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Разработана неинвазивная методика ультразвуковой визуализации структуры эмбрионов рыб и из-
мерения скорости звука в их тканях. С помощью акустического микроскопа с центральной частотой
50 МГц проведено исследование икры вьюна (Misgurnus fossilis), развивающегося в иммерсионной
ячейке прибора, на 6–8 стадиях развития измерена скорость звука в желтке и клеточном слое (бла-
стуле) эмбриона.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время эмбрионы рыб представля-
ются популярным и перспективным объектом ис-
следований в биологии развития, генетике, реге-
неративной медицине, экологии и др. благодаря
краткому периоду эмбрионального развития,
сравнительно большому размеру и возможности
развития вне родительского организма [1]. Ос-
новным инструментом исследований эмбриоге-
неза рыб является оптическая микроскопия, поз-
воляющая с достаточно высоким разрешением
наблюдать структурные изменения [2, 3]. Вместе
с тем, оптические изображения часто имеют низ-
кий контраст и малую глубину резко изображае-
мых элементов, а использование высокоэнерге-
тического излучения в течение длительного вре-
мени негативно сказывается на живой организм.
Недавно было показано [4, 5], что эффективным
методом исследования эмбриогенеза рыб явля-
ется ультразвуковая визуализация. Ультразвуко-
вые волны оказывают незначительное воздей-
ствие на организм, что позволяет проводить на-
блюдение одного эмбриона на протяжении всего
цикла его развития. Этот метод дает высокий
контраст, обусловленный вариациями упруго-
вязкостных свойств тканей и позволяет визуали-
зировать структурные изменения глубоко распо-
ложенных органов и их движение.

Известны работы, посвященные ультразвуко-
вым исследованиям эмбрионов мышей и цыплят
[6, 7]. Эмбрион рыбы являлся объектом исследо-
ваний в единственной известной авторам работе
[8], причем в большей степени он использовался
для демонстрации возможностей разработанной
аппаратуры и метода визуализации. Таким обра-
зом, акустические свойства основных органов
эмбриона рыб неизвестны в настоящее время.
В данной работе разрабатывается методика изме-
рения скорости звука в желтке и клеточном слое
(бластуле) эмбриона и проводятся измерения на
стадиях развития средней и поздней бластулы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе использовалась икра вьюна (Misgur-

nus fossilis), которая часто используется в биологи-
ческих исследованиях. Оплодотворение икры,
получаемой после гормональной стимуляции са-
мок, проводилось в отдельном сосуде непосред-
ственно перед ультразвуковыми исследованиями.
Работа с данными биологическими объектами
выполнялась в соответствии с этическими стан-
дартами учреждения, в котором проводились ис-
следования, и утвержденными правовыми актами
РФ и международных организаций.

Упрощенная схема строения икринки кости-
стой рыбы на стадиях развития 6–8 представлена на
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рис. 1. Общий размер икринки вьюна составляет
приблизительно 2 мм, самого эмбриона – 1.2 мм.
Она имеет наружную оболочку округлой формы
(хорион), заполненную перивителлиновой жидко-
стью 1. Внутри икринки располагается желток 2, к
которому примыкает бластула 3, образованная
слоем делящихся клеток. Бластула по мере разви-
тия эмбриона распространяется вдоль поверхно-
сти желтка, становясь тоньше и охватывая все
большую площадь. Размер клеток в бластуле на
данных стадиях развития колеблется в пределах
10–20 мкм [1]. Эмбрион располагается приблизи-
тельно симметрично по отношению к вертикаль-
ной оси икринки и, обладая некоторой свободой
передвижения в перивителлиновой жидкости,
несколько смещается из центра вниз под дей-
ствием силы тяжести.

