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Ïðèæèçíåííîå èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòîê ëèíèè HeLa

Íà æèâûõ èíòàêòíûõ êëåòêàõ ïîñòîÿííîé ëèíèè HeLa èçó÷àëè âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ñâåòî-
ïîãëîùåíèÿ, ôîðìèðóþùåãî èçîáðàæåíèå êëåòîê ïðè îáû÷íîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè, â êà÷åñòâå êîëè-
÷åñòâåííîé õàðàêòåðèñòèêè, àíàëîãè÷íîé ïàðàìåòðó «îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü», èñïîëüçóåìîìó â ñïåê-
òðîôîòîìåòðèè. Ïðåäëàãàåìûé ñïîñîá ðåãèñòðàöèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí â
êà÷åñòâå êîëè÷åñòâåííîé õàðàêòåðèñòèêè êàê êëåòêè â öåëîì, òàê è åå îòäåëüíûõ ñòðóêòóð, ÷òî ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî ïðèìåðàìè. Ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè äàííîé ïîïóëÿöèè, âõîäÿùèå â ðàçíûå êëîíû, ïî îï-
òè÷åñêîé ïëîòíîñòè îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà. Êðîìå òîãî, ïðîäåìîíñòðèðîâàíà êîððåëÿöèÿ ìåæäó
ïëîùàäüþ ïåðèôåðè÷åñêèõ ó÷àñòêîâ êëåòîê ñ âûñîêîé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ è ëîêàëèçàöèåé â íèõ
ôèáðèëëÿðíîãî àêòèíà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: èíòàêòíûå êëåòêè, ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü.

Óñïåõè ñîâðåìåííîé êëåòî÷íîé áèîëîãèè â çíà÷è-
òåëüíîé ñòåïåíè îáóñëîâëåíû èñïîëüçîâàíèåì âûñîêî-
òåõíîëîãè÷íûõ ìåòîäîâ èññëåäîâàíèÿ, íàïðèìåð òàêèõ,
êàê êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ (Nwaneshiudu et al., 2012)
è ëàçåðíî-ñêàíèðóþùàÿ öèòîìåòðèÿ (Pozarowski et al.,
2013). Èíôîðìàòèâíîñòü ïîëó÷àåìûõ ïðè ýòîì ðåçóëüòà-
òîâ áåçóñëîâíî âûñîêà, è ýòî, ïî-âèäèìîìó, ìîæíî ñ÷è-
òàòü ãëàâíîé ïðè÷èíîé òîãî, ÷òî ðàáîòû ñ èñïîëüçîâàíè-
åì îáû÷íîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè ñòàíîâÿòñÿ ìåíåå ïî-
ïóëÿðíûìè. Îäíàêî, êàê íàì êàæåòñÿ, îòêàçûâàòüñÿ îò
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè êàê èññëåäîâàòåëüñêîãî ìåòîäà
åùå ðàíî. Åå îñíîâíîå ïðåèìóùåñòâî — ëåãêîñòü â èñ-
ïîëüçîâàíèè è äîñòóïíîñòü äëÿ áîëüøèíñòâà êëåòî÷íûõ
áèîëîãîâ, à ñ èññëåäîâàòåëüñêîé òî÷êè çðåíèÿ — âîçìîæ-
íîñòü àíàëèçà èíòàêòíûõ êëåòîê, îñîáåííî ïðè íàáëþäå-
íèè çà íèìè âî âðåìåíè (Ïåòðîâ, Öóïêèíà, 2012). Ñîåäè-
íåíèå ìèêðîñêîïà ñ êîìïüþòåðîì è öèôðîâîé êàìåðîé
ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü íå òîëüêî êà÷åñòâåííûé, íî è êîëè-
÷åñòâåííûé àíàëèç êëåòîê. Ïîýòîìó ìîæíî íàäåÿòüñÿ,
÷òî äàííàÿ ìåòîäèêà åùå äîëãî áóäåò èìåòü ñâîþ èññëå-
äîâàòåëüñêóþ íèøó.

Âèçóàëèçàöèÿ êëåòîê â ïðîöåññå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ
ñ ïîìîùüþ èíâåðòèðîâàííîãî ñâåòîâîãî ìèêðîñêîïà âîç-
ìîæíà ïîòîìó, ÷òî êëåòêè, ïîãëîùàÿ ÷àñòü ñâåòà, ñòàíî-
âÿòñÿ äîñòóïíûìè äëÿ íàáëþäåíèÿ. Ïðè ýòîì ìîæíî âè-
äåòü íå òîëüêî ñàìè êëåòêè, íî è äèôôåðåíöèðîâàòü íåêî-
òîðûå âíóòðèêëåòî÷íûå ñòðóêòóðû. Åñëè âîçìîæíà
âèçóàëüíàÿ îöåíêà èíäèâèäóàëüíîé ìîðôîëîãèè êëåòîê
ïðè ïðîõîæäåíèè ÷åðåç íèõ âèäèìîãî ñâåòà, òî, êàê ñëåä-
ñòâèå, äîëæíà ïðîÿâëÿòüñÿ èõ èíäèâèäóàëüíîñòü â êîëè-
÷åñòâå ïîãëîùåííîãî ñâåòà. Ýòî êîëè÷åñòâî ìîæíî îöå-
íèòü, àíàëèçèðóÿ öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ñ ïî-
ìîùüþ ðàçëè÷íûõ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì.

Â ñïåêòðîôîòîìåòðèè äëÿ îöåíêè ïîãëîùåíèÿ ñâåòà
ñóùåñòâóåò ïîíÿòèå «îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü» (Ãîðîõîâ-
ñêèé, Ëåâåíáåðã, 1963). Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü — âåëè÷è-

íà áåçðàçìåðíàÿ, õàðàêòåðèçóþùàÿ îòíîøåíèå êîëè÷åñò-
âà ïàäàþùåãî ñâåòà ê ïîãëîùåííîìó è ðàññåÿííîìó.
Èíûìè ñëîâàìè, ñ ïîìîùüþ ýòîãî ïàðàìåòðà ìîæíî îöå-
íèòü ñòåïåíü îñëàáëåíèÿ ñâåòîâîãî ïîòîêà ïðè åãî ïðî-
õîæäåíèè ÷åðåç êàêóþ-ëèáî ñðåäó. Ïîýòîìó ìû íå âèäèì
ïðèíöèïèàëüíîãî ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëàññè÷åñêèì ïîíÿòè-
åì «îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü» è ïîãëîùåíèåì ñâåòà êëåòêà-
ìè ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè.

