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Ðàññìàòðèâàþòñÿ îñîáåííîñòè ïðèìåíåíèÿ ëàçåðíûõ ñêàíèðóþùèõ êîíôîêàëüíûõ ìèêðîñêîïîâ
äëÿ ìèêðîôëóîðèìåòðèè êëåòîê è èõ ñòðóêòóð. Îáñóæäàåòñÿ âëèÿíèå îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ ýòèõ ìèêðî-
ñêîïîâ íà ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé. Äàþòñÿ ðåêîìåíäàöèè ïî óìåíüøåíèþ îøèáîê èçìåðåíèé, ñâÿçàííûõ
ñ íåñòàáèëüíîñòüþ ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ, íåðàâíîìåðíîñòüþ îñâåùåííîñòè ïîëÿ ñêàíèðîâàíèÿ è èçìå-
íåíèåì óñèëåíèÿ ôîòîïðèåìíèêîâ. Ïðèâîäèòñÿ ïîäðîáíûé ïðîòîêîë èçìåðåíèé è ðàñ÷åòà ïîïðàâîê äëÿ
ëàçåðíîãî ñêàíèðóþùåãî êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà Leica TCS SP5. Ïðîòîêîë ìîæåò áûòü èñïîëüçîâàí
è äëÿ äðóãèõ òèïîâ êîíôîêàëüíûõ ìèêðîñêîïîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: êëåòêà, êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ, ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ, ÿðêîñòü èçîáðà-
æåíèÿ

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÎÔ — àêóñòîîïòè÷åñêèé ôèëüòð, ËÑÊÌ — ëàçåðíûé ñêàíèðóþùèé
êîíôîêàëüíûé ìèêðîñêîï, ÌÔÌ — ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ, ÔÝÓ — ôîòîýëåêòðîííûé óìíîæèòåëü.

Ìèêðîôëóîðèìåòðèÿ (ÌÔÌ) — îäèí èç ñîâðåìåí-
íûõ ïðåöèçèîííûõ ìèêðîñêîïè÷åñêèõ ìåòîäîâ, ïðèìå-
íÿåìûõ â êëåòî÷íîé áèîëîãèè (Êóäðÿâöåâ, Ðîçàíîâ, 1974;
Tailor, Salmon, 1989; Waters, Wittmann, 2014). Èçìåðåíèå
èíòåíñèâíîñòè ñîáñòâåííîé ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóå-
ìûõ êëåòî÷íûõ ñòðóêòóð èëè ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòå-
ëÿ, ñâÿçàííîãî ñ íèìè, ïîçâîëÿåò îïðåäåëèòü ñîäåðæàíèå
â íèõ âåùåñòâà ñ âûñîêîé òî÷íîñòüþ. Ïðåäåëüíîå êîëè-
÷åñòâî ÄÍÊ â îòäåëüíûõ õðîìîñîìàõ, êîòîðîå ìîæåò
áûòü èçìåðåíî ìåòîäîì ÌÔÌ, äîñòèãàåò 5 · 10–15 ã (Àãà-
ôîíîâà è äð., 2013). Àïïàðàòóðà è ìåòîäèêè ÌÔÌ ïî-
ñòîÿííî ðàçâèâàþòñÿ è ñîâåðøåíñòâóþòñÿ. Ñîâðåìåííûå
ìèêðîôëóîðèìåòðû íà áàçå êëàññè÷åñêîãî (øèðîêîïîëü-
íîãî) ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà, èñïîëüçóþùèå â
êà÷åñòâå ôîòîïðèåìíèêîâ öèôðîâûå êàìåðû è îñóùåñòâ-
ëÿþùèå öèôðîâóþ îáðàáîòêó èçîáðàæåíèé, ïîçâîëÿþò
ïðîâîäèòü ìíîãîïàðàìåòðè÷åñêèé àíàëèç, ïðè êîòîðîì
îïðåäåëÿþòñÿ íå òîëüêî ôîòîìåòðè÷åñêèå, íî òàêæå ìîð-
ôîìåòðè÷åñêèå è òåêñòóðíûå ïàðàìåòðû êëåòîê èëè èõ
îðãàíåëë (Ïàíòåëååâ è äð., 2005).