Ультразвуковые измерения проводились с по-
мощью сканирующего импульсного акустического
микроскопа [5]. В нем использовался одиночный
сфокусированный преобразователь с централь-
ной частотой 50 МГц и относительной полосой
частот 50%. Фокусное расстояние и угловая апер-
тура преобразователя при использовании воды в
качестве иммерсионной жидкости составляли
5 мм и 30°, соответственно, обеспечивая про-
странственное поперечное разрешение 30 мкм.
В приборе использовалось механическое скани-
рование преобразователя, позволяющее форми-
ровать трехмерный пространственно–временной
сигнал s(x, y, t), где x, y – поперечные координа-
ты, t – время. Икринка помещалась в иммерсион-
ной среде на стеклянную подложку. Снизу от
подложки располагался видеомикроскоп, позво-
ляющий получать изображение эмбриона с уме-
ренным разрешением, достаточным для контроля
состояния и ориентации эмбриона. В качестве
иммерсионной среды использовалась вода, взя-
тая из природного источника, ее температура на-
ходилась в пределах 22 ± 2°C на протяжении всего
эксперимента.

УЛЬТРАЗВУКОВАЯ ВИЗУАЛИЗАЦИЯ 
ЭМБРИОНА

Измерение скорости звука в желтке и бластуле
проводилось по акустическим данным, записан-
ным в течение 5 часов развития одного эмбриона
на стадиях 6–8. В качестве примера ультразвуко-
вые изображения I(x, y) (С-сканы), полученные в
начале, середине и конце этой серии измерений
приведены на рис. 2а–2в, соответственно. Фо-
кальная плоскость преобразователя, располагае-
мая на расстоянии 0.8 мм от подложки, проходи-
ла приблизительно через середину эмбриона. На
изображениях представлено двумерное распреде-
ление максимального значения огибающей сиг-
нала, принятого во временном окне длительно-
стью 0.6 мкс. Середина этого окна была настрое-

на на прием сигналов, отраженных из фокальной
плоскости. Таким образом, полученные сканы
отображают акустические неоднородности, нахо-
дящиеся в фокальной области в слое толщиной
0.45 мм.

В изображениях эмбриона различаются тем-
ный желток Y, расположенный в центре, и более
яркая бластула B, охватывающая желток. Как вид-
но, отражательная способность клеточного слоя
бластулы существенно выше, чем у желтка. Харак-
терные размеры клеток в этом слое (10–20 мкм)
существенно меньше разрешающей способности
микроскопа на используемой частоте ультразвука
(30 мкм), поэтому изображение бластулы имеет
ярко выраженную спекл структуру. Отражение в
области желтка существенно более слабое, хотя и
превышает уровень шума. Вокруг эмбриона на-
блюдаются отдельные яркие отражатели, располо-
женные вдоль окружности с диаметром 1.8–1.9 мм.
По-видимому, эти эхо-сигналы производятся не-
большими пузырьками и посторонними частица-
ми, прилипшими к наружной оболочке икринки.
Ультразвуковые изображения показывают, что с
течением времени слой бластулы становится
тоньше и покрывает все большую область на по-
верхности желтка. Такое поведение является ха-
рактерным для развития эмбриона на данных ста-
диях [1, 9].

Структуру исследуемого эмбриона в про-
дольном направлении отображают простран-
ственно-временные сигналы s(x, t) (B-сканы),
представленные для начала, середины и конца
5-часовой серии измерений на рис. 3а–3в, со-
ответственно. В данном формате регистрируе-
мый знакопеременный сигнал s отображается на

Рис. 1. Строение икры рыбы: 1 – перивителлиновая
жидкость; 2 – желток; 3 – бластула.
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изображениях оттенками серого в зависимости от
времени t и координаты сканирования x. Попе-
речная координата y в таком представлении вы-
брана постоянной, соответствующей середине эм-
бриона. Положение временного окна, используе-
мого при генерации изображений I(x, y) (рис. 2),
показано на B-сканах пунктирными линиями.