Öåëü äàííîé ðàáîòû — ýêñïåðèìåíòàëüíîå îáîñíîâà-
íèå èñïîëüçîâàíèÿ ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè êàê ìåòîäà
ñïåêòðîôîòîìåòðèè æèâûõ èíòàêòíûõ êëåòîê â êóëüòóðå
è ââåäåíèå ïàðàìåòðà «îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü» äëÿ õàðàê-
òåðèñòèêè êëåòî÷íîé èíäèâèäóàëüíîñòè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàíû êëåò-
êè ïîñòîÿííîé ëèíèè HeLa-M (ýïèòåëèîèäíàÿ êàðöèíîìà
øåéêè ìàòêè ÷åëîâåêà, ñóáëèíèÿ HeLa), ïîëó÷åííûå èç
Ðîññèéñêîé êîëëåêöèè êëåòî÷íûõ êóëüòóð ïîçâîíî÷íûõ
Èíñòèòóòà öèòîëîãèè ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). Êëåòêè
êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñòèêîâûõ ÷àøêàõ Ïåòðè (35 ìì;
Nunñ, Äàíèÿ) íà ñðåäå ÄÌÅÌ (Gibco, ÑØÀ), â àòìîñôåðå
ñ 5 % CO2 ïðè 37 °C. Â ïèòàòåëüíóþ ñðåäó äîáàâëÿëè
10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè êîðîâ (Gibco, ÑØÀ) è
100 ìêã/ìë ãåíòàìèöèíà. Êëåòêè ðàññåâàëè ñ ïëîòíîñòüþ
(3—4)�103 êë./ñì2.

Êëåòêè, èñïîëüçóåìûå äëÿ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêî-
ïèè, âûðàùèâàëè íà ñòåêëàõ, ïîìåùåííûõ â ÷àøêè Ïåò-
ðè, íà ñðåäå Èãëà-ÌÅÌ (Áèîëîò, Ðîññèÿ) ñ äîáàâëåíèåì
1 % NEAA (Sigma, ÑØÀ) è 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâî-
ðîòêè êîðîâ (Hyclone, ÑØÀ) â àòìîñôåðå 5 % CO2 ïðè
37 °Ñ â òå÷åíèå 48 ÷. Êëåòêè ïðîìûâàëè PBS (Sigma,
ÑØÀ) è ôèêñèðîâàëè 3.7%-íûì ôîðìàëüäåãèäîì â PBS
(10 ìèí ïðè 18—20° Ñ), çàòåì èíêóáèðîâàëè 5 ìèí â
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0.1%-íîì ðàñòâîðå Triton X-100 â PBS è òðèæäû ïðîìû-
âàëè PBS.

Äëÿ âèçóàëèçàöèè F-àêòèíà êëåòêè îêðàøèâàëè ðîäà-
ìèí-ôàëëîèäèíîì (Sigma, ÑØÀ) â òå÷åíèå 15 ìèí, çàòåì
òðèæäû ïðîìûâàëè PBS. Êëåòêè èññëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ
ëàçåðíî-ñêàíèðóþùåãî ìèêðîñêîïà Leica SP5 TCS ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ãåëèé-íåîíîâîãî ëàçåðà (534 íì, êðàñíàÿ
ôëóîðåñöåíöèÿ) è ìèêðîñêîïà Zeiss LSM 5 Pascal ñ îáú-
åêòèâîì Plan-Apochromat 63X/1.40 DIC oil (Carl Zeiss).

Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ æèâûõ èíòàêòíûõ êëåòîê ïî-
ëó÷àëè, èñïîëüçóÿ èíâåðòèðîâàííûé ñâåòîâîé ìèêðîñêîï
Nikon ECLIPSE TS100, îáúåêòèâ 20�, öèôðîâóþ êàìåðó
Canon EOS 1000D, ðàçðåøåíèå 2816�1880 ïèêñåëåé, çà-
ïèñü ôàéëîâ â ôîðìàòå JPEG. Âðåìÿ ðåãèñòðàöèè 24—48
÷ ïîñëå ïîñåâà.

Öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê àíàëèçèðîâàëè ñ ïî-
ìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ 1.47j (Rasband, W. S., ImageJ,
U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland,
ÑØÀ, http://imagej.nih.gov/ij/). Ðåãèñòèðîâàëè äâà ïàðà-
ìåòðà. Ïåðâûé ïàðàìåòð — ïëîùàäü ïðîåêöèè êëåòêè íà
ïîäëîæêó (äàëåå ïëîùàäü êëåòêè), èçìåðåííóþ â ïèêñå-
ëÿõ (êîíòóðû êëåòîê îáâîäèëè âðó÷íóþ). Ïîñêîëüêó âñå
ðàñ÷åòû ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì îòíîñèòåëüíûõ âå-
ëè÷èí, ïåðåâîä ïëîùàäè êëåòîê â îáû÷íûå ìåòðè÷åñêèå
âåëè÷èíû íå èìåë ñìûñëà. Âòîðîé ïàðàìåòð — ñðåäíÿÿ
ÿðêîñòü êëåòîê (ëèáî âñåé êëåòêè, ëèáî åå ôðàãìåíòîâ),
ðàññìàòðèâàåìàÿ íàìè êàê àíàëîã îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè,
èñïîëüçóåìîé ïðè îáû÷íîé ñïåêòðîôîòîìåòðèè. Öèôðî-
âûå èçîáðàæåíèÿ êëåòîê ïîëó÷àëè ïðè àâòîìàòè÷åñêîì
âûáîðå ýêñïîçèöèè.

Ïðè îáû÷íîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè ïðèìåíÿëè çåëå-
íûé ñâåòîôèëüòð. Ïîñêîëüêó ñúåìêó âåëè â àâòîìàòè÷å-
ñêîì ðåæèìå ïðè íåáîëüøèõ êîëè÷åñòâàõ êëåòîê â ïîëå
çðåíèÿ, ïîëàãàëè, ÷òî îòêëîíåíèÿ ÿðêîñòè ôîíà îò ñðåä-
íåãî çíà÷åíèÿ áûëè íàñòîëüêî ìàëû, ÷òî íå îêàçûâàëè ñó-
ùåñòâåííîãî âëèÿíèÿ íà âåëè÷èíû îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
îòäåëüíûõ êëåòîê è ìîãëè ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê «øóì».
Èñïîëüçîâàíèå îäíîãî è òîãî æå çåëåíîãî ñâåòîôèëüòðà
âî âñåõ ñëó÷àÿõ òàêæå íå ìîãëî ñêàçûâàòüñÿ íà äîñòîâåð-
íîñòè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ.

