото-
метрических измерений. Как указывалось ранее,

лампы на переменном токе имеют большую величи-
ну пульсаций светового потока. Так, измеренный
нами уровень пульсаций лампы HBO 50, работаю-
щей на переменном токе, составляет 80% с периодом
10 мс. Если время экспозиции цифровой камеры
приближается к периоду пульсаций, то они оказыва-
ют сильное влияние на изменение яркости изобра-
жений. Так, например, при времени экспозиции
10 мс, CV яркости изображения в микроскопе Ax-
ioskop (Carl Zeiss, Германия) с лампой HBO 50 со-
ставляет 4.28% (табл. 1). При увеличении времени
экспозиции влияние пульсаций значительно умень-
шается, так как происходит интегрирование свето-
вого потока лампы.

Данные, представленные в табл. 1, свидетельству-
ют о том, что лампы, работающие на постоянном то-
ке, имеют незначительные пульсации, вероятно свя-
занные с перераспределением яркости внутри раз-
рядного промежутка, а не с пульсациями тока
разряда. Применение ламп на переменном токе для
цифровой МФМ возможно только при экспозиции
камеры не менее 50 мс. При длительных (сравнимых
с ресурсом лампы) исследованиях начинает сказы-
ваться “старение” ртутной лампы – например, паде-
ние светового потока лампы HBO 50, имеющей весь-
ма ограниченный ресурс (100 ч), в течение 10 ч со-
ставляет примерно 2.4% (рис. 1).

Необходимо учитывать этот фактор путем перио-
дического измерения яркости изображения эталон-
ного объекта (Лейси, 1992) и введения поправки на
результаты измерений путем их умножения на по-
правочный коэффициент L0/Ln, где L0 – яркость
эталонного объекта в начале измерений, Ln – то же
через n дней. Необходимо также учитывать, что по-
сле включения ртутная лампа выходит на макси-
мальный световой поток через 7–10 мин (Айзенберг,
2006), поэтому измерения следует начинать только
после этого времени.

Таблица 1. Коэффициент вариации (CV, %) яркости цифрового изображения в микроскопах с разными типами ртутных
ламп

Примечание. Коэффициент вариации определяли по интегральной яркости 20 изображений эталона (стекло марки ЖС19), получен-
ных при разных экспозициях цифровой камеры.

Время экспозиции 
камеры, мс

НВО 50
(микроскоп Axioskop,

камера DFC360FX)

НВО 100
(микроскоп Axiovert 200M,

камера DFC420)

SHI-130 OL
(микроскоп IX83, камера 

DP73)

10 4.28 0.72 0.68

20 1.72 0.58 0.45

50 0.98 0.35 0.37

100 0.74 0.26 0.23

200 0.63 0.21 0.19
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Неравномерность освещенности поля зрения при-
водит к изменению интенсивности флуоресценции
объектов, находящихся в разных частях поля. Не-
равномерность освещенности существует в той или
иной степени в любом микроскопе. Она может воз-
никать из-за аберраций осветительной оптической
системы и объектива. Объективы с плоским полем
(план-объективы), работающие в режиме эпи-осве-
щения, дают более равномерную освещенность по
сравнению с другими типами объективов. Неравно-
мерность освещенности может быть вызвана не
только аберрациями осветительной системы, но и
другими причинами, например, неправильной цен-
трировкой лампы. Неравномерность освещенности
наиболее заметна при исследовании относительно
тонких препаратов, например, монослоя клеток, где
окрашенные на ДНК ядра, расположенные на краю
изображения, будут светиться слабее, чем в центре
(рис. 2), хотя содержание ДНК в них может быть
одинаково,

Для оценки неравномерности освещенности по-
ля зрения используют тест-объекты с равномерно
распределенным флуорохромом, например, тест-
объект из стекла марки ЖС19, специальные пласти-
ковые слайды фирмы Chroma Technology (США),
флуоресцирующие в разных областях спектра, или
самостоятельно изготовленные препараты с тонким
слоем раствора флуорохрома.

