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Èíòåãðàëüíûé ìåòîä èçìåðåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â êëåòêå

Àïðîáèðîâàí ìåòîä îöåíêè êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó, ñ ïîìîùüþ öèôðî-
âûõ èçîáðàæåíèé íà CCD-êàìåðàõ. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè â ìîíîõðîìíîì ðåæèìå (650�514 ïèêñåëåé) ñ
äëèíîé ñâåòîâîé âîëíû 551 íì. Ñ ïîìîùüþ ñòóïåí÷àòîãî îñëàáèòåëÿ ïîêàçàíà ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü
ñèãíàëà ýëåìåíòîâ ôîòîìàòðèöû îò êîëè÷åñòâà ïàäàþùåãî ñâåòà. Ïðåäëîæåí ñïîñîá ó÷åòà áëèêîâ îïòè-
êè, íàéäåíû îïòèìàëüíûå ïàðàìåòðû íàñòðîéêè ìèêðîñêîïà è êàìåðû äëÿ äåíñèòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðå-
íèé. Ïîêàçàíî, ÷òî âêëàä â ïðîâîäèìûå èçìåðåíèÿ ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð, îêðàøåííûõ ïî
Ô¸ëüãåíó, ïðåíåáðåæèìî ìàë. Äåíñèòîìåòðè÷åñêîå èçìåðåíèå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â êëåòêàõ êðîâè ÷åòûðåõ
âèäîâ ïîçâîíî÷íûõ (Gallus domesticus, Danio rerio, Homo sapiens è Rana arvalis) ïîêàçûâàåò õîðîøåå ñî-
îòâåòñòâèå ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû (http://www.genomesize.com). Òî÷íîñòü ïîëó÷åííûõ èçìåðåíèé ñðàâ-
íèìà ñ òî÷íîñòüþ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ðàíåå ñ ïîìîùüþ äðóãèõ ìåòîäîâ öèòîôîòîìåòðèè. Ïîñêîëüêó â
íàñòîÿùåå âðåìÿ òåõíè÷åñêèå ïàðàìåòðû CCD-êàìåð ïîñòîÿííî óëó÷øàþòñÿ, ïðåäëàãàåìûé ìåòîä êîëè-
÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ÿäåð èìååò ïåðñïåêòèâó äëÿ ðàçâèòèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öèòîôîòîìåòðèÿ ÄÍÊ, öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ, ïèêñåëü, ôîòîìàòðèöà, êëåòêè
êðîâè.

Ï ð è í ÿ ò î å ñ î ê ð à ù å í è å: CCD — Charge Coupled Device.

Öèòîôîòîìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ
â êëåòêå ñ ïîìîùüþ ðåàêöèè Ô¸ëüãåíà ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç
ôóíäàìåíòàëüíûõ ìåòîäîâ öèòîõèìèè è øèðîêî èñïîëü-
çóåòñÿ â áèîëîãèè è ìåäèöèíå. Â îñíîâå ýòîãî ìåòîäà ëå-
æèò ñòåõèîìåòðè÷åñêîå ñâÿçûâàíèå ôóêñèíñåðíèñòîé
êèñëîòû ñ àëüäåãèäíûìè ãðóïïàìè, âîçíèêàþùèìè â ðå-
çóëüòàòå êèñëîòíîãî ãèäðîëèçà îñíîâàíèé ÄÍÊ. Äàëüíåé-
øàÿ îöåíêà ïîãëîùåííîãî ñâåòà îêðàøåííûìè ñòðóêòóðà-
ìè ïîçâîëÿåò ñóäèòü î ñîäåðæàíèè â íèõ ÄÍÊ. Î÷åâèä-
íûì äîñòîèíñòâîì ýòîãî ìåòîäà ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü
àíàëèçà ìàëûõ ãðóïï êëåòîê, äåòåêòèðóåìûõ íà ïðåïàðà-
òàõ in situ (ðàññìîòðåíèå ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîäîâ êîëè-
÷åñòâåííîãî èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ âûõîäèò çà ðàì-
êè íàñòîÿùåé ðàáîòû).

Äåíñèòîìåòðè÷åñêèå ìåòîäû îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ ðàñ-
ñìîòðåíû ðàíåå â ìîíîãðàôèè Àãðîñêèíà è Ïàïàÿíà
(1977) è âêëþ÷àþò â ñåáÿ ìåòîä ñêàíèðîâàíèÿ, äâóõ- è
ìíîãîâîëíîâîé ìåòîäû, ôîòîýìóëüñèîííûé è èíòåãðàëü-
íûé ìåòîäû. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ íàèáîëüøåå ðàñïðîñòðà-
íåíèå ïîëó÷èë ìåòîä ñêàíèðîâàíèÿ (Rash et al., 2008), êàê
ïðàâèëî, èñïîëüçóþùèé ñòàíäàðòíûé ñêàíåð Vickers
M86. Îäíàêî âûñîêàÿ ñòîèìîñòü ýòèõ ïðèáîðîâ äåëàåò èõ
ìàëîäîñòóïíûìè äëÿ ïðàêòè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ. Àëü-
òåðíàòèâíûì è áîëåå ïåðñïåêòèâíûì ïîäõîäîì â ýòîé îá-
ëàñòè ìîæåò îêàçàòüñÿ àïïàðàòóðà, èñïîëüçóþùàÿ öèôðî-
âóþ òåõíèêó. Ïîñêîëüêó â íàñòîÿùåå âðåìÿ ïðîèñõîäèò

