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Ìåòîäè÷åñêèå ïðîáëåìû öèôðîâîé öèòîôîòîìåòðèè

Â ñòàòüå îáñóæäàþòñÿ äîñòîèíñòâà è íåäîñòàòêè àáñîðáöèîííîé öèòîôîòîìåòðèè, à òàêæå îñíîâ-
íûå îøèáêè ìåòîäà. Ðàññìàòðèâàåòñÿ ñîñòàâ ñîâðåìåííîé àïïàðàòóðû äëÿ öèòîôîòîìåòðè÷åñêèõ èññëå-
äîâàíèé ñ ïðèìåíåíèåì öèôðîâûõ òåõíîëîãèé. Ñ öåëüþ óâåëè÷åíèÿ òî÷íîñòè èçìåðåíèé ïðåäëàãàþòñÿ
ñïîñîáû îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èí áëèêà, òåìíîâîãî òîêà, íåðàâíîìåðíîñòè ôîíà è ó÷åòà äðóãèõ îøèáîê
öèôðîâîé öèòîôîòîìåòðèè. Îáñóæäàþòñÿ âîçìîæíîñòè óíèâåðñàëüíîãî è ñïåöèàëèçèðîâàííîãî ïðî-
ãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ äëÿ öèòîôîòîìåòðèè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öèòîôîòîìåòðèÿ, îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, öèôðîâîå èçîáðàæåíèå.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÖÔÌ — öèòîôîòîìåòðèÿ, CCD — charge-coupled device.

Ìåòîä öèòîôîòîìåòðèè (ÖÔÌ) øèðîêî ïðèìåíÿåòñÿ
â êëåòî÷íîé áèîëîãèè äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ðàç-
ëè÷íûõ âåùåñòâ â êëåòêàõ è èõ êîìïàðòìåíòàõ áëàãîäàðÿ
ñâîåé âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè (äî 10–14 ã). Ñ ïîìîùüþ
ÖÔÌ áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî êîëè÷åñòâî ÄÍÊ ïîñòîÿííî
â ãàïëîèäíûõ êëåòêàõ äàííîãî âèäà æèâîòíûõ èëè ðàñòå-
íèé; ïîêàçàíî, ÷òî ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ óäâàèâàåòñÿ
â òå÷åíèå êëåòî÷íîãî öèêëà; îòêðûòî ÿâëåíèå êëåòî÷íîé
(ñîìàòè÷åñêîé) ïîëèïëîèäèè, îáíàðóæåíà ñâÿçü ìåæäó
ìåòàáîëèçìîì ÐÍÊ è áåëêà â êëåòêå è ò. ä. (Ñâèôò, 1969).
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ÖÔÌ øèðîêî èñïîëüçóåòñÿ íå òîëüêî
â ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèÿõ, íî è äëÿ öåëåé ìåäè-
öèíñêîé äèàãíîñòèêè (Haroske et al., 1998).

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà âåùåñòâà â êëåòêå íàðÿ-
äó ñ àáñîðáöèîííîé ÖÔÌ èñïîëüçóþòñÿ è äðóãèå ôîòî-
ìåòðè÷åñêèå ìåòîäû: öèòîôëóîðèìåòðèÿ, ïðîòî÷íàÿ öè-
òîìåòðèÿ, ìèêðîèíòåðôåðîìåòðèÿ, èçìåðåíèÿ â ïîëÿðè-
çîâàííîì ñâåòå è äðóãèå ìåòîäû (Òàøêý, 1980; Hardie
et al., 2002; Shapiro, 2004).

Â ÖÔÌ èñïîëüçóåòñÿ èçîáðàæåíèå îáúåêòà èññëåäî-
âàíèÿ, ñîçäàâàåìîå ñâåòîâûì ìèêðîñêîïîì. Â îòëè÷èå îò
ôîòîìåòðèè ðàñòâîðîâ è ñóñïåíçèé, ãäå îáúåêòîì ñëóæèò
âåñü îáúåì êþâåòû, íà ìèêðîèçîáðàæåíèè ïðèñóòñòâóþò
íå òîëüêî îáúåêòû èññëåäîâàíèÿ, íî è íåèíôîðìàòèâíûå
îáëàñòè. Â ñâÿçè ñ ýòèì îäíîé èç ïðîáëåì ÖÔÌ ÿâëÿåòñÿ
ðåãèñòðàöèÿ èíôîðìàöèè òîëüêî îò èçìåðÿåìîãî îáúåêòà.
Ðàçâèòèå ìåòîäîâ è àïïàðàòóðû ÖÔÌ äëÿ ðåøåíèÿ ýòîé
ïðîáëåìû ìîæíî óñëîâíî ðàçäåëèòü íà òðè ýòàïà (Chieco
et al., 2013).

1. Çîíäîâàÿ ÖÔÌ. Îáúåêò èçìåðåíèÿ îñâåùàåòñÿ óç-
êèì ïó÷êîì èëè âûäåëÿåòñÿ íà èçîáðàæåíèè ñ ïîìîùüþ
ñïåöèàëüíîé äèàôðàãìû (çîíäà), è ôîòîïðèåìíèê ðåãèñò-
ðèðóåò èíòåãðàëüíûé àíàëîãîâûé ñèãíàë îò âñåãî îáúåê-
òà. Ïîñêîëüêó îáúåêòû (íàïðèìåð, êëåòêè) èìåþò ðàç-
ëè÷íûå ðàçìåðû è ôîðìó, ñ ïîìîùüþ êðóãëîãî èëè ïðÿ-
ìîóãîëüíîãî çîíäà ôèêñèðîâàííûõ ðàçìåðîâ ñëîæíî
âûäåëèòü ñèãíàë òîëüêî îò îáúåêòà. Â ðåçóëüòàòå íà ôî-

òîïðèåìíèê ïîïàäàåò ñâåò îò îêðóæàþùåãî ôîíà, ÷òî âû-
çûâàåò ñóùåñòâåííûå îøèáêè ÖÔÌ. Îøèáêè ïîÿâëÿþòñÿ
òàêæå èç-çà íåðàâíîìåðíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ âåùåñòâà â
îáúåêòå, èç-çà ðàññåÿíèÿ ñâåòà è äðóãèõ ýôôåêòîâ (Áðîä-
ñêèé, 1966; Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977; Goldstein, 1981).

2. Äëÿ óñòðàíåíèÿ âûøåïåðå÷èñëåííûõ îøèáîê áûëà
ïðåäëîæåíà ñêàíèðóþùàÿ ÖÔÌ. Çîíä ìàëûõ ðàçìåðîâ
(ìíîãî ìåíüøå ðàçìåðà îáúåêòà) ïåðåìåùàåòñÿ ïî èçîá-
ðàæåíèþ (èëè èçîáðàæåíèå ïåðåìåùàåòñÿ îòíîñèòåëüíî
çîíäà) ïî ìåàíäðó (ñêàíèðîâàíèå). Ñèãíàë îò òî÷åê îáú-
åêòà èíòåãðèðóåòñÿ, à ôîíîâûé ñèãíàë îòñåêàåòñÿ ïî ïî-
ðîãîâîìó óðîâíþ. Ïðîèñõîäèò ÷àñòè÷íàÿ äèñêðåòèçàöèÿ
èçîáðàæåíèÿ ïî ñòðîêàì, à ñâåòîâîé ïîòîê ïðåîáðàçóåòñÿ
â àíàëîãîâûé ýëåêòðè÷åñêèé ñèãíàë (Altman, 1975). Íà
òàêîì ïðèíöèïå ðàáîòàëè, íàïðèìåð, öèòîôîòîìåòðû
SMP-0.5 (Opton, Ãåðìàíèÿ) è M86 (Vickers, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ). Â àíàëèçàòîðå Morphoquant (Carl Zeiss, Jena, Ãåðìà-
íèÿ) äèñêðåòèçàöèÿ èçîáðàæåíèÿ ïðîèñõîäèëà íå òîëüêî
ïî ñòðîêàì ñêàíèðîâàíèÿ, íî è ïî òî÷êàì âíóòðè ñòðîêè,
à ñèãíàë ïðåîáðàçîâûâàëñÿ â öèôðîâóþ ôîðìó è îáðàáà-
òûâàëñÿ êîìïüþòåðîì. Â àíàëèçàòîðå èçîáðàæåíèé IBAS
(Opton, Ãåðìàíèÿ) ñî÷åòàëèñü ñêàíèðóþùàÿ è òåëåâèçè-
îííàÿ ñèñòåìû. Ýòè ïðèáîðû ÿâëÿëèñü ïåðåõîäíîé ñòó-
ïåíüþ ê òðåòüåìó ýòàïó, êîòîðûé ìîæíî óñëîâíî íàçâàòü
«öèôðîâîé» ÖÔÌ.

3. Â öèôðîâîé ÖÔÌ èñïîëüçóåòñÿ ôîòîäèîäíàÿ ìàò-
ðèöà, áëàãîäàðÿ êîòîðîé ïðîèñõîäèò ïàðàëëåëüíîå ïðå-
îáðàçîâàíèå èçîáðàæåíèÿ â öèôðîâîé ñèãíàë íà êàæäîì
ýëåìåíòå ìàòðèöû, ò. å. èçîáðàæåíèå ðàçáèâàåòñÿ íà ýëå-
ìåíòû — ïèêñåëè (îò picture cells). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ çà-
äà÷è ÖÔÌ ðåøàþòñÿ â îñíîâíîì ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòî-
ðîâ ìèêðîèçîáðàæåíèé, ñîñòîÿùèõ èç ìèêðîñêîïà, öèô-
ðîâîé êàìåðû, êîìïüþòåðà è ñïåöèàëèçèðîâàííîãî
ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ. ÖÔÌ ÿâëÿåòñÿ ëèøü îäíîé
èç ôóíêöèé òàêèõ àíàëèçàòîðîâ, êîòîðûå ìîãóò ðåøàòü
ìíîãî äðóãèõ çàäà÷, íàïðèìåð ìîðôîìåòðèþ, òåêñòóðíûé
àíàëèç, àíàëèç äâèæåíèÿ ìèêðîîáúåêòîâ è ò. ä. Êðîìå
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òîãî, íà îñíîâàíèè ïðîâåäåííûõ èçìåðåíèé àíàëèçàòîð
ìîæåò ïðîèçâåñòè êëàññèôèêàöèþ îáúåêòîâ è äàòü çà-
êëþ÷åíèå ïî âñåìó ïðåïàðàòó. Â àíãëîÿçû÷íîé ëèòåðàòó-
ðå äëÿ öèôðîâîé ÖÔÌ ïðèìåíÿåòñÿ òåðìèí «image cyto-
metry» (Bocking, Nguyen, 2004) èëè «image analysis densi-
tometry» (Hardie et al., 2002).

Àíàëèçàòîðû, êîòîðûå èñïîëüçóþòñÿ äëÿ ÖÔÌ, âû-
ïóñêàþò ìíîãèå ôèðìû: Olympus è Hamamatsu (ßïîíèÿ),
Carl Zeiss è Leica-Microsystems (Ãåðìàíèÿ), Andor Tech-
nology (Âåëèêîáðèòàíèÿ) è ðÿä äðóãèõ. Ðàçðàáîòàíû ìíî-
ãî÷èñëåííûå ïðîãðàììû îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé, íàïðè-
ìåð AxioVision (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ), ImagePro (Media
Cybernetics, ÑØÀ), Huygens (SVI, Íèäåðëàíäû), ñâîáîä-
íî ðàñïðîñòðàíÿåìûå ïðîãðàììû CellProfiler, ImageAna-
lyzer è äð. Îäíàêî ýòè ïðîãðàììû èçìåðÿþò â îñíîâíîì
ãåîìåòðè÷åñêèå è ëèøü íåêîòîðûå ôîòîìåòðè÷åñêèå ïà-
ðàìåòðû. Ïðîãðàìì, îáåñïå÷èâàþùèõ ïðîâåäåíèå öèòî-
ôîòîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé, ãîðàçäî ìåíüøå. Ê íèì
ìîæíî îòíåñòè, íàïðèìåð, «Âèäåîòåñò-Ìîðôîëîãèÿ»
(ÂèäåîÒåñò, Ðîññèÿ), ÌÌÑatalog (MMC, Ðîññèÿ), HCIma-
ge (Hamamatsu) è ImageJ (NIH, ÑØÀ). Íàðÿäó ñ ôèðìåí-
íûìè àíàëèçàòîðàìè ìèêðîèçîáðàæåíèé è ïðîãðàììíûì
îáåñïå÷åíèåì èññëåäîâàòåëè èñïîëüçóþò è ñàìîñòîÿòåëü-
íî ðàçðàáîòàííûå ïðîãðàììû, è àïïàðàòóðó äëÿ ÖÔÌ
(Íàòÿãàíîâà, Òðèôîíîâ, 2007; ×åðòîê è äð., 2012; Èâàí-
êèíà è äð., 2013).

Â íàñòîÿùåé ñòàòüå ðàññìàòðèâàþòñÿ ïðèíöèïû
ÖÔÌ, òðåáîâàíèÿ ê àïïàðàòóðå è ïðîãðàììíîìó îáåñïå-
÷åíèþ äëÿ öèôðîâîé ÖÔÌ, äàåòñÿ àíàëèç îñíîâíûõ îøè-
áîê è ïðèâîäÿòñÿ ìåòîäèêè èõ óìåíüøåíèÿ.

Îñíîâíûå ïîëîæåíèÿ ÖÔÌ

Ç à ê î í Á ó ã å ð à—Ë à ì á å ð ò à—Á å ð à. Â àáñîðáöè-
îííîé ôîòîìåòðèè ñòåïåíü ïîãëîùåíèÿ ñâåòà âåùåñòâîì
õàðàêòåðèçóåòñÿ êîýôôèöèåíòîì ïðîïóñêàíèÿ t èëè îï-
òè÷åñêîé ïëîòíîñòüþ D:

D = lg (Ô0/Ô) = lg (1/t), (1)

ãäå Ô0 — ïàäàþùèé íà îáúåêò ñâåòîâîé ïîòîê, Ô — ïðî-
øåäøèé ÷åðåç îáúåêò ñâåòîâîé ïîòîê. Îïðåäåëåíèå êî-
ëè÷åñòâà âåùåñòâà ïî ïîãëîùåíèþ ñâåòà îñíîâàíî íà
çàêîíå Áóãåðà—Ëàìáåðòà—Áåðà, îïèñûâàþùåì îñëàá-
ëåíèå ïàðàëëåëüíîãî ìîíîõðîìàòè÷åñêîãî ïó÷êà ñâåòà
ïðè ðàñïðîñòðàíåíèè åãî â ïîãëîùàþùåé ñðåäå. Çàêîí
ìîæåò áûòü çàïèñàí â âèäå:

D = kch, (2)

ãäå ñ — êîíöåíòðàöèÿ âåùåñòâà, h — òîëùèíà îáúåêòà,
k — ïîêàçàòåëü ïîãëîùåíèÿ, õàðàêòåðèçóþùèé ñâîéñòâà
âåùåñòâà è çàâèñÿùèé îò äëèíû âîëíû l ïîãëîùàåìîãî
ñâåòà. Çàâèñèìîñòü ïîêàçàòåëÿ ïîãëîùåíèÿ îò äëèíû
âîëíû íàçûâàåòñÿ ñïåêòðîì ïîãëîùåíèÿ. Òàêèì îáðà-
çîì, èçìåðèâ D è çíàÿ k è h, ìîæíî íàéòè êîíöåíòðàöèþ
âåùåñòâà c, à èçìåðèâ ïëîùàäü îáúåêòà, ìîæíî íàéòè
åãî ìàññó.

Ïîñêîëüêó äëÿ âû÷èñëåíèÿ D èñïîëüçóåòñÿ îòíîøå-
íèå Ô0/Ô, íåò íåîáõîäèìîñòè èçìåðÿòü àáñîëþòíûå çíà-
÷åíèÿ ñâåòîâîãî ïîòîêà, à ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü ýëåêò-
ðè÷åñêèå ñèãíàëû ôîòîïðèåìíèêà I0 è I. Åñëè ïðåîáðàçîâà-
íèå ñâåòîâîãî ïîòîêà â ýëåêòðè÷åñêèé ñèãíàë ïðîèñõîäèò
ëèíåéíî, òî Ô0/Ô = I0/I (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977).

Â ñêàíèðóþùåé è öèôðîâîé ÖÔÌ èçìåðåíèå îïòè÷å-
ñêîé ïëîòíîñòè ïðîèñõîäèò ñ ó÷åòîì ñèãíàëà îò êàæäîãî
ïèêñåëÿ. Ñóììèðîâàíèå ïî âñåìó èçîáðàæåíèþ îáúåêòà
äàåò èíòåãðàëüíóþ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ID = SLDi (ãäå
LD — ëîêàëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü). Ñðåäíÿÿ ïëîò-
íîñòü MD = ID/S (ãäå S — ïëîùàäü îáúåêòà â ïèêñåëÿõ).
Åñëè ðàñïðåäåëåíèå âåùåñòâà â îáúåêòå íåðàâíîìåðíîå,
òî MD D≠ (òàê êàê Σ Σlg( ) lg ( )I I I I

0 i 0 i
≠ ). Íåîáõîäèìî

îòìåòèòü, ÷òî âåëè÷èíà ID çàâèñèò îò ÷èñëà ïèêñåëåé
(ò. å. îò âåëè÷èíû S), ïîýòîìó ñðàâíèâàòü ID ðàçíûõ îáú-
åêòîâ ìîæíî òîëüêî ïðè îäèíàêîâûõ ðàçìåðàõ ïèêñåëÿ
èëè ïîëüçîâàòüñÿ MD. Èíîãäà èññëåäîâàòåëÿì äîñòàòî÷-
íî îïðåäåëèòü îòíîñèòåëüíîå êîëè÷åñòâî âåùåñòâà, äëÿ
÷åãî äîñòàòî÷íî èçìåðèòü òîëüêî ID.

Ñ ï å ê ò ð û ï î ã ë î ù å í è ÿ è Ö Ô Ì. Â çàâèñèìî-
ñòè îò ñïåêòðàëüíîé îáëàñòè ÖÔÌ óñëîâíî ïîäðàç-
äåëÿþò íà óëüòðàôèîëåòîâóþ (ÓÔ) ÖÔÌ è ÖÔÌ â âèäè-
ìîé îáëàñòè. Â ÓÔ-îáëàñòè ìíîãèå âåùåñòâà â êëåòêå
(íóêëåèíîâûå êèñëîòû, áåëêè) îáëàäàþò ñóùåñòâåííûì
ïîãëîùåíèåì, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü íåïîñðåäñò-
âåííûå èçìåðåíèÿ ñîäåðæàíèÿ óêàçàííûõ âåùåñòâ ìåòî-
äàìè ÖÔÌ. Îäíàêî ÓÔ-ÖÔÌ òðåáóåò ïðèìåíåíèÿ ñïå-
öèàëüíîé è äîðîãîé àïïàðàòóðû, â òî âðåìÿ êàê äëÿ ÖÔÌ
â âèäèìîé îáëàñòè èñïîëüçóþòñÿ ñòàíäàðòíûå ìèêðî-
ñêîïû, ÷òî ïðåäîïðåäåëèëî áîëåå øèðîêîå åå èñïîëüçî-
âàíèå.

Â âèäèìîé îáëàñòè ïîãëîùåíèå ñâåòà êëåòî÷íûìè
ñòðóêòóðàìè, êàê ïðàâèëî, î÷åíü ìàëî, ïîýòîìó íåîáõî-
äèìî èñïîëüçîâàòü ñïåöèàëüíûå êðàñèòåëè, ñåëåêòèâíî
ñâÿçûâàþùèåñÿ ñ èññëåäóåìûì âåùåñòâîì. Ñóùåñòâóåò
ðÿä êîëè÷åñòâåííûõ öèòîõèìè÷åñêèõ ðåàêöèé íà âàæíåé-
øèå êëåòî÷íûå êîìïîíåíòû, íàïðèìåð ðåàêöèÿ Ô¸ëüãåíà
íà ÄÍÊ, ãäå êðàñèòåëåì, îáåñïå÷èâàþùèì ïîãëîùåíèå
ñâåòà, ÿâëÿåòñÿ ôóêñèí (Äåé÷, 1969; Ìàãàêÿí, Êàðàëîâà,
1989). Äëÿ öåëåé ÖÔÌ âàæíî, ÷òîáû êîíöåíòðàöèÿ òàêî-
ãî êðàñèòåëÿ áûëà ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè èññëå-
äóåìîãî âåùåñòâà (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977).

Ñïåêòðû ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëåé, èñïîëüçóåìûõ äëÿ
âûÿâëåíèÿ òîãî èëè èíîãî âåùåñòâà â êëåòêå, îáû÷íî
èìåþò çíà÷èòåëüíóþ øèðèíó è ìîãóò ïåðåêðûâàòüñÿ ñî
ñïåêòðàìè ïîãëîùåíèÿ äðóãèõ âåùåñòâ, ïîýòîìó äëÿ ïî-
âûøåíèÿ òî÷íîñòè è ñåëåêòèâíîñòè ôîòîìåòðè÷åñêèå èç-
ìåðåíèÿ ïðîâîäÿòñÿ â óçêîé ñïåêòðàëüíîé îáëàñòè â ìàê-
ñèìóìå ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ. Äëÿ ýòîãî â îñâåòèòåëü-
íóþ ÷àñòü ìèêðîñêîïà ââîäÿòñÿ òàêèå ñïåêòðàëüíûå
êîìïîíåíòû, êàê ìîíîõðîìàòîðû, äèôðàêöèîííûå ðå-
øåòêè è èíòåðôåðåíöèîííûå ôèëüòðû. Âñå ýòè ôóíäà-
ìåíòàëüíûå ïîëîæåíèÿ ïîëíîñòüþ ñîõðàíÿþò ñâîþ àêòó-
àëüíîñòü è â ñëó÷àå öèôðîâîé ÖÔÌ.

Ï å ð å õ î ä ê ö è ô ð î â î ì ó è ç î á ð à æ å í è þ. Â àíà-
ëèçàòîðå ìèêðîèçîáðàæåíèé â îòëè÷èå îò çîíäîâûõ öèòî-
ôîòîìåòðîâ ïðîèñõîäèò ìíîãîñòóïåí÷àòîå ïðåîáðà-
çîâàíèå èíôîðìàöèè îá îáúåêòå: ñâåòîâîé ñèãíàë ïðå-
îáðàçóåòñÿ â àíàëîãîâûé ýëåêòðè÷åñêèé, çàòåì â
öèôðîâîé. Ïîýòîìó â çàâèñèìîñòè îò ýòàïà ïðåîáðàçîâà-
íèÿ èíôîðìàöèîííûé ñèãíàë ìîæíî õàðàêòåðèçîâàòü èí-
òåíñèâíîñòüþ ñâåòîâîãî ïîòîêà, àìïëèòóäîé, öèôðîâûì
óðîâíåì èëè ÿðêîñòüþ ýêðàíà. Ïðè ïåðåõîäå îò îïòè÷å-
ñêîãî èçîáðàæåíèÿ ê öèôðîâîìó ïðîèñõîäèò íå òîëüêî
ïðîñòðàíñòâåííàÿ (ðàçáèåíèå íà ïèêñåëè), íî è àìïëè-
òóäíàÿ äèñêðåòèçàöèÿ, ïðè êîòîðîé àíàëîãîâûé ýëåêòðè-
÷åñêèé ñèãíàë ðàçáèâàåòñÿ íà äèñêðåòíûå óðîâíè. Èõ êî-
ëè÷åñòâî çàâèñèò îò ðàçðÿäíîñòè öèôðîâîãî ñèãíàëà. Íà-
ïðèìåð, 8-ðàçðÿäíûé öèôðîâîé ñèãíàë èìååò 256 (28)
óðîâíåé ÿðêîñòè.
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Êàê èçâåñòíî, ïðåäåë îïòè÷åñêîé ðàçðåøàþùåé ñïî-
ñîáíîñòè ìèêðîñêîïà îïðåäåëÿåòñÿ ôîðìóëîé Àááå
(Ëàíäñáåðã, 1976):

d = 0.5 l/A, (3)

ãäå A — ÷èñëîâàÿ àïåðòóðà îáúåêòèâà, l — äëèíà âîëíû
ñâåòà. Äèñêðåòèçàöèÿ èçîáðàæåíèÿ íå áóäåò óõóäøàòü
îïòè÷åñêóþ ðàçðåøàþùóþ ñïîñîáíîñòü, åñëè ðàçìåð
ïèêñåëÿ â ïëîñêîñòè îáúåêòà áóäåò ïî êðàéíåé ìåðå â
2 ðàçà ìåíüøå d (êðèòåðèé Íàéêâèñòà) (Pawley, 2006;
Wegerhoff et al., 2006). Ïîñêîëüêó ìàòðèöà CCD-êàìåðû
óñòàíàâëèâàåòñÿ â ïëîñêîñòè èçîáðàæåíèÿ, ñîçäàâàåìîãî
îáúåêòèâîì, ðàçìåð (Ð) ýëåìåíòà ìàòðèöû äîëæåí áûòü
ñëåäóþùèì:

Ð � 0.5 lM/2A, (4)

ãäå M — óâåëè÷åíèå îáúåêòèâà. Íàïðèìåð, äëÿ îáúåêòè-
âà 20�/0.7 è l = 0.5 ìêì ïðèåìíàÿ ìàòðèöà êàìåðû äîë-
æíà èìåòü ðàçìåð ýëåìåíòà íå áîëåå 3.6 ìêì, à äëÿ îáú-
åêòèâà 100�/1.4 — íå áîëåå 9 ìêì.

Ïîìèìî ïðîñòðàíñòâåííîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíî-
ñòè àíàëèçàòîðà ñóùåñòâóåò è àìïëèòóäíàÿ ðàçðåøàþùàÿ
ñïîñîáíîñòü. Íàïðèìåð, àìïëèòóäíàÿ äèñêðåòèçàöèÿ ïðè-
âîäèò ê îãðàíè÷åíèþ äèàïàçîíà èçìåðåíèé îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè. Òàê, ïðè 8-áèòíîì ñèãíàëå ïðåäåë àìïëèòóä-
íîé ðàçðåøàþùåé ñïîñîáíîñòè ñîñòàâèò îäèí öèôðîâîé
óðîâåíü, ò. å. 1/256 è LDmax = lg256 = 2.4. Ïðè íàëè÷èè
øóìîâ è òåìíîâîãî ñèãíàëà ýòîò ïðåäåë ìîæåò áûòü ñó-
ùåñòâåííî âûøå, íàïðèìåð 1/64. Òîãäà LDmax = 1.8.

Àïïàðàòóðà è ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå
äëÿ öèôðîâîé ÖÔÌ

Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, öèôðîâàÿ ÖÔÌ îñóùåñòâëÿ-
åòñÿ ñ ïîìîùüþ àíàëèçàòîðà ìèêðîèçîáðàæåíèé, îñíîâ-
íûìè ÷àñòÿìè êîòîðîãî ÿâëÿþòñÿ ìèêðîñêîï, öèôðîâàÿ
êàìåðà, êîìïüþòåð è ñïåöèàëèçèðîâàííîå ïðîãðàììíîå
îáåñïå÷åíèå. Ïîìèìî îáùèõ òðåáîâàíèé ê àíàëèçàòîðàì
ìèêðîèçîáðàæåíèé (Ïàíòåëååâ è äð., 2005; Chieco et al.,
2013) ñóùåñòâóþò è ñïåöèàëüíûå òðåáîâàíèÿ ïðè ïðîâå-
äåíèè ÖÔÌ.

Î ñ â å ò è ò å ë ü í à ÿ ñ è ñ ò å ì à ìèêðîñêîïà äîëæíà
ñîçäàâàòü âûñîêóþ ðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ïîëÿ
çðåíèÿ. Êîíñòðóêöèÿ ìèêðîñêîïà äîëæíà îáåñïå÷èâàòü
ïîëíóþ íàñòðîéêó îñâåùåíèÿ ïî Êåëëåðó. Ïî íàøèì äàí-
íûì, ïðèìåíåíèå îñâåòèòåëÿ ñî ñâåòîäèîäíîé ìàòðèöåé
(LED — light emmited diode) è ñòàáèëèçèðîâàííûì èñòî÷-
íèêîì ïèòàíèÿ ïîçâîëÿåò óìåíüøèòü íåðàâíîìåðíîñòü
îñâåùåííîñòè äî 2 %, â òî âðåìÿ êàê íåðàâíîìåðíîñòü
ëàìïîâîãî îñâåòèòåëÿ ñîñòàâëÿåò 3—5 %. Ïðèìåíåíèå
ñâåòîäèîäíûõ ìîíîõðîìàòè÷åñêèõ îñâåòèòåëåé ïîçâîëÿ-
åò òàêæå îáîéòèñü áåç èíòåðôåðåíöèîííûõ ôèëüòðîâ, íå-
îáõîäèìûõ äëÿ âûäåëåíèÿ óçêîé ñïåêòðàëüíîé îáëàñòè
ïîãëîùåíèÿ êðàñèòåëÿ.

Î á ú å ê ò è â û. Ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîáíîñòü îáúåêòèâà
çàâèñèò â îñíîâíîì îò åãî àïåðòóðû (3). Îäíàêî äëÿ ÖÔÌ
íå ìåíåå âàæíûì ïàðàìåòðîì ÿâëÿåòñÿ äèôðàêöèîííàÿ
ãëóáèíà ðåçêîñòè, êîòîðàÿ òàêæå çàâèñèò îò àïåðòóðû
îáúåêòèâà: T = nl/A2 (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977). Ãëóáèíà
ðåçêîñòè äîëæíà ñîîòâåòñòâîâàòü òîëùèíå ôîòîìåòðèðó-
åìîãî îáúåêòà, ïîýòîìó îáúåêòèâû ñ áîëüøîé àïåðòóðîé

(ò. å. ñ ìàëîé ãëóáèíîé ðåçêîñòè) äëÿ ÖÔÌ ïðèìåíÿòü íå-
æåëàòåëüíî. Íàèáîëåå ïîäõîäÿùèìè ÿâëÿþòñÿ îáúåêòè-
âû îò 20� äî 40� ñ íåáîëüøîé àïåðòóðîé (Chieco et al.,
1994). Âàæíûìè õàðàêòåðèñòèêàìè îáúåêòèâà äëÿ ÖÔÌ
ÿâëÿþòñÿ ñôåðè÷åñêèå è õðîìàòè÷åñêèå àáåððàöèè, à òàê-
æå âåëè÷èíà áëèêà (ò. å. ðàññåÿííîãî è îòðàæåííîãî ñâå-
òà) îò ëèíç îáúåêòèâà. Äëÿ êîððåêöèè àáåððàöèé ïðèìå-
íÿþòñÿ ìíîãîëèíçîâûå îáúåêòèâû, îäíàêî ñ óâåëè÷åíèåì
êîëè÷åñòâà ëèíç áëèê âîçðàñòàåò. Ê ñîæàëåíèþ, ïðîèçâî-
äèòåëè îáúåêòèâîâ íå óêàçûâàþò âåëè÷èíó áëèêà, íî åå
ìîæíî îöåíèòü ïðè êîìïëåêñíîé ïðîâåðêå àíàëèçàòîðà
(Chieco et al., 2013). Ìåòîäèêà èçìåðåíèÿ áëèêà áóäåò èç-
ëîæåíà â ñëåäóþùåì ðàçäåëå.

À ä à ï ò å ð äëÿ óñòàíîâêè âèäåîêàìåðû íà ìèêðî-
ñêîï. Óñòàíàâëèâàåòñÿ, êàê ïðàâèëî, íà òðèíîêóëÿðíóþ
íàñàäêó äëÿ ìåõàíè÷åñêîãî è îïòè÷åñêîãî ñîïðÿæåíèÿ
âèäåîêàìåðû ñ ìèêðîñêîïîì. Ðàñïðåäåëåíèå ñâåòîâîãî
ïîòîêà â òðèíîêóëÿðå äîëæíî áûòü 30/70, ò. å. 70 % ñâåòà
íàïðàâëÿåòñÿ íà êàìåðó. Îïòèêà, ÷àñòî óñòàíàâëèâàåìàÿ â
àäàïòåðå, ñîãëàñóåò ðàçìåð ïîëÿ çðåíèÿ ìèêðîñêîïà ñ ðàç-
ìåðîì ìàòðèöû êàìåðû. Íàïðèìåð, êàìåðà ñ ìàòðèöåé
2/3 äþéìà è àäàïòåðîì 1.5� ìîæåò «çàõâàòèòü» òîëüêî
18.3 % ïëîùàäè èçîáðàæåíèÿ, ôîðìèðóåìîãî îáúåêòè-
âîì, à ñ àäàïòåðîì 0.63� — 46.2 % (Ïàíòåëååâ è äð.,
2005).

Ö è ô ð î â à ÿ ê à ì å ð à. Àíàëîãîâûå êàìåðû ñåé÷àñ
ïðàêòè÷åñêè íå èñïîëüçóþòñÿ, òàê êàê äëÿ èõ ñîïðÿæåíèÿ
ñ êîìïüþòåðîì àíàëîãîâûé ñèãíàë íåîáõîäèìî ïåðåâî-
äèòü â òåëåâèçèîííûé, à çàòåì â öèôðîâîé. Ïîäîáíûå
ïðåîáðàçîâàíèÿ âíîñÿò ìíîãî ïîãðåøíîñòåé è ïðîèçâî-
äÿòñÿ îòíîñèòåëüíî ìåäëåííî. Â ñîâðåìåííûõ àíàëèçàòî-
ðàõ èçîáðàæåíèé ÷àùå âñåãî èñïîëüçóþòñÿ öèôðîâûå êà-
ìåðû. Öåíòðàëüíûì óçëîì òàêîé êàìåðû ÿâëÿåòñÿ ôîòî-
äèîäíàÿ ì à ò ð è ö à. Ìàòðèöû ïðîèçâîäÿòñÿ ïî ðàçíûì
òåõíîëîãèÿì è ðàçëè÷àþòñÿ ñïîñîáàìè ñ÷èòûâàíèÿ ñèã-
íàëà è ðåãèñòðàöèè èçîáðàæåíèÿ. Â êàìåðàõ èñïîëüçóþò-
ñÿ äâà òèïà ñåíñîðîâ — CCD (charge-coupled device) è
CMOS (complementary metal-oxide-semiconductor). Ðàçëè-
÷èÿ ñâîéñòâ ñåíñîðîâ îïðåäåëèëè îáëàñòè èõ ïðèìåíå-
íèÿ. CMOS-ìàòðèöû, êàê ïðàâèëî, èñïîëüçóþòñÿ â öèô-
ðîâûõ ôîòîàïïàðàòàõ è óñòðîéñòâàõ ñêîðîñòíîé çàïèñè
ïðîöåññîâ, à CCD-ìàòðèöû — â âûñîêîêà÷åñòâåííûõ êà-
ìåðàõ, êîòîðûå â òîì ÷èñëå èñïîëüçóþòñÿ â ìèêðîñêîïèè
è íàèáîëåå ïðèãîäíû äëÿ ÖÔÌ.

Ñåíñîðû ñ íàíåñåííîé Áàéåðîâñêîé ìàñêîé ïîçâîëÿ-
þò ïîëó÷èòü öâåòíîå è ç î á ð à æ å í è å îáúåêòîâ. Íà ýëå-
ìåíòû ìàòðèöû íàíîñÿòñÿ ñâåòîôèëüòðû (êðàñíûé, çåëå-
íûé è ñèíèé), êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò öâåòíîå èçîáðàæå-
íèå. Îäíàêî èñïîëüçîâàíèå ôèëüòðà Áàéåðà óìåíüøàåò
÷óâñòâèòåëüíîñòü ìàòðèöû, à òàêæå ñíèæàåò ðàçðåøåíèå
ïî ãîðèçîíòàëè ñåíñîðà äî 65 % è ïî âåðòèêàëè äî 80 %.
Ñëåäîâàòåëüíî, äëÿ ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ ñ âûñîêèì
ðàçðåøåíèåì è òî÷íûì îòîáðàæåíèåì çíà÷åíèé ÿðêîñòè
èñïîëüçîâàíèå ìîíîõðîìíîãî ñåíñîðà ïðåäïî÷òèòåëüíåå.
Ð à ç ì å ð û ì à ò ð è ö òðàäèöèîííî èçìåðÿþò â äþéìàõ.
Íà ïðàêòèêå ÷àùå èñïîëüçóþò ìàòðèöû ñ ðàçìåðîì 1/2 è
2/3 äþéìà ïî äèàãîíàëè è ðàçìåðàìè ïèêñåëåé îò 3 äî
8 ìêì. Ôîðìàò ìàòðèöû, ò. å. êîëè÷åñòâî ïèêñåëåé ïî ãî-
ðèçîíòàëè è âåðòèêàëè, íåëüçÿ âîñïðèíèìàòü êàê õàðàêòå-
ðèñòèêó ðàçðåøåíèÿ, à ëèøü êàê îöåíêó îáúåìà èíôîðìà-
öèè. Áîëüøîå êîëè÷åñòâî àêòèâíûõ ïèêñåëåé íå âñåãäà
äàåò äîïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ îá îáúåêòàõ. Ïðè êî-
ëè÷åñòâå ñâûøå 3 ìåãàïèêñåëåé, êàê ïðàâèëî, íàðàñòàþò
øóìû êàìåðû, âîçðàñòàåò âðåìÿ îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé,
ïîâûøàþòñÿ òðåáîâàíèÿ ê ïðîèçâîäèòåëüíîñòè êîìïüþ-
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òåðà. Êàê áûëî óêàçàíî âûøå, îñíîâíûì ïàðàìåòðîì ðàç-
ðåøåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ðàçìåð ïèêñåëÿ (4).

Öèôðîâàÿ êàìåðà ÿâëÿåòñÿ ñëîæíûì ýëåêòðîííûì
óñòðîéñòâîì, ïàðàìåòðû êîòîðîãî îïðåäåëÿþòñÿ íå òîëü-
êî ñâîéñòâàìè ìàòðèöû. Â êàìåðå ìíîãî ñîáñòâåííûõ
èñòî÷íèêîâ øóìîâ, ê íèì ìîæíî äîáàâèòü âíåøíèå ðà-
äèî÷àñòîòíûå è òåïëîâûå íàâîäêè. Äëÿ ðåãèñòðàöèè ìà-
ëîêîíòðàñòíûõ îáúåêòîâ íåîáõîäèìî óìåíüøåíèå íåæå-
ëàòåëüíûõ øóìîâ, ïîýòîìó îäíèì èç ãëàâíûõ ïîêàçàòå-
ëåé êà÷åñòâà êàìåðû ÿâëÿåòñÿ äèíàìè÷åñêèé äèàïàçîí.

Ä è í à ì è ÷ å ñ ê è é ä è à ï à ç î í — ýòî ñïîñîáíîñòü
êàìåðû ïåðåäàâàòü ñ îïðåäåëåííûì êà÷åñòâîì ïîëíûé
äèàïàçîí ãðàäàöèé ÿðêîñòè. Îí õàðàêòåðèçóåòñÿ ñîîòíî-
øåíèåì ñèãíàë/øóì â äåöèáåëàõ (äÁ). Êàìåðû ñ ìàëûì
çíà÷åíèåì äèíàìè÷åñêîãî äèàïàçîíà «øóìÿò» ò. å. èñêà-
æàþò èçîáðàæåíèå. Äëÿ ÖÔÌ èñïîëüçóþò êàìåðû ñ äè-
íàìè÷åñêèì äèàïàçîíîì 68 äÁ è áîëåå. Äëÿ ñíèæåíèÿ
ñîáñòâåííûõ øóìîâ ìàòðèöû è ïîíèæåíèÿ åå òåìíîâîãî
òîêà èñïîëüçóþò òåðìîýëåêòðîííîå îõëàæäåíèå Ïåëüòüå.
Íàëè÷èå îõëàæäåíèÿ óâåëè÷èâàåò äèíàìè÷åñêèé äèàïà-
çîí. Êàìåðû ñ îõëàæäåíèåì Ïåëüòüå îáëàäàþò íàèáîëü-
øèì âðåìåíåì íàêîïëåíèÿ èçîáðàæåíèÿ, ò. å. íàèáîëü-
øåé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ. Âåëè÷èíó òåìíîâîãî òîêà ïðè-
õîäèòñÿ, êàê ïðàâèëî, îöåíèâàòü êîñâåííî — ïî
çíà÷åíèþ ÿðêîñòè íà êàìåðå ïðè çàêðûòîé ìàòðèöå (ñì.
íèæå ðàçäåë «Îøèáêè â öèôðîâîé ÖÔÌ è ñïîñîáû èõ
óìåíüøåíèÿ»).

Ð à ç ð ÿ ä í î ñ ò ü öèôðîâîãî ñèãíàëà îïðåäåëÿåòñÿ
ÀÖÏ (àíàëîãî-öèôðîâûì ïðåîáðàçîâàòåëåì) êàìåðû, êî-
òîðûé ïðåîáðàçóåò íàêîïëåííûå ôîòîýëåêòðîíû â ñåíñî-
ðå â öèôðîâóþ ôîðìó ñ ðàçðÿäíîñòüþ îò 8 äî 16 áèò. Âû-
ñîêèå çíà÷åíèÿ äèíàìè÷åñêîãî äèàïàçîíà ïîçâîëÿþò ïî-
âûñèòü ðàçðÿäíîñòü êàìåðû è ïîëó÷èòü áîëüøå óðîâíåé
ÿðêîñòè íà èçîáðàæåíèè, ÷òî ñêàçûâàåòñÿ íà òî÷íîñòè
ÖÔÌ.

Àíàëèç èíôîðìàöèè ïðîèçâîäèòåëåé ïîçâîëÿåò ëèøü
îðèåíòèðîâî÷íî îöåíèòü ïðèãîäíîñòü êàìåðû äëÿ ÖÔÌ.
Ïóáëèêóåìûì çíà÷åíèÿì äèíàìè÷åñêîãî äèàïàçîíà òðóä-
íî äîâåðÿòü, çíà÷åíèÿ òåìíîâîãî òîêà, êàê ïðàâèëî, íåèç-
âåñòíû, à ñòàáèëüíîñòü ðàáîòû êàìåðû âî âðåìåíè íå îò-
ðàæàåòñÿ â òåõäîêóìåíòàöèè. Ïîýòîìó ïðîâåðêà ðåàëü-
íûõ çíà÷åíèé ýòèõ õàðàêòåðèñòèê ïðîèçâîäèòñÿ ïðè
ïîäêëþ÷åíèè êàìåðû ê ÏÊ. Çàâèñèìîñòü ÿðêîñòè íà êà-
ìåðå îò âðåìåíè ïðè ïîñòîÿííîé êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå
è ïîëíîñòüþ çàêðûòîé ìàòðèöå ïîçâîëÿåò îöåíèòü âåëè-
÷èíó øóìîâ è èõ ñòàáèëüíîñòü âî âðåìåíè. Êàìåðû ñ íèç-
êîé âåëè÷èíîé øóìîâ (1—2 öèôðîâûõ óðîâíÿ) è ñ êîëå-
áàíèåì ÿðêîñòè 0.1—0.2 % íàèáîëåå ïðèãîäíû äëÿ ÖÔÌ.

Ï ð î ã ð à ì ì í î å î á å ñ ï å ÷ å í è å. Îíî ñîñòîèò èç
äðàéâåðà âèäåîêàìåðû è ïðîãðàììû îáðàáîòêè èçî-
áðàæåíèÿ. Äðàéâåð âèäåîêàìåðû äîëæåí îñóùåñòâëÿòü
íàñòðîéêè ýëåêòðîííîãî çàòâîðà, ÿðêîñòè, êîíòðàñòà, ãàì-
ìû, âðåìåíè íàêîïëåíèÿ, ãðàôè÷åñêîå îòîáðàæåíèå äèà-
ãðàììû ÿðêîñòè è äðóãèå îïåðàöèè. Ñòàíäàðòíûå äðàéâå-
ðû óïðàâëåíèÿ (twain èëè derect show) äëÿ ýòîãî ìàëî
ïðèãîäíû, ïîýòîìó äëÿ ðàçðàáîòêè ïîëíîöåííîãî óïðàâ-
ëåíèÿ êàìåðîé âàæíà ïîñòàâêà ïðîèçâîäèòåëåì SDK
(áèáëèîòåê ïðîãðàìì óïðàâëåíèÿ êàìåðîé). Ïðîãðàììû
îáðàáîòêè èçîáðàæåíèÿ îñóùåñòâëÿþò çàïîìèíàíèå
èçîáðàæåíèÿ, âûäåëåíèå èíòåðåñóþùèõ îáúåêòîâ â ðó÷-
íîì èëè àâòîìàòè÷åñêîì ðåæèìå, èçìåðåíèå âûáðàííûõ
ïàðàìåòðîâ, ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó, çàïîìèíàíèå ðå-
çóëüòàòîâ è èõ ïåðåäà÷ó â äðóãèå ñòàòèñòè÷åñêèå ïðî-
ãðàììû, íàïðèìåð Excel, Statistica. Ñóùåñòâóþò êàê ñâî-
áîäíî ðàñïðîñòðàíÿåìûå ïðîãðàììû, ïðèãîäíûå äëÿ

ÖÔÌ, íàïðèìåð ImageJ, òàê è êîììåð÷åñêèå (HCImage,
MMCatalog).

Ïðîãðàììà Âèäåîòåñò-Ìîðôîëîãèÿ 5.0 (ÎÎÎ Âèäåî-
Òåñò, Ðîññèÿ) ïðåäîñòàâëÿåò âîçìîæíîñòü ñîçäàíèÿ ìåòî-
äèê äëÿ ÖÔÌ. Ìåòîäèêà ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü îïåðàöèé ïî îáðàáîòêå èçîáðàæåíèé, âûïîëíÿ-
åìóþ ñ ìèíèìàëüíûì ó÷àñòèåì ïîëüçîâàòåëÿ. Â ñîñòàâ
ìåòîäèêè âõîäÿò íàñòðîéêà êàìåðû, êàëèáðîâêà, âûáîð
ïðèìåíÿåìûõ ôóíêöèé, ïàðàìåòðîâ èçìåðåíèé è ñòàòè-
ñòè÷åñêîé îáðàáîòêè. Ïîëüçîâàòåëü ìîæåò èçìåíèòü ïðå-
äóñòàíîâëåííóþ ìåòîäèêó, ñîçäàòü ñâîþ ìåòîäèêó è ñî-
õðàíèòü åå.

Ìåòîäèêà «îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ñ óêàçàíèåì ôîíà
âðó÷íóþ» ðàññ÷èòàíà íà àíàëèç îáúåêòîâ, íàõîäÿùèõñÿ
íà íåðàâíîìåðíîì ôîíå. Ìåòîäèêà «îïòè÷åñêàÿ ïëîò-
íîñòü ñ ââîäîì ôîíîâûõ ïîëåé» èñïîëüçóåò èçîáðàæåíèÿ
òåìíîâûõ ïîëåé êàìåðû è èçîáðàæåíèÿ, ñâîáîäíîãî îò
îáúåêòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ó÷åñòü íåðàâíîìåðíîñòü îñâå-
ùåííîñòè ïîëÿ çðåíèÿ ìèêðîñêîïà. Ìåòîäèêà «îïòè÷å-
ñêàÿ ïëîòíîñòü ñ ââîäîì ýòàëîíîâ» ïîçâîëÿåò ñ ïîìîùüþ
íàáîðà ôèëüòðîâ ñ èçâåñòíûìè çíà÷åíèÿìè îñëàáëåíèÿ
ñâåòîâîãî ïîòîêà êàëèáðîâàòü êàìåðó.

Ìåòîäèêè ìîãóò ñîäåðæàòü ôèëüòðû ïðåîáðàçîâà-
íèÿ: ÿðêîñòü—êîíòðàñòíîñòü, àâòîêîíòðàñò, âûðàâíèâà-
íèå ôîíà, ñãëàæèâàíèå øóìîâ, ðåçêîñòü è ò. ä. Îíè ïðåä-
íàçíà÷åíû äëÿ âèçóàëüíîãî óëó÷øåíèÿ èçîáðàæåíèÿ, ÷òî-
áû èññëåäîâàòåëü ëó÷øå âèäåë îñîáåííîñòè òåêñòóðû
îáúåêòà. Îäíàêî ôèëüòðû ñóùåñòâåííî èñêàæàþò ÿðêîñò-
íûå õàðàêòåðèñòèêè îáúåêòîâ, ïîýòîìó èõ íåëüçÿ ïðèìå-
íÿòü ïðè ÖÔÌ. Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ (áîëüøèå îáúåêòû è
âûñîêî÷àñòîòíûå øóìû) äëÿ óìåíüøåíèÿ âëèÿíèÿ øóìîâ
ìîæíî èñïîëüçîâàòü ìåäèàííóþ ôèëüòðàöèþ ñ ìàñêîé
3 � 3.

Îøèáêè â öèôðîâîé ÖÔÌ è ñïîñîáû
èõ óìåíüøåíèÿ

Êàê óæå óïîìèíàëîñü, ïîäðîáíûé àíàëèç îøèáîê
ÖÔÌ ïðèâåäåí â ìîíîãðàôèÿõ Áðîäñêîãî (1966) è Àãðî-
ñêèíà è Ïàïàÿíà (1977). Íåêîòîðûå îøèáêè â öèôðîâîé
ÖÔÌ íåñóùåñòâåííû (íàïðèìåð, íåðàâíîìåðíîå ðàñïðå-
äåëåíèå ïîãëîùàþùåãî âåùåñòâà â îáúåêòå), äðóãèå
èìåþò ìåñòî äëÿ âñåõ âàðèàíòîâ ÖÔÌ (ðàññåÿíèå ñâåòà,
íåðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè, íåñòàáèëüíîñòü àïïàðà-
òóðû è ò. ä.). Ñóùåñòâóþò è ñïåöèôè÷åñêèå îøèáêè öèô-
ðîâîé ÖÔÌ (íàïðèìåð, îøèáêà âûäåëåíèÿ íà èçîáðàæå-
íèè îáúåêòà èçìåðåíèÿ). Ðàññìîòðèì íàèáîëåå ñóùåñò-
âåííûå àïïàðàòíûå îøèáêè öèôðîâîé ÖÔÌ è ñïîñîáû
èõ óìåíüøåíèÿ.

Î ø è á ê è è ç ì å ð å í è ÿ ô î í à. Èç ôîðìóëû (1) ñëå-
äóåò, ÷òî äëÿ âû÷èñëåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè íåîáõî-
äèìî èçìåðèòü âåëè÷èíó ïàäàþùåãî íà îáúåêò ñâåòîâîãî
ïîòîêà. Îò òî÷íîñòè èçìåðåíèÿ I0 (ò. å. ôîíà) áóäåò çàâè-
ñåòü è òî÷íîñòü âû÷èñëåíèÿ ID. Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíà
çàâèñèìîñòü ðàñ÷åòíîé îøèáêè îïðåäåëåíèÿ îïòè÷åñêîé
ïëîòíîñòè dD îò îøèáêè èçìåðåíèÿ ôîíà dF. Ýòà îøèáêà
âîçðàñòàåò ñ óìåíüøåíèåì îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè è ïðè
D = 0.1 è dF = 5 % ìîæåò äîñòèãíóòü 21 %.

Ñóùåñòâóþò òðè îñíîâíûõ èñòî÷íèêà îøèáîê èçìå-
ðåíèÿ ôîíà — íåðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ïîëÿ çðå-
íèÿ, íåîäíîðîäíîñòü ó÷àñòêà ïðåïàðàòà, ïðèíèìàåìîãî çà
ôîí, øóìû. Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåí ãðàôèê ðàñïðåäåëå-
íèÿ îñâåùåííîñòè ïîëÿ çðåíèÿ ïî îäíîé èç êîîðäèíàò, íà
êîòîðîì âèäíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ëàìïîâîãî îñâå-
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òèòåëÿ ïî êðàÿì èçîáðàæåíèÿ îñâåùåííîñòü íèæå, ÷åì â
öåíòðå. Êàê óæå óêàçûâàëîñü, èñïîëüçîâàíèå ñâåòîäèîä-
íîãî îñâåòèòåëÿ óìåíüøàåò íåðàâíîìåðíîñòü äî 2 %.

Âûáîð ñïîñîáà èçìåðåíèÿ ôîíà çàâèñèò îò ïðåîáëà-
äàíèÿ òîãî èëè èíîãî èñòî÷íèêà îøèáîê. Íàïðèìåð, ïðè
áîëüøîé íåðàâíîìåðíîñòè îñâåùåííîñòè ìîæíî èñïîëü-
çîâàòü èçîáðàæåíèå ïóñòîãî ïîëÿ ïðåïàðàòà è âû÷èñëå-
íèÿ ïðîâîäèòü ïî ôîðìóëå

ID = Slg (I0i/Ii ), (5)

ò. å. â êàæäîì ïèêñåëå âû÷èñëÿåòñÿ LD, à çàòåì ïðîèñõî-
äèò ñóììèðîâàíèå ïî âñåìó îáúåêòó äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ID. Òåì ñàìûì ïðîèçâîäèòñÿ êîððåêöèÿ íåðàâíîìåðíî-
ñòè îñâåùåííîñòè. Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, òàêîé ñïîñîá
ðåàëèçîâàí â ïðîãðàììå Âèäåîòåñò-Ìîðôîëîãèÿ 5.0. Îä-
íàêî èñïîëüçîâàíèå ïóñòîãî ïîëÿ òðåáóåò çàòðàò âðå-
ìåíè è ïðèâîäèò ê ïîÿâëåíèþ îøèáîê, ñâÿçàííûõ ñ íå-
ñòàáèëüíîñòüþ ñèñòåìû ââîäà èçîáðàæåíèÿ. Ïðè ðàâ-
íîìåðíîé îñâåùåííîñòè ïîëÿ çðåíèÿ íàèëó÷øèì
ñïîñîáîì èçìåðåíèÿ ôîíà ÿâëÿåòñÿ âûäåëåíèå íå çàíÿ-
òîé îáúåêòàìè ïëîùàäè â ðó÷íîì ðåæèìå íà îäíîì è
òîì æå èçîáðàæåíèè ñ ïîñëåäóþùèì âû÷èñëåíèåì ñðåä-
íåé âåëè÷èíû I0. Ïðè èçìåðåíèè ôîíà â íåñêîëüêèõ òî÷-
êàõ ïðåïàðàòà ìîãóò âîçíèêàòü îøèáêè, ñâÿçàííûå ñ
ôëóêòóàöèÿìè ñèãíàëà öèôðîâîé êàìåðû (Øòåéí, 2002).
Â ýòîì ñëó÷àå øóìû íà èçîáðàæåíèè ìîæíî óìåíüøèòü,

ïðåäâàðèòåëüíî ïðèìåíÿÿ ìåäèàííûé öèôðîâîé ôèëüòð
(ðèñ. 2, á).

Â ïðîãðàììå MMCatalog (MMC, Ðîññèÿ) ðåàëèçîâàí
ñïîñîá àâòîìàòè÷åñêîãî âû÷èñëåíèÿ ñèãíàëà ôîíà ïî ãè-
ñòîãðàììå ðàñïðåäåëåíèÿ ÿðêîñòè, ïðè÷åì ñèãíàë îò âû-
äåëåííîãî îáúåêòà (îáúåêòîâ) íå ó÷èòûâàåòñÿ, à áåðåòñÿ
ñðåäíåå çíà÷åíèå îñòàâøåéñÿ ÷àñòè èçîáðàæåíèÿ. Òàêîé
ñïîñîá ïðèìåíèì, êîãäà íà èçîáðàæåíèè ïðèñóòñòâóþò
òîëüêî èçìåðÿåìûå îáúåêòû è ôîí.

Ò å ì í î â î é ñ è ã í à ë. Ó ëþáîãî ôîòîïðèåìíèêà ñó-
ùåñòâóåò ýëåêòðè÷åñêèé ñèãíàë äàæå ïðè îòñóòñòâèè ïà-
äàþùåãî íà íåãî ñâåòîâîãî ïîòîêà. Ýòîò ñèãíàë íàçûâàåò-
ñÿ òåìíîâûì òîêîì. Èçîáðàæåíèå, ïîëó÷åííîå ïðè îòñóò-
ñòâèè ñâåòîâîãî ïîòîêà, íàçûâàåòñÿ òåìíîâûì ïîëåì.
Òåìíîâîå ïîëå âíîñèò â èçìåðåíèå ID ñèñòåìàòè÷åñêóþ
îøèáêó, âåëè÷èíà êîòîðîé çàâèñèò îò òèïà öèôðîâîé êà-
ìåðû è äàæå îò êîíêðåòíîãî ýêçåìïëÿðà. Äëÿ óñòðàíåíèÿ
ýòîé îøèáêè ñëåäóåò âû÷åñòü çíà÷åíèå òåìíîâîãî ñèãíà-
ëà êàê èç ñèãíàëà ôîíà, òàê è èç ñèãíàëà îò îáúåêòà (Ïàí-
òåëååâ è äð., 2005):

ID = Slg[(I0i – IÒi)/(Ii – IÒi)]. (6)

Ïîäîáíàÿ ôîðìóëà ðåàëèçîâàíà â ïðîãðàììå Âèäåî-
òåñò-Ìîðôîëîãèÿ 5.0, ãäå â êàæäîì ïèêñåëå èñïîëüçóåò-
ñÿ ñâîå çíà÷åíèå ôîíà I0i è òåìíîâîãî ñèãíàëà IÒi .

Ð à ñ ñ å ÿ í è å ñ â å ò à â î ï ò è ÷ å ñ ê î é ñ è ñ ò å ì å
ì è ê ð î ñ ê î ï à (á ë è ê è). Ýòîò ýôôåêò, êîòîðûé ïîëó÷èë
íàçâàíèå ýôôåêòà Øâàðöøèëüäà—Âèëëèãåðà, ïðèâîäèò ê
óìåíüøåíèþ êîíòðàñòà èçîáðàæåíèÿ è êàê ñëåäñòâèå —
ê óìåíüøåíèþ èçìåðÿåìîé âåëè÷èíû ID. Íà âåëè÷èíó
áëèêà âëèÿþò âåëè÷èíà àïåðòóðû êîíäåíñîðà, êîíñòðóê-
öèÿ îáúåêòèâà è ðàçìåð ïîëåâîé äèàôðàãìû, ïðè÷åì ïî-
ñëåäíèé ôàêòîð ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñóùåñòâåííûì (Àãðî-
ñêèí, Ïàïàÿí, 1977). Âåëè÷èíó áëèêà ìîæíî îöåíèòü ïî
íåïðîçðà÷íîé ìàñêå, èìåþùåé ðàçìåð, áëèçêèé ê èçó÷àå-
ìîìó îáúåêòó (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1988; Kindermann, Hil-
gers, 1994; Îìåëüÿí÷óê è äð., 2010).

Ìîæíî ïðåäëîæèòü áîëåå ïðîñòîé ïðèáëèæåííûé
ñïîñîá îïðåäåëåíèÿ âåëè÷èíû áëèêà, îñíîâàííûé íà èç-
ìåðåíèè ñâåòîâîãî ñèãíàëà â çàâèñèìîñòè îò ðàçìåðà ïî-
ëåâîé äèàôðàãìû ìèêðîñêîïà. Ïðè çàêðûòèè äèàôðàãìû
îò ìàêñèìàëüíîãî äî ìèíèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ âåëè÷èíà
áëèêà óìåíüøàåòñÿ, ñîîòâåòñòâåííî óìåíüøàåòñÿ è âåëè-
÷èíà I0. Ïîñòðîèâ ãðàôèê (ñì. ðèñ. 3) è ýêñòðàïîëèðóÿ åãî
äî âåëè÷èíû ïîëíîãî çàêðûòèÿ äèàôðàãìû (ïðàêòè÷åñêè

238 Ã. È. Øòåéí è äð.

Ðèñ. 1. Ðàñ÷åòíàÿ îøèáêà èçìåðåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
îáúåêòà (dD, %) â çàâèñèìîñòè îò îøèáêè èçìåðåíèÿ ôîíà

(dF, %) ïðè ðàçíûõ âåëè÷èíàõ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè (D).

Öèôðû ó êðèâûõ — çíà÷åíèÿ D.

Ðèñ. 2. Ðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ïðè îòñóòñòâèè îáúåêòîâ â ïîëå çðåíèÿ áåç (à) è ñ ïðèìåíåíèåì (á) öèôðîâîãî ìåäèàííîãî
ôèëüòðà.

Ìèêðîñêîï Axiovert 200M. Îá.: 20�/0.5. Öèôðîâàÿ êàìåðà DFC420. Ðàçðåøåíèå 1728 � 1296.



èçìåðèòü Imin â ýòîì ñëó÷àå íåâîçìîæíî ââèäó îòñóòñòâèÿ
ñâåòà), ìîæíî îïðåäåëèòü îòíîñèòåëüíóþ âåëè÷èíó áëè-
êà g (äëÿ óñòàíîâëåííîãî ðàçìåðà ïîëåâîé äèàôðàãìû f)

g = (If – Imin)/If (7)

è èñïîëüçîâàòü åå äëÿ êîððåêòèðîâêè ðàñ÷åòîâ, ïîäñòà-
âèâ â ôîðìóëó (6):

ID = Slg[(I0i – gI0i – IÒi )/(Ii – gI0i – IÒi)]. (8)

Âåëè÷èíó îòíîñèòåëüíîé îøèáêè, âîçíèêàþùåé â
òîì ñëó÷àå, åñëè íå ó÷èòûâàåòñÿ âëèÿíèå áëèêà, ìîæíî
îöåíèòü ïî ãðàôèêó (ðèñ. 4). Îøèáêà âîçðàñòàåò ïðè óâå-
ëè÷åíèè îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè îáúåêòà, à òàêæå ïðè óâå-
ëè÷åíèè âåëè÷èíû áëèêà.

Ïîñêîëüêó öèôðîâàÿ êàìåðà çàõâàòûâàåò òîëüêî öåí-
òðàëüíóþ îáëàñòü ïîëÿ çðåíèÿ ìèêðîñêîïà, ìîæíî ñ÷è-
òàòü âåëè÷èíó gI0i ïîñòîÿííîé. Òåìíîâîé òîê êàìåðû òàê-
æå ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿåòñÿ ïî ïîëþ. Ïîýòîìó D = gI0i +
+ ITi d const è ôîðìóëà (8) ïðè ýòèõ äîïóùåíèÿõ óïðîùà-
åòñÿ:

ID = Slg[(I0i – D)/(Ii – D)]. (9)

Òàêèì îáðàçîì, äëÿ ó÷åòà âëèÿíèÿ áëèêà è òåìíîâîãî
òîêà ìîæíî ïðèáëèæåííî îïðåäåëèòü âåëè÷èíó áëèêà ïî
ìåòîäèêå, èçëîæåííîé âûøå, èçìåðèòü âåëè÷èíó òåìíî-
âîãî òîêà êàìåðû è âû÷èñëèòü ïîïðàâêó D. Çàòåì âû÷åñòü
ýòó âåëè÷èíó èç èçîáðàæåíèÿ îáúåêòà äî ïðîâåäåíèÿ èç-
ìåðåíèé ID. Åñëè ýòè èçìåðåíèÿ ïðîâîäÿòñÿ ñ ó÷åòîì
èçîáðàæåíèÿ, ñâîáîäíîãî îò îáúåêòîâ (ôîí), òî èç íåãî
òàêæå íàäî âû÷åñòü ïîïðàâêó D. Îïåðàöèÿ âû÷èòàíèÿ
êîíñòàíòû èç èçîáðàæåíèÿ ðåàëèçîâàíà, íàïðèìåð, â ïðî-
ãðàììå ImageJ (Process/Math/Subtract). Íåîáõîäèìî îòìå-
òèòü, ÷òî îïðåäåëåíèå âåëè÷èíû áëèêà ïðîâîäèòñÿ äëÿ
êîíêðåòíîãî îáúåêòèâà è îíà ñïðàâåäëèâà ïðè íåèçìåí-
íîé íàñòðîéêå îñâåòèòåëüíîé ñèñòåìû. Ïðåäëàãàåìàÿ ìå-
òîäèêà àíàëîãè÷íà ìåòîäèêå Àãðîñêèíà è Ïàïàÿíà, ãäå
ïîïðàâêà íà âåëè÷èíû áëèêà è òåìíîâîãî òîêà ââîäÿòñÿ â
ñâåòîâóþ õàðàêòåðèñòèêó àíàëèçàòîðà èçîáðàæåíèé (Àã-
ðîñêèí, Ïàïàÿí, 1988).

Â û ä å ë å í è å î á ú å ê ò à í à ö è ô ð î â î ì è ç î á ð à -
æ å í è è. Ñóùåñòâóåò ìíîãî ñïîñîáîâ âûäåëåíèÿ îáúåêòà
èçìåðåíèÿ íà öèôðîâîì èçîáðàæåíèè, ðåàëèçóåìûõ ïðî-
ãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì. Íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ
îáâîäêà âðó÷íóþ, ïî ïîðîãîâîìó óðîâíþ è àâòîìàòè÷å-
ñêèé ãðàäèåíòíûé ñïîñîá. Îáâîäêó âðó÷íóþ ñ ïîìîùüþ
«ìûøè», «ñâåòîâîãî ïåðà» èëè äðóãèõ óñòðîéñòâ ïðîèç-
âîäèò îïåðàòîð. Ýòîò ñïîñîá èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ìàëîêîíò-
ðàñòíûõ îáúåêòîâ, ïðè íàëè÷èè ñîïðèêàñàþùèõñÿ îáúåê-
òîâ èëè ïðè íåîäíîðîäíîì ôîíå. Äëÿ âûäåëåíèÿ êîíòðà-
ñòíûõ îòäåëüíî ðàñïîëîæåííûõ îáúåêòîâ èñïîëüçóåòñÿ
âûäåëåíèå ïî ïîðîãîâîìó óðîâíþ, êîòîðûé óñòàíàâëèâà-
åò îïåðàòîð. Ïèêñåëè ñ ÿðêîñòüþ ìåíüøå ïîðîãîâîãî
óðîâíÿ îòíîñÿòñÿ ê îáúåêòó (îáúåêòàì) èçìåðåíèÿ, è îò
âûáîðà ïîðîãîâîãî óðîâíÿ áóäåò çàâèñåòü âåëè÷èíà ID.
Òàêàÿ çàâèñèìîñòü ïðèâåäåíà íà ðèñ. 5. Íà êðèâîé ñóùå-
ñòâóåò ïëàòî, â ïðåäåëàõ êîòîðîãî îøèáêà èçìåðåíèÿ áó-
äåò ìèíèìàëüíîé. Ãðàäèåíòíûé ñïîñîá ðåàëèçóåòñÿ ïðî-
ãðàììîé îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé, íàïðèìåð Âèäåîòåñò-
Ìîðôîëîãèÿ, è êîíòóðû îáúåêòà îïðåäåëÿþòñÿ ïî ãðàäè-
åíòó ÿðêîñòè íà ãðàíèöå ôîí—îáúåêò. Íà òî÷íîñòü èçìå-
ðåíèÿ ïðè òàêîì ñïîñîáå áóäóò âëèÿòü íåîäíîðîäíîñòü
ôîíà è íàëè÷èå ñîïðèêàñàþùèõñÿ îáúåêòîâ.

Ï ð î á ë å ì à â ë î æ å í í û õ î á ú å ê ò î â. Òàêàÿ ïðîá-
ëåìà ìîæåò âîçíèêíóòü ïðè ðàñïîëîæåíèè îäíîãî îáúåê-
òà èçìåðåíèÿ âíóòðè äðóãîãî. Íàïðèìåð, ïðè èçìåðåíèè
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðå êëåòêè ñëîé ñëàáîîêðàøåííîé
öèòîïëàçìû áóäåò ðàñïîëàãàòüñÿ íàä (à âîçìîæíî, è ïîä)
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Ðèñ. 3. Ãðàôè÷åñêèé ìåòîä ðàñ÷åòà îòíîñèòåëüíîé âåëè÷èíû
áëèêà g â çàâèñèìîñòè îò îòíîñèòåëüíîãî ðàçìåðà ïîëåâîé

äèàôðàãìû F.

Ïîÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå.

Ðèñ. 4. Ðàñ÷åòíàÿ îøèáêà îïðåäåëåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
îáúåêòà (dD, %) â çàâèñèìîñòè îò åãî èñòèííîé îïòè÷åñêîé

ïëîòíîñòè D ïðè ðàçíûõ âåëè÷èíàõ áëèêà (g, %).

Öèôðû ó êðèâûõ — çíà÷åíèÿ g.

Ðèñ. 5. Èíòåãðàëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü (ID) èçîëèðîâàííî-
ãî ãåïàòîöèòà, îêðàøåííîãî íà ãëèêîãåí, â çàâèñèìîñòè îò ïî-

ðîãîâîãî óðîâíÿ.

Ïîÿñíåíèÿ ñì. â òåêñòå. Ìèêðîñêîï Axioskop. Îá. 40�/0.75. Öèôðîâàÿ
êàìåðà DFC360FX. Ðàçðåøåíèå 1392 � 1040.



ÿäðîì, ÷òî ìîæåò ïðèâåñòè ê óâåëè÷åíèþ ID. Äëÿ ó÷åòà
ýòîãî ôàêòîðà ìîæíî èçìåðèòü ôîí íà öèòîïëàçìå. Îäíà-
êî áîëåå êîððåêòíûì áóäåò ñëåäóþùèé ñïîñîá. Íåîáõî-
äèìî èçìåðèòü èíòåãðàëüíóþ îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ÿäðà
IDN è åãî ïëîùàäü SN, çàòåì èçìåðèòü ñðåäíþþ îïòè÷å-
ñêóþ ïëîòíîñòü öèòîïëàçìû MDC = IDC/SC, ïðè÷åì ôîí
èçìåðÿåòñÿ íà ÷èñòîì ìåñòå. Ñêîððåêòèðîâàííîå çíà÷å-
íèå IDN1 âû÷èñëÿåòñÿ ïî ôîðìóëå

IDN1 = IDN – SN � MDC. (10)

Ï ð î â å ð ê à à ï ï à ð à ò ó ð û ä ë ÿ Ö Ô Ì ï î á è î ë î -
ã è ÷ å ñ ê î ì ó ý ò à ë î í ó. Êîìïëåêñíàÿ ïðîâåðêà ôîòî-
ìåòðè÷åñêèõ ïàðàìåòðîâ öèòîôîòîìåòðà ïðîâîäèòñÿ ïî
áèîëîãè÷åñêîìó ýòàëîíó (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977;
Øòåéí è äð., 1998; Bocking, Nguyen, 2004), â êà÷åñòâå êî-
òîðîãî ÷àñòî èñïîëüçóþòñÿ ïðåïàðàòû èçîëèðîâàííûõ ãå-
ïàòîöèòîâ, îêðàøåííûõ íà ÄÍÊ ïî Ô¸ëüãåíó. Èçâåñòíî,
÷òî â ïå÷åíè ìëåêîïèòàþùèõ (îñîáåííî ãðûçóíîâ) ïðè-
ñóòñòâóþò ïîëèïëîèäíûå îäíîÿäåðíûå è äâóÿäåðíûå ãå-
ïàòîöèòû, ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â ÿäðàõ êîòîðûõ ñîñòàâëÿåò
ðÿä êðàòíûõ äèïëîèäíîìó óðîâíþ çíà÷åíèé: 1, 2, 4, 8 è
ò. ä. Òàêèå ïðåïàðàòû ïîçâîëÿþò îöåíèòü ïðèáîðíóþ
îøèáêó ïî ñîîòíîøåíèþ ìåæäó ìîäàëüíûìè çíà÷åíèÿìè
ñîñåäíèõ êëàññîâ ïëîèäíîñòè. Íà ðèñ. 6 ïðåäñòàâëåíà ãè-
ñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ ãåïà-
òîöèòîâ êðûñû, îêðàøåííûõ ïî Ô¸ëüãåíó, ïîëó÷åííàÿ íà
àíàëèçàòîðå èçîáðàæåíèé, ñîñòîÿùåì èç ìèêðîñêîïà Axi-
oskop (Carl Zeiss, Ãåðìàíèÿ) ñ îáúåêòèâîì 40�/0.75, öèô-
ðîâîé êàìåðû DFC360FX 1392 � 1040 ïèêñåëåé (Lei-
ca-Microsystems) è êîìïüþòåðà ñ ïðîãðàììîé Ìîðôîëî-
ãèÿ 5.0 (ÎÎÎ Âèäåîòåñò, Ðîññèÿ). Ñîîòíîøåíèå ñðåäíåãî
ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ ðàçíîé ïëîèäíîñòè ñîñòàâèëî:
2Ñ : 4Ñ = 2.04 (+2 %), 4Ñ : 8Ñ = 1.95 (–2.5 %). Åùå îäíèì
ïàðàìåòðîì ïðîâåðêè òî÷íîñòíûõ ñâîéñòâ àíàëèçàòîðà
ÿâëÿåòñÿ êîýôôèöèåíò âàðèàöèè (n) ìîäàëüíîãî ïèêà, íà-
ïðèìåð 4Ñ, êîòîðûé ñîñòàâèë â äàííîì ïðèìåðå 5.4 %.
Äëÿ ëó÷øèõ ñêàíèðóþùèõ öèòîôîòîìåòðîâ îòêëîíåíèå
îò ïðîïîðöèîíàëüíîñòè íå ïðåâûøàëî ±3—4 %, à âåëè-
÷èíà n íå ïðåâûøàëà 3—5 % (Àãðîñêèí, Ïàïàÿí, 1977).

Çàêëþ÷åíèå

Êàê óïîìèíàëîñü âûøå, èññëåäîâàòåëè, èñïîëüçóþ-
ùèå ìåòîä ÖÔÌ, íåðåäêî èñïîëüçóþò óíèâåðñàëüíûå, à
òàêæå ñàìîñòîÿòåëüíî ðàçðàáîòàííûå ïðîãðàììû è àïïà-
ðàòóðó äëÿ ÖÔÌ (Íàòÿãàíîâà, Òðèôîíîâ, 2007; ×åðòîê
è äð., 2012). Îäíàêî íåîáõîäèìî èìåòü â âèäó, ÷òî, ê ïðè-
ìåðó, â ïðîãðàììå ImageJ ïîä Integrated Density ïîíèìà-
åòñÿ íå èíòåãðàëüíàÿ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü, à ïðîñòî ñóì-
ìà ÿðêîñòåé âûäåëåííûõ ïèêñåëåé. Òàêîé ïàðàìåòð ìî-
æåò áûòü èñïîëüçîâàí ïðè èçìåðåíèè èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè îáúåêòîâ, íî íå äëÿ àáñîðáöèîííîé
ÖÔÌ. Â ïðîãðàììå ImageJ â ðàçäåëå ôîòîìåòðèè ãåëåé
èñïîëüçóåòñÿ òàêæå ïàðàìåòð Uncalibrated Density, êîòî-
ðûé âû÷èñëÿåòñÿ êàê Slg (255/Ii), ò. å. çíà÷åíèå ñèãíàëà
ôîíà ïðèíèìàåòñÿ ðàâíûì 255 óðîâíÿì (ìàêñèìàëüíûé
ñèãíàë ïðè 8-ðàçðÿäíîì öèôðîâîì ñèãíàëå). Ýòîò àëãî-
ðèòì âû÷èñëåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðèìåíåí è â
ïðîãðàììå HCImage. Íî íà ïðàêòèêå òî÷íîå âûñòàâëåíèå
òàêîãî óðîâíÿ ôîíà íåâîçìîæíî âñëåäñòâèå íåñòàáèëüíî-
ñòè àïïàðàòóðû è íåîäíîðîäíîñòè ôîíà, è ýòî ìîæåò ïðè-
âåñòè ê ñóùåñòâåííûì îøèáêàì. Ïîýòîìó â ïðîãðàììå
ImageJ íåîáõîäèìî ïðîèçâîäèòü êàëèáðîâêó àíàëèçàòîðà
(ïàðàìåòð Calibrated Density), ÷òî ñóùåñòâåííî óñëîæíÿ-
åò ïðîöåññ èçìåðåíèÿ. Íàèáîëåå êîððåêòíî ýòîò âîïðîñ
ðåøåí â ïðîãðàììå Âèäåîòåñò-Ìîðôîëîãèÿ 5.0, ãäå âû-
÷èñëåíèÿ ïðîâîäÿòñÿ ïî ôîðìóëàì (5) èëè (6), à ôîí ìî-
æåò èçìåðÿòüñÿ íåñêîëüêèìè ñïîñîáàìè (ñì. ðàçäåë «Àï-
ïàðàòóðà è ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå äëÿ öèôðîâîé
ÖÔÌ»).

Â ìèêðîñêîïè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ äëÿ ïîëó÷åíèÿ
öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé èíîãäà èñïîëüçóþòñÿ áûòîâûå
öèôðîâûå ôîòîàïïàðàòû. Íî äëÿ ÖÔÌ îíè íåïðèãîäíû
èç-çà ðÿäà ïðîáëåì — íåëèíåéíîñòè ïðåîáðàçîâàíèÿ
ñâåò/ñèãíàë, íàëè÷èÿ ðàçëè÷íûõ àâòîìàòè÷åñêèõ íàñòðî-
åê, òðóäíîñòåé ñòûêîâêè ñ ìèêðîñêîïîì.

Òàêèì îáðàçîì, ïðè èñïîëüçîâàíèè àíàëèçàòîðîâ
èçîáðàæåíèé è ïðîãðàìì, îòâå÷àþùèõ âûøåïðèâåäåí-
íûì óñëîâèÿì, à òàêæå ìåòîäèê äëÿ óìåíüøåíèÿ àïïàðàò-
íûõ îøèáîê òî÷íîñòíûå ïàðàìåòðû ñîâðåìåííîé öèôðî-
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Ðèñ. 6. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ ñîäåðæàíèÿ ÄÍÊ â ÿäðàõ ãåïàòîöèòîâ êðûñû. Ìèêðîñêîï Axioskop. Îá. 40�/0.75. Èíòåðôå-
ðåíöèîííûé ôèëüòð 575 íì. Öèôðîâàÿ êàìåðà DFC360FX. Ðàçðåøåíèå 1392 � 1040. Èçìåðåíî 200 ÿäåð.



âîé ÖÔÌ ïðèáëèæàþòñÿ ê âåëè÷èíàì, ïîëó÷åííûì íà
öèòîôîòîìåòðàõ ñêàíèðóþùåãî òèïà. Ïðè ýòîì â îòëè÷èå
îò ïîñëåäíèõ öèôðîâàÿ ÖÔÌ îáëàäàåò á *îëüøåé ïðîèçâî-
äèòåëüíîñòüþ è âîçìîæíîñòüþ ïðîâåäåíèÿ ìíîãîïàðà-
ìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068) è ÔÀÍÎ
Ðîññèè.
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METHODOLOGICAL PROBLEMS OF DIGITAL CYTOPHOTOMETRY
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The article discusses the advantages and disadvantages of absorption cytophotometry and basic errors of
method. We examined the structure of modern equipment for cytophotometry studies with using of digital tech-
nologies. In order to increase the accuracy of measurements it is offered some methods for determining glare,
dark current, non-uniformity of background and taking into account other digital cytophotometry errors. The
possibility of universal and specialized software for cytophotometry is discussed.
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