Îäíàêî ïðè èññëåäîâàíèè ìíîãîêîìïîíåíòíûõ (íà-
ïðèìåð, êëåòêè íà ñðåçå òêàíè) èëè âëîæåííûõ (íàïðè-
ìåð, ÿäðà â öèòîïëàçìå êëåòîê) öèòîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ
âîçíèêàåò ïðîáëåìà òî÷íîãî îòäåëåíèÿ ôëóîðåñöåíöèè
èññëåäóåìîãî îáúåêòà îò ôëóîðåñöåíöèè äðóãèõ îêðóæà-
þùèõ åãî îáúåêòîâ. Íåñìîòðÿ íà òî ÷òî îáúåêòû, ðàñïî-
ëîæåííûå âûøå è íèæå èññëåäóåìîãî îáúåêòà, ìîãóò
áûòü íå âèäíû â ìèêðîñêîïå, ñâåòîâîé ïîòîê îò íèõ ïîïà-
äàåò íà ôîòîïðèåìíèê â âèäå ðàññåÿííîãî ñâåòà è ìîæåò
ïðèâîäèòü ê ñåðüåçíûì îøèáêàì ïðè èçìåðåíèÿõ èíòåí-
ñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè.

Äëÿ óñòðàíåíèÿ âíåôîêóñíûõ ñâåòîâûõ ïîòîêîâ áûëà
ðàçðàáîòàíà êîíôîêàëüíàÿ ìèêðîñêîïèÿ (Shaw, 1999;
Pawley, 2006), ïîçâîëÿþùàÿ ïîëó÷àòü èçîáðàæåíèå ñ òîí-
êîãî ñëîÿ ïðåïàðàòà (àêñèàëüíàÿ ðàçðåøàþùàÿ ñïîñîá-
íîñòü äî 0.5 ìêì). Ïîñêîëüêó â ñîâðåìåííûõ ëàçåðíûõ
ñêàíèðóþùèõ êîíôîêàëüíûõ ìèêðîñêîïàõ (ËÑÊÌ) òàê-
æå èñïîëüçóåòñÿ ÿâëåíèå ôëóîðåñöåíöèè, îíè ìîãóò áûòü
ïðèìåíåíû äëÿ ÌÔÌ ñëîæíûõ îáúåêòîâ (Bensley et al.,
2016).

Â ïðîöåññå ñêàíèðîâàíèÿ ïðåïàðàòà èíôîðìàöèÿ â
êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå ïðåòåðïåâàåò ðÿä ïðåîáðàçî-
âàíèé: ôëóîðåñöåíòíîå èçëó÷åíèå îò èññëåäóåìîãî îáú-
åêòà ïðåîáðàçóåòñÿ íà ôîòîïðèåìíèêå ËÑÊÌ â àíàëî-
ãîâûé ýëåêòðè÷åñêèé ñèãíàë, çàòåì àíàëîãî-öèôðîâîé
ïðåîáðàçîâàòåëü (ÀÖÏ) òðàíñôîðìèðóåò åãî â öèôðîâîé
ñèãíàë, êîòîðûé ïîñòóïàåò â êîìïüþòåð è ìîæåò áûòü
âûâåäåí íà ìîíèòîð â âèäå èçîáðàæåíèÿ. Ïîýòîìó â çà-
âèñèìîñòè îò ýòàïà ïðåîáðàçîâàíèÿ èíôîðìàöèîííûé
ñèãíàë ìîæíî õàðàêòåðèçîâàòü èíòåíñèâíîñòüþ ôëóîðåñ-
öåíöèè, àìïëèòóäîé, öèôðîâûì óðîâíåì èëè ÿðêîñòüþ
èçîáðàæåíèÿ (Øòåéí è äð., 2016). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ êî-
ëè÷åñòâåííûõ èçìåðåíèé çàâèñèìîñòü ìåæäó ýòèìè ïà-
ðàìåòðàìè äîëæíà áûòü ïðîïîðöèîíàëüíîé. Îäíàêî êàê
ïðèáîð, òàê è îñîáåííîñòè îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ, ìåòîäû
ïðèãîòîâëåíèÿ ïðåïàðàòà (â ÷àñòíîñòè, åãî îêðàøèâàíèå)
ìîãóò âíîñèòü ñëó÷àéíûå èëè ñèñòåìàòè÷åñêèå îòêëîíå-
íèÿ îò ïðîïîðöèîíàëüíîñòè (Êóäðÿâöåâ, Ðîçàíîâ, 1974).