Для программной корректировки исходного
изображения необходимо получить изображение
тест-объекта и воспользоваться программой ImageJ,
версия 1.51 (National Institutes of Health, США), в ко-
торой имеется Calculator Plus. Корректировку изоб-
ражения в этом случае проводят по формуле (Model,
Burkhardt, 2001; Jonkman et al., 2014):

(5)( ) ( ) ( )' , , * / ,,T TI x y I x y A I x y=

где: I' (x, y) – скорректированное изображение; I(x, y) –
исходное изображение; IT(x, y) – изображение эта-
лонного тест-объекта; AT – средняя яркость изобра-
жения тест-объекта.

Например, на рис. 2 приведено нескорректиро-
ванное изображение ядер гепатоцитов, окрашенных
на ДНК аурамином-SO2 с помощью флуоресцентно-
го варианта реакции Фельгена. Из-за неравномер-
ной освещенности поля зрения отношение инте-
гральной яркости тетраплоидного ядра 1 к инте-
гральной яркости тетраплоидного ядра 2 составило
1.29. После корректировки изображения по формуле
(5) отношение интегральных яркостей тех же ядер
составило 1.05.

Неправильный выбор времени экспозиции. Иногда
в процессе измерения встречаются объекты или пре-
параты, в которых максимальная яркость некоторых
участков изображения превышает линейный диапа-
зон камеры, в результате чего возникают ошибки из-
мерения. У драйверов многих камер имеется опция
(Hi-Lo), позволяющая видеть на изображении выде-
ленные цветом (например, красным) участки, в ко-
торых наблюдается такое превышение. Устранить
эту проблему позволяет уменьшение времени экспо-
зиции с последующим введением поправки для того,
чтобы можно было сравнивать предыдущие и теку-
щие измерения:

(6)

где L' и L – скорректированное и измеренное значе-
ние интегральной яркости объекта; E' и E – текущее
и предыдущее время экспозиции.

Выделение объекта на цифровом изображении. Ра-
бота с цифровым изображением вносит свои осо-

' / ',L L E E= ×

Рис. 1. Изменение светового потока ртутной лампы НВО
50 в процессе измерений. Микроскоп Axioskop (Carl
Zeiss, Германия).
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Рис. 2. Изолированные гепатоциты крысы, окрашенные
на ДНК аурамином-SO2 (флуоресцентный вариант реак-
ции Фельгена). Микроскоп Axioskop (Carl Zeiss, Герма-
ния), объектив 40×/0.7, монохромная цифровая камера
DFC360FX. Формат изображения 1392 × 1040. Масштаб-
ный отрезок 30 мкм. Пояснения в тексте статьи.

1

2



654

ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 8  2019

ШТЕЙН и др.

бенности. Например, имеются проблемы выделения
на изображении исследуемых объектов, разделения
близкорасположенных и наложенных объектов
(Агафонова и др., 2013; Штейн и др., 2016).

Существуют несколько способов выделения объ-
екта измерения на сохраненном цифровом изобра-
жении, реализуемые программным обеспечением.
От выбора способа выделения будет зависеть точ-
ность измерений. Наиболее часто используют об-
водку вручную, выделение по пороговому уровню и
автоматический градиентный способ. Обводку вруч-
ную с помощью “мыши”, “светового пера” или дру-
гих устройств осуществляет оператор. Этот способ
обычно используют для малоконтрастных объектов,
при наличии соприкасающихся объектов или в слу-
чае наличия высокого уровня неоднородности фона.
Для выделения контрастных, отдельно расположен-
ных объектов, как правило, используют выделение
по пороговому уровню, который устанавливает опе-
ратор. На рис. 3 представлены два способа выделе-
ния ядер в двуядерном кардиомиоците в процессе
измерения интегральной яркости. По нашим дан-
ным, в индивидуальных хромосомах человека, окра-
шенных бромистым этидием, CV при измерении со-
держания ДНК при обводке вручную и при выделе-
нии по пороговому уровню были примерно
одинаковы – 4.9% и 4.6% соответственно (Агафоно-
ва и др., 2013).

