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Представлен разработанный измерительный стенд на основе микроскопа проходящего света с воз-
можностью двойной акустооптической монохроматизации излучения, позволяющий регистриро-
вать спектральные изображения высокого качества размером 1920 × 1200 пикселей в видимом диа-
пазоне длин волн со спектральным разрешением 2.5 нм (на длине волны 632 нм). Продемонстриро-
вана эффективность данного подхода и разработанного стенда на примере исследования
эмбрионов вьюна Misgurnus fossilis при переходе с 32-й на 33-ю стадию их развития. Корректность
полученных выводов подтверждена сравнением с результатами сопутствующего ультразвукового
исследования. Проведен анализ временных зависимостей спектров пропускания шести различных
пространственных областей эмбриона, в числе которых перивителлиновое пространство, головной
и хвостовой отделы. Установлено, что данные зависимости имеют существенно различающийся ха-
рактер и, в частности, могут быть использованы для неинвазивного контроля и анализа изменения
функционального состояния эмбрионов при переходе с одной стадии развития на другую.
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ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время исследованию фундамен-
тальных механизмов биологии развития посвяще-
ны многочисленные работы, поскольку изменения,
происходящие в процессе развития от момента
оплодотворения яйцеклетки до взрослого много-
клеточного организма, делают актуальными мно-
жество вопросов, связанных с формированием
сложнейшей многоуровневой постоянно услож-
няющейся системы. Широкое использование эм-
брионов костистых рыб в токсикологических ис-
следованиях подтверждает их значительный по-
тенциал в качестве модельных объектов биологии
развития и исследований функций генов позво-
ночных [1–3].

Использование эмбриональной модели при
разнообразных исследованиях весьма перспек-
тивно, поскольку дает возможность анализировать
функциональные особенности различных стадий
(особенно начальных) эмбриогенеза, когда на ко-
ротком промежутке времени сосредоточено мно-
жество процессов, определяющих дальнейшую
жизнедеятельность организмов (активное деление
клеток, дифференцировка, морфогенез) [4, 5].
При этом даже самое незначительное воздей-
ствие на ранних этапах развития может повлечь за
собой проявление различных отсроченных эф-
фектов. Кроме того, эмбриональные модели име-
ют уникальные преимущества для исследования
сохранности полноты генетической информа-
ции, которая может быть обнаружена только в
раннем онтогенезе, так как многие важнейшие
для сохранения популяции гены экспрессируют-
ся именно в этот период, а на начальном этапе
эмбриогенеза происходит закономерная смена
регуляционных механизмов генной экспрессии.

1 Работа доложена на Третьей Международной молодежной
конференции “Информационные технологии и техноло-
гии коммуникации: современные достижения” (Астра-
хань, 1–5 октября 2019 г.).
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Для плодотворного исследования этих процессов,
прежде всего, необходимы методы, позволяющие
не нарушать жизнедеятельность живой постоянно
усложняющейся биологической системы.

Ранее было показано, что значения окисли-
тельно-восстановительного потенциала, изме-
ренные в воде на расстоянии 1…2 см от эмбрионов,
четко коррелируют с процессами, происходящими
в эмбрионе в процессе развития [6]. Это инте-
гральный показатель, не дающий информации о
пространственном распределении свойств и изме-
нении структурно-функциональных перестроек,
происходящих в эмбрионе в процессе развития.
Для решения таких задач нужно использовать
только прижизненные неинвазивные методы ис-
следования. Одним из таких методов, позволяю-
щих не нарушать жизнедеятельность живой посто-
янно усложняющейся биологической системы,
является спектроскопия. Спектральные свойства
эмбрионов существенно меняются под действием
внешнего излучения, а контроль этих свойств мо-
жет служить индикатором состояния и стадии
развития [7, 8].

Развитием данных методов может стать ви-
деоспектрометрия, позволяющая получать инфор-
мацию о спектральных свойствах всех элементов
эмбриона с высоким пространственным разреше-
нием. Перспективным представляется использова-
ние видеоспектрометров на основе акустооптиче-
ских (АО) перестраиваемых фильтров, обладающих
высокой скоростью перестройки и допускающих
произвольную спектральную адресацию. Ранее мы
показали, что такой подход может быть использован
для обнаружения гетерогенности внутри желтка у
вьюна Misgurnus fossilis – рыбы, являющейся мо-
дельным объектом [9, 10]. Поскольку развитие
эмбрионов вьюна происходит вне материнского
организма во внешней среде, а защитные оболоч-
ки прозрачны в видимом диапазоне электромаг-
нитных волн, наблюдение структурных преобра-
зований может производиться с использованием
оптических методов.

Цель данной работы – дальнейшее развитие
описанного подхода. На примере вьюна Misgurnus
fossilis показана эффективность метода при ана-
лизе процессов, проходящих в других структурах
зародыша.

1. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЙ СТЕНД

Спектральная АО-фильтрация основана на
анизотропной дифракции светового пучка на фа-
зовой дифракционной решетке, образованной в
кристалле распространяющейся в АО-ячейке
акустической волной [11]. АО-фильтрация имеет
две особенности, которые используются для се-
лекции излучения. Первая – “резонансный” ха-
рактер спектральной зависимости, при котором

длина волны излучения λ, попадающего в резо-
нанс (синхронизм), определяется периодом ре-
шетки Λ, т.е. частотой звука f:

(1)
где V – скорость ультразвука, ∆n = ne – no, ne и no –
показатели преломления кристалла для необык-
новенно и обыкновенно поляризованных волн.
Вторая – изменение направления поляризации и
направления распространения дифрагированной
световой волны , что позволяет выде-
лять ее поляризатором. Поэтому АО-фильтр, как
правило, состоит из АО-ячейки и пары скрещен-
ных поляризаторов. Излучение  с дли-
ной волны λ, выделенное входным поляризатором
и удовлетворяющее условию Брэгга 
дифрагирует на акустической волне  в
АО-ячейке с изменением плоскости линейной
поляризации на ортогональную (о → е или е → о)
и отклонением направления распространения со-
гласно [11]:

(2)

где θB – угол Брэгга. Недифрагированное излуче-
ние задерживается выходным поляризатором [12].

Аберрационные пространственно-спектраль-
ные искажения изображения, присущие АО-ячей-
кам [13], представляющие проблему для корректно-
го сопоставления регистрируемых спектральных
изображений и получения спектров в разных точ-
ках изображения, практически полностью ком-
пенсируются за счет последовательной фильтра-
ции двумя идентичными АО-ячейками, разверну-
тыми примерно на 180° и фильтрующих излучение
различной поляризации [14].

Получение спектральных изображений мик-
рообъектов является одним из основных приме-
нений перестраиваемых АО-фильтров [15–17].
Они используются для контрастной визуализа-
ции, флуоресцентной и рамановской спектро-
скопии, подчеркивания границ объектов и других
задач. Как правило, для реализации режима спек-
тральной визуализации АО-фильтр устанавлива-
ется в канал фото/видеорегистрации тринокуляр-
ного светового микроскопа [15]. Это наиболее
удобное место, так как при этом не требуется изме-
нения конструкции микроскопа и сохраняется
возможность привычного наблюдения через оку-
ляры. Такая концепция не позволяет реализовать
одновременно два (широкополосный и спектраль-
ный) канала с обеспечением идентичных условий
наблюдения (поле зрения, фокусировка и пр.), т.е.
введения дополнительной оптической системы
для их сопряжения. Поэтому была предложена
иная концепция съемного видеоспектрометриче-
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ского АО-модуля – размещение его между стани-
ной и окулярной насадкой микроскопа. В этом
случае сохраняются и используются все состав-
ные части микроскопа, включая цветную видео-
камеру, и остается достаточно места для размеще-
ния сопрягающей ОС и видеоспектрометра даже
на основе двойного АО-монохроматора, имею-
щего большую длину [16] (рис. 1).

Излучение от широкополосного источника 1 с
помощью системы Келера, включающей линзо-
вые компоненты 2 и 6, зеркало 4, полевую 3 и
апертурную 5 диафрагму, фокусируется на объ-
екте 8, расположенном на предметном столе 7.
После прохождения света через исследуемый
объект его изображение формируется микрообъ-
ективом 9. Элементы 1–9 представляют собой
тринокулярный микроскоп проходящего света.

Часть широкополосного излучения отводится
светоделителем 10 в видеоспектрометрический
модуль. Остальное излучение фокусируется объ-
ективом 19 на матрице цветной видеокамеры 20.
Видеоспектрометрический модуль состоит из по-
следовательно расположенных сопрягающей оп-
тической системы 11, поляризаторов 12, 14 и 15,
расположенных между ними АО-ячеек 13 и 15,
объектива 17 и монохромной видеокамеры 18. Та-
ким образом, данный стенд наряду с визуальным
наблюдением образца позволяет регистрировать
широкополосное (цветное) изображение и серии
спектральных монохромных изображений, необ-
ходимые для получения спектров пропускания в
каждом пикселе. Сопрягающая система 11 необхо-
дима для обеспечения высококачественного изоб-
ражения при работе микроскопа с микрообъекти-
вами с увеличением в диапазоне 4…20 крат [18].
Чтобы обеспечить возможность работы модуля с
микрообъективами различного увеличения, в ка-
честве объектива 17 используется вариофокаль-
ный объектив. АО-фильтр содержит две идентич-
ные широкоугольные АО-ячейки из TeO2 с углом
среза γ = 6°. Диапазон перестройки по спектру со-
ставляет 500…750 нм, спектральное разрешение
2.5 нм (на длине волны 632 нм). Управление видео-
камерой 18 и АО-ячейками 13 и 15 осуществляется
с помощью ПК через единый интерфейс USB.

Для измерения спектральной зависимости I(λ)
в каждом пикселе x,y-изображения необходимо
обеспечить воспроизводимость значений длины
волны λ, интенсивности I и координат x,y. Поэто-
му необходимо осуществлять спектральную, ам-
плитудную и пространственную коррекцию [19]
(рис. 2).

Спектральная калибровка осуществляется с
помощью поверенного спектрометра. Результатом
проведения спектральной калибровки является
зависимость выделяемой длины волны λ от часто-
ты ультразвука f, подаваемой на пьезопреобразова-

тели АО ячеек, и от оптимальной акустической
мощности P. Эта процедура позволяет получить
перестроечную кривую f(λ) АО-монохроматора и
скорректировать неравномерность его дифракци-
онной эффективности η по спектру [11]:

(3)

где Δk(λ) – волновая расстройка, l – длина аку-
стооптического взаимодействия.

Амплитудная калибровка необходима для кор-
рекции неоднородности освещения и виньетиро-
вания, она заключается в съемке серии спек-

( ) ( )Δ λ η λ  π 
∼

2sinc ,
2

k l

Рис. 1. Схема (а) и внешний вид (б) эксперименталь-
ного стенда: 1 – широкополосный источник света,
2 – линза, 3 – полевая диафрагма, 4 – зеркало, 5 –
апертурная диафрагма; 6 – конденсор; 7 – столик, 8 –
исследуемый объект, 9 – микрообъектив, 10 – свето-
делитель куб, 11 – сопрягающая система, 12, 14, 16 –
скрещенные поляризаторы, 13, 15 – идентичные АО
ячейки, 17, 19 – объективы, 18 – монохромная видео-
камера, 20 – цветная камера, 21 – блок управления,
22 – ПК.
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тральных изображений фона B(x, y; λ), на кото-
рые в процессе коррекции делятся изображения
исследуемого объекта.

Смещения Δx(λ) и Δy(λ) благодаря двойной
АО-монохроматизации возникают лишь за счет
движения эмбриона в процессе исследования и
устраняются с помощью корреляционных мето-
дов. Только после применения коррекции всех
трех указанных факторов могут быть получены
спектральные изображения I(x, y; λ), по которым
можно вычислять спектральные зависимости I(λ)
в произвольных пикселях.

2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проводились на эмбрионе вьюна
Misgurnus fossilis – классическом объекте биологии
развития [9]. Самок, отловленных из природы, со-
держали в холодильнике при температуре 4…5°С.
Для ускорения созревания самок применяли гор-
мональную стимуляцию хорионическим гонадо-
тропином при комнатной температуре, получение
половых продуктов и искусственное осеменение
проводили по стандартной методике. Оплодотво-
ренные яйцеклетки тщательно промывали двумя
порциями свежей воды. После этого часть зароды-
шей (200 штук) размещали в термостате с темпера-
турой 17°С. Стадии развития определяли по табли-
цам нормального развития вьюна [9]. Эмбрионы
32-й стадии развития тщательно промывали двумя
порциями свежей воды, и последовательно каждый
из них помещали в рабочую области АО-видеоспек-
трометра. Примерно в течение 1 часа с интервалом в
1 минуту проводили регистрацию изображений
развивающегося эмбриона во время его перехода
на 33-ю стадию развития.

Для оценки однородности функционального
состояния эмбриона вьюна были выделены шесть
его локальных зон, а для коррекции неоднород-
ности фона – две зоны вне икринки (рис. 3).

Одновременно с АО-видеспектрометрией
проводилось исследование зародышей апробиро-
ванным в эмбриологии ультразвуковым методом,
являющимся также неинвазивным и позволяющим
визуализировать пространственное распределение
упруго-вязкостных свойств объекта [20]. Для уль-
тразвуковой визуализации вьюна был использован
высокочастотный ультразвуковой сканер с одиноч-
ным фокусирующим приемо-передающим преоб-
разователем. Преобразователь излучает импульсную
ультразвуковую волну, которая распространяется
через иммерсионную среду с погруженным в нее
объектом и фокусируется внутри него. Волна, рассе-
янная акустическими неоднородностями объекта,
распространяется в обратном направлении и при-
нимается тем же преобразователем. В приборе осу-
ществляется растровое механическое сканирова-
ние преобразователя по поперечным координа-
там [21, 22]. В данной работе использовался
фокусирующий ультразвуковой преобразователь
с центральной частотой 50 МГц, относительной
полосой частот 50% и полной угловой апертурой
40°. В соответствии с классическим критерием
[23] поперечная разрешающая способность кон-
фокальной системы формирования изображений
с данными параметрами может быть оценена на
уровне 30 мкм. Продольная разрешающая спо-
собность определяется длительностью ультразву-
кового импульса и составляет примерно 20 мкм.

Примеры ультразвуковых изображений эм-
бриона вьюна представлены на рис. 4. Икринку
помещали в иммерсионную ячейку ультразвуко-
вого сканера, наполненную природной водой.
Для построения изображения записанный сиг-
нал подвергали преобразованию Гильберта по
временной переменной, и определяли его огиба-
ющую. Затем находили максимальное значение
огибающей во временных воротах, и оно отобра-
жалось в зависимости от поперечных координат.
Положение временных ворот соответствовало

Рис. 2. Основные стадии обработки спектральных изображений.
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сигналам, приходящим из фокальной области
преобразователя, а их длительность позволяла на-
блюдать на изображениях неоднородности, распо-
ложенные в слое толщиной 400 мкм. Ультразвуко-
вой метод обеспечивает отчетливое наблюдение
изменения структуры органов по мере развития
эмбриона, в частности, рост хвостовой части и его
отделение от желтка. Эти особенности характерны
именно для 32–33-й стадий развития эмбриона
вьюна.

Ультразвуковой метод был использован в каче-
стве дополнения к АО-видеоспектрометрии с це-
лью подтверждения наличия объемных структур-
ных преобразований, обнаруживаемых по изме-
нению спектров пропускания и являющихся
следствием биохимических процессов, происходя-
щих на этих и более ранних стадиях развития [9].

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 5 приведены нормированные спектры

пропускания областей эмбриона, отмеченных на
рис. 3, в начале (на 32-й стадии развития) и в кон-
це (на 33-й стадии развития) эксперимента (в те-
чение часового мониторинга). Именно в этот пе-
риод в туловищной мезодерме наблюдается уве-
личение с 24 до 25…26 пар туловищных сомитов.
Зародыш увеличивается в длину и хвостовой от-
дел начинает обособляться от туловищного отде-
ла. Желток продолжает активно менять форму и
становится более грушевидным, при этом наблю-
дается активное перемещение желточных гранул
из хвостовой области в более центральные. В го-
ловном отделе зародыша начинается инвагина-
ция передней стенки глазного бокала и происхо-
дит образование хрусталиковых плакод. Особо
необходимо отметить, что если на 32-й стадии

Рис. 3. Спектральные изображения (на длине волны 532 нм) эмбриона в начале эксперимента на 32-й стадии развития
(а) и в конце эксперимента на 33-й стадии развития (б): 1 – недифференцированные сомиты, 2 – перивителлиновое
пространство рядом с хвостовым отделом, 3 – перивителлиновое пространство, свободно расположенное над желт-
ком в центральной его части, 4 – перивителлиновое пространство рядом с головным отделом, 5 – головной отдел, 6 –
дифференцированные сомиты, 7 и 8 – области вне икринки.

1 мм

(а)

1 мм

(б)

6

1

7

2 3

8

4

5

6

1

7

2 3

8

4

5

Рис. 4. Пример ультразвукового изображения эмбриона в начале эксперимента на 32-й стадии развития (а) и в конце
эксперимента на 33-й стадии развития (б).
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развития зародыш был еще неподвижен, то уже
на 33-й стадии наблюдается начало движений у за-
родыша. При переходе от 32-й к 33-й стадии разви-
тия наблюдаются определенные изменения как в
структуре головного, так и хвостового отделов заро-
дыша, что видно из ультразвуковых изображений.
Ранее нами было показано, что и в желточном меш-
ке хорошо виден маркированный переход с 32-й на
33-ю стадию развития на 30-й минуте наблюдения
[10]. Естественно, что возникающая на 30-й минуте
наблюдения смена характера спектров указывает на
важнейшую трансформацию в биосистеме, обу-
словленную, по-видимому, прежде всего, регуля-
торными особенностями центральной нервной
системы (область головного мозга). Как было про-
демонстрированно (желток в области головного
мозга), нестационарный характер кинетики опти-
ческого поглощения при длине волны 560 нм, воз-
никающий на стадии перехода (32-я стадия), сме-

няется синхронной кинетикой изменения погло-
щения света при выбранных длинах волн,
обусловленной началом двигательной активно-
сти (33-я стадия) [10].

В области головного отдела и прилегающего к
нему перивителлинового пространства вокруг него
имеется характерный пик на длине волны 660 нм
(рис. 6). Полученные нами данные также свиде-
тельствуют о повышенной активности головного
отдела зародыша вьюна и, соответственно, анало-
гичной области перивителлинового пространства
и области воды вне икринки, что, по-видимому,
может свидетельствовать об определенном обме-
не веществ между эмбрионом, перивителлино-
вым пространством и окружающей икринку во-
дой. Такую связь эмбриона с окружающей средой
подтверждают и полученные ранее данные изме-
рений окислительно-восстановительного потен-
циала в воде, окружающей эмбрионы вьюна

Рис. 5. Нормированные спектры пропускания Kпр различных областей эмбриона в начале эксперимента на 32-й ста-
дии развития (а) и в конце эксперимента на 33-й стадии развития (б); номера кривых соответствуют номерам обла-
стей, выделенных на рис. 3.
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[6, 24], которые показали тесную корреляцию
между этим показателем и изменением функцио-
нального состояния зародышей на разных стади-
ях развития.

Интересно, что и область дифференцирован-
ных сомитов претерпевает значительные спек-
трально-временные изменения (см. рис. 6). Эти
результаты могут быть сопряжены с целым ком-
плексом процессов, происходящих в этот период
на разных уровнях организации: от молекулярно-
биохимических до цитологических, приводяших к
целому ряду тонких дифференцировок. В сформи-
ровавшихся сомитах происходят внутриструктур-
ные конформационные изменения, связанные,
прежде всего, с дифференцировкой на дерматом,
миотом и склеротом. Происходит прохождение
ряда последующих дифференцировок, приводя-
щих к образованию структурных элементов раз-
личных тканей: дерматом – соединительно ткан-
ная основа кожи, миотом – поперечно-полосатая
мускулатура, склеротом – скелет. Любое клеточ-
ное перемещение сопровождается изменением
поляризации клетки, перераспределением лиган-
дов, ионных каналов, изменением уровня сво-
бодно радикальных процессов и т.п. В конечном
итоге все это и приводит к наблюдаемым значи-
тельным спектрально-временным изменениям.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенный анализ показал, что АО-ви-
деоспектрометрия позволяет неинвазивно полу-
чать данные, характеризующие специфику раз-
личных морфологических структур эмбриона.
Проведенный мониторинг при переходе от 32-й к
33-й стадии развития эмбриона вьюна показал, что
в выбранных областях происходят пространствен-
но-временные изменения спектров пропускания,
что свидетельствует о различиях в биохимических
процессах. Так, например, установлены характер-
ные особенности спектров пропускания области
дифференцированных сомитов, головного отдела
и перивителлинового пространства вокруг него.

Разработанный видеоспектрометрический АО-
стенд не только позволяет проследить определен-
ную специфику ряда динамически развиваю-
щихся процессов на определенном временном
промежутке эмбрионального развития вьюна,
но и дает возможность анализировать функцио-
нальные особенности различных стадий (осо-
бенно начальных) эмбриогенеза, когда на корот-
ком промежутке времени сосредоточено множе-
ство процессов, определяющих дальнейшую
жизнедеятельность организмов (активное деле-
ние клеток, дифференцировка, морфогенез). По-
казано, что видеоспектрометрия может приме-
няться в качестве высокоточного неинвазивного
способа оценки характеристик этих процессов.

Рис. 6. Нормированные спектрально-временные зависимости пропускания области головного отдела (а) и дифферен-
цированных сомитов (б).
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Развитие описанного подхода может привести
к более полному пониманию особенностей кине-
тики процессов, обеспечивающих развитие эм-
брионов позвоночных, и позволит проследить
координацию метаболических процессов при
становлении самоорганизующейся биосистемы,
что чрезвычайно важно для развития как фунда-
ментальной, так и прикладной биомедицины.
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