ÌÔÌ ñ èñïîëüçîâàíèåì ËÑÊÌ èìååò ñâîè ñïåöè-
ôè÷åñêèå îñîáåííîñòè. Ýòè îñîáåííîñòè ñâÿçàíû ïðåæäå
âñåãî ñ áîëüøèì ÷èñëîì ïàðàìåòðîâ ËÑÊÌ, âëèÿþùèõ
íà ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé. Ïîìèìî ïàðàìåòðîâ áàçîâîãî
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ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà, èñòî÷íèêà ñâåòà è ôîòî-
ïðèåìíèêà íà ðåçóëüòàò èçìåðåíèé îêàçûâàþò âëèÿíèå
òàêæå è ïàðàìåòðû ñêàíåðà. Êðîìå òîãî, â ËÑÊÌ â îòëè-
÷èå îò îáû÷íîãî ôëóîðåñöåíòíîãî ìèêðîñêîïà òîëùèíà
ñëîÿ («îïòè÷åñêîãî ñðåçà»), ñ êîòîðîãî ðåãèñòðèðóåòñÿ
ñèãíàë, êàê ïðàâèëî, çíà÷èòåëüíî ìåíüøå òîëùèíû èñ-
ñëåäóåìîãî îáúåêòà (ðèñ. 1). Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû —
ðàññìîòðåòü âëèÿíèå ïàðàìåòðîâ ËÑÊÌ íà ðåçóëüòàòû
èçìåðåíèé, à òàêæå ïðåäëîæèòü ñïîñîáû ó÷åòà óêàçàííûõ
îñîáåííîñòåé ñ öåëüþ ïîâûøåíèÿ òî÷íîñòè ÌÔÌ.

Ïàðàìåòðû ËÑÊÌ,
âëèÿþùèå íà ðåçóëüòàòû ÌÔÌ

Îäíèì èç îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ, êîòîðûå èçìåðÿþòñÿ
â êëåòêàõ ñ ïîìîùüþ ôëóîðåñöåíòíîé ÌÔÌ, ÿâëÿåòñÿ
ñîäåðæàíèå êàêîãî-ëèáî âåùåñòâà. Ìåðîé ñîäåðæàíèÿ
âåùåñòâà ñëóæèò èíòåãðàëüíàÿ ÿðêîñòü èçîáðàæåíèÿ èñ-
ñëåäóåìîãî îáúåêòà, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåòñÿ êàê ñóììà
ÿðêîñòåé âñåõ ýëåìåíòîâ (ïèêñåëåé) åãî öèôðîâîãî èçî-

áðàæåíèÿ. Ïîýòîìó íà êîíå÷íûé ðåçóëüòàò èçìåðåíèÿ
âëèÿþò òàêæå è ïàðàìåòðû öèôðîâîãî èçîáðàæåíèÿ, à
èìåííî ôîðìàò, ðàçìåðû ïèêñåëÿ è ðàçðÿäíîñòü öèôðîâî-
ãî ñèãíàëà.

Â ðåçóëüòàòå ÷èñëî ïàðàìåòðîâ ËÑÊÌ, âëèÿþùèõ íà
èíòåãðàëüíóþ ÿðêîñòü, ìîæåò äîñòèãàòü 20. Äëÿ óïðîùå-
íèÿ íàñòðîéêè ïðèáîðà îíè çàïèñûâàþòñÿ â îòäåëüíûé
ôàéë îäíîâðåìåííî ñ èçîáðàæåíèåì è ìîãóò áûòü ïðè íå-
îáõîäèìîñòè âîññòàíîâëåíû. Òåì íå ìåíåå îò ïðàâèëüíî-
ãî âûáîðà âåëè÷èí ìíîãèõ ïàðàìåòðîâ çàâèñèò òî÷íîñòü
èçìåðåíèÿ. Â òàáëèöå ïðèâåäåíû çàâèñèìîñòè ÿðêîñòè
èçîáðàæåíèÿ îò îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ ËÑÊÌ, à äàëåå äà-
åòñÿ àíàëèç ñòåïåíè èõ âëèÿíèÿ íà ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé.

