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Ðàçðàáîòàí ïðîòîêîë ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà äèíàìèêè äåôîðìàöèè òêàíåé ïðè äåéñòâèè ðàç-
ëè÷íûõ õèìè÷åñêèõ ðåàãåíòîâ è ôèçè÷åñêèõ óñëîâèé, ïðèìåíÿåìûõ â ãèñòîëîãè÷åñêîì ïðîöåññèíãå.
Ïðîòîêîë âêëþ÷àåò â ñåáÿ ïîëó÷åíèå öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé òêàíåé è ïîñëåäóþùèé àíàëèç èçîáðàæå-
íèé ïðè ïîìîùè ïðîãðàìì äëÿ 2- è 3-ìåðíîé ãðàôèêè. Ðàçðàáîòàííûé ïðîòîêîë ìîðôîìåòðè÷åñêîãî
àíàëèçà ïîçâîëÿåò ðàññ÷èòàòü êîýôôèöèåíòû îòíîñèòåëüíîé ïðîäîëüíîé, ïîïåðå÷íîé è îáúåìíîé äå-
ôîðìàöèé òêàíåé â õîäå ãèñòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: íàòèâíàÿ òêàíü, ãèñòîëîãè÷åñêèé ïðîöåññèíã, äåôîðìàöèÿ òêàíåé, îòíîñè-
òåëüíàÿ ïðîäîëüíàÿ, ïîïåðå÷íàÿ è îáúåìíàÿ äåôîðìàöèè, õèìè÷åñêàÿ ôèêñàöèÿ.

Ãèñòîëîãè÷åñêèé ïðîöåññèíã (áèîëîãè÷åñêàÿ ìèêðî-
òåõíèêà) ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñïåöèàëüíóþ òåõíîëîãèþ
ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòîâ äëÿ öèòîëîãè÷åñêîãî, ãèñòîëî-
ãè÷åñêîãî, öèòî- è ãèñòîõèìè÷åñêîãî àíàëèçà êëåòîê è
òêàíåé ÷åëîâåêà, æèâîòíûõ è ðàñòåíèé. Â áîëüøèíñòâå
ïðîòîêîëîâ ãèñòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà ïåðâàÿ îïåðà-
öèÿ, õèìè÷åñêàÿ ôèêñàöèÿ è ïîñëåäóþùèå ïðîöåäóðû
(îáåçâîæèâàíèå, ïðîïèòêà ïîëèìåðíûìè ìàòåðèàëàìè,
îêðàñêà, ìèêðîòîìèÿ è äð.) ñâÿçàíû ñ äåéñòâèåì íà êëåò-
êè õèìè÷åñêèõ è ôèçè÷åñêèõ ôàêòîðîâ.

Âñå ïðîöåäóðû ãèñòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà ïðèâî-
äÿò ê ïîÿâëåíèþ ðàçëè÷íûõ àðòåôàêòîâ, â ÷àñòíîñòè ê äå-
ôîðìàöèè êëåòîê — èçìåíåíèþ ôîðìû è ðàçìåðîâ
êëåòîê è âíóòðèòêàíåâûõ ñòðóêòóð. «Ñæàòèå» èëè «íàáó-
õàíèå» îáðàçöà òêàíè ïðåäñòàâëÿåò èíòåãðàëüíóþ õàðàê-
òåðèñòèêó äåôîðìàöèè êëåòîê è ìåæêëåòî÷íîãî ïðî-
ñòðàíñòâà âíóòðè òêàíè (Baker, 1958; Ïðîçèíà, 1960;
Ïèðñ, 1962; Äæåíñåí, 1965; Õèëëìàí, 1975; Ôóðñò, 1979;
O’Brien, McCully, 1981; Ïàóøåâà, 1988; Áàðûêèíà è äð.,
2004; Áóäàíöåâ, 2011, 2015, è äð.).

Èçìåðåíèå ñæàòèÿ èëè íàáóõàíèÿ êëåòîê âûñøèõ ðàñ-
òåíèé è æèâîòíûõ ïðè äåéñòâèè õèìè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé
ïðåäñòàâëÿåò òðóäíóþ çàäà÷ó, îñîáåííî â ñëó÷àå èçìåðå-
íèÿ äèíàìèêè äåôîðìàöèè. Îñíîâíàÿ òðóäíîñòü çàêëþ÷à-
åòñÿ â òîì, ÷òî êîíòðîëåì ïðè òàêèõ èçìåðåíèÿõ äîëæíû
áûòü æèâûå, íàòèâíûå êëåòêè è òêàíè.

Â ñòàòüå ïðåäëàãàåòñÿ êîìïëåêñ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ
ïàðàìåòðîâ äëÿ èíòåãðàëüíîé îöåíêè äåôîðìàöèè êëåòîê
è ìåæêëåòî÷íûõ ñòðóêòóð âíóòðè îáðàçöîâ òêàíåé. Ìåòî-
äû îñíîâàíû íà êîìïüþòåðíîì àíàëèçå öèôðîâûõ
èçîáðàæåíèé îáðàçöîâ òêàíåé ñðàçó ïîñëå âûäåëåíèÿ èç
îðãàíèçìîâ (êîíòðîëü) è ïîñëå äåéñòâèÿ õèìè÷åñêèõ ðåà-
ãåíòîâ.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ îáúåìíîé äåôîðìàöèè âî âðåìÿ
ôèêñàöèè (íàèáîëåå âàæíîé õàðàêòåðèñòèêè äåôîð-
ìàöèè) íàìè ðàçðàáîòàí ñïåöèàëüíûé ìåòîä ñîçäàíèÿ

3-ìåðíûõ ìîäåëåé òêàíåé, ïîçâîëÿþùèé îïðåäåëèòü îáú-
åì è ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè îáúåêòîâ â êîíòðîëå è ïðè
ôèêñàöèè.