Âñå öâåòíûå (è çåëåíûå, è êðàñíûå) èçîáðàæåíèÿ ïå-
ðåä àíàëèçîì íà êîìïüþòåðå ïåðåâîäèëè â 8-áèòíûå ÷åð-
íî-áåëûå. ×èñëî ðàçðÿäîâ ÿðêîñòåé êàæäîãî ïèêñåëÿ â
öèôðîâîì ýêâèâàëåíòå èìåëî ðàâíîìåðíóþ øêàëó îò 0 äî
255. Èíûìè ñëîâàìè, â äàííîì ñëó÷àå îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü èçìåðÿëàñü â óñëîâíûõ åäèíèöàõ ÿðêîñòè îò ÷åðíî-
ãî (0) äî áåëîãî (255). Ñòðîãî ãîâîðÿ, àâòîìàòè÷åñêè âû-
÷èñëÿåìûé ïðîãðàììîé ImageJ ïàðàìåòð «mean» íå ÿâëÿ-
åòñÿ ñðåäíèì çíà÷åíèåì ÿðêîñòè äàííîé êëåòêè. Ýòî
ñðåäíåå çíà÷åíèå ÿðêîñòè îäíîãî ïèêñåëÿ, ïîñêîëüêó ÿâ-
ëÿåòñÿ ÷àñòíûì îò äåëåíèÿ ñóììàðíîé ÿðêîñòè âñåõ ïèê-
ñåëåé, ñîñòàâëÿþùèõ ïëîùàäü äàííîé êëåòêè, íà èõ îá-
ùåå êîëè÷åñòâî. Ýòà âåëè÷èíà, òàê æå êàê îïòè÷åñêàÿ
ïëîòíîñòü â åå êëàññè÷åñêîì âàðèàíòå, ÿâëÿåòñÿ îòíîñè-
òåëüíîé è áåçðàçìåðíîé è ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàíà äëÿ
îöåíêè ñòåïåíè ïîãëîùåíèÿ ñâåòà êàê âñåé êëåòêè, òàê è
åå ôðàãìåíòîâ. Ðàññ÷èòûâàÿ îáùåå ÷èñëî ïèêñåëåé äàí-
íîé êëåòêè (ò. å. åå ïëîùàäü) è èçìåðÿÿ ÿðêîñòü êàæäîãî
èç íèõ, ïðîãðàììà ImageJ ïîçâîëÿåò â àâòîìàòè÷åñêîì
ðåæèìå ñòðîèòü ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ÿðêîñòåé
âñåõ âûäåëåííûõ ïèêñåëåé.

Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ, ïîñòðîåíèÿ
ãðàôèêîâ è äèàãðàìì êðîìå ïðîãðàììû ImageJ èñïîëüçî-
âàëè Excel 2010 (MS Corporation, ÑØÀ) è Origin 6.1 (Ori-
ginLab Corporation, ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ïðåæäå ÷åì ãîâîðèòü î êàêèõ-ëèáî ñïåöèôè÷åñêèõ
ðàçëè÷èÿõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè, íåîáõîäèìî îïðåäåëèòü, ñ
êàêîé òî÷íîñòüþ ìîæíî ðåãèñòðèðîâàòü ñõîäñòâî êëåòîê
ïî òåì èëè èíûì ïàðàìåòðàì. Ðàíåå äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòå-
ïåíè ñõîäñòâà ìèãðèðóþùèõ ïî ïîäëîæêå äî÷åðíèõ êëå-
òîê ìû èñïîëüçîâàëè ââåäåííûå íàìè ïàðàìåòðû — ïîêà-
çàòåëü èäåíòè÷åíîñòè è ïîêàçàòåëü ñèíõðîííîñòè (Ïåò-
ðîâ è äð., 2012). Èõ ìîæíî ðàññ÷èòàòü íà îñíîâàíèè
äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èçìåðåíèè ïëîùàäè êëåòîê â
ïðîöåññå èõ ðàñïëàñòûâàíèÿ ïî ñóáñòðàòó. Ïðè ýòîì
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïîñëå ìèòîçà ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê
ïðè ïðîõîæäåíèè êëåòî÷íîãî öèêëà (ò. å. äî ñëåäóþùåãî
ìèòîçà) â êàæäûé äàííûé ìîìåíò âðåìåíè èìåþò íàè-
ìåíüøèå ðàçëè÷èÿ ïî ïëîùàäè â îòëè÷èå îò ëþáûõ äðó-
ãèõ ïàð êëåòîê ýòîé æå ïîïóëÿöèè. Äàííûå áûëè ïîëó÷å-
íû íà êëåòêàõ ëèíèè L-929. Îäíàêî ìîæíî îæèäàòü, ÷òî
òîò æå ðåçóëüòàò ìîæåò áûòü ïîëó÷åí è íà êëåòêàõ äðóãèõ
ëèíèé, â òîì ÷èñëå è íà êëåòêàõ HeLa. Â íàñòîÿùåé ðàáî-
òå ìû ðåøàëè îáðàòíóþ çàäà÷ó, èñõîäÿ èç ñëåäóþùåãî
ïðåäïîëîæåíèÿ. Åñëè äâå êëåòêè ðàñïîëîæåíû ðÿäîì, íî
íà çíà÷èòåëüíî áîëüøåì ðàññòîÿíèè îò äðóãèõ ïàð êëå-
òîê, òî ñ âûñîêîé äîëåé âåðîÿòíîñòè ýòè ïàðû ìîæíî ñ÷è-
òàòü «áëèçíåöàìè», ò. å. äî÷åðíèìè êëåòêàìè. Ïðèìåð òà-
êèõ êëåòîê è èõ âçàèìîðàñïîëîæåíèå äåìîíñòðèðóåò
ðèñ. 1.

Äëÿ àíàëèçà ïëîùàäè êëåòîê â ñëó÷àéíîì ïîðÿäêå
áûëè îòîáðàíû èçîáðàæåíèÿ 100 ïîäîáíûõ ïàð êëåòîê ñ
èñïîëüçîâàíèåì êàê ðàçëè÷íûõ ïîëåé çðåíèÿ, òàê è ðàç-
ëè÷íûõ ÷àøåê. Òàêæå â ñëó÷àéíîì ïîðÿäêå èç íèõ áûëè
ñôîðìèðîâàíû äâå âûáîðêè ñîîòâåòñòâåííî ïî 100 êëå-
òîê â êàæäîé, ïðè ýòîì èç êàæäîé ïðåäïîëàãàåìîé ïàðû
äî÷åðíèõ êëåòîê â ïåðâóþ ãðóïïó âõîäèëà îäíà èç äâóõ
êëåòîê, à âî âòîðóþ — îñòàâøàÿñÿ. Äëÿ óäîáñòâà èçëîæå-
íèÿ îáîçíà÷èì êëåòêè ïåðâîé ãðóïïû êàê «íå÷åòíûå», à
âòîðîé — êàê «÷åòíûå». Î÷åâèäíî, ÷òî ðàçìåð êëåòîê
èìååò îïðåäåëåííóþ äèñïåðñèþ, íî ïîñêîëüêó èõ îòáîð â
êàæäóþ âûáîðêó áûë ñëó÷àéíûì, ðàçëè÷èé ìåæäó âû-

602 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 1. Ïðèìåð âçàèìíîãî ðàñïîëîæåíèÿ ïàð êëåòîê HeLa-M,
ïðåäïîëîæèòåëüíî óêàçûâàþùèé íà òî, ÷òî ýòî ïàðû äî÷åðíèõ

êëåòîê.

Îáúÿñíåíèå â òåêñòå.



áîðêàìè áûòü íå äîëæíî. Ïðè÷åì ÷åì âûøå ñõîäñòâî
ìåæäó êëåòêàìè â ïàðàõ, òåì ìåíüøå äîëæíû ðàçëè÷àòü-
ñÿ òàêèå õàðàêòåðèñòèêè âûáîðîê, êàê ñðåäíåå çíà÷åíèå è
ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå (äàæå ïðè òàêîé îòíîñèòåëüíî
íåáîëüøîé âûáîðêå â 100 êëåòîê). Ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò
äåìîíñòðèðóåò ðèñ. 2.

Êàê âèäíî, ñîâïàäåíèå âûáîðîê ïî ïàðàìåòðó «ïëî-
ùàäü êëåòêè» ïðàêòè÷åñêè èäåàëüíîå. È ýòî íåñìîòðÿ íà
òî, ÷òî èõ ãåòåðîãåííîñòü äîñòàòî÷íî âåëèêà, î ÷åì ñâè-
äåòåëüñòâóåò âûñîêîå çíà÷åíèå ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ
(îäíà òðåòü îò âåëè÷èíû ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ). Òàêèì îáðà-
çîì, ïîëó÷åííûé ðåçóëüòàò ñ âûñîêîé äîëåé âåðîÿòíîñòè
ñâèäåòåëüñòâóåò î òîì, ÷òî îòîáðàííûå ïàðû êëåòîê —
ýòî ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê.

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ïîëó÷åííîãî ðåçóëüòàòà ðàññ÷è-
òûâàëè ïîêàçàòåëè èäåíòè÷íîñòè (ÏÈ) è ñèíõðîííîñòè
(ÏÑ) äëÿ ýòèõ æå âûáîðîê. Äåòàëüíàÿ òåõíèêà ðàñ÷åòà
ýòèõ ïîêàçàòåëåé îïèñàíà ðàíåå (Ïåòðîâ è äð., 2012).
Äàííûå ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 3.

Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îáà ïîêàçàòåëÿ ðàíåå áûëè ïðåä-
ëîæåíû êàê õàðàêòåðèñòèêè, îòðàæàþùèå äèíàìèêó èç-
ìåíåíèÿ ïëîùàäè îòäåëüíûõ êëåòîê â ïðîöåññå èõ ðàñ-
ïëàñòûâàíèÿ ïî ïîäëîæêå, îíè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
è êàê ïîêàçàòåëè, õàðàêòåðèçóþùèå ðîäñòâî êëåòîê (äî-
÷åðíèå, âíó÷àòûå). ×åì îíè íèæå, òåì âûøå ðîäñòâî êëå-
òîê. Äëÿ ðàñ÷åòà ýòèõ ïîêàçàòåëåé èñïîëüçóþò âûáîðêè
ïàðíûõ çíà÷åíèé. Êàê ñëåäóåò èç äèàãðàìì íà ðèñ. 3, åñëè
ñäâèíóòü çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé ïàð êëåòîê îòíîñèòåëüíî
äðóã äðóãà â òó èëè èíóþ ñòîðîíó, òî îáà ïîêàçàòåëÿ ðåç-
êî (â ðàçû) âîçðàñòàþò è ñòàíîâÿòñÿ ïðèáëèçèòåëüíî îäè-
íàêîâûìè. Ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ïðè òàêîé ìàíèïóëÿ-

Ïðèæèçíåííîå èçìåðåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòîê ëèíèè HeLa 603

Ðèñ. 2. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ ñ ñîîòâåò-
ñòâóþùèìè îøèáêàìè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè) ïëîùàäè
100 ïàð «íå÷åòíûõ» (ñâåòëûå ñòîëáöû) è «÷åòíûõ» (çàøòðè-

õîâàííûå ñòîëáöû) êëåòîê.

Îòñóòñòâèå äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé ïî ýòèì ïàðàìåòðàì óêàçûâàåò íà òî,
÷òî îáå âûáîðêè ïî ïëîùàäè êëåòîê ïðèíàäëåæàò ê îäíîé è òîé æå ñîâî-

êóïíîñòè. Ïî âåðòèêàëè — ÷èñëî ïèêñåëåé.

Ðèñ. 3. Ïîêàçàòåëü èäåíòè÷íîñòè (à) è ïîêàçàòåëü ñèíõðîííîñ-
òè (á), ðàññ÷èòàííûå ïî äàííûì ïëîùàäè 100 ïàð êëåòîê.

1 — âåëè÷èíà äëÿ èñõîäíûõ ïàð «÷åòíûõ» è «íå÷åòíûõ» êëåòîê; 2 — ðå-
çóëüòàò, ïîëó÷åííûé ïðè ñäâèãå çíà÷åíèé ïëîùàäè «÷åòíûõ» êëåòîê íà
îäíó ïîçèöèþ ïî îòíîøåíèþ ê çíà÷åíèÿì ïëîùàäè «íå÷åòíûõ» êëåòîê;
3 — òî æå, íî ïðè ïðîòèâîïîëîæíîì ñäâèãå. Ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà-
÷åíèÿ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè îøèáêàìè (âåðòèêàëüíûå îòðåçêè). Îáúÿñ-

íåíèå â òåêñòå.

Ðèñ. 4. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ (à) è ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ (á) îï-
òè÷åñêîé ïëîòíîñòè 100 ïàð «íå÷åòíûõ» (I) è «÷åòíûõ» (II)

êëåòîê HeLa-M.

Âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî. Îáúÿñíåíèå â òåêñòå.

Ðèñ. 5. Ïîêàçàòåëè èäåíòè÷íîñòè (à) è ñèíõðîííîñòè (á), ðàñ-
ñ÷èòàííûå ïî äàííûì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 100 ïàð êëåòîê.

1 — âåëè÷èíà äëÿ èñõîäíûõ ïàð «÷åòíûõ» è «íå÷åòíûõ» êëåòîê; 2 —
ñäâèã íà îäíó ïîçèöèþ çíà÷åíèé «÷åòíûõ» ïî îòíîøåíèþ ê «íå÷åò-
íûì»; 3 — òî æå, íî ñ ïðîòèâîïîëîæíûì ñäâèãîì. Âåðòèêàëüíûå îòðåç-

êè — îøèáêà ñðåäíåãî. Îáúÿñíåíèå â òåêñòå.



öèè ïàðû êëåòîê (îáðàçóåìûå ïðè ñìåùåíèè çíà÷åíèé
ïëîùàäè) óæå íå áëèçêîðîäñòâåííûå.

Èòàê, ïðåäñòàâëåííûå âûøå äàííûå ïîçâîëÿþò ñ÷è-
òàòü, ÷òî îòîáðàííûå â ñëó÷àéíîì ïîðÿäêå ïàðû êëåòîê
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê. Åñëè
èñõîäèòü èç òîãî, ÷òî äî÷åðíèå êëåòêè (êàê áëèçíåöû)
ìîãóò èìåòü ñõîäñòâî íå òîëüêî ïî ïàðàìåòðó ïëîùàäè
êëåòêè, íî è ïî ëþáûì äðóãèì ïàðàìåòðàì, ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü ñëåäóþùåå. Êîëè÷åñòâî ïîãëîùåííîãî êëåòêà-
ìè ñâåòà ìîæåò áûòü èíäèâèäóàëüíûì äëÿ êàæäîé èç
íèõ. Åñëè ýòî òàê, òî çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè, êàê
è çíà÷åíèÿ ïëîùàäè êëåòîê, äîëæíû áûòü áëèçêè äëÿ ïàð
äî÷åðíèõ êëåòîê è ðàçëè÷íû äëÿ èíûõ ïàð.

Èñïîëüçóÿ òó æå âûáîðêó êëåòîê, ÷òî è äëÿ îöåíêè èõ
ïëîùàäè, àíàëèçèðîâàëè ñðåäíèå çíà÷åíèÿ îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè ýòèõ êëåòîê èñõîäÿ èç òîãî, ÷òî èõ ïàðû — ýòî
äî÷åðíèå êëåòêè. Íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû äèàãðàììû
ñðåäíèõ çíà÷åíèèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (â çíà÷åíèÿõ
ÿðêîñòè ïèêñåëåé) «íå÷åòíûõ» (I) è «÷åòíûõ» (II) êëåòîê

è ñîîòâåòñòâóþùèå ñòàíäàðòíûå îòêëîíåíèÿ. Êàê âèäíî,
äàííûå äèàãðàììû èìåþò òå æå îñîáåííîñòè, ÷òî è äèà-
ãðàììû íà ðèñ. 2, ïîýòîìó è ñëåäñòâèÿ èç ýòèõ äàííûõ
äîëæíû áûòü àíàëîãè÷íû. Èíûìè ñëîâàìè, ìîæíî óòâåð-
æäàòü, ÷òî ïî ïàðàìåòðó «îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü» äî÷åð-
íèå êëåòêè íå èìåþò äîñòîâåðíûõ ðàçëè÷èé, ïðè÷åì ñ âå-
ðîÿòíîñòüþ íå ìåíüøåé, ÷åì ïî ïàðàìåòðó «ïëîùàäü
êëåòêè». Îäíàêî åñòü îäíî îòëè÷èå. Íèçêèå çíà÷åíèÿ
ñòàíäàðòíîãî îòêëîíåíèÿ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñðåäíèìè çíà-
÷åíèÿìè óêàçûâàþò íà íåáîëüøóþ äèñïåðñèþ îáåèõ âû-
áîðîê, ÷òî ãîâîðèò î íåçíà÷èòåëüíîé ãåòåðîãåííîñòè äàí-
íîé ïîïóëÿöèè ïî ýòîìó ïðèçíàêó. Òåì íå ìåíåå äîñòî-
âåðíûå ðàçëè÷èÿ ñ î÷åíü âûñîêîé âåðîÿòíîñòüþ (íå
ìåíåå P < 0.0001) ìåæäó âûáîðêàìè îòñóòñòâóþò. Ýòî
îçíà÷àåò, ÷òî îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü êëåòîê ìîæåò áûòü
õîðîøèì ïîêàçàòåëåì, îòðàæàþùèì êëåòî÷íóþ ñïåöè-
ôè÷íîñòü.

Èñõîäÿ èç ïðèíöèïîâ ðàñ÷åòà è èíòåðïðåòàöèè ÏÑ è
ÏÈ äëÿ ïëîùàäè êëåòîê âû÷èñëÿëè èõ çíà÷åíèÿ, èñïîëü-

604 Þ. Ï. Ïåòðîâ è äð.

Ðèñ. 6. Ñðàâíåíèå ïëîùàäè 100 ïàð «íå÷åòíûõ» è «÷åòíûõ» êëåòîê.

Êàæäàÿ òî÷êà ñîîòâåòñòâóåò äâóì çíà÷åíèÿì — ïëîùàäè «÷åòíûõ» (çíà÷åíèÿ îòëîæåíû ïî âåðòèêàëè) è «íå÷åòíûõ» (çíà÷åíèÿ îòëîæåíû ïî ãîðè-
çîíòàëè) êëåòîê. à — ïëîùàäè ïàð êëåòîê ïðåäñòàâëåíû áåç ñìåùåíèÿ çíà÷åíèé (ïàðû äî÷åðíèõ êëåòîê); á — çíà÷åíèÿ ïëîùàäè «÷åòíûõ» êëåòîê
ñìåùåíû îòíîñèòåëüíî çíà÷åíèé ïëîùàäè «íå÷åòíûõ» êëåòîê íà îäíó ïîçèöèþ; â — òî æå, íî ñ ïðîòèâîïîëîæíûì ñìåùåíèåì. Ïðÿìàÿ ëèíèÿ äåìîí-
ñòðèðóåò ëèíåéíóþ ðåãðåññèþ ïàð çíà÷åíèé äî÷åðíèõ êëåòîê ñ êîýôôèöèåíòîì ëèíåéíîé êîððåëÿöèè R = 0.91 ± 0.02. Â äðóãèõ ñëó÷àÿõ êîððåëÿöèÿ

îòñóòñòâóåò, î ÷åì ñâèäåòåëüñòâóþò êðàéíå íèçêèå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòîâ êîððåëÿöèè, ñîîòâåòñòâåííî ðàâíûå 0.04 ± 0.10 è 0.09 ± 0.10.



çóÿ äàííûå ïî îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòîê. Ïîëó÷åí-
íûé ðåçóëüòàò ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 5. Îí òàêæå ñõîäåí ñ
äàííûìè ïî ïëîùàäè êëåòîê, ïîêàçàííûìè íà ðèñ. 3. Ïî-
ñêîëüêó îáà ïîêàçàòåëÿ èìåþò ñàìûå íèçêèå çíà÷åíèÿ
äëÿ ïàð êëåòîê, êîòîðûå, êàê áûëî ïîêàçàíî âûøå, îòíî-
ñÿòñÿ ê äî÷åðíèì, ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî îïòè÷åñêàÿ
ïëîòíîñòü êëåòîê — íå ìåíåå íàäåæíûé êîëè÷åñòâåííûé
ïàðàìåòð, ÷åì èõ ïëîùàäü. Ýòîò âûâîä áîëåå íàãëÿäíî
äåìîíñòðèðóþò äàííûå, ïðåäñòàâëåííûå íà ðèñ. 6 è 7. Èç
íèõ ñëåäóåò, ÷òî òîëüêî òîãäà, êîãäà ïàðû ñîñòàâëåíû èç
äî÷åðíèõ êëåòîê, ìåæäó âûáîðêàìè âûÿâëÿåòñÿ êîððåëÿ-
öèÿ êàê ïî ïàðàìåòðó ïëîùàäè êëåòêè, òàê è ïî ïàðàìåò-
ðó îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòêè.

Ïðåäëàãàåìûé ïàðàìåòð îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëå-
òîê, îñíîâàííûé íà àíàëèçå èõ èçîáðàæåíèé, ïîëó÷åííûõ
ïðè îáû÷íîé ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè, â ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé ðàáîòå ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí êàê ìèíèìóì â äâóõ
íàïðàâëåíèÿõ — ëèáî ñàì ïî ñåáå (ïðè ñðàâíåíèè îòäåëü-
íûõ êëåòîê èëè ãðóïï êëåòîê), ëèáî â êà÷åñòâå ïàðàìåòðà,
äëÿ êîòîðîãî óñòàíîâëåíà êîððåëÿöèîííàÿ çàâèñèìîñòü ñ

äðóãèì ïàðàìåòðîì (ïî ïðèíöèïó êàëèáðîâî÷íûõ êðè-
âûõ, íàïðèìåð ïðè îïðåäåëåíèè êîëè÷åñòâà áåëêà â ðàñ-
òâîðå). Îáå âîçìîæíîñòè èëëþñòðèðóþò äâà ïðèìåðà,
ïðåäñòàâëåííûõ íèæå.

Íà ðèñ. 8 ïîêàçàíû äâå ãðóïïû êëåòîê HeLa-M. Îòìå-
òèì, ÷òî ýòè êëåòêè íàõîäÿòñÿ íå òîëüêî ïðè îäíèõ è òåõ
æå óñëîâèÿõ êóëüòèâèðîâàíèÿ (ò. å. â îäíîé è òîé æå ÷àø-
êå), íî è â ïîëå îäíîãî è òîãî æå èçîáðàæåíèÿ. Ýòî îçíà-
÷àåò, ÷òî ëþáûå íåó÷èòûâàåìûå ôàêòîðû, âëèÿþùèå íà
èçìåðåíèå êëåòîê, äëÿ îáåèõ ãðóïï îäèíàêîâû è íå ìîãóò
ïîâëèÿòü íà îäíîçíà÷íîñòü ðåçóëüòàòà ïðè ñðàâíåíèè
ýòèõ ãðóïï. Àíàëèç ïëîùàäè êëåòîê ïîêàçûâàåò, ÷òî ïî
ýòîìó ïàðàìåòðó êëåòêè îáåèõ ãðóïï äîñòîâåðíî ðàçëè÷à-
þòñÿ: ñðåäíÿÿ ïëîùàäü (â ïèêñåëÿõ) êëåòîê ëåâîé ãðóïïû
(8 êëåòîê) ðàâíà 13 236 � 1221, à ïðàâîé (6 êëåòîê) —
24 568 � 2583 ïèêñåëÿ (P < 0.01). Êîëè÷åñòâåííàÿ îöåíêà
îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ýòèõ êëåòîê äàåò ñëåäóþùèå âåëè-
÷èíû: 71.8 � 1.0 è 68.9 � 0.6. Íåñìîòðÿ íà íåáîëüøîå
ðàçëè÷èå ìåæäó ýòèìè çíà÷åíèÿìè, ðàñ÷åòû ïîêàçû-
âàþò, ÷òî êëåòêè ýòèõ ãðóïï äîñòîâåðíî ðàçëè÷àþòñÿ
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Ðèñ. 7. Ñðàâíåíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè 100 ïàð «íå÷åòíûõ» (çíà÷åíèÿ ïî ãîðèçîíòàëè) è «÷åòíûõ» (çíà÷åíèÿ ïî âåðòèêàëè) êëå-
òîê.

à — íàëè÷èå êîððåëÿöèè ìåæäó îáåèìè âûáîðêàìè â ñëó÷àå ïàð äî÷åðíèõ êëåòîê, êîýôôèöèåíò ëèíåéíîé êîððåëÿöèè R = 0.86 � 0.03; á — îòñóòñò-
âèå êîððåëÿöèè ïðè ñìåùåíèè çíà÷åíèé «÷åòíûõ» êëåòîê íà îäíó ïîçèöèþ; R = 0.08 ± 0.10; â — îòñóòñòâèå êîððåëÿöèè ïðè ïðîòèâîïîëîæíîì ñìå-

ùåíèè çíà÷åíèé «÷åòíûõ» êëåòîê, R = 0.08 ± 0.10.



ïî ïàðàìåòðó îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (P < 0.05). Òàêèì îá-
ðàçîì, ýòîò ïàðàìåòð ìîæåò èìåòü ñàìîñòîÿòåëüíîå çíà-
÷åíèå è áûòü ïîëåçíûì äëÿ ñðàâíèòåëüíîãî èññëåäîâàíèÿ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé, íàïðèìåð ïðè àíàëèçå ðîñòà êëî-
íîâ.

Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè äëÿ
èçó÷åíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ îñîáåííîñòåé êëåòêè ìîæåò
áûòü áîëåå èíôîðìàòèâíûì, åñëè áóäóò íàéäåíû êîððå-
ëÿöèîííûå çàâèñèìîñòè ìåæäó ýòèì ïàðàìåòðîì è êîíê-
ðåòíûìè êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè, âíîñÿùèìè âêëàä â
ïîãëîùåíèå ñâåòà âñåé êëåòêîé. Ýòî îñîáåííî âàæíî,
åñëè èçó÷åíèå òàêèõ ñòðóêòóð ñâÿçàíî ñ äîðîãîñòîÿùèìè,

îòíîñèòåëüíî òðóäîåìêèìè è íå âñåãäà äîñòóïíûìè ìå-
òîäàìè èññëåäîâàíèÿ.

Íà ðèñ. 9, à ïðåäñòàâëåíî öèôðîâîå èçîáðàæåíèå, ïî-
ëó÷åííîå ñ ïîìîùüþ êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè êëåòîê
HeLa-M, ôèêñèðîâàííûõ è îêðàøåííûõ ðîäàìèí-ôàëëî-
èäèíîì. Ýòî èçîáðàæåíèå èìååò âèä ÷åðíî-áåëîãî, õîòÿ â
îðèãèíàëå òåìíûå ó÷àñòêè îêðàøåíû â êðàñíûé öâåò,
óêàçûâàÿ ëîêàëèçàöèþ àêòèíîâûõ ôèáðèëë. Îäíàêî êîí-
âåðòàöèÿ êðàñíîãî öâåòà â ÷åðíî-áåëûé íå âëèÿåò íà îò-
íîñèòåëüíûå âåëè÷èíû îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè. Êðîìå
ýòîãî, äàííîå èçîáðàæåíèå — ýòî ðåçóëüòàò óñðåäíåíèÿ
âîñüìè îïòè÷åñêèõ ñðåçîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè êîíôîêàëü-
íîé ìèêðîñêîïèè. Òàêèì îáðàçîì, îíî àäåêâàòíî èçîáðà-
æåíèþ êëåòîê â îáû÷íîì ìèêðîñêîïå, ãäå ïî óñëîâèÿì
ñúåìêè çà ïîãëîùåíèå ñâåòà îòâåòñòâåííû âñå êëåòî÷íûå
ñëîè.

Ðèñ. 9, á ïîêàçûâàåò ïðîöåíòíîå ñîîòíîøåíèå ÷èñëà
ïèêñåëåé ðàçëè÷íîé ÿðêîñòè â âèäå ãèñòîãðàìì ñ ÷èñëîì
ðàçðÿäîâ, ðàâíûì 256. Ãèñòîãðàììà îòðàæàåò ñóììàðíûé
âêëàä îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè âñåõ êëåòîê â ïîëå äàííîãî
èçîáðàæåíèÿ. Íà ïðåäâàðèòåëüíîì ýòàïå íàèáîëåå ñâåò-
ëûå ïèêñåëè, ò. å. íå îòðàæàþùèå îêðàñêó íà àêòèí (ôîí),
áûëè èñêëþ÷åíû èç âûáîðêè. Ïîýòîìó îáùåå ÷èñëî ïèê-
ñåëåé, âîøåäøèõ â ñîñòàâ äàííîé äèàãðàììû, ñîñòàâèëî
48 % îò îáùåé ïëîùàäè êëåòîê. Ñëåäóåò íàïîìíèòü, ÷òî
áîëåå ñâåòëûå ïèêñåëè èìåþò áîëüøèå çíà÷åíèÿ ÿðêîñòè
(çíà÷åíèÿ ïî îñè àáñöèññ). Íàèáîëåå òåìíûå ó÷àñòêè
(â îñíîâíîì ïî ïåðèôåðèè êëåòîê) ñîñòàâëÿþò ãðóïïû
ïèêñåëåé, âõîäÿùèõ â äâà ëåâûõ ïèêà (ïóíêòèðíûå ëèíèè
â ëåâîé ÷àñòè ãèñòîãðàììû). Îáùåå ÷èñëî ïèêñåëåé, îá-
ðàçóþùèõ ýòè ïèêè, ðàâíî ïðèáëèçèòåëüíî 10.5 % îò
âñåé ïëîùàäè êëåòîê.

Íà ðèñ. 10, à ïîêàçàí ôðàãìåíò ìîíîñëîÿ èíòàêòíûõ
æèâûõ êëåòîê HeLa-M, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ îáû÷íîé
ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè. Èçîáðàæåíèÿ öåíòðàëüíîé ÷àñòè
êëåòîê ñ ÿäðîì è îêîëîÿäåðíîé öèòîïëàçìîé, èìåþùåé
çåðíèñòûé âèä (ñì. ðèñ. 8), óäàëåíû. Ýòî ñäåëàíî äëÿ
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Ðèñ. 8. Äâå ãðóïïû êëåòîê HeLa-M â ïðåäåëàõ îäíîãî ïîëÿ
çðåíèÿ, ðàçëè÷àþùèåñÿ ìåæäó ñîáîé êàê ïî ñðåäíåé ïëîùàäè

êëåòîê, òàê è ïî èõ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè.

Îáúÿñíåíèå â òåêñòå.

Ðèñ. 9. Ôðàãìåíò ïîëÿ çðåíèÿ ìîíîñëîÿ êëåòîê HeLa-M; êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, îêðàñêà íà àêòèí (à). Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü
ýòèõ æå êëåòîê, ïðåäñòàâëåííàÿ â âèäå ãèñòîãðàììû ðàñïðåäåëåíèÿ ïèêñåëåé ðàçëè÷íîé ÿðêîñòè (á).

Ñâåòëûå êðóæêè — îïûòíûå çíà÷åíèÿ. Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — ðåçóëüòàò ñóììèðîâàíèÿ ïóíêòèðíûõ ëèíèé, îòðàæàþùèõ ñîîòíîøåíèå 4 ãðóïï ïèêñåëåé
ñ ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ÿðêîñòè. Ðåãðåññèÿ âûïîëíåíà èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î íîðìàëüíîì ðàñïðåäåëåíèè ãðàäèåíòîâ ÿðêîñòè. Êîýôôèöèåíò ëè-

íåéíîé êîððåëÿöèè ñóììàðíîé êðèâîé ðàâåí 0.987. Îáúÿñíåíèå â òåêñòå.



òîãî, ÷òîáû äàííîå èçîáðàæåíèå áûëî àäåêâàòíî èçîáðà-
æåíèþ êëåòîê íà ðèñ. 9, à, ãäå ïî ïîíÿòíûì ïðè÷èíàì îò-
ñóòñòâóåò àêòèí â öåíòðàëüíîé îáëàñòè êëåòîê. Â ðåçóëü-
òàòå îñòàâøàÿñÿ ÷àñòü öèòîïëàçìû êëåòîê íà ðèñ. 10, à
ñîñòàâëÿåò îêîëî 60 % âñåé ïëîùàäè êëåòîê, ÷òî ìîæíî
ñ÷èòàòü ñîïîñòàâèìûì ñ âåëè÷èíîé ïëîùàäè êëåòîê, ãäå
ëîêàëèçóåòñÿ àêòèí. Íà ðèñ. 10, á ïðåäñòàâëåíà ñîîòâåò-
ñòâóþùàÿ ãèñòîãðàììà. Êàê ñëåäóåò èç ðèñ. 10, à, ó æè-
âûõ êëåòîê ïðè ñâåòîâîé ìèêðîñêîïèè íà ïåðèôåðèéíûõ
ó÷àñòêàõ öèòîïëàçìû òîæå ìîæíî âèçóàëüíî îòìåòèòü
áîëåå òåìíûå ó÷àñòêè. Íà ãèñòîãðàììå îíè òàêæå ñîîò-
âåòñòâóþò åå ëåâîìó ó÷àñòêó ñ ñîîòâåòñòâóþùèì ïèêîì
(ïóíêòèðíàÿ ëèíèÿ ñëåâà). Â ïðîöåíòíîì îòíîøåíèè êî-
ëè÷åñòâî òàêèõ òåìíûõ ïèêñåëåé â äàííîì ñëó÷àå ñîñòàâ-
ëÿåò ïðèáëèçèòåëüíî 9.2 % îò îáùåé ïëîùàäè êëåòîê, ÷òî
ñîèçìåðèìî ñ âåëè÷èíîé 10.5 %, îòíîñÿùåéñÿ ê ãèñòî-
ãðàììå íà ðèñ. 9, á. Òî, ÷òî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïèêîâ ñ òåì-
íûìè ïèêñåëÿìè íå ñîâïàäàþò (â ïåðâîì ñëó÷àå îêîëî
200, à âî âòîðîì — îêîëî 100 óñë. åä. ÿðêîñòè), íå ïðîòè-
âîðå÷èò ñêàçàííîìó. Âî-ïåðâûõ, èõ íàäî ñðàâíèâàòü îò-
íîñèòåëüíî äðóãèõ ïèêîâ îäíîé è òîé æå ãèñòîãðàììû,
ïîòîìó ÷òî îáùàÿ ÿðêîñòü ðàçíûõ èçîáðàæåíèé âñåãäà
ðàçëè÷íà, íî ïðè ýòîì ñîõðàíÿåòñÿ îòíîñèòåëüíî ïîñòî-
ÿííûì ñîîòíîøåíèå ÿðêîñòåé îäíèõ è òåõ æå ó÷àñòêîâ
êëåòîê. Âî-âòîðûõ, âèçóàëüíî ëîêàëèçàöèÿ òåìíûõ ó÷àñò-
êîâ â òîì è äðóãîì ñëó÷àÿõ ñîâïàäàåò. Ãèñòîãðàìû ïîêà-
çûâàþò êîëè÷åñòâåííîå ñîîòíîøåíèå òàêèõ ó÷àñòêîâ.
Î÷åâèäíî, ÷òî ñâåòîïîãëîùåíèå ïåðèôåðèéíûõ ó÷àñòêîâ
êëåòîê HeLa ìîæåò áûòü äåòåðìèíèðîâàíî ðàçëè÷íûìè
ëîêàëèçîâàííûìè â íèõ ñòðóêòóðàìè. Òåì íå ìåíåå ïðåä-
ñòàâëåííûå äàííûå óêàçûâàþò íà òî, ÷òî îñíîâíîé âêëàä
â çàòåíåíèå ýòèõ ó÷àñòêîâ âíîñèò èìåííî ôèáðèëëÿðíûé
àêòèí.

Êàê áûëî ïîêàçàíî âûøå, ïðåäëîæåííûé ñïîñîá êî-
ëè÷åñòâåííîé îöåíêè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòêè
îñíîâàí íà òîì, ÷òî êîëè÷åñòâî ïîãëîùåííîãî ñâåòà
ñòðîãî çàâèñèò êàê îò ñàìîé æèâîé èíòàêòíîé êëåòêè â
öåëîì, òàê è îò åå ðàçëè÷íûõ ó÷àñòêîâ. Íàäî ïîëàãàòü,
÷òî ýòà çàâèñèìîñòü îòðàæàåò êàê ìîðôîëîãè÷åñêèå îñî-
áåííîñòè êëåòîê, òàê è èõ ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå â
ëþáîé äàííûé ìîìåíò âðåìåíè. Ïîèñê êîððåëÿöèîííûõ
ñâÿçåé ìåæäó çíà÷åíèÿìè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè êëåòêè
è êîíêðåòíûìè êëåòî÷íûìè ñòðóêòóðàìè, èññëåäóåìû-
ìè äðóãèìè ìåòîäàìè, ìîæåò îáëåã÷èòü ýêñïåðèìåí-
òàëüíóþ ðàáîòó, îñîáåííî ïðè ñêðèíèíãîâûõ èçó÷åíèÿõ
êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà
äëÿ ìîëîäûõ ó÷åíûõ êîìïàíèè ÎÏÒÝÊ.
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Ðèñ. 10. Ôðàãìåíò ïîëÿ çðåíèÿ ìîíîñëîÿ æèâûõ èíòàêòíûõ êëåòîê HeLa-M; ñâåòîâàÿ ìèêðîñêîïèÿ; ïðåäñòàâëåíû ó÷àñòêè öèòî-
ïëàçìû áåç ÿäåð è îêîëîÿäåðíîãî ïðîñòðàíñòâà (à). Îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ýòèõ æå êëåòîê, ïðåäñòàâëåííàÿ â âèäå ãèñòîãðàììû

ðàñïðåäåëåíèÿ ïèêñåëåé ðàçëè÷íîé ÿðêîñòè (á).

Òåìíûå êðóæêè — îïûòíûå çíà÷åíèÿ. Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — ðåçóëüòàò ñóììèðîâàíèÿ ïóíêòèðíûõ ëèíèé, îòðàæàþùèõ ñîîòíîøåíèå 3 ãðóïï ïèêñåëåé ñ
ðàçëè÷íîé ñòåïåíüþ ÿðêîñòè. Ðåãðåññèÿ âûïîëíåíà èñõîäÿ èç ïðåäïîëîæåíèÿ î íîðìàëüíîì ðàñïðåäåëåíèè ãðàäèåíòîâ ÿðêîñòè. Êîýôôèöèåíò ëè-

íåéíîé êîððåëÿöèè ñóììàðíîé êðèâîé ðàâåí 0.998. Îáúÿñíåíèå â òåêñòå.



VITAL MEASUREMENT OF OPTICAL DENSITY OF HeLa CELL LINE
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Light absorption by the live intact HeLa cells during light microscopy was studied. The light absorption
may be considered as a parameter analogous to optical density used in spectrophotometry. This parameter can
be used as a quantitative characteristic of life cell as well as intracellular structures. It is shown that cells from
one population but belonging to two different clones were differed by their optical density. Optical density cor-
relation between the shadow peripheral regions of the cells and a actin localization in these regions was estab-
lished.

K e y w o r d s: live cells, light microscopy, optical density
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