Ï à ð à ì å ò ð û î á ú å ê ò è â à. Îáúåêòèâ ÿâëÿåòñÿ îñ-
íîâíûì îïòè÷åñêèì óçëîì ëþáîãî, â òîì ÷èñëå è êîíôî-
êàëüíîãî, ìèêðîñêîïà. Ïîýòîìó âûáîð îáúåêòèâà ÿâëÿ-
åòñÿ âàæíûì ýòàïîì íàñòðîéêè ïðèáîðà. Êàê âèäíî èç
äàííûõ òàáëèöû, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè íàèáî-
ëåå ñèëüíî çàâèñèò îò àïåðòóðû îáúåêòèâà (ïðè ýïèîñâå-
ùåíèè — â ÷åòâåðòîé ñòåïåíè), íî òàêæå è îò óâåëè÷å-
íèÿ. Íàïðèìåð, èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè ñ îáúåê-
òèâîì 63�/1.4 áóäåò ñîñòàâëÿòü 63 % îò èíòåíñèâíîñòè
ñ îáúåêòèâîì 40�/1.25. Äðóãèå ïàðàìåòðû îáúåêòèâà
(ñïåêòðàëüíûå õàðàêòåðèñòèêè, àáåððàöèè) òàêæå âëèÿþò
íà ïîëó÷àåìîå èçîáðàæåíèå (Åãîðîâà, 2006). Ïðèìåíåíèå
îáúåêòèâà, äàþùåãî ìàêñèìàëüíóþ ÿðêîñòü èçîáðàæå-
íèÿ, ïîçâîëÿåò ñíèçèòü èíòåíñèâíîñòü âîçáóæäàþùåãî
îñâåùåíèÿ è, ñëåäîâàòåëüíî, óìåíüøèòü ôîòîîáåñöâå÷è-
âàíèå ïðåïàðàòà, à òàêæå óìåíüøèòü óñèëåíèå ôîòîïðè-
åìíèêà, ÷òî âåäåò ê óìåíüøåíèþ ôëóêòóàöèé ïîëåçíîãî
ñèãíàëà (øóìîâ).

Ì î ù í î ñ ò ü ë à ç å ð í î ã î è ç ë ó ÷ å í è ÿ. Â ñîâðå-
ìåííûõ ËÑÊÌ ìîùíîñòü ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ, ïîïàäà-
þùåãî íà ïðåïàðàò, ðåãóëèðóåòñÿ àêóñòîîïòè÷åñêèìè
ôèëüòðàìè (ÀÎÔ). Îäíàêî ðàñ÷åòíûå âåëè÷èíû ïðîïóñ-
êàíèÿ ÀÎÔ, óñòàíàâëèâàåìûå íà ïðîãðàììíîé ïàíåëè
óïðàâëåíèÿ, ìîãóò íå ñîâïàäàòü ñ ðåàëüíûìè èç-çà íåëè-
íåéíîñòè ïðîïóñêàíèÿ ÀÎÔ (ðèñ. 2). Âèäíî, ÷òî ëèíåé-
íàÿ îáëàñòü íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå 30—70 %. Ýòó îñîáåí-
íîñòü ÀÎÔ ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ïðè íàñòðîéêå ËÑÊÌ.

Ä è à ì å ò ð ê î í ô î ê à ë ü í î é ä è à ô ð à ã ì û. Íàèáî-
ëåå ñóùåñòâåííûì îòëè÷èåì ËÑÊÌ îò îáû÷íîãî (øèðî-
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Ðèñ. 1. 3D-èçîáðàæåíèå èçîëèðîâàííûõ ãåïàòîöèòîâ êðûñû,
îêðàøåííûõ àóðàìèíîì-SO2 äëÿ âûÿâëåíèÿ ãëèêîãåíà c ïîìî-

ùüþ PAS-ðåàêöèè.

ËÑÊÌ Leica TCS SP5. Îá. 40�/1.25. Ëàçåð 405 íì. Ìàñøòàáíûé îò-
ðåçîê — 5 ìêì.