На B-сканах выделяется клеточный слой B,
охватывающий область желтка Y. Амплитуда сиг-
нала, отраженного слоем, выше в верхней области
бластулы (точки O1 и O2, рис. 1), где ее граница пер-
пендикулярна акустический оси преобразовате-
ля, и в области фокуса при 0.8 < t < 1 мкс. В об-
ласти фокуса для желтка также различимы сла-
бые отражения. Ниже выделенного временного
окна сигналы от эмбриона практически не обна-

руживаются вследствие расфокусировки и ослаб-
ления ультразвука при прохождении через эм-
брион. Исключение составляет слабый отклик от
нижней поверхности желтка со временем прихо-
да t2, лежащий на оси в области O3 (рис. 1). От-
клик от подложки, расположенный внизу B-ска-
нов, несмотря на расфокусировку имеет большую
амплитуду вследствие значительного различия
акустических импедансов жидкости и подложки.
Вне области эмбриона этот отклик имеет посто-
янные амплитуду и время прихода. Под эмбрио-
ном амплитуда отклика от подложки становится
меньше вследствие затухания волн в тканях, а
время его прихода укорачивается из-за большей
скорости звука в эмбрионе по сравнению с им-
мерсией.

Рис. 2. Ультразвуковые изображения эмбриона I(x, y).
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Рис. 3. Ультразвуковые изображения эмбриона s(x, t).
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По 11 наборам ультразвуковых данных s(x, y, t),
записанных в ходе эксперимента на протяжении
5 ч, были проведены измерения среднего попе-
речного размера эмбриона d и его продольного
размера d0. Поперечный размер d определялся
для каждого С-скана (рис. 2) по положению
внешней границы бластулы или желтка в не-
скольких направлениях. Точность таких измере-
ний ограничивается размытостью границы и раз-
решающей способностью микроскопа. Однако
можно отметить, что наблюдается тенденция
уменьшения за время измерений среднего диа-
метра d с 1.31 до 1.29 мм. Продольный размер

 рассчитывался как разность расстоя-
ний O1O4 и O3O4:

(1)

где C0 = 1485 м/с – скорость звука в окружающей
эмбрион среде, t4, t2 – времена прихода волн, от-
раженных на соответствующих границах эмбрио-
на, а t1, t0 – времена прихода импульсов, отражен-
ных от подложки в области эмбриона и вне его,
соответственно. Расчеты показывают, что d0 с те-
чением времени увеличивается с приблизительно
1.22 до 1.26 мм. Таким образом, ультразвуковые
измерения подтверждают, что форма эмбриона
близка к сферической, а слабый отклик со време-
ним прихода t2 соответствует отражению от ниж-
ней границы желтка в точке O3.

Расчет скоростей ультразвука в бластуле и
желтке был проведен в приближении геометриче-
ской акустики с помощью метода замещения, мо-
дифицированного в соответствии с особенностя-
ми исследуемого объекта [11, 12]. Допустимость
данного приближения обосновывается тем, что
характерные размеры эмбриона значительно пре-
вышают длину волны. Для измерения скорости в
желтке использовался луч O1O4, проходящий че-
рез центр эмбриона и падающий перпендикуляр-
но на подложку. Кроме того, учитывался опор-
ный сигнал со временем прихода t0, который от-
разился от подложки вне эмбриона. Расстояние
от вершины эмбриона до подложки определяется
временем распространения опорного сигнала в
иммерсионной жидкости:

(2)

где переменные l1, l2, l3 равны длинам отрезков
O1O2, O2O3, O3O4, соответственно. Разность вре-
мен распространения опорной и измерительной
волн равно:

(3)

= +0 2 3d l l

( ) ( )[ ]= − − −0 0 4 1 2 02 ,d t t t t C

( ) −− = + + 1
4 0 1 2 3 02 ,t t l l l C

( ) − − − −

= − =
 = + + − − − 

1 0
1 1 1 1

1 2 3 0 1 0 2 32 ,y b

dt t t

l l l C l C l C l C

где

(4)

скорости звука в бластуле и желтке, соответствен-
но. Учитывая, что:

(5)

относительная задержка равна:

(6)

Таким образом, зная скорости звука в иммер-
сионной среде и бластуле, скорость в желтке
можно определить, измеряя задержки dt, (t2–t3),
(t3–t4). Скорость в воде C0 известна априорно, а
скорость звука в бластуле может быть оценена
следующим образом.