Градиентный способ реализуется программой об-
работки изображений (например, “Видеотест-Мор-
фология”, Видеотест, Россия), и контуры объекта

автоматически определяются по градиенту яркости
на границе фон-объект.

Влияние фона на результаты измерений. На изоб-
ражении имеются участки, не содержащие объекты
измерения, которые обычно называют фоном. Ин-
тенсивность фонового сигнала и, главным образом,
его вариабельность в разных участках препарата, мо-
жет оказывать существенное влияние на результаты
измерений, снижая их точность. Заметная интен-
сивность флуоресценции фона может быть вызвана
ошибками в методике приготовления и окраски пре-
парата, неспецифичным окрашиванием или влия-
нием фиксаторов. Заключающая среда и даже опти-
ческие элементы микроскопа могут также обладать
флуоресценцией в исследуемом спектральном диа-
пазоне (Ruch, 1966). Поэтому для повышения точно-
сти измерений следует вычесть яркость фона из из-
меренной яркости изображения объекта (Waters,
Wittmann, 2014). Для этого необходимо измерить
среднюю яркость фона области изображения, рас-
положенной рядом с измеряемым объектом и вы-
числить скорректированную интегральную яркость
объекта по формуле:

(7)

где: L' – скорректированная интегральная яркость
объекта; L – измеренная интегральная яркость объ-
екта; F – средняя яркость фона; S – площадь объекта.

Например, на рис. 3 фон измеряли на цитоплазме
кардиомиоцита, чтобы уменьшить влияние неспе-
цифической окраски и других факторов.

Фотообесцвечивание объектов измерения. Под
действием возбуждающего света в препарате может
происходить процесс фотохимического разложения
флуорохрома, в результате чего интенсивность флу-
оресценции исследуемого объекта снижается (Vi-
cente et al., 2007; Агафонова и др., 2013; Shaner, 2014).
Уменьшение интенсивности флуоресценции объек-
та зависит от интенсивности возбуждающего света и
продолжительности его воздействия. В результате
фотообесцвечивания снижается точность измере-
ний при МФМ. Эффект фотообесцвечивания мож-
но уменьшить, проводя фокусировку микроскопа и
поиск объектов в режиме фазового или дифферен-
циального контраста. Для снижения фотообесцве-
чивания можно также уменьшить интенсивность
возбуждающего света с помощью фильтров-ослаби-
телей. Например, снижение интенсивности лампы
до 25% уменьшает фотообесцвечивание до 2% в мин
(рис. 4, кривая 1) против 7% в мин при интенсивно-
сти лампы 100% (рис 4, кривая 2).

Проверка параметров анализатора по биологиче-
скому эталону. Комплексную проверку точностных
параметров микрофлуориметра рекомендуют про-
водить по биологическому эталону (Агроскин, Па-
паян, 1977; Bocking, Nguyen, 2004), в качестве кото-
рого часто используют препараты изолированных
гепатоцитов, окрашенных на ДНК (Штейн и др.,

' – ,L L FS=

Рис. 3. Кардиомиоцит крысы, окрашенный на ДНК аура-
мином-SO2 (флуоресцентный вариант реакции Фельге-
на). Микроскоп Axiovert 200M (Carl Zeiss, Германия),
объектив 40×/0.7, цветная цифровая камера DFC420.
Формат изображения 2592 × 1944. Масштабный отрезок
30 мкм. 1 – выделение ядра по уровню яркости; 2 – выде-
ление участка фона ручной обводкой; 3 – выделение ядра
ручной обводкой.
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1998, 2016). Известно, что в печени млекопитающих
(особенно грызунов) присутствуют полиплоидные
одноядерные и двуядерные гепатоциты, содержание
ДНК в ядрах которых составляет ряд значений, крат-
ных диплоидному уровню (Бродский, Урываева,
1981). Такие препараты позволяют оценить аппарат-
ную и методическую ошибки по соотношению меж-
ду модальными значениями соседних классов пло-
идности. На рис. 5 представлена гистограмма рас-
пределения содержания ДНК в ядрах гепатоцитов
крысы, окрашенных на ДНК аурамином-SO2 (флуо-
ресцентный вариант реакции Фельгена). Она получе-
на на анализаторе изображений, состоящем из мик-
роскопа Axioskop (Carl Zeiss, Германия) с объективом
40×/0.75, блоком фильтров FS10 и цифровой камеры
DFC360FX 1392 × 1040 (Leica-Microsystems, Герма-
ния). Отношение среднего содержания ДНК в ядрах
разной плоидности составило: 4С : 2С = 2.10 (+5%).
CV модального пика 4С ядер составил 6.9%. Одно-
ядерные тетраплоидные гепатоциты крыс удобны в
качестве эталона, поскольку их доля у взрослых жи-
вотных составляет до 80% (Кудрявцев и др., 1986).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В данной работе мы рассмотрели ошибки, свя-

занные в основном с аппаратурой цифровой МФМ.
Но существуют также методические проблемы, воз-
никающие при использовании различных цитохи-
мических процедур, которые выявляют те или иные
клеточные компоненты. Правильный выбор мето-
дики приготовления и окраски препаратов может
существенно увеличить точность МФМ. Это дости-
гается, например, с помощью применения красите-
лей, которые имеют максимум спектра испускания в

области, где автофлуоресценция препарата мини-
мальна, при использовании заключающей среды,
уменьшающей фотообесцвечивание, и других прие-
мов (Розанов, Кудрявцев, 1967; Longin et al., 1993).

Выбор иммерсионного масла также представляет
определенную методическую проблему, так как его
автофлуоресценция может привести к заметным
ошибкам МФМ. Необходимо учитывать, что разные
марки масла обладают разным уровнем автофлуо-
ресценции, особенно в синей области спектра. Не-
смотря на маркировку, содержащую надписи типа
“нефлуоресцирующее”, “fluorescence free”, “low flu-
orescence” и т.д., масло требует предварительной
проверки. По нашему опыту, наилучшим иммерси-
онным маслом с этой точки зрения является масло
518F (Carl Zeiss, Германия).

В микроскопических исследованиях для получе-
ния цифровых изображений иногда используются
бытовые цифровые фотоаппараты и т.н. “цифровые
окуляры”. Однако все эти приборы годятся только
для фотодокументирования и непригодны для циф-
ровой МФМ из-за ряда проблем: невысокой чув-
ствительности, значительного уровня шумов, нели-
нейности преобразования свет/сигнал, наличия
различных автоматических настроек, трудностей
стыковки с микроскопом (Пантелеев и др., 2005).

Таким образом, применение цифровой МФМ с
учетом вышеизложенных методик уменьшения
ошибок может обеспечить необходимую точность и
производительность измерений, а также комплекс-
ность исследований в области клеточной биологии.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена по государственному заданию фе-
дерального государственного бюджетного учреждения

Рис. 4. Фотообесцвечивание препарата изолированных
гепатоцитов крысы, окрашенных на ДНК аурамином-
SO2, при длительном воздействии возбуждающего света
с установкой интенсивности лампы 25% (кривая 1) и
100% (кривая 2). Микроскоп IX-83 (Olympus, Япония),
ртутная лампа SHI-130 OL, объектив 60×/1.42, цветная
цифровая камера DP73.
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Рис. 5. Гистограмма распределения содержания ДНК в
ядрах гепатоцитов крысы, окрашенных аурамином-SO2
(флуоресцентный вариант реакции Фельгена). Микро-
скоп Axioskop (Carl Zeiss, Германия), объектив 40×/0.7,
монохромная цифровая камера DFC360FX.
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METHODICAL PROBLEMS OF DIGITAL MICROFLUORIMETRY
G. I. Shteina, *, A. Ya. Gudkovab, and B. N. Kudryavtseva
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The article discusses the basic principles of digital microfluorimetry. The composition of modern equipment for mi-
crofluorimetric research using digital technology is considered, as well as the main errors of digital microfluorime-
try. In order to increase measurement precision, methods are proposed for correcting nonuniformity of illumination,
instability of light sources, photobleaching of f luorochome, dark current of a photodetector, and taking into account
other errors in digital microfluorimetry.
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