Çàâèñèìîñòü ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ ËÑÊÌ îò åãî îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ

Ïàðàìåòð ËÑÊÌ Õàðàêòåð çàâèñèìîñòè
Ëèòåðàòóðíûé

èñòî÷íèê

Àïåðòóðà (A) è óâåëè÷åíèå îáúåêòèâà (M) ~ A4/M2 Tailor, Salmon, 1989

Ìîùíîñòü ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ
(Laser power)

Ëèíåéíàÿ (â äèàïàçîíå
ïðîïóñêàíèÿ ÀÎÔ 30—70 %)

Ðèñ. 2

Äèàìåòð êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû
(Pinhole)

Ëèíåéíàÿ (ïðè òîëùèíå îáúåêòà
>> òîëùèíû ñëîÿ)

Wilhelm et al., 2003

Íàïðÿæåíèå íà ôîòîïðèåìíèêå
(óñèëåíèå, Gain)

d Ýêñïîíåíöèàëüíàÿ (äëÿ ÔÝÓ) Ðèñ. 4

Ñìåùåíèå íóëåâîãî óðîâíÿ ñèãíàëà
(Offset)

d Ëèíåéíàÿa

Ñêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ (Speed) Òî æå Øòåéí, 2007

Ôîðìàò èçîáðàæåíèÿ (Format) » » Òî æå

Èçìåíåíèå ðàçìåðîâ ïîëÿ ñêàíèðîâàíèÿ
(zoom)

» » » »

Ñïåêòðàëüíûé äèàïàçîí ôîòîïðèåìíèêà Çàâèñèò òàêæå îò ñïåêòðà
èñïîëüçóåìîãî ôëóîðîõðîìàà

Ï ð è ì å ÷ à í è å. à Ïîÿñíåíèÿ äàíû â òåêñòå ñòàòüè.



êîïîëüíîãî — widefield) ìèêðîñêîïà ÿâëÿåòñÿ íàëè÷èå
êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû, ïîâûøàþùåé ðàçðåøàþùóþ
ñïîñîáíîñòü, îñîáåííî â àêñèàëüíîì íàïðàâëåíèè (ïî îñè
Z), ïîñðåäñòâîì óìåíüøåíèÿ òîëùèíû ñëîÿ, ñ êîòîðîãî
îïòè÷åñêèé ñèãíàë ïîñòóïàåò íà ôîòîïðèåìíèê äëÿ ôîð-
ìèðîâàíèÿ èçîáðàæåíèÿ. ×åì ìåíüøå òîëùèíà, òåì âûøå
ðàçðåøåíèå, íî òåì ìåíüøå ïîëåçíûé ñèãíàë. Îäíàêî ïðè
ÌÔÌ òîëùèíà ñëîÿ, íàîáîðîò, äîëæíà ñîîòâåòñòâîâàòü
òîëùèíå îáúåêòà èçìåðåíèÿ, ÷òîáû çàðåãèñòðèðîâàòü
ôëóîðåñöåíöèþ ñî âñåãî îáúåêòà, íî â òî æå âðåìÿ îòñå÷ü
âûøå- è íèæåëåæàùèå ñòðóêòóðû. Ïîýòîìó ñóùåñòâóþò
äâà ñïîñîáà èçìåðåíèÿ — óñòàíîâèòü íåîáõîäèìóþ òîë-
ùèíó ñëîÿ (ò. å. äèàìåòð êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû) èëè
ïðèìåíèòü ïîñëîéíîå ñêàíèðîâàíèå ïî îñè Z ñ ïîñëåäó-
þùèì ñóììèðîâàíèåì ñëîåâ.

Òîëùèíà ñëîÿ, ñ êîòîðîãî îïòè÷åñêèé ñèãíàë ïîñòó-
ïàåò íà ôîòîïðèåìíèê, ëèíåéíî çàâèñèò îò äèàìåòðà êîí-
ôîêàëüíîé äèàôðàãìû (Wilhelm et al., 2003) è âî ìíîãèõ
ïðèáîðàõ äàåòñÿ êàê ñïðàâî÷íûé ïàðàìåòð (Zeiss LSM,
Leica TCS). Ïðè îòñóòñòâèè òàêîé èíôîðìàöèè ñâÿçü äèà-
ìåòðà êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû ñ òîëùèíîé ñëîÿ ìîæíî
îïðåäåëèòü ýêñïåðèìåíòàëüíî. Íà ðèñ. 3 ïðèâåäåíà çàâè-
ñèìîñòü èíòåãðàëüíîé ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ ãåïàòîöèòà