Âîçìîæíîñòè ðàçðàáîòàííîãî ïðîòîêîëà èçìåðåíèÿ
äåôîðìàöèé ïðîäåìîíñòðèðîâàíû íà ïðèìåðå îáðàçöîâ
àïèêàëüíîé ÷àñòè êîðíåé ëóêà â êîíòðîëå è ïðè äåéñòâèè
ôèêñàòîðà Êëàðêà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè àïèêàëüíûå ÷àñòè êîðíåé ëó-
êà-ñåâêà (Allium cepa). Â àïèêàëüíîé ÷àñòè êîðíÿ ëóêà
îïèñàíû äâå çîíû êëåòîê: «çîíà êëåòîê ÷åõëèêà è ìåðè-
ñòåìû», ðàñïîëîæåííàÿ ïðèáëèçèòåëüíî íà ðàññòîÿíèè
1 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ è «çîíà ðàñòÿæåíèÿ êëåòîê» âûøå
ïåðâîé çîíû. Ðàñïðåäåëåíèå ìèòîòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êëåòîê â óêàçàííûõ çîíàõ àïåêñà äåòàëüíî îïèñàíî (Jen-
sen, Kavaljian, 1958).

Àïèêàëüíûå ÷àñòè êîðíåé äëèíîé 2—3 ìì âûäåëÿëè
ïîñëå ïðîðàùèâàíèÿ ëóêîâèö â òå÷åíèå 3—5 ñóò â âîäî-
ïðîâîäíîé âîäå, ïåðåíîñèëè â êþâåòó, ñîäåðæàùóþ 2 ìë
âîäû, è ôîòîãðàôèðîâàëè íà ñòåðåîìèêðîñêîïå ÌÁÑ-10
öèôðîâûì ôîòîàïïàðàòîì Olympus-330. Çàòåì â òå÷åíèå
10—20 ñ âîäó îòñàñûâàëè, çàìåíÿëè íà 2 ìë ôèêñàòîðà
Êëàðêà (96%-íûé ýòàíîë + ëåäÿíàÿ óêñóñíàÿ êèñëîòà â
ñîîòíîøåíèè 3 : 1 v/v) è ïîëó÷àëè öèôðîâûå èçîáðàæå-
íèÿ îáðàçöîâ ÷åðåç ðàçíîå âðåìÿ ôèêñàöèè (6 è 10 ÷).
Â êîíöå îïûòà ôîòîãðàôèðîâàëè îáúåêò-ìèêðîìåòð ïðî-
õîäÿùåãî ñâåòà.

Íàáîð ïîñëåäîâàòåëüíûõ öèôðîâûõ èçîáðàæåíèé èñ-
ñëåäîâàëè ñ ïîìîùüþ êîìïüþòåðíûõ ïðîãðàìì 2-ìåðíîé
è 3-ìåðíîé ãðàôèêè. Èçìåðåíèå ëèíåéíûõ ãåîìåòðè÷å-
ñêèõ ïàðàìåòðîâ êîí÷èêîâ êîðíåé (äëèíà, äèàìåòðû ïðî-
ôèëåé, ïëîùàäü êîíòóðà è äëèíà åãî ïåðèìåòðà) â íîðìå
(âîäà) è ïðè äåéñòâèè õèìè÷åñêîãî ôèêñàòîðà ïðîâîäèëè
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ïðè ïîìîùè ïðîãðàìì ImageTool v.3.0 (ôèðìà UTHSCS)
èëè AnalySIS FIVE (Olympus Soft Imaging Solution GmbH,
2008). Ñîçäàíèå 3-ìåðíûõ ìîäåëåé àïåêñîâ êîðíåé è èç-
ìåðåíèå îáúåìà è ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè îáðàçöîâ òêàíè
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû 3D Studio Max (5.0,
Autodesk). Äëÿ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè äàííûõ èñïî-
ëüçîâàëè ïðîãðàììó Statistica 6.0 (StatSoft Inc., ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

1. 2 - ì å ð í û å ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è å è ç ì å ð å -
í è ÿ. Äëÿ îöåíêè äèíàìèêè äåôîðìàöèè òêàíåâûõ îáðàç-
öîâ ïðè ôèêñàöèè ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü ñëåäóþùèå
ëèíåéíûå èçìåðåíèÿ.

À. Èçìåðåíèå äëèíû îáðàçöîâ òêàíè (L) ïîçâîëÿåò
îöåíèòü îòíîñèòåëüíîå ïðîäîëüíîå ñæàòèå (óäëèíåíèå)
òêàíè: e = DL/L, ãäå DL — èçìåíåíèå ïåðâîíà÷àëüíîé
äëèíû îáðàçöà òêàíè. Ïðè íàáóõàíèè e — ïîëîæèòåëüíàÿ
âåëè÷èíà, ïðè ñæàòèè — îòðèöàòåëüíàÿ. Ìîæíî âûðà-
çèòü îòíîñèòåëüíóþ ïðîäîëüíóþ äåôîðìàöèþ â ïðîöåí-
òàõ: e = DL/L�100 %.