ñóùåñòâåííûé ïðîãðåññ â ðàçðàáîòêå CCD-êàìåð äëÿ ìèê-
ðîñêîïîâ, ìû ïîñòàâèëè ïåðåä ñîáîé çàäà÷ó àäàïòèðîâàòü
äåíñèòîìåòðè÷åñêèé ìåòîä, â êîòîðîì ôîòîýìóëüñèîííîå
äåòåêòèðîâàíèå ñâåòà (èëè ôîòîêàòîäíîå â èíòåãðàëüíîì
ìåòîäå) çàìåíåíî äåòåêöèåé ñ ïîìîùüþ ôîòîìàòðèöû.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ô è ê ñ à ö è ÿ è î á ð à á î ò ê à ì à ò å ð è à ë à.
Äëÿ îòðàáîòêè ìåòîäà èñïîëüçîâàëè êëåòêè (ìàçêè) êðîâè
íåñêîëüêèõ îðãàíèçìîâ (ñì. òàáëèöó), äëÿ êîòîðûõ èçâåñò-
íî ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ðàñ÷åòå íà ãàïëîèäíûé íàáîð õðîìî-
ñîì (1Ñ) (http://www.genomesize.com) è øèðîêî èñïîëüçó-
åòñÿ â êà÷åñòâå ñòàíäàðòà äëÿ ñðàâíèòåëüíîé îöåíêè ñîäåð-
æàíèÿ ÄÍÊ ó äðóãèõ âèäîâ æèâîòíûõ è ðàñòåíèé.

Ìàçêè êðîâè ôèêñèðîâàëè â ñìåñè 96%-íîãî ýòàíîëà
è ëåäÿíîé óêñóñíîé êèñëîòû (3 : 1) â òå÷åíèå 20 ìèí, îò-
ìûâàëè â òðåõ ñìåíàõ ýòàíîëà è âûñóøèâàëè. Ãèäðîëèç
ÄÍÊ ïðîâîäèëñÿ â 5 N HCl â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå (Ìàãàêÿí è äð., 1980; Rasch, 2003). Îêðà-
ñêó ïðåïàðàòîâ ïî Ô¸ëüãåíó îñóùåñòâëÿëè ïî ñòàíäàðò-
íîìó ïðîòîêîëó: îêðàøèâàíèå ðåàêòèâîì Øèôôà â òå÷å-
íèå 2 ÷, îòìûâêà â ñåðíèñòûõ âîäàõ îò 15 äî 40 ìèí
(3—8 ñìåí), îáåçâîæèâàíèå â ñåðèè ñïèðòîâ è çàêëþ÷å-
íèå â êàíàäñêèé áàëüçàì.
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Ö è ò î ô î ò î ì å ò ð è ÿ. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÷èñëîâûõ èçîá-
ðàæåíèé îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó ÿäåð êëåòîê èñïîëüçî-
âàëè èíâåðòèðîâàííûé ìèêðîñêîï Axiovert-200 (Carl Ze-
iss, Ãåðìàíèÿ) â ðåæèìå ïðîõîäÿùåãî ñâåòà. Ýòà ìîäåëü
ìèêðîñêîïà óäîáíà òåì, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü óñòàíàâëè-
âàòü äîïîëíèòåëüíûå ñâåòîôèëüòðû ìåæäó îñâåòèòåëåì è
êîíäåíñîðîì. Çàìåòèì, ÷òî óñòàíîâêà ôèëüòðîâ â äðóãèå
ó÷àñòêè îïòè÷åñêîãî ïóòè ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ «ïàðà-
çèòíîé» çàñâåòêè (áëèêà îïòèêè), ÷òî íåãàòèâíî âëèÿåò íà
êîëè÷åñòâåííûå èçìåðåíèÿ. Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ïî-
ëó÷àëè, èñïîëüçóÿ îáúåêòèâ Achroplan 20� ñ àïåðòóðîé
0.40. Èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè ìàêñèìàëüíî çàêðûòûõ
ïîëåâîé è àïåðòóðíîé äèàôðàãìàõ, èñïîëüçóÿ èíòåðôå-
ðåíöèîííûé ñâåòîôèëüòð, ïðîïóñêàþùèé ñâåò ñ äëèíîé
âîëíû 551 ± 10 íì. Ïîñêîëüêó èç-çà íàëè÷èÿ ëîêàëüíûõ
èçìåíåíèé ïîêàçàòåëÿ ïðåëîìëåíèÿ âíóòðè ôîòîìåòðèðó-
åìîãî îáúåìà âîçíèêàþò ýôôåêòû ïðåëîìëåíèÿ, îòðàæå-
íèÿ è ðàññåÿíèÿ, èçìåíÿþùèå ïåðâîíà÷àëüíîå íàïðàâëå-
íèå ñâåòîâîãî ïó÷êà, àïåðòóðà êîíäåíñîðà äîëæíà áûòü
ìåíüøå àïåðòóðû îáúåêòèâà â 2—3 ðàçà (Àãðîñêèí, Ïàïà-
ÿí, 1997).

Öèôðîâîå èçîáðàæåíèå ïîëó÷àëè ñ ïîìîùüþ êàìåðû
AxioCam MRc (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) â ìîíîõðîìíîì ðå-
æèìå 650�514 ïèêñåëåé â 8-áèòîâîì äèíàìè÷åñêîì äèà-
ïàçîíå. Îñâåùåíèå îáúåêòà è ýêñïîçèöèþ ôîòîñúåìêè
ïîäáèðàëè òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû ìàêñèìàëüíûé ñèãíàë
ôîòîÿ÷åéêè íå ïðåâûøàë 100 åäèíèö ÿðêîñòè ïèêñåëÿ (â
8-áèòîâîì ðåæèìå ìàêñèìàëüíûé ñèãíàë ðàâåí 225). Ýòî
ïîçâîëÿåò èçáåæàòü èñêàæåíèé èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé,
êîòîðûå ñîïðîâîæäàþò ïðîöåäóðó ïðåâðàùåíèÿ ñèãíàëà
ôîòîÿ÷ååê â èçîáðàæåíèÿ (î çàâèñèìîñòè îñâåùåí-
íîñòü/ñèãíàë äëÿ ôîòîìàòðèöû AxioCam MRc ñì. íèæå).

«Ïàðàçèòíàÿ» çàñâåòêà (áëèê) ñóùåñòâåííî èñêàæàåò
ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1997). Äëÿ åå
óñòðàíåíèÿ ïðèìåíèëè ñëåäóþùèé ïðèåì. Êàïëè êèòàé-
ñêîé òóøè íàíîñèëè íà ïðåäìåòíîå ñòåêëî, âûñóøèâàëè è
âûáèðàëè âûñîõøåå ïÿòíî, êîòîðîå íå ïðîïóñêàëî ñâåò
ïðè ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîì äëÿ ìèêðîñêîïà îñâåùåíèè.
Äàëåå ìàòåðèàë ñîñêàáëèâàëè è èçìåëü÷àëè òàêèì îáðà-
çîì, ÷òîáû êóñî÷êè òóøè îñòàâàëèñü ïëîñêèìè. Ïîñêîëü-
êó ïðè òàêîì ñïîñîáå èçìåëü÷åíèÿ êóñî÷êè ðàçëàìûâàþò-
ñÿ â íàïðàâëåíèè, ïåðïåíäèêóëÿðíîì ïëîñêîñòè ïÿòíà,
ýòî äàåò ãàðàíòèþ èõ íåïðîçðà÷íîñòè. Äàëåå ïîëó÷åííûé
ìàòåðèàë çàêëþ÷àëè â êàíàäñêèé áàëüçàì. Íà ïðåïàðàòå
íàõîäèëè êóñî÷åê êèòàéñêîé òóøè (êîíòðîëüíûé îáúåêò),
ðàçìåðû êîòîðîãî íåñêîëüêî ïðåâûøàëè ðàçìåðû ôîòî-
ìåòðèðóåìûõ ÿäåð, è ôîòîãðàôèðîâàëè åãî â òåõ æå óñëî-
âèÿõ, ÷òî è ÿäðà (èçîáðàæåíèå 1). Ñ ïîìîùüþ ïðåäìåòíî-
ãî ñòîëèêà ÿäðà ïîìåùàëè â òó ÷àñòü ïîëÿ çðåíèÿ ìèêðî-
ñêîïà, â êîòîðîì ðàíåå áûë ñíÿò êîíòðîëüíûé îáúåêò
(èçîáðàæåíèå 2).

Îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé îñóùåñòâëÿëè ñëåäóþùèì
îáðàçîì. 1. Èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé èçîáðàæåíèÿ 1 ïî-
ïèêñåëüíî âû÷èòàëè èç èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé èçîáðà-

æåíèé ôîòîìåòðèðóåìîãî ÿäðà (èçîáðàæåíèÿ 2), ïîëó÷àÿ
èçîáðàæåíèå 3. 2. Íà öèôðîâûõ èçîáðàæåíèÿõ ÿäåð (èçîá-
ðàæåíèè 3) ñ âû÷òåííûì áëèêîì âûäåëÿëè ñóáèìèäæ ñîá-
ñòâåííî ÿäðà è ñóáèìèäæ ïðîçðà÷íîãî ó÷àñòêà, ðàñïîëî-
æåííîãî ðÿäîì ñ íèì. Ïîñëåäíèé èñïîëüçîâàëè äëÿ îïðå-
äåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïàäàþùåãî ñâåòà ïðè ïîìîùè
ñóììèðîâàíèÿ èíòåíñèâíîñòè ïèêñåëåé è äåëåíèÿ ýòîé
âåëè÷èíû íà îáùåå êîëè÷åñòâî ïèêñåëåé. Èíòåíñèâíîñòü
êàæäîãî ïèêñåëÿ ñóáèìèäæà ñîáñòâåííî ÿäðà íîðìèðîâà-
ëè íà ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ïàäàþùåãî ñâåòà. Ïîëó-
÷åííàÿ òàêèì îáðàçîì öèôðîâàÿ ìàòðèöà ñîñòîèò èç ÷è-
ñåë, îòðàæàþùèõ êîýôôèöèåíò ïðîïóñêàíèÿ (t) ñâåòà
ó÷àñòêàìè ÿäðà. 3. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü äëÿ êàæäîé
ýëåìåíòàðíîé ñêàíèðóåìîé ïëîùàäêè âû÷èñëÿëè ïî ôîð-
ìóëå D = –lg t (ñîãëàñíî çàêîíó Áóãåðà—Ëàìáåðòà—Áý-
ðà). 4. Â ìåòîäå ñêàíèðîâàíèÿ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðå
ñ÷èòàåòñÿ ïðîïîðöèîíàëüíûì ñóììå îïòè÷åñêèõ ïëîòíî-
ñòåé ýëåìåíòàðíûõ ñêàíèðóåìûõ ïëîùàäîê (Àãðîñêèí,
Ïàïàÿí, 1997, ñ.160, ôîðìóëà V.1). Èñõîäÿ èç ýòîãî â êà-
÷åñòâå ìåðû ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðå èñïîëüçîâàëè ñóììó
ëîãàðèôìîâ ìàòðèöû êîýôôèöèåíòîâ ïðîïóñêàíèÿ, âçÿ-
òóþ ñ îáðàòíûì çíàêîì.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Î ï ò è ì à ë ü í û å ï à ð à ì å ò ð û ï î ë ó ÷ å í è ÿ ö è ô-
ð î â û õ è ç î á ð à æ å í è é. Ïàðàìåòðû ïîëó÷åíèÿ öèôðî-
âûõ èçîáðàæåíèé ñóùåñòâåííî âëèÿþò íà òî÷íîñòü èç-
ìåðåíèé. Ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíîå èññëåäîâàíèå, â êî-
òîðîì ñúåìêó îäíèõ è òåõ æå ÿäåð îñóùåñòâëÿëè â ðàç-
ëè÷íûõ ðåæèìàõ, è ïîëó÷åííûå äàííûå î ñîäåðæàíèè
ÄÍÊ ñðàâíèâàëè ñ äàííûìè èç ëèòåðàòóðû. Â èñïîëüçî-
âàííîé íàìè ôîòîêàìåðå ìàêñèìàëüíîå ðàçðåøåíèå
1300�1030 ïèêñåëåé ðåàëèçóåòñÿ ïóòåì ÷èñëîâûõ àï-
ïðîêñèìàöèé. Ïîýòîìó ìû èñïîëüçîâàëè ðàçðåøåíèå êà-
ìåðû 650�514, êîòîðîå äîñòèãàåòñÿ áåç àïïðîêñèìàöèé.
Â ýòîì ðåæèìå ýëåìåíòàðíûì ôîòîðåãèñòðèðóþùèì ýëå-
ìåíòîì ÿâëÿåòñÿ êàæäàÿ ÿ÷åéêà ôîòîìàòðèöû. Â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ ïðèìåíåíèå ëèíçû ïðîìåæóòî÷íîãî óâå-
ëè÷åíèÿ 2.5� (äëÿ ïðîåöèðîâàíèÿ ïðîìåæóòî÷íîãî èçîá-
ðàæåíèÿ íà öèôðîâóþ êàìåðó) è îáúåäèíåíèå ñèãíàëîâ ñ
4 ÿ÷ååê (áèíèíã 2�2) ïðèâåëè ê óìåíüøåíèþ äèñïåðñèè
èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ. Âåðîÿòíî, ââåäåíèå
ïðîìåæóòî÷íîãî óâåëè÷åíèÿ è áèíèíã ôîòîìàòðèöû ïðè-
âîäÿò ê ïðîñòîìó óëó÷øåíèþ ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì â
íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Îäíàêî íåëüçÿ ïîëíîñòüþ èñêëþ-
÷èòü, ÷òî ââåäåíèå ýòèõ ôàêòîðîâ ñïîñîáñòâîâàëî ìèíè-
ìèçàöèè òàê íàçûâàåìîé îøèáêè ðàñïðåäåëåíèÿ, âîçíèêà-
þùåé âñëåäñòâèå ðàçëè÷íîé êîìïîíîâêè ïîãëîùàþùåãî
âåùåñòâà â ôîòîìåòðèðóåìîì îáúåìå (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí,
1997).