êðûñû, îêðàøåííîãî íà ãëèêîãåí (ñì. ðèñ. 1), îò òîëùèíû
ñëîÿ, óñòàíàâëèâàåìîãî äèàìåòðîì êîíôîêàëüíîé äèà-
ôðàãìû. Âèäíî, ÷òî ïðè òîëùèíå ñëîÿ áîëüøå 5 ìêì èí-
òåãðàëüíàÿ ÿðêîñòü ïðàêòè÷åñêè ïåðåñòàåò óâåëè÷èâàòü-
ñÿ, ÷òî óêàçûâàåò íà äîñòèæåíèå îïòèìàëüíîé òîëùèíû
ñëîÿ, ñîîòâåòñòâóþùåãî òîëùèíå ãåïàòîöèòà. Äëÿ ñðàâ-
íåíèÿ ïðèâåäåíà çàâèñèìîñòü ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ îò
òîëùèíû ñëîÿ äëÿ ôëóîðåñöèðóþùåãî ñòåêëà ìàðêè
ÆÑ19 áîëüøîé òîëùèíû (3 ìì). Òîëùèíà ñëîÿ òàêæå çà-
âèñèò îò àïåðòóðû îáúåêòèâà: ÷åì áîëüøå àïåðòóðà, òåì
ìåíüøå òîëùèíà ñëîÿ. Íàïðèìåð, â ËÑÊÌ Leica TCS SP5
c îáúåêòèâîì 40�/1.25 òîëùèíà ñëîÿ ïðè ìàêñèìàëüíîì
äèàìåòðå êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû ñîñòàâëÿåò 6.3 ìêì,
à ñ îáúåêòèâîì 20�/0.7 — 22 ìêì.

Ïðè ÌÔÌ «òîëñòûõ» îáúåêòîâ, åñëè ñ ïîìîùüþ êîí-
ôîêàëüíîé äèàôðàãìû íåâîçìîæíî óñòàíîâèòü íåîáõî-
äèìóþ òîëùèíó ñëîÿ, ïðèìåíÿåòñÿ ïîñëîéíîå ñêàíèðîâà-
íèå ñ ïîñëåäóþùèì ñóììèðîâàíèåì ñëîåâ. Äëÿ ýòîãî
ìîæíî âîñïîëüçîâàòüñÿ ôóíêöèåé AVERAGE, ñ ïî-
ìîùüþ êîòîðîé ìîæíî âû÷èñëèòü ñðåäíþþ ÿðêîñòü êàæ-
äîãî ïèêñåëÿ ïî âñåì ñëîÿì. Òàêàÿ ôóíêöèÿ èìååòñÿ,
íàïðèìåð, â êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå Leica TCS SP5.
Ïîýòîìó ïîñëå èçìåðåíèÿ èíòåãðàëüíîé ÿðêîñòè âûáðàí-
íîãî îáúåêòà (ïóòåì èíòåðàêòèâíîãî âûäåëåíèÿ) ðåçóëü-
òàò íåîáõîäèìî óìíîæèòü íà ÷èñëî ïðîñêàíèðîâàííûõ
ñëîåâ.

Ñ ì å ù å í è å í ó ë å â î ã î ó ð î â í ÿ ñ è ã í à ë à. Ðåãó-
ëèðîâêà ýòîãî ïàðàìåòðà ïîçâîëÿåò óñòàíîâèòü ïîðîãî-
âûé óðîâåíü ñèãíàëà, íèæå êîòîðîãî îí íå ðåãèñòðèðó-
åòñÿ ïðè ôîðìèðîâàíèè èçîáðàæåíèÿ. Ýòî ïîçâîëÿåò
«îòñå÷ü» ôîíîâûé óðîâåíü ñèãíàëà, âîçíèêàþùèé èç-çà
ôëóîðåñöåíöèè çàêëþ÷àþùåé ñðåäû è èììåðñèîííîãî
ìàñëà, òåìíîâîãî òîêà ôîòîïðèåìíèêà è äðóãèõ èñòî÷íè-
êîâ. Îøèáêà ÌÔÌ â ýòîì ñëó÷àå ìîæåò áûòü óìåíüøå-
íà. Îäíàêî ïîëåçíûé ñèãíàë ïðè óâåëè÷åíèè ïàðàìåòðà
«Offset» óìåíüøàåòñÿ, ÷òî ïðèâîäèò ê íåîáõîäèìîñòè
óâåëè÷èâàòü óñèëåíèå ôîòîïðèåìíèêà.