Á. Èçìåðåíèå äèàìåòðà îáðàçöà òêàíè (D) ïîçâîëÿåò
îöåíèòü îòíîñèòåëüíóþ ïîïåðå÷íóþ äåôîðìàöèþ òêà-
íåé: b = DD/D, ãäå DD — èçìåíåíèå äèàìåòðà îòíîñè-
òåëüíî ïåðâîíà÷àëüíîãî äèàìåòðà (D). Ïðè íàáóõàíèè
âåëè÷èíà b — ïîëîæèòåëüíàÿ âåëè÷èíà, ïðè ñæàòèè —
îòðèöàòåëüíàÿ. Ìîæíî âûðàçèòü îòíîñèòåëüíóþ ïîïå-
ðå÷íóþ äåôîðìàöèþ â ïðîöåíòàõ: b = DD/D�100 %. Èç-
âåñòíî, ÷òî îòíîøåíèå |m| = b/e (êîýôôèöèåíò Ïóàññîíà)
îòðàæàåò îáúåìíóþ äåôîðìàöèþ òêàíè.

Â. Äâà ïàðàìåòðà — ïëîùàäü ïðîôèëÿ îáðàçöà òêàíè
(AP) è äëèíà åãî ïåðèìåòðà (LP) — øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ
â 2-ìåðíûõ ìîðôîìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèÿõ â öèòîëîãèè è
öèòîïàòîëîãèè (Òàøêý, 1970; Àâòàíäèëîâ, 1996).

2. 3 - ì å ð í û å ì î ð ô î ì å ò ð è ÷ å ñ ê è å è ç ì å ð å -
íèÿ. Äëÿ îöåíêè îáúåìíûõ èçìåíåíèé òêàíè ïðè ñæàòèè
èëè íàáóõàíèÿ âî âðåìÿ ôèêñàöèè ìû îïðåäåëÿëè îáúåì
(V) è ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè (AS) îáðàçöà òêàíè. Îñíîâ-
íûì ìåòîäîì èçìåðåíèé è âû÷èñëåíèé îáúåìà è ïëîùàäè
ïîâåðõíîñòè êëåòîê è òêàíåé â êëàññè÷åñêèé ñòåðåîìåò-
ðèè ÿâëÿåòñÿ ðàñ÷åò ïî ôîðìóëàì ñòåðåîãåîìåòðèè. Íà-
ïðèìåð, åñëè äîïóñòèòü, ÷òî äàííàÿ êëåòêà ïðåäñòàâëÿåò
ñîáîé øàð (ìîäåëü êëåòêè â âèäå ãåîìåòðè÷åñêîãî ïðè-
ìèòèâà), òî åå îáúåì, ïîñëå èçìåðåíèÿ äèàìåòðà îêðóæ-
íîñòè (ïðîôèëü øàðà íà ïëîñêîñòè) ìîæíî ðàññ÷èòàòü
îáúåì êëåòêè ïî ôîðìóëå îáúåìà øàðà (Òàøêý, 1970; Un-
derwood, 1970; Àâòàíäèëîâ, 1996).

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáúåìíûõ ïàðàìåòðîâ òêàíåâûõ îá-
ðàçöîâ ïðè õèìè÷åñêîé ôèêñàöèè ìû ðàçðàáîòàëè ìå-
òîä ñîçäàíèÿ îáúåìíûõ ìîäåëåé òêàíåâûõ îáðàçöîâ, â ÷à-
ñòíîñòè àïèêàëüíîé ÷àñòè êîðíåé, ïðè ïîìîùè ïðîãðàì-
ìû 3D Studio Max 5.0. Äàííàÿ ïðîãðàììà ïîçâîëÿåò
ñîçäàâàòü îáúåìíûå ìîäåëè îáúåêòà ëþáîé ñëîæíîñòè è
àâòîìàòè÷åñêè ðàññ÷èòàòü åãî îáúåì è ïëîùàäü ïîâåðõ-
íîñòè.

Óêàçàííûå âûøå èçìåðÿåìûå è ðàñ÷åòíûå ìîðôîìåò-
ðè÷åñêèå ïàðàìåòðû äåôîðìàöèè òêàíåé, âîçíèêàþùèå â
ðåçóëüòàòå ïðîöåäóð ãèñòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà, â ÷à-
ñòíîñòè ïðè õèìè÷åñêîé ôèêñàöèè, ïðåäñòàâëåíû â
òàáë. 1.

3. È ç ì å ð å í è å ï ð î ä î ë ü í î é è ï î ï å ð å ÷ í î é
ä å ô î ð ì à ö è è. Â òàáë. 2 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû èç-
ìåðåíèÿ ïðîäîëüíîãî è ïîïåðå÷íîãî ñæàòèÿ àïåêñîâ êîð-
íåé â íîðìå è ïðè ôèêñàöèè: ïðîäîëüíîå ñæàòèå òêàíè
äîñòîâåðíî äîñòèãàåò óðîâíÿ 10 % îò êîíòðîëÿ ÷åðåç 6 ÷
ôèêñàöèè. Ïîïåðå÷íàÿ äåôîðìàöèÿ îòìå÷àåòñÿ â ïåðâûå
ìèíóòû ôèêñàöèè è áîëåå âûðàæåíà â «çîíå ÷åõëèêà è
ìåðèñòåìû» (D1, 14—18 %) ïî ñðàâíåíèþ ñ «çîíîé ðàñ-
òÿæåíèÿ» (D2, 8—11 %).

Äåôîðìàöèÿ òêàíåé â õîäå ãèñòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà. I. Ìåòîäû ìîðôîëîãè÷åñêîé... 363
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Èçìåðÿåìûå è ðàñ÷åòíûå ìîðôîìåòðè÷åñêèå ïàðàìåòðû äåôîðìàöèè òêàíåé

Íîìåð Ïàðàìåòðû Îáîçíà÷åíèÿ

È ç ì å ð ÿ å ì û å ï à ð à ì å ò ð û

1 Äëèíà îáðàçöîâ òêàíè L

2 Äèàìåòðà D

3 Ïëîùàäü ïðîôèëÿ èçîáðàæåíèÿ AP

4 Äëèíà ïåðèìåòðà ïðîôèëÿ èçîáðàæåíèÿ LP

5 Îáúåì V

6 Ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè AS

Ð à ñ ÷ å ò í û å ï à ð à ì å ò ð û

1 Êîýôôèöèåíò îòíîñèòåëüíîãî ïðîäîëüíîãî ñæàòèÿ (èëè
íàáóõàíèÿ)

e = DL/L, ãäå DL — èçìåíåíèå ïåðâîíà÷àëüíîé äëèíû (L)

2 Êîýôôèöèåíò îòíîñèòåëüíîãî ïîïåðå÷íîãî ñæàòèÿ
(íàáóõàíèÿ)á

b = DD/D, ãäå DD — èçìåíåíèå ïåðâîíà÷àëüíîãî äèàìåòðà
(D)

3 Êîýôôèöèåíò Ïóàññîíà |m| = b/e

4 Êîýôôèöèåíò îòíîñèòåëüíîé îáúåìíîé äåôîðìàöèè n = DV/V, ãäå DV — èçìåíåíèå ïåðâîíà÷àëüíîãî îáúåìà (V)

5 Êîýôôèöèåíò èçìåíåíèÿ ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè t = DAS/AS, ãäå DAS — èçìåíåíèå ïåðâîíà÷àëüíîé ïëîùàäè
ïîâåðõíîñòè (AS)

6 Îòíîøåíèå ïëîùàäè êîíòóðà èçîáðàæåíèÿ ê äëèíå ïåðè-
ìåòðà êîíòóðà

AP/LÐ

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Äèàìåòð â ñëó÷àå öèëèíäðè÷åñêèõ îáúåêòîâ èëè øèðèíà è âûñîòà îáðàçöà òêàíè, åñëè îáðàçåö òêàíè ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé
ïàðàëëåëåïèïåä. á Åñëè îáðàçåö òêàíè ïðåäñòàâëÿåò ïàðàëëåëåïèïåä, òðåáóåòñÿ èçìåðèòü øèðèíó è âûñîòó îáðàçöà.
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Ò à á ë è ö à 3

Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ïëîùàäè ïðîôèëÿ (AÐ) è äëèíû ïåðèìåòðà (LÐ) êîðíåé â êîíòðîëå (âîäà)
è â ôèêñàòîðå Êëàðêà ïðè ðó÷íîé è àâòîìàòè÷åñêîé òðàññèðîâêàõ

Âàðèàíò
îïûòà

Ðó÷íàÿ òðàññèðîâêà (ImageTool) Àâòîìàòè÷åñêàÿ òðàññèðîâêà (AnalySIS)

LÐ, ìì % AP, ìì2 % LÐ, ìì % AP, ìì2 %

Êîíòðîëü 5.23 � 0.10
(9)

100 1.22 � 0.04
(9)

100 5.47 � 0.10
(9)

100 1.10 � 0.03
(9)

100

Ôèêñàòîð 3—5 ìèí 4.88 � 0.08
(10)

93.31 0.98 � 0.03
(10)

80.33 5.04 � 0.09
(10)

92.14 0.91 � 0.02
(10)

82.73

Ôèêñàòîð 2 ÷ 4.79 � 0.09
(10)

91.58 0.95 � 0.03
(10)

77.87 4.97 � 0.11
(10)

90.86 0.91 � 0.03
(10)

82.73

Ôèêñàòîð 6 ÷ 4.61 � 0.09
(10)

88.14 0.87 � 0.02
(10)

71.33 4.84 � 0.09
(10)

88.48 0.88 � 0.02
(10)

80.00

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì âî âñåõ ñëó÷àÿõ äîñòîâåðíû äëÿ ð < 0.05; â ñêîáêàõ óêàçàíî ÷èñëî èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ (n).

Ò à á ë è ö à 2

Ïðîäîëüíîå è ïîïåðå÷íîå ñæàòèå àïèêàëüíîé ÷àñòè êîðíåé â êîíòðîëå (âîäà) è â ôèêñàòîðå Êëàðêà

Âàðèàíò
îïûòà

L, ìì e D2, ìì b1 |m|1 D1, ìì b2 |m|2

Êîíòðîëü 2.09 � 0.05
(9)

0.63 � 0.01
(9)

0.61 � 0.01
(9)

Ôèêñàòîð (3—5 ìèí) 1.96 � 0.04
(10)
ÍÄ

— 0.58 � 0.01
(10)

–0.079 — 0.52 � 0.01
(10)

–0.147 —

Ôèêñàòîð 6 ÷ 1.90 � 0.04
(10)

–0.091 0.56 � 0.01
(10)

–0.110 1.209 0.50 � 0.01
(10)

–0.180 1.978

Ôèêñàòîð 10 ÷ 1.89 � 0.04
(10)

–0.096 0.56 ±.0.01
(10)

–0.110 1.146 0.51 � 0.01
(10)

–0.164 1.708

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Â ñêîáêàõ óêàçàíî ÷èñëî èññëåäîâàííûõ îáðàçöîâ (n); ÍÄ — îòñóòñòâèå äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ îò êîíòðîëÿ (äëÿ îñòàëüíûõ
ïðåäñòàâëåííûõ ðåçóëüòàòîâ ðàçëè÷èÿ ñ êîíòðîëåì äîñòîâåðíû äëÿ ð < 0.05); D1 — äèàìåòð êîðíÿ íà ðàññòîÿíèè 1 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ, D2 —
äèàìåòð íà ðàññòîÿíèè 2 ìì îò êîí÷èêà êîðíÿ; e — êîýôôèöèåíò ïðîäîëüíîãî ñæàòèÿ; b1 è b2 — êîýôôèöèåíòû ïîïåðå÷íîãî ñæàòèÿ; |m|1 è |m|2 —
êîýôôèöèåíòû Ïóàññîíà. Âî âñåõ òàáëèöàõ öèôðîâûå ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû êàê M � m, ãäå m — îøèáêà ñðåäíåé âåëè÷èíû.

Ðèñ. 1. Ïðîôèëè êîíòóðîâ êîðíåé ñ ðàçáèåíèåì ïðèìåðíî ÷åðåç 90—100 ìêì.

Ñëåâà (1—3) — êîíòðîëü, ñïðàâà (4—6) — ìàòåðèàë ïîñëå ôèêñàöèè. 1, 5, 10, 15, 20 — íîìåðà ñå÷åíèé.
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Ò à á ë è ö à 4

Ðàññ÷èòàííûå îáúåìû êîðíåé ïðè ðàçíîì ÷èñëå ñå÷åíèé èçîáðàæåíèÿ
(êîíòðîëüíûå íåôèêñèðîâàííûå îáðàçöû)

Íîìåðà îáðàçöîâà

1 2 3

2 ñ å ÷ å í è ÿ (h = ~1 ì ì)

r h V r h V r h V

0.345 0.280 0.315

0.315 1.03 0.35 0.275 1.04 0.25 0.315 0.89 0.28

0.315 0.275 0.315

0.055 0.92 0.11 0.150 0.94 0.14 0.035 0.96 0.11

Îáùèé îáúåì 0.46 0.39 0.39

4 ñ å ÷ å í è ÿ (h = ~ 0.5 ì ì)

r h V r h V r h V

0.345 0.280 0.315

0.335 0.51 0.19 0.285 0.51 0.13 0.320 0.45 0.14

0.315 0.52 0.17 0.275 0.53 0.13 0.315 0.44 0.14

0.260 0.51 0.13 0.250 0.52 0.11 0.260 0.54 0.14

0.055 0.41 0.04 0.150 0.42 0.05 0.035 0.42 0.03

Îáùèé îáúåì 0.53 0.42 0.45

20 ñ å ÷ å í è é (h = 90—100 ì ê ì)

Îáùèé îáúåì 0.56 0.43 0.51

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Íîìåðà îáðàçöîâ ñîîòâåòñòâóþò íîìåðàì íà ðèñ. 1. Îáîçíà÷åíèÿ: r — ðàäèóñ ñå÷åíèé, h — âûñîòà ñå÷åíèé,
V — îáúåì ñå÷åíèé.

Ò à á ë è ö à 5

Ðàññ÷èòàííûå îáúåìû êîðíåé ïðè ðàçíîì ÷èñëå ñå÷åíèé èçîáðàæåíèÿ
(ôèêñèðîâàííûå îáðàçöû)

Íîìåðà îáðàçöîâà

4 5 6

2 ñ å ÷ å í è ÿ (h = ~1 ì ì)

r h V r h V r h V

0.300 0.290 0.300

0.265 1.05 0.26 0.245 0.85 0.19 0.245 0.68 0.16

0.030 0.94 0.08 0.030 0.86 0.06 0.035 0.96 0.07

Îáùèé îáúåì 0.34 0.25 0.23

4 5 6

4 ñ å ÷ å í è ÿ (h = ~ 0.5 ì ì)

r h V r h V r h V

0.300 0.290 0.300

0.290 0.53 0.14 0.285 0.36 0.09 0.275 0.34 0.09

0.265 0.52 0.13 0.245 0.49 0.12 0.245 0.34 0.08

0.225 0.54 0.10 0.215 0.44 0.07 0.200 0.53 0.08

0.030 0.40 0.02 0.030 0.42 0.02 0.035 0.43 0.02

Îáùèé îáúåì 0.39 0.30 0.28

20 ñ å ÷ å í è é (h = 90—100 ì ê ì)

Îáùèé îáúåì 0.40 0.36 0.31

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Íîìåðà îáðàçöîâ ñîîòâåòñòâóþò íîìåðàì íà ðèñ. 1. Îáîçíà÷åíèÿ òå æå, ÷òî è â òàáë. 4.



4. È ç ì å ð å í è å ï ë î ù à ä è ï ð î ô è ë ÿ è ä ë è í û
å ã î ï å ð è ì å ò ð à. Èçìåðåíèÿ ïëîùàäè ïðîôèëÿ îáðàç-
öà òêàíè (è äëèíû ïåðèìåòðà ïðîôèëÿ) ìîæíî ïðîâî-
äèòü ñ ïîìîùüþ ðó÷íîé èëè àâòîìàòè÷åñêîé òðàññèðîâêè
(ãðàíèö) (ñîîòâåòñòâåííî ïðîãðàììû ImageTool è Àna-
lySIS FIVE). Îáå ïðîãðàììû àâòîìàòè÷åñêè ðàññ÷è-
òûâàþò ïëîùàäü ïðîôèëÿ è äëèíó åãî ïåðèìåòðà. Ðå-
çóëüòàòû ñîîòâåòñòâóþùèõ èçìåðåíèé ïðåäñòàâëåíû â
òàáë. 3.

Ðó÷íàÿ òðàññèðîâêà ãðàíèö ïðîôèëÿ êîðíåé áîëåå
òðóäîåìêàÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ àâòîìàòè÷åñêîé. Îøèáêà
îïðåäåëåíèÿ ãðàíèö ïðè ðó÷íîé òðàññèðîâêå çàâèñèò îò
îïûòà ðàáîòû èññëåäîâàòåëÿ ñ ãðàôè÷åñêèìè ðåäàêòîðà-
ìè. Â öåëîì ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå îáîèìè ìåòîäàìè,
ñðàâíèìû.

5. Ð à ñ ÷ å ò î á ú å ì î â î á ð à ç ö î â ò ê à í è ï î ã å î -
ì å ò ð è ÷ å ñ ê è ì ô î ð ì ó ë à ì. Àïèêàëüíàÿ ÷àñòü êîðíåé
ïðåäñòàâëÿåò öèëèíäðè÷åñêóþ ñòðóêòóðó ñ îñåâîé ñèì-
ìåòðèåé. Äèàìåòð êîðíåé ïîñòåïåííî óìåíüøàåòñÿ ê êîí-
÷èêó êîðíÿ. Òàêàÿ ìîðôîëîãèÿ äîïóñêàåò â êà÷åñòâå ãåî-
ìåòðè÷åñêîãî ïðèìèòèâà àïèêàëüíîé ÷àñòè êîðíÿ èñïîëü-
çîâàòü óñå÷åííûé êîíóñ. Íà ðèñ. 1 ïîêàçàíû ïðîôèëè
3 àïåêñîâ êîðíåé â íîðìå (ñëåâà) è ïðè ôèêñàöèè (ñïðà-

âà). Ëèíèè ñå÷åíèé íàíåñåíû ÷åðåç ~90—100 ìêì. Áûëè
èçìåðåíû äèàìåòðû âåðõíåé è íèæíåé ãðàíèö êàæäîãî èç
20 ñå÷åíèé, óêàçàííûõ íà ðèñ. 1, è îáúåìû êàæäîãî ñå÷å-
íèÿ ðàññ÷èòàíû ïî ôîðìóëå V = 1/3 ph (r12 + r1r2 + r22),
ãäå h — âûñîòà óñå÷åííîãî êîíóñà (100 ìêì), r1 è r2 —
ðàäèóñû âåðõíåé è íèæíåé ãðàíèö ñå÷åíèÿ. Çàòåì îáúå-
ìû âñåõ ñå÷åíèé ñóììèðîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ îáúåìà âñå-
ãî îáðàçöà êîðíÿ.

Åñòåñòâåííî, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà ðàçáèåíèé öèôðî-
âîãî èçîáðàæåíèÿ îáðàçöà òêàíè ïðèâåäåò ê áîëåå òî÷íî-
ìó îïðåäåëåíèþ îáùåãî îáúåìà. Ðåçóëüòàòû ðàñ÷åòà îáú-
åìà êîðíåé ïðè 2, 4 è 20 ðàçáèåíèÿõ èçîáðàæåíèÿ ïðèâå-
äåíû â òàáë. 4 (êîíòðîëü) è 5 (ôèêñàöèÿ). Èç äàííûõ
òàáë. 4 è 5 âèäíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ÷èñëà ðàçáèåíèé ãåî-
ìåòðè÷åñêîé ìîäåëè ñå÷åíèé ïðèâîäèò ê áîëåå òî÷íîìó
îïðåäåëåíèþ îáùåãî îáúåìà îáðàçöîâ êîðíåé.

6. Ï î ñ ò ð î å í è å 3 - D - ì î ä å ë å é î á ð à ç ö î â ò ê à -
í è. Âíà÷àëå â ïðîãðàììó 3D Studio Max 5.0. ââîäÿò
2-ìåðíîå èçîáðàæåíèå ïðîôèëÿ îáðàçöà òêàíè, çàòåì ýòî
èçîáðàæåíèå ïðåîáðàçîâûâàþò â 3-ìåðíóþ ìîäåëü. Îä-
íîâðåìåííî ââîäÿò ðàçìåðíóþ øêàëó ïðè òîì æå óâåëè-
÷åíèè ÌÁÑ-10 (ðàçìåðíàÿ øêàëà ìèêðîìåòðà ïðîõîäÿ-
ùåãî ñâåòà) è ïðîâîäÿò êàëèáðîâêó ïðîãðàììû, ÷òî
ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü êîëè÷åñòâåííûå äàííûå îá îáúåìå è
ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè îáðàçöà òêàíè. Äëÿ ïîñòðîåíèÿ
îáúåìíûõ ìîäåëåé àïåêñà êîðíåé èñïîëüçîâàëè äâà ìå-
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Ðèñ. 2. Ñåò÷àòàÿ 3-ìåðíàÿ ìîäåëü àïèêàëüíûõ ÷àñòåé êîðíåé â êîíòðîëå è ïðè ôèêñàöèè (ðèñ. 1). Ìåòîä ñïëàéíîâ.

Öèôðû 1—6 ñîîòâåòñòâóþò íîìåðàì îáðàçöîâ íà ðèñ. 1, à òàêæå â òàáë. 4 è 5.

Ðèñ. 3. Ñåò÷àòàÿ 3-ìåðíàÿ ìîäåëü àïèêàëüíûõ ÷àñòåé êîðíåé ñ
èñêðèâëåííûì êîí÷èêîì (êîíòðîëü). Ìåòîä ëîôòèíãà.

1—3 — íîìåðà îáðàçöîâ.

Ò à á ë è ö à 6

Îáúåìû àïèêàëüíûõ ÷àñòåé êîðíåé,
ïîëó÷åííûå ïðè ðàñ÷åòå ïî ôîðìóëàì (ðèñ. 1)

è ïðè 3-ìåðíîì ìîäåëèðîâàíèè (ðèñ. 2)

Íîìåð Ðàñ÷åòíûé îáúåì,à ìì3 3-ìåðíîå ìîäåëèðîâàíèå, ìì3

Ê î í ò ð î ë ü (â î ä à)

1 0.56 0.53

2 0.43 0.43

3 0.51 0.43

Ô è ê ñ à ò î ð Ê ë à ð ê à

4 0.40 0.31

5 0.36 0.31

6 0.31 0.25

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Îáúåì ðàññ÷èòàí ïî ôîðìóëå óñå÷åííîãî êîíóñà
ïðè ðàçáèåíèè íà 20 ñå÷åíèé (ñì. òàáë. 4 è 5).



òîäà: ïîñòðîåíèå ìîäåëåé ìåòîäîì ñïëàéíîâ â ñëó÷àå,
êîãäà àïåêñ êîðíÿ èìåë âåðòèêàëüíóþ îñü ñèììåòðèè
(ðèñ. 2), è ìåòîäîì ëîôòèíãà â ñëó÷àå, êîãäà â îáðàçöå
òêàíè íàðóøåíà îñåâàÿ ñèììåòðèÿ, íàïðèìåð èìååò ìåñòî
îòêëîíåíèå êîí÷èêà àïåêñà êîðíÿ îò îñè ñèììåòðèè
(ðèñ. 3).

Â òàáë. 6 ïðèâåäåíû äàííûå îá îáúåìå àïèêàëüíûõ
÷àñòåé êîðíåé, ïîëó÷åííûå ïðè ðàñ÷åòå ïî ôîðìóëàì
(òàáë. 4, 5) è ïðè 3-ìåðíîì ìîäåëèðîâàíèè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ òî÷íîñòè 3-ìåðíûõ ìîäåëåé áûëè
èçãîòîâëåíû ýòàëîíû-öèëèíäðû èç íåðæàâåþùåé ñòàëè
äëèíîé 2.84 � 0.02 ìêì è ðàäèóñîì (â ñåðåäèíå ýòàëîíà)
0.26 � 0.01 ìêì. Îáúåì è ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ýòàëîíîâ,
ðàññ÷èòàííûå ïî ôîðìóëàì öèëèíäðà, ðàâíû ñîîòâåòñò-
âåííî 0.60 � 0.02 ìì3 è 4.64 � 0.05 ìì2 (n = 10). Îáúåì è
ïëîùàäü ïîâåðõíîñòè ýòàëîíîâ, ðàññ÷èòàííûå íà 3-ìåð-
íûõ ìîäåëÿõ ýòàëîíîâ ðàâíû ñîîòâåòñòâåííî 0.57 �
� 0.01 ìì3 è 4.57 � 0.06 ìì2. Òàêèì îáðàçîì, òî÷íîñòü
îïðåäåëåíèÿ îáúåìà è ïëîùàäè ïîâåðõíîñòè 3-ìåðíûõ
ìîäåëåé íå âûõîäèò çà ïðåäåëû 1 %.

Îáñóæäåíèå

Àíàëèç 2-ìåðíûõ ïàðàìåòðîâ îáðàçöîâ òêàíè ïîêà-
çàë, ÷òî èçìåðåíèå äëèíû è øèðèíû èçîáðàæåíèé îá-
ðàçöîâ òêàíåé â íîðìå è â äèíàìèêå äåéñòâèÿ äåôîðìèðó-
þùåãî ôàêòîðà ïîçâîëÿþò ðàññ÷èòàòü êîýôôèöèåíòû
ïðîäîëüíîé è ïîïåðå÷íîé äåôîðìàöèè. Ìåòîäû 2-ìåðíî-
ãî ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà øèðîêî èñïîëüçóþòñÿ â
ôóíäàìåíòàëüíîé è ïðàêòè÷åñêîé öèòîëîãèè è öèòîïàòî-
ëîãèè ïðè èçó÷åíèè êëåòîê, óëüòðàñòðóêòóðíûõ êîìïî-
íåíòîâ êëåòîê è äð. íà óðîâíå ñâåòîâîãî è ýëåêòðîííîãî
ìèêðîñêîïîâ (Òàøêý, 1980; Àâòàíäèëîâ, 1996).

Íàèáîëåå ñëîæíî ïðèìåíÿòü ñòåðåîìåòðè÷åñêèå ìå-
òîäû äëÿ ìîðôîìåòðè÷åñêîãî àíàëèçà îáúåìíûõ ïàðàìåò-
ðîâ êëåòîê è òêàíåâûõ îáðàçöîâ â íîðìå è ïðè ðàçíûõ
âîçäåéñòâèÿõ. Îáùèå ïðîáëåìû ñòåðåîìåòðèè îáñóæäà-
þòñÿ â ðÿäå ñïåöèàëüíûõ ðóêîâîäñòâ (ñì.: Underwood,
1970). Òðóäíîñòè îïðåäåëåíèÿ îáúåìíûõ äåôîðìàöèé
áèîëîãè÷åñêîé òêàíè ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçíûõ ìåòîäîâ
ýêñïåðèìåíòàëüíîé ôèçèêè è ìèêðîñêîïèè äåòàëüíî ïðî-
àíàëèçèðîâàíû â äèññåðòàöèè Ãîãîëèíñêîãî (2015). Ðàíåå
ìû èñïîëüçîâàëè ñòàíäàðòíûå ïðîãðàììû äëÿ 3-ìåðíîé
ðåêîíñòðóêöèè êëåòîê íåðâíîé ñèñòåìû ìîëëþñêîâ (Bu-
dantsev, Jakovlev, 2000; Áóäàíöåâ, ßêîâëåâ, 2002) è ñïåöè-
àëüíûå ïðîãðàììû äëÿ àíàëèçà îáúåìíûõ ìîäåëåé àíàòî-
ìè÷åñêèõ ñòðóêòóð è êëåòîê (Áóäàíöåâ, 2009). Íî â îáîèõ
ñëó÷àÿõ èñïîëüçîâàëè ôèêñèðîâàííûå òêàíè è ñåðèéíûå
ñðåçû, ÷òî íå ïîçâîëÿåò îöåíèòü äåôîðìàöèè íàòèâíîé
òêàíè è êëåòîê. Àíàëîãè÷íûå îãðàíè÷åíèÿ ïðåïÿòñòâóþò
èñïîëüçîâàíèþ êîíôîêàëüíîé è ñèëîâîé ìèêðîñêîïèè â
èçó÷åíèè äåôîðìàöèè òêàíåé (Ãîãîëèíñêèé, 2015).

Ðàçðàáîòàííûé íàìè ïðîòîêîë àíàëèçà öèôðîâûõ
èçîáðàæåíèé ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû 3D Studio Max, ïî-
çâîëÿåò ïîëó÷èòü 3-ìåðíûå ìîäåëè èñõîäíîé íàòèâíîé
òêàíè, ïîëó÷èòü îáúåìíûå ïàðàìåòðû òêàíè è ïðîñëåäèòü
äèíàìèêó äåôîðìàöèè êëåòîê è òêàíåé ïîä äåéñòâèåì
ðàçíûõ õèìè÷åñêèõ è ôèçè÷åñêèõ ôàêòîðîâ. Òàêèì îáðà-
çîì, îòêðûâàåòñÿ âîçìîæíîñòü èçó÷àòü äåôîðìàöèè òêà-
íåé â õîäå âñåõ ïðîöåäóð ãèñòîëîãè÷åñêîãî ïðîöåññèíãà.
Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ïðîãðàììà 3D Studio Max ïî-
çâîëÿåò ñîçäàâàòü 3-ìåðíûå ìîäåëè áèîëîãè÷åñêèõ
ñòðóêòóð ëþáîé ñëîæíîñòè. Â ýòîé ïðîãðàììå èìååòñÿ
ðÿä ïðèåìîâ äëÿ ðåäàêòèðîâàíèÿ ìîäåëåé íà óðîâíå

ñïëàéíîâ è ñåò÷àòûõ îáîëî÷åê (Ïåêàðåâ, 2003), ÷òî ïî-
çâîëÿåò ìàêñèìàëüíî ïðèáëèçèòü ôîðìó 3-ìåðíîé ìîäå-
ëè ê ôîðìå èçó÷àåìîãî îáðàçöà òêàíè è êëåòîê.

Ñðåäè áèîëîãè÷åñêèõ òêàíåé è ìåëêèõ îðãàíîâ ÷àñòî
âñòðå÷àþòñÿ îáðàçöû, îáëàäàþùèå îñåâîé ñèììåòðèåé:
êîðíè è ñòåáëè ðàñòåíèé, ÷àñòè öâåòêà, âîëîñêè, îïîðíûå
îðãàíû ðàñòåíèé, íàïðèìåð óñèêè ãîðîõà, ðÿä òêàíåé è
îðãàíîâ æèâîòíûõ, íàïðèìåð ñîñóäû, ìûøöû, ôðàãìåí-
òû êèøå÷íèêà ìåëêèõ æèâîòíûõ. Ìåòîäû, îïèñàííûå
âûøå, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äëÿ ñîçäàíèÿ 3-ìåðíûõ
ìîäåëåé òàêèõ îðãàíîâ è òêàíåé.
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DEFORMATIONS DURING HISTOLOGICAL TISSUE PROCESSING.

I. METHODS FOR MORPHOMETRIC ANALYSIS OF DEFORMATIONS

A. Yu. Budantsev, A. Yu. Demyanov

Institute of Theoretical and Experimental Biophysics RAS, Pushchino, 142290;

e-mail: budantsev@mail.ru

Protocol of micrometric assays of tissue deformation in dynamic actions of various physical and chemical
conditions developed for histological processing. The methods include obtaining digital images of tissue, and
subsequent image analysis using the program for 2-D and 3-D graphics. Developed a set of techniques allows
you to calculate the relative coefficients of the longitudinal, transverse and volumetric deformations of tissues
during histological processing.

K e y w o r d s: native tissue, histological processing, deformation of tissue, coefficients of longitudinal,
transverse and volumetric deformations, chemical fixation.
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