Á ë è ê î ï ò è ê è. «Ïàðàçèòíàÿ» çàñâåòêà, âîçíèêàþ-
ùàÿ âñëåäñòâèå ðàññåÿíèÿ ñâåòà íà îïòèêå, ïðèâîäèò ê èñ-
êàæåíèþ ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé. Ìû èñïîëüçîâàëè ìåòîä
ôîòîìåòðèðîâàíèÿ íåïðîçðà÷íûõ ÷àñòèö (Àãðîñêèí, Ïà-
ïàÿí, 1997) äëÿ îöåíêè áëèêà â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàõ. Ïî-
ñêîëüêó öèôðîâûå ôîòîãðàôèè áûëè ïîëó÷åíû â ðåæèìå
ñ ìàêñèìàëüíîé èíòåíñèâíîñòüþ ïèêñåëÿ, ðàâíîé 100, èí-
òåíñèâíîñòü ïèêñåëåé íåïðîçðà÷íûõ îáúåêòîâ (óðîâåíü
áëèêà) îêàçàëàñü ðàâíîé âåëè÷èíå ïîðÿäêà 10. Òàêèì îá-
ðàçîì, âêëàä «ïàðàçèòíîé» çàñâåòêè íå ÿâëÿåòñÿ ïðåíå-
áðåæèìî ìàëûì. Â ðàçäåëå «Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà» ïðè-
âåäåí ïðèìåíåííûé íàìè ñïîñîá êîëè÷åñòâåííîãî ó÷åòà
ýôôåêòà «ïàðàçèòíîé» çàñâåòêè.

350 Ë. Â. Îìåëüÿí÷óê, Â. Ô. Ñåìåøèí è äð.

Ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ãàïëîèäíûõ ãåíîìàõ (1Ñ)
èññëåäîâàííûõ îðãàíèçìîâ ïî äàííûì áàçû äàííûõ

(http://www.genomesize.com)

Âèä ÄÍÊ, ïã Êëåòêè

Gallus domesticus 1.25 Ýðèòðîöèòû

Danio rerio 1.68—1.80 »

Homo sapiens 3.50 Ëåéêîöèòû

Rana arvalis 4.65—7.17 Ýðèòðîöèòû



Ñ î á ñ ò â å í í à ÿ ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êàê èçâåñòíî,
ÄÍÊ, îêðàøåííàÿ ïî Ô¸ëüãåíó, ôëóîðåñöèðóåò (Chieco,
Derenzini, 1999). Ïðè âîçáóæäåíèè ñâåòîì äëèíîé âîëíû
442 íì ñïåêòð ôëóîðåñöåíöèè òàêîé ÄÍÊ ëåæèò â ïðåäå-
ëàõ 580—680 íì (Berns, 1979). Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîíÿòü,
ìîæåò ëè ýòà ôëóîðåñöåíöèÿ èñêàæàòü ðåçóëüòàòû äåíñè-
òîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé, áûë ïîñòàâëåí ñëåäóþùèé ýê-
ñïåðèìåíò. Èçîáðàæåíèå îêðàøåííîãî ÿäðà, ïîëó÷åííîå ñ
ïîìîùüþ îáúåêòèâà 40�, ôîòîãðàôèðîâàëè â ñëåäóþùèõ
òðåõ ðåæèìàõ: 1) èíòåðôåðåíöèîííûå ôèëüòðû 610 è
617 íì ðàñïîëîæåíû â ñèñòåìå êîíäåíñîðà; 2) ôèëüòð
610 íì ðàñïîëîæåí â ñèñòåìå êîíäåíñîðà, à ôèëüòð
617 íì — ïîñëå îáúåêòèâà; 3) ôèëüòð 617 íì ðàñïîëî-
æåí â ñèñòåìå êîíäåíñîðà, à ôèëüòð 610 íì — ïîñëå îáú-
åêòèâà. Ïîñêîëüêó ôëóîðåñöåíöèÿ ìîæåò âîçíèêàòü òîëü-
êî â ñëó÷àå, êîãäà âîçáóæäåíèå ïðîâîäèòñÿ â áîëåå êîðîò-
êîâîëíîâîé îáëàñòè ñïåêòðà, ÷åì äåòåêòèðóåìûé ñâåò,
â ðåæèìå 3 âîçáóæäåíèå ôëóîðåñöåíöèè èñêëþ÷åíî.
Íà èçîáðàæåíèÿõ îïðåäåëÿëè ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü
ïèêñåëåé íà ÿäðå, êîòîðàÿ äëÿ èñïîëüçîâàííûõ ñõåì îïû-
òà ñîñòàâèëà 62.40, 62.75 è 62.70 ñîîòâåòñòâåííî. Òàêèì
îáðàçîì, â èñïîëüçóåìîé íàìè ñõåìå äåíñèòîìåòðè÷å-
ñêèõ èçìåðåíèé âêëàä ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè ÄÍÊ,
îêðàøåííîé ðåàêòèâîì Øèôôà, ÿâëÿåòñÿ ïðåíåáðå-
æèìî ìàëûì. Ðàçëè÷èÿ â èíòåíñèâíîñòÿõ èçîáðàæåíèé
ÿäðà â îïèñàííûõ ñõåìàõ îïûòîâ îáúÿñíÿþòñÿ ðàçíèöåé
áëèêîâ îïòèêè ïðè óñòàíîâêå ôèëüòðîâ â îïòè÷åñêóþ
ñèñòåìó.

Ë è í å é í à ÿ ç à â è ñ è ì î ñ ò ü ñ è ã í à ë à ô î ò î ÿ ÷ å-
å ê î ò ê î ë è ÷ å ñ ò â à ï à ä à þ ù å ã î ñ â å ò à. Ôîòîìà-
òåðèàëû, êîòîðûå ðàíåå èñïîëüçîâàëè äëÿ äåíñèòîìåòðè-
÷åñêîãî îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ, õàðàêòåðè-
çóþòñÿ íåëèíåéíîé çàâèñèìîñòüþ ïî÷åðíåíèÿ ôîòîñëîÿ

îò ëîãàðèôìà êîëè÷åñòâà ëó÷èñòîé ýíåðãèè, äîñòèãøåé
ôîòîñëîÿ (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977). Öèôðîâîå ôîòîãðà-
ôèðîâàíèå ñ ïîìîùüþ ôîòîìàòðèöû îñíîâàíî íà ïðèíöè-
ïèàëüíî äðóãîì ñïîñîáå ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèé. Ìû
îõàðàêòåðèçîâàëè ñâîéñòâà èñïîëüçóåìîé ôîòîìàòðèöû â
ðåæèìå îñâåùåíèÿ, èñïîëüçîâàííîãî íàìè â äåíñèòîìåò-
ðè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòàõ, ñ ïîìîùüþ ñòóïåí÷àòîãî îñëà-
áèòåëÿ. Äëÿ ýòîãî âìåñòî ïðåïàðàòà áðàëè ñòóïåí÷àòûé
îñëàáèòåëü, èìåþùèé ñòóïåíè ñ ïðîïóñêàíèåì 100, 70.79,
50.12, 31.62, 19.95, 14.8, 8.91, 6.31 è 100 % ñîîòâåòñòâåí-
íî. Íà èçîáðàæåíèÿõ ñòóïåíåé îñëàáèòåëÿ âûäåëÿëè îá-
ëàñòü, â êîòîðîé â äàëüíåéøåì îñóùåñòâëÿëè äåíñèòîìåò-
ðè÷åñêèå èçìåðåíèÿ è îïðåäåëÿëè ñðåäíþþ èíòåíñèâ-
íîñòü ïèêñåëÿ. Ñðåäíþþ èíòåíñèâíîñòü ïèêñåëÿ íà
ïåðâîé è äåâÿòîé ñòóïåíÿõ ïðèíÿëè çà åäèíèöó è îïðåäå-
ëèëè îòíîñèòåëüíûå ïðîïóñêàíèÿ ñòóïåíåé.

Èíòåãðàëüíûé ìåòîä èçìåðåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â êëåòêå 351

Ðèñ. 1. Çàâèñèìîñòü âåëè÷èíû ñèãíàëà, ðåãèñòðèðóåìîãî ôîòî-
ìàòðèöåé (Pr1), îò êîëè÷åñòâà ñâåòà, ïðîøåäøåãî ÷åðåç ðàçëè÷-

íûå ñòóïåíè ñòàíäàðòíîãî ñòóïåí÷àòîãî îñëàáèòåëÿ (Pr2).

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû äåíñèòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â èíäèâèäóàëüíûõ ÿäðàõ íåäåëÿùèõñÿ êëåòîê êðîâè.

Ïî ãîðèçîíòàëè — ñîäåðæàíèå ÄÍÊ, óñë. åä.; ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ÿäåð, N. à — Gallus domesticus (n = 131, m = 73.60 ± 0.57), á — Danio rerio (n = 152,
m = 90.70 ± 0.62), â — Homo sapiens (n = 97, m = 183.4 ± 2.1), ã — Rana arvalis (n = 135, m = 374.5 ± 4.1), ãäå n — îáùåå ÷èñëî ïðîàíàëèçèðîâàííûõ ÿäåð,

m — ñðåäíåå ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðå.



Íà ðèñ. 1 èçîáðàæåí ãðàôèê çàâèñèìîñòè ïðîïóñêà-
íèÿ ñòóïåíåé îñëàáèòåëÿ Pr1 (ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàí-
íûå) îò âåëè÷èíû ñòàíäàðòíîãî ïðîïóñêàíèÿ ñòóïåíåé
îñëàáèòåëÿ Pr2, ÷òî óêàçàíî â ïàñïîðòå ïðèáîðà. Íà ýòîì
ðèñóíêå ïðèâåäåíà ëèíåéíàÿ çàâèñèìîñòü (Pr1 = k�Pr2,
ãäå k = 0.98), ïîäîáðàííàÿ ê ýêñïåðèìåíòàëüíûì òî÷êàì ñ
ïîìîùüþ ìåòîäà íàèìåíüøèõ êâàäðàòîâ. Â îáëàñòè ìà-
ëûõ ïðîïóñêàíèé ãðàôèê îïèñûâàåòñÿ ëèíåéíîé çàâèñè-
ìîñòüþ. Îòêëîíåíèå îò ëèíåéíîñòè â îáëàñòè áîëüøèõ
ïðîïóñêàíèé íå ïðåâûøàåò 10 % îò âåëè÷èíû ïðîïóñêà-
íèÿ.

Ä å í ñ è ò î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è å è ç ì å ð å í è ÿ Ä Í Ê â
ê ë å ò ê à õ ê ð î â è. Äëÿ ýêñïåðèìåíòàëüíîé ïðîâåðêè
ïðåäëàãàåìîãî ìåòîäà ìû ïðîâåëè äâå íåçàâèñèìûå îêðà-
ñêè êëåòîê êðîâè ÷åòûðåõ îðãàíèçìîâ ñ èçâåñòíûì ãåíîì-
íûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ. Íà ðèñ. 2, à—ã ïðèâåäåíû ñóì-
ìàðíûå ãèñòîãðàììû, îòðàæàþùèå ðàñïðåäåëåíèå ÄÍÊ â
ÿäðàõ ïî äàííûì èçìåðåíèé ñ ïîìîùüþ öèôðîâûõ èìèä-
æåé â óñë. åä. Ìîæíî âèäåòü, ÷òî âàðüèðîâàíèå ïîëó÷åí-
íûõ çíà÷åíèé â èíäèâèäóàëüíûõ ÿäðàõ ñîñòàâëÿåò ïðè-
áëèçèòåëüíî 10 % îò ñðåäíèõ âåëè÷èí.

Íà ðèñ. 3 ïðèâåäåí ãðàôèê çàâèñèìîñòè ìåæäó èçìå-
ðåííûìè (ðèñ. 2) ñðåäíèìè çíà÷åíèÿìè ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ
â êëåòêå (â óñë. åä.) è èçâåñòíûìè (â ïã íà 1 êëåòêó) èç ëè-
òåðàòóðû (ñì. òàáëèöó). Çàâèñèìîñòü ìåæäó ýòèìè âåëè-
÷èíàìè èìååò ëèíåéíûé õàðàêòåð, à íàêëîííàÿ ïðÿìàÿ ïå-
ðåñåêàåò îñü îðäèíàò â òî÷êå ìåíåå 10 óñë. åä. Òàêàÿ âåëè-
÷èíà ïðèìåðíî ñîîòâåòñòâóåò âàðüèðîâàíèþ ñèãíàëîâ
ôîíà íàøèõ ïðåïàðàòîâ (ñì. ðàçäåë «Ìàòåðèàë è ìåòîäè-
êà») è ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé åñòåñòâåííóþ îøèáêó èçìåðå-
íèé, âîçíèêàþùóþ âñëåäñòâèå îñòàòî÷íîé îêðàñêè öèòî-
ïëàçìû. Â ïîëüçó òàêîãî çàêëþ÷åíèÿ ñâèäåòåëüñòâóþò
äàííûå, ïîëó÷åííûå ïðè óìåíüøåíèè ïðîäîëæèòåëüíî-
ñòè îòìûâêè ïðåïàðàòîâ â ñåðíèñòûõ âîäàõ: ñîêðàùåíèå
îòìûâêè äî 20 ìèí ïðèâîäèò ê çàìåòíîìó óâåëè÷åíèþ
ôîíîâûõ çíà÷åíèé (äî 30 óñë. åä.).

Î á ë à ñ ò ü ï ð è ì å í å í è ÿ ì å ò î ä à. Ïðåäëàãàåìûé
íàìè äåíñèòîìåòðè÷åñêèé ìåòîä îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñò-
âà ÄÍÊ îáëàäàåò òî÷íîñòüþ èçìåðåíèé, ñõîäíîé ñ òî÷-
íîñòüþ îïèñàííûõ ðàíåå ïðèáîðîâ è ïðîöåäóð. Îñîáåí-
íîñòü íàøåãî ìåòîäà ñîñòîèò â òîì, ÷òî îí ðåàëèçîâàí íà
îñíîâå ìèêðîñêîïà è öèôðîâîé êàìåðû, îáû÷íî ïðèìåíÿ-
åìûõ â äðóãèõ áèîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ è âõîäÿùèõ
â îñíàùåíèå ìíîãèõ ëàáîðàòîðèé. Èñïîëüçîâàíèå ðàñ-
ñìîòðåííûõ ïàðàìåòðîâ íàñòðîéêè ìèêðîñêîïà, öèôðî-
âîé êàìåðû, èíòåðôåðåíöèîííîãî ôèëüòðà â ìàêñèìóìå
ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ Ô¸ëüãåíà è ïðåäëàãàåìîãî ñïîñîáà
ó÷åòà áëèêà ïîçâîëÿåò îñóùåñòâëÿòü äåíñèòîìåòðè÷åñêèå
èçìåðåíèÿ áåç çàêóïêè äîïîëíèòåëüíîãî îáîðóäîâàíèÿ.
Òåõíè÷åñêèå ïàðàìåòðû öèôðîâûõ êàìåð â íàñòîÿùåå
âðåìÿ ïîñòîÿííî óëó÷øàþòñÿ. Óâåëè÷èâàþòñÿ âîçìîæíî-
ñòè äåíñèòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì
öèôðîâûõ êàìåð. Äåéñòâèòåëüíî, êàê ìû âèäåëè â íàøèõ
ýêñïåðèìåíòàõ, áèíèíã ôîòîìàòðèöû è âíóòðåííåå íå
ñâÿçàííîå ñ îáúåêòèâîì óâåëè÷åíèå óëó÷øàþò êà÷åñòâî
ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòàòîâ. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî äëÿ äåíñèòî-
ìåòðèè áóäóò îïòèìàëüíûìè öèôðîâûå êàìåðû ñ ìåíü-
øèì ôèçè÷åñêèì ðàçìåðîì ôîòî÷óâñòâèòåëüíûõ ýëåìåí-
òîâ, íî ñ áîëåå íèçêèì óðîâíåì ñîáñòâåííûõ øóìîâ.
Â ðàìêàõ ïðåäëàãàåìîãî ìåòîäà ìîæíî îöåíèòü êà÷åñòâî
îêðàñêè ðåàêòèâîì Øèôôà, îïòèìèçèðóÿ ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ïðîöåäóðû îòìûâêè íåïðîðåàãèðîâàâøåãî êðàñèòå-
ëÿ. Ïðåäëàãàåìûé ìåòîä ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí äëÿ
îöåíêè êà÷åñòâà îêðàñêè è ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëåíèÿ
êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â ÿäðàõ áîëåå òî÷íûìè ìåòîäàìè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ìåæ-
äèñöèïëèíàðíîãî èíòåãðàöèîííîãî ïðîåêòà ÑÎ ÐÀÍ
¹ 37 è Ðîññèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâà-
íèé (ïðîåêò 09-08-00651).
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Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ìåæäó èçìåðåííûì ñîäåðæàíèåì ÄÍÊ â
êëåòêàõ êðîâè (óñë. åä.; ïî äàííûì ðèñ. 2) è ñîäåðæàíèåì
ÄÍÊ, èçâåñòíûì èç ëèòåðàòóðû ( ïã íà 1 êëåòêó; ñì. òàáëèöó).

Ðîìá — Gallus domesticus, òðåóãîëüíèê — Danio rerio, êðóæîê — Homo
sapiens, êðåñòèê — Rana arvalis.
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Quantitative nuclei DNA content measurement based on Feulgen reaction and the analysis of CCD images
was tested. The measurements were performed in monochorome CCD option (650 � 514 pixels) with the wave-
length 551 nm. The linear dependence of photomatrix elements signals on the falling light was shown with the
use of multigraded light absorption filter. The optimal microscope and camera setting and an approach for elimi-
nation of the optic blur were found. We have shown that the proper Feulgen fluorescence does not affect our me-
asurements. Densitometric DNA content measurements of blood cells of four vertebrate species (Gallus domes-
ticus, Danio rerio, Homo sapiens and Rana arvalis) showed good consistence to the literature data (http://www.
genomesize.com). The precision of our approach is comparable to the other known methods. Current improve-
ment of CCD technical parameters and wide usage of CCD cameras in biological applications gives perspectives
for the suggested approach.

K e y w o r d s: DNA cytometry, digital images, pixel, photomatrix, blood cells.
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