Ô î ð ì à ò è ç î á ð à æ å í è ÿ. Ýòîò ïàðàìåòð îïðåäåëÿ-
åò ÷èñëî ýëåìåíòîâ èçîáðàæåíèÿ (ïèêñåëåé) ïî ãîðèçîí-
òàëè è âåðòèêàëè, íà êîòîðûå îíî ðàçáèâàåòñÿ ïðè ñêàíè-
ðîâàíèè è ðåãèñòðàöèè. Òåîðåòè÷åñêè ïðè óìåíüøåíèè
ôîðìàòà ÿðêîñòü èçîáðàæåíèÿ äîëæíà âîçðàñòàòü, òàê êàê
óâåëè÷èâàåòñÿ âðåìÿ âîçäåéñòâèÿ ëàçåðíîãî ëó÷à íà ïðå-
ïàðàò è âðåìÿ ðåãèñòðàöèè ôëóîðåñöåíöèè.

Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî â ðàçëè÷íûõ ìîäåëÿõ
ËÑÊÌ ïðè èçìåíåíèè íåêîòîðûõ ïàðàìåòðîâ ñêàíåðà
(ôîðìàòà, óâåëè÷åíèÿ, ñêîðîñòè) ÿðêîñòü èçîáðàæåíèÿ
ìîæåò íå èçìåíÿòüñÿ áëàãîäàðÿ ïðîãðàììíî-àïïàðàòíîé
êîððåêöèè (Øòåéí, 2007).

È ç ì å í å í è å ð à ç ì å ð î â ï î ë ÿ ñ ê à í è ð î â à í è ÿ.
Åñëè èçìåíÿòü ôèçè÷åñêèå ðàçìåðû ïîëÿ ñêàíèðîâàíèÿ,
íå ìåíÿÿ ôîðìàòà, òî ïðè ýòîì ìåíÿþòñÿ îáùåå óâåëè÷å-
íèå è ðàçìåð ïèêñåëÿ, ïîñêîëüêó èçîáðàæåíèå âûâîäèòñÿ
â òîò æå ðàçìåð îêíà ìîíèòîðà. ×åì ìåíüøå îáëàñòü ñêà-
íèðîâàíèÿ, òåì ìåíüøå ðàçìåð ïèêñåëÿ è áîëüøå óâåëè-
÷åíèå. Ñîîòâåòñòâåííî ìåíÿåòñÿ è ïëîòíîñòü ìîùíîñòè
èçëó÷åíèÿ ëàçåðà íà îáúåêòå èññëåäîâàíèÿ, èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè óâåëè÷èâàåòñÿ, ñîîòâåòñòâåííî âîç-
ðàñòàåò è ÿðêîñòü èçîáðàæåíèÿ.

Â ð å ì ÿ è ñ ê î ð î ñ ò ü ñ ê à í è ð î â à í è ÿ. Âðåìÿ ñêà-
íèðîâàíèÿ îäíîãî ïîëÿ çàâèñèò îò ÷àñòîòû ñêàíèðîâàíèÿ
(ëèíèé â ñåêóíäó) è îò ôîðìàòà êàäðà. ×åì áîëüøå ôîð-
ìàò (ò. å. ÷èñëî ýëåìåíòîâ èçîáðàæåíèÿ — ïèêñåëåé), òåì
îíî áîëüøå. Âàæíûì ïàðàìåòðîì ÿâëÿåòñÿ òàêæå âðåìÿ
ïîçèöèîíèðîâàíèÿ ëó÷à íà îäíîì ïèêñåëå, êîòîðîå òàêæå
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Ðèñ. 2. Çàâèñèìîñòü ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ îò ðàñ÷åòíîãî ïðî-
ïóñêàíèÿ àêóñòîîïòè÷åñêîãî ôèëüòðà (ÀÎÔ).

ËÑÊÌ Leica TCS SP5. Äåòåêòîð ïðîõîäÿùåãî ñâåòà. Ëàçåð 543 íì.

Ðèñ. 3. Çàâèñèìîñòü ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ îò òîëùèíû ñëîÿ
ñêàíèðîâàíèÿ, ñ êîòîðîãî ðåãèñòðèðóåòñÿ ôëóîðåñöåíöèÿ îáú-

åêòà.

ËÑÊÌ Leica TCS SP5. Îá. 40�/1.25. Ëàçåð 405 íì. Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ —
ãåïàòîöèò (ðèñ. 1), øòðèõîâàÿ — òåñò-îáúåêò (ñòåêëî ÆÑ19, òîëùèíà

3 ìì).



îïðåäåëÿåòñÿ ÷àñòîòîé ñêàíèðîâàíèÿ è ôîðìàòîì êàäðà.
Îò âðåìåíè ïîçèöèîíèðîâàíèÿ ëó÷à íà ïèêñåëå çàâèñÿò
ýíåðãèÿ ëàçåðíîãî ëó÷à, ïîïàäàþùàÿ íà ïðåïàðàò, è ñëå-
äîâàòåëüíî, êîíå÷íàÿ ÿðêîñòü èçîáðàæåíèÿ.

Ñ ï å ê ò ð à ë ü í û é ä è à ï à ç î í ô î ò î ï ð è å ì í è ê à.
Â ñîâðåìåííûõ ËÑÊÌ (íàïðèìåð, Zeiss LSM800, Leica
TCS SP5, Olympus FV3000) øèðèíà ñïåêòðàëüíîãî äèà-
ïàçîíà ïðèíèìàåìîãî èçëó÷åíèÿ ìîæåò ïëàâíî ðåãóëè-
ðîâàòüñÿ. Ïåðåä ôîòîïðèåìíèêîì íàõîäÿòñÿ ïðèçìà èëè
äèôðàêöèîííàÿ ðåøåòêà, à òàêæå ðåãóëèðóåìàÿ ùåëåâàÿ
äèàôðàãìà äëÿ âûäåëåíèÿ íåîáõîäèìîãî ó÷àñòêà ñïåêòðà.
ßðêîñòü èçîáðàæåíèÿ áóäåò çàâèñåòü êàê îò ñïåêòðà èñ-
ïóñêàíèÿ ôëóîðîõðîìà, òàê è îò øèðèíû è ïîëîæåíèÿ
äèàôðàãìû.

Óìåíüøåíèå îøèáîê ÌÔÌ

Ïîñêîëüêó èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè èññëåäóå-
ìûõ îáúåêòîâ çàâèñèò îò ìíîãèõ ïàðàìåòðîâ ËÑÊÌ (õà-
ðàêòåðèñòèê îáúåêòèâà, ïðîïóñêàíèÿ ÀÎÔ, ìîùíîñòè
ëàçåðà, ïàðàìåòðîâ ñêàíåðà, äèàìåòðà êîíôîêàëüíîé äèà-
ôðàãìû, óñèëåíèÿ ôîòîïðèåìíèêà è äð.), èçìåðåíèÿ íå-
îáõîäèìî ïðîèçâîäèòü ïðè ïîñòîÿííûõ âûáðàííûõ çíà-
÷åíèÿõ ýòèõ ïàðàìåòðîâ è ñîõðàíÿòü èõ â ñïåöèàëüíîì
ôàéëå íàñòðîåê. Òåì íå ìåíåå èíîãäà â ïðîöåññå èçìåðå-
íèé ïðèõîäèòñÿ èçìåíÿòü îòäåëüíûå ïàðàìåòðû, íàïðè-
ìåð óñèëåíèå ôîòîïðèåìíèêà. Êðîìå òîãî, íåêîòîðûå
ïàðàìåòðû (íàïðèìåð, âûõîäíàÿ ìîùíîñòü ëàçåðà) îêà-
çûâàþòñÿ íåñòàáèëüíûìè âî âðåìåíè. Ïîýòîìó íèæå ìû
ðàññìîòðèì ñïîñîáû óìåíüøåíèÿ îøèáîