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Разработана методика неинвазивной ультразвуковой визуализации процессов эмбрионального раз-
вития малых биологических организмов. Создан сканирующий акустический микроскоп с диапа-
зоном рабочих частот 50…100 МГц, позволяющий регистрировать ультразвуковые данные в режиме
замедленной съемки и наблюдать in vivo трансформации и перемещения структурных элементов
эмбриона. С помощью разработанной методики были проведены исследования эмбриона вьюна
(Misgurnus fossilis), развивающегося непосредственно в иммерсионной ячейке микроскопа. Для 6-й
и 15-й стадий развития эмбриона произведены записи данных продолжительностью по 10 мин, де-
монстрирующие процессы деления и движения клеток. Показано, что на 15-й стадии движение кле-
ток во внутренней и наружной областях клеточного слоя с толщиной 0.1 мм происходит в противо-
положных направлениях со скоростями приблизительно 0.3 и 0.1 мкм/с соответственно.

DOI: 10.31857/S0033849422040027

ВВЕДЕНИЕ
Эмбрионы низших позвоночных являются об-

щепринятыми модельными организмами для ис-
следований в биологии развития, экологии, фар-
мацевтике и генетике [1]. При исследованиях
низших позвоночных, таких как рыбы, широко
используются методы, основанные на использова-
нии электромагнитного излучения. В подавляю-
щем большинстве случаев исследования проводят-
ся in vitro на специально подготовленных образцах.
Наблюдать структурные изменения в живом орга-
низме, рост и деление клеток, их движение и ин-
теграцию в органы и ткани позволяет оптическая
микроскопия. Однако использование оптическо-
го излучения имеет ограничения при визуализа-
ции внутренних областей эмбриона, вызванные
низким контрастом структурных элементов и
рассеянием света на оптических неоднородно-
стях. Некоторые методы оптической микроско-
пии были разработаны для преодоления этих
ограничений [1–5]; однако все они так или иначе
основаны на использовании излучения высокой
интенсивности. Инвазивное воздействие интен-

сивного излучения на живой организм (фототок-
сичность) представляет собой серьезную пробле-
му при длительном наблюдении развития эмбри-
онов in vivo.

Как было показано в результате многочислен-
ных исследований, незначительное влияние на
живой организм оказывает диагностический уль-
тразвук [6]. Акустические методы позволяют ви-
зуализировать пространственное распределение
изменений упругости, плотности и вязкости объ-
екта. Ультразвуковые приборы широко использу-
ются в медицине; однако частотный диапазон ме-
дицинских сканеров ограничен из-за глубокого
расположения интересующих областей внутри
человеческого тела и высокого затухания ультразву-
ка в тканях. В результате пространственное разре-
шение медицинских сканеров оказывается недо-
статочным для визуализации эмбрионов рыб, раз-
меры которых не превышают 1…2 мм.

Более высокое разрешение обеспечивает ска-
нирующий акустический микроскоп [7–12]. Его
использовали для изучения мелких животных [7],
эмбрионов кур и мышей [8–10]. Также недавно с
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помощью акустического микроскопа были вы-
полнены предварительные исследования по визу-
ализации структуры эмбрионов рыб на некото-
рых стадиях их развития [11, 12]. Ультразвуковые
изображения живых объектов в этих исследова-
ниях формировались с периодом в несколько ча-
сов или дней. Такой режим работы микроскопа
позволяет наблюдать за общим ростом эмбриона,
но не может использоваться для визуализации
процессов формирования и движения тканей и
отдельных структурных элементов.

Несколько высокочастотных ультразвуковых
методов были разработаны для визуализации сер-
дечно-сосудистой системы и измерения скорости
кровотока мышей, эмбрионов цыпленка и рыб
[13–15]. В этих методах дискриминация сигналов,
рассеянных на движущихся элементах крови,
происходит в частотной области за счет приобре-
таемого ими доплеровского сдвига. В данных слу-
чаях доплеровский сдвиг достаточно велик для
надежного выделения сигналов благодаря значи-
тельной скорости крови в этих организмах. Одна-
ко скорость перемещения структурных элемен-
тов в эмбрионах рыб значительно ниже и допле-
ровский принцип не может быть использован для
исследования их развития.

Данная работа посвящена разработке скани-
рующего акустического микроскопа с замедлен-
ной регистрацией ультразвуковых данных и его
применению для изучения развивающейся био-
логической системы типа эмбриона рыбы.

1. ОПИСАНИЕ ЭКСПЕРИМЕНТА
Структурная схема разработанного акустиче-

ского микроскопа приведена на рис. 1. Централь-
ным элементом прибора является фокусирую-
щий ультразвуковой преобразователь, работаю-
щий в эхо-импульсном режиме. Преобразователь
излучает в иммерсионную жидкость короткие
ультразвуковые импульсы, которые фокусируют-
ся внутри исследуемого объекта. Ультразвуковые
волны, рассеянные на структурно-упругих неодно-
родностях объекта, принимаются тем же преобра-
зователем и записываются в цифровом виде. Для
формирования изображения объекта осуществля-
ется перемещение преобразователя относительно
образца и отображение принятого сигнала в зависи-
мости от пространственной координаты. Данный
принцип ультразвуковой визуализации позволя-
ет использовать широкие угловые апертуры сфо-
кусированных коротких ультразвуковых импуль-
сов, что обеспечивает высокое пространственное
разрешение в продольном и поперечных направ-
лениях [16]. Вместе с тем механическое сканиро-
вание, необходимое для формирования изобра-
жений, сопряжено со значительным временем
сбора данных. Однако данный недостаток не яв-
ляется решающим при исследовании медленно
протекающих процессов развития низших позво-
ночных.

Ультразвуковой преобразователь разработан-
ного акустического микроскопа состоит из крем-
ниевого звукопровода 1, на металлизированный

Рис. 1. Структурная схема акустического микроскопа: 1 – звукопровод; 2 – пьезоэлектрическая пластина; 3 – элек-
трод преобразователя; 4 – акустическая линза; 5 – генератор возбуждающих импульсов; 6 – схема подавления шумов
генератора; 7 – амплитудный ограничитель; 8 – предварительный усилитель; 9 – полосовой фильтр; 10 – усилитель с
регулируемым коэффициентом передачи; 11 – аналого-цифровой преобразователь; 12 – модуль управления; 13 –
компьютер; 14 – двигатель; 15 – энкодер; 16 – драйвер привода; 17 – исследуемый объект.
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торец которого методом холодной сварки в ваку-
уме присоединена пластина 2 из ниобата лития
среза Y + 36° (см. рис. 1). На свободной поверхности
пластины выполнен круглый электрод 3 с диа-
метром 6 мм, соосно которому на противопо-
ложном торце 3 размещена сферическая акусти-
ческая линза 4. Толщина пьезопластины составля-
ла 60 мкм, что обеспечивало центральную частоту и
относительную полосу частот преобразователя
приблизительно 50 МГц и 50% соответственно.
Фокусное расстояние преобразователя было рав-
но 5.25 мм, а угловая апертура при использовании
воды в качестве иммерсионной жидкости составля-
ла θ0 = 35°. Поперечная разрешающая способ-
ность δx, глубина резкости zf устройства визуали-
зации, построенного по конфокальной схеме,
могут быть оценены на уровне 3 дБ по известным
формулам [16]:

(1)

где λ = 30 мкм – длина волны ультразвука на ха-
рактерной частоте. Для выбранных параметров
линзовой системы они приблизительно равны
δx ≈ 30 мкм, zf ≈ 160 мкм. Продольная разрешаю-
щая способность δz микроскопа в широкополос-
ном импульсном режиме определяется длительно-
стью огибающей принимаемого сигнала τ [17]:

(2)
где CW =1485 м/с – скорость ультразвука в иммер-
сионной жидкости (воде). Учитывая, что дли-
тельность импульса обратно пропорциональна
полосе частот преобразователя, можно получить
оценку продольной разрешающей способности
δz ≈ 30 мкм.

Ультразвуковой элемент возбуждается импуль-
сами с генератора 5, который позволяет получать на
выходе импульсы с амплитудой не менее 30 В с ре-
гулируемой длительностью 5…50 нс. Между вы-
ходом генератора и ультразвуковым элементом
включена диодная схема 6 подавления слабых
(шумовых) сигналов, которые могут исходить от
генератора в режиме приема.

Отраженные ультразвуковые сигналы, харак-
терная амплитуда которых составляет 0.1…1 мВ,
поступают в приемный тракт 7–11. Схема ограни-
чения 7, выполненная на диодах, защищает прием-
ный тракт от высоковольтных возбуждающих им-
пульсов и предотвращает его перегрузку. Предвари-
тельный усилитель 8 имеет полосу пропускания до
1 ГГц, полосовой фильтр 9 может индивидуально
подстраиваться под используемый ультразвуко-
вой датчик, его типичная полоса пропускания
5…200 МГц. Основной регулируемый усилитель 10
имеет на входе цифровой аттенюатор, позволяю-
щий регулировать усиление в диапазоне 50 дБ с
шагом 2 дБ. Последним компонентом в приемном

( )2
0 0

0.61 1.8, ,
sin sin

fx zλ λδ = =
θ θ

0.5 ,Wz  Cδ = τ

тракте является 12-разрядный АЦП 11 с реальной
частотой дискретизации 500 МГц. Цифровой поток
с АЦП поступает в модуль управляющей логики –
программируемую логическую интегральную
схему (ПЛИС) 12. В ПЛИС происходит предвари-
тельная обработка данных, например усредне-
ние, фильтрация, также ПЛИС управляет генера-
цией и параметрами возбуждающих импульсов,
реализует регулировку коэффициента усиления в
процессе регистрации сигналов, обеспечивает
передачу данных в компьютер 13 по высокоско-
ростному интерфейсу USB 3.0.

Механическое сканирование осуществляется
перемещением ультразвукового датчика вдоль
осей x, y. С платформой, на которой установлен
датчик (на рис. 1 не показана), винтовой переда-
чей связан двигатель 14 и энкодер 15. Характер-
ная односторонняя повторяемость привода со-
ставляет 1.5 мкм. Драйвер привода 16 является ав-
тономным, имеет независимое управление от
компьютера по низкоскоростному интерфейсу
USB. Для синхронизации моментов регистрации
ультразвуковых сигналов с механическим пере-
мещением используется сигнал “Старт”, выраба-
тываемый драйвером привода в моменты про-
хождения заданных координат и инициирующий
логику управления 12 на начало процесса реги-
страции.

Исследуемый организм 17 помещали в иммер-
сионную ячейку из биоинертного пластика. В
ячейке имелась пластина с отверстием, в которой
собственно и находился эмбрион. Такая кон-
струкция обеспечивала достаточную иммобили-
зацию объекта, предотвращая его перемещение
от возмущений иммерсионной среды, возникаю-
щих при движении преобразователя. Общий вид
акустического микроскопа показан на рис. 2.

Эксперименты проводили на эмбрионе вьюна
(Misgurnus fossilis), который является классиче-
ским модельным объектом в биологии развития
[1, 18]. Самок вьюна содержали в холодильнике
при температуре 4…5°С. Для ускорения созрева-
ния самок применяли гормональную стимуля-
цию хорионическим гонадотропином при ком-
натной температуре, получение половых продук-
тов и искусственное осеменение проводили по
стандартной методике [19]. Оплодотворенные яй-
цеклетки тщательно промывали двумя порциями
свежей воды. После этого часть зародышей разме-
щали в термостате с температурой 17°С. Стадии раз-
вития определяли по таблицам нормального разви-
тия вьюна [19]. Отобранный для экспериментов
эмбрион помещали в иммерсионную ячейку мик-
роскопа, в которой его исследовали при комнат-
ной температуре в течение времени, доходящего
до 10 ч.

Обычно в сканирующем импульсном акусти-
ческом микроскопе регистрируется простран-
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ственно-временной сигнал вида s(x, y, t), где x, –
координаты преобразователя, t – время прихода
эхо-сигналов, отсчитываемое в каждой точке от
момента излучения зондирующего импульса.
При визуализации сигнал s часто отображается
градациями серого тона на двумерной диаграмме
x, t при некотором выбранном значении y. Полу-
чаемые изображения, называемые B-сканами,
отображают структуру объекта в плоскости, па-
раллельной вертикальной оси z. Для построения
ультразвукового изображения сигнал s(x, y, t) под-
вергается преобразованию Гильберта G по отно-
шению к временной переменной t, затем рассчи-
тывается огибающая сигнала и для каждой точки
находится максимум огибающей во временном
окне [t1, t2]:

(3)

Изображение I(x, y), традиционно называемое
C-сканом, для однородной среды со скоростью зву-
ка CW отображает поперечное распределение отра-
жателей в слое [z1, z2], где z1 = CWt1/2, z2 = CWt2/2.

Особенностью представляемого в данной ра-
боте акустического микроскопа является воз-
можность регистрации пространственно-времен-
ного сигнала s(x, y, t, T), где T – “медленное” вре-
мя, характеризующее процессы, происходящие в
исследуемых биологических объектах. Наглядным
способом представления изменений в организме
является режим замедленной съемки, в котором

( ) ( )[ ]{ }
1 2

, max , , .
t t t

I x y  G s x y t
≤ ≤

=

сигнал s(x, t, T) записывается при фиксированном
значении y, а последовательность кадров s(x, t) вос-
производится в виде анимации. Изображение,
формируемое из сигнала s(x, t, T) аналогично (3)

(4)

– показывает временную эволюцию отражатель-
ной способности объекта в выбранной области.
Наконец диаграммы вида s(t, T) могут быть ис-
пользованы для оценки скорости движения неод-
нородностей в вертикальном направлении.

2. РЕЗУЛЬТАТЫ ЭКСПЕРИМЕНТА
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Разработанный акустический микроскоп был
использован для исследования процессов разви-
тия эмбриона вьюна. Для исследований были вы-
браны 6-я и 15-я стадии развития, на которых
оказываются ярко выраженными различные
функциональные этапы. На 6-й стадии идет про-
цесс образования бластулы, которая представляет
собой область из делящихся клеток зародыша.
Эта область эмбриона имеет форму шарового сег-
мента, прилегающую к желтку [1, 18]. На 15-й ста-
дии имеет место процесс гаструляции, выражаю-
щийся в интенсивном направленном перемеще-
нии клеток вдоль поверхности желтка и в их
дифференцировке. В качестве примера на рис. 3а
и 3б показаны ультразвуковые изображения
I(x, y) эмбриона на 6-й и 15-й стадиях развития
соответственно. На рис. 4 приведены соответ-
ствующие B-сканы s(x, t), построенные для попе-
речной координаты y = 0.9 мм. При исследованиях
клетки зародыша были ориентированы кверху, по
направлению к преобразователю. Фокус преобра-
зователя при регистрации данных располагался не-
сколько выше центра эмбриона, положение фо-
кальной плоскости при выбранном начале отсчета
задавалось значением t = 0.4 мкс. Временное окно
[t1, t2], применявшееся при построении изображе-
ний по формуле (3), было установлено равным 0.3,
0.5 мкс. Положение этого окна на рис. 4 показа-
но пунктирными линиями.

На 6-й стадии развития в изображение (см.
рис. 3а) дают вклад только отражения от клеток
бластулы B, а желток Y располагается ниже визу-
ализируемого слоя и в изображение вклада не да-
ет. В силу дискретности строения бластулы ее
ультразвуковое изображение имеет характерную
для биологических тканей спекл-структуру. По
мере развития эмбриона происходит распростране-
ние клеток вдоль поверхности желтка, бластула ста-
новится тоньше, а во временное окно в центре
изображения (рис. 4б) попадают ткани желтка. От-
ражательная способность желтка меньше, чем у
клеток, поэтому на изображении I(x, y) (см. рис. 3б)
желток выглядит темной областью Y, обрамлен-

( ) ( )[ ]{ }
1 2

, max , ,
t t t

W x T  G s x t T
≤ ≤

=

Рис. 2. Общий вид акустического микроскопа.
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Рис. 3. Ультразвуковые изображения эмбриона на 6-й (а) и 15-й (б) стадиях развития.

0.5 мм 0.5 мм(б)(а)

B

B
Y

Рис. 4. B-сканы s(x, t) эмбриона на 6-й (а) и 15-й (б) стадиях развития.
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ной яркой кольцевой областью отражений от кле-
ток B.

Для исследования процессов развития эмбри-
она на данных стадиях были записаны сигналы
s(x, t, T). Для этого сигналы s(x, t), подобные при-
веденным на рис. 4, регистрировались с периодом
6 с, реализуя режим замедленной съемки. Полу-
ченные наборы из 100 кадров оформлялись в виде
анимаций, просмотр которых наглядно демон-
стрирует движения и трансформации элементов
эмбриона.

Изображения W(x, T), построенные согласно
(4) на основе записанных пространственно-вре-
менных сигналов s(x, t, T), представлены на рис. 5.
При построении использовалось то же временное
окно, 0.3, 0.5 мкс, что и при формировании изоб-
ражений I(x, y) (см. рис. 3). Как видно из сравне-
ния приведенных диаграмм, характер изменения
сигнала в зависимости от времени T является раз-
личным для 6-й и 15-й стадий развития эмбриона.

На рис. 6 и 7 представлены сигналы s(t, T) для
нескольких значений координаты x, которые
обозначены на рис. 5 вертикальными пунктирны-
ми линиями. Как видно из рис. 5а и 6, на 6-й ста-
дии имеют место резкие изменения сигнала, но
отсутствует направленное движение откликов с
течением времени T. Эти особенности могут быть
следствием хаотических процессов в бластуле. В
некоторых местах, помеченных на диаграммах
стрелками, наблюдаемые ультразвуковые откли-
ки внезапно исчезают или появляются. Такое яв-
ление может быть объяснено делением клеток
или трансформацией их кластеров, которое про-
исходит за время, сравнимое с периодом дискре-
тизации сигнала по времени T (6 с). На 15-й ста-
дии развития изменения структуры сигнала пре-
имущественно происходят в тонком клеточном
слое, прилегающем к желтку со всех сторон. Ха-
рактер поведения сигнала становится более плав-
ными, и в разных частях клеточного слоя наблю-
даются преимущественные движения отражате-
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Рис. 5. Диаграммы W(x, T) для 6-й (а) и 15-й (б) стадий развития эмбриона.
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Рис. 6. Сигнал s(t, T) для эмбриона на 6-й стадии развития при x = 0.5 (а) и 1.0 мм (б).
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Рис. 7. Сигнал s(t, T) для эмбриона на 15-й стадии развития при x = 1.15 (а) и 1.25 мм (б).
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лей. Располагая данными диаграммами, можно
оценить скорость движения в вертикальном на-
правлении:

(5)

где Δt – есть изменение задержки ультразвуковой
волны, отраженной от подвижного элемента за
время ΔT.

В сечении x = 1.15 мм, которое соответствует
внутренней области клеточного слоя, движение
клеток происходит вверх с преимущественной ско-
ростью v ≈ 0.3 мкм/с. В поверхностной области кле-
точного слоя происходит изменение направления
движения клеток. Для сечения x = 1.25 мм оценка
вертикальной составляющей скорости движения
составляет v ≈ 0.1 мкм/с. Известно, что движение
клеточных структур в разных направлениях и с
разными скоростями является характерным для
15-й стадии развития эмбриона [1, 18]. Вместе с
тем наблюдение такого движения клеток во внут-
ренних слоях эмбриона in vivo и измерение скоро-
сти их движения является затруднительным при
применении традиционных методов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты ультразвукового исследования жи-
вого эмбриона вьюна, полученные по разработан-
ной методике, соответствуют современным знани-
ям в области биологии развития. Ультразвуковые
изображения органов, полученные без какого-либо
химического воздействия на исследуемый объект,
обладают высоким контрастом. Незначительное
воздействие ультразвуковых волн на живые орга-
низмы и разработанный в данной работе режим
замедленной съемки позволяют длительное вре-
мя наблюдать за эмбрионами, которые развива-
ются в иммерсионной ячейке акустического мик-
роскопа. В работе получены результаты по визуа-
лизации структурных изменений в клеточной
массе в бластуле и оценке скоростей движения
структурных компонентов во внутренних и внеш-
них областях клеточного слоя. Подобные сведе-
ния трудно или невозможно получить in vivo с по-
мощью оптических методов. Использованный нами
неинвазивный метод ультразвуковой визуализации
позволяет более тонко оценивать морфо-функцио-
нальные изменения у эмбрионов в процессе раз-
вития. Поскольку существует множество стадий
развития эмбрионов низших позвоночных и мно-
жество различных явлений, связанных с их разви-
тием, предлагаемую методику можно рассматри-
вать как универсальный, неинвазивный и эффек-
тивный инструмент для будущих исследований.
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