Скорость в бластуле можно оценить, рассмат-
ривая время прохождения волны вдоль луча А1А2,
проходящей только через клеточный слой пер-
пендикулярно подложке (рис. 1). На B-сканах
границы бластулы в точках пересечения с лучом
не являются четкими (рис. 3), так как они не на-
ходятся вне фокальной плоскости и луч пересека-
ет их под большим углом. Поэтому путь l(x), про-
ходимый волной в клеточном слое, можно оце-
нить, считая, что сечение поверхности бластулы
плоскостью (x, z) в области измерения является
окружностью:

(7)

где радиус кривизны R и положение центра по-
верхности бластулы x0 определяются по С-ска-
нам. Разность времен прихода волны, прошед-
шей через бластулу, и опорной волны, отраженной
от подложки, можно записать аналогично (6), по-
лагая малость приращения скорости в бластуле
по сравнению со скоростью в воде:

(8)

Искомую величину ΔCb можно оценить мето-
дом линейной регрессии, располагая измеренной
зависимостью dt(l).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИЗМЕРЕНИЙ
Для оценки скорости ультразвука в бластуле

использовались данные, полученные в начале
эксперимента, для которых толщина клеточного
слоя в поперечном направлении имеет достаточ-
ную величину. По мере развития эмбриона тол-
щина бластулы уменьшается, и предложенная
выше методика расчета скорости дает неустойчи-
вые результаты. Используя данные первого B-ска-
на (рис. 3) в диапазоне x 1.44–1.65 мм, была по-
строена зависимость dt(l) и найдено в соответ-
ствии с (8) значение ΔCb = 41 м/с. Погрешность
коэффициента пропорциональности этого ли-

= + Δ = + Δ0 0,  b b y yC C C C C C

( ) ( )= − = −3 3 4 2 2 3, ,b yl t t C l t t C

( ) ( )[ ] −= − Δ + − Δ 1
2 3 3 4 0 .y bdt t t C t t C C

( ) ( )= − − 22
02 ,l x R x x

( ) ( ) −= Δ 2
02 .bdt x l x C C
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нейного модельного уравнения, оцененная путем
расчета остаточной дисперсии задержки dt отно-
сительно линии регрессии, составила ±16%.

Полученное значение скорости звука в бласту-
ле было использовано при нахождении скорости
в желтке ΔCy по формуле (6). Значение, найден-
ное по всем записанным на протяжении экспери-
мента 11 сканам, составляет ΔCy = 90 ± 8 м/с.

Следует отметить, что на результат измерения
ΔCy влияет величина скорости в бластуле, которая
определена со сравнительно большой погрешно-
стью. Кроме того, она оценена только для началь-
ного периода эксперимента и может меняться по
мере развития организма. Однако зависимость
скорости в желтке от скорости звука в бластуле
является слабой вследствие малости толщины
бластулы по сравнению с размером желтка. Так
уменьшение ΔCb на 10 м/с вызывает в соответ-
ствии с (6) увеличение ΔCy только на 1 м/с.

Сравнивая результаты измерений с опублико-
ванными данными [10], можно отметить, что по-
лученное значение скорости звука в желтке эм-
бриона меньше, чем скорость в таких плотных
тканях, как хрящи или хрусталик глаза. Однако
она больше скорости звука в тканях мозга или по-
чек и сравнима с тканями печени и мышц.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработана методика измерения in vivo скоро-

сти звука в желтке и клеточном слое (бластуле)
эмбрионов рыб. Для 6 стадии развития икры вью-
на (Misgurnus fossilis) получена оценка скорости в

бластуле, которая составила 1526 ± 7 м/с. Найде-
но, что при развитии эмбриона в течение 5 ч с 6 до
8 стадий скорость звука в желтке находится в пре-
делах 1575 ± 8 м/с.
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A non-invasive technique for ultrasonic visualization of the structure of fish embryos and for measuring the
speed of sound in their tissues has been developed. An acoustic microscope with a central frequency of
50 MHz was used to study the loach egg (Misgurnus fossilis) which developed in the immersion cell of the de-
vice. The speed of sound in the yolk and the cell layer (blastula) of the embryo was measured at developmental
stages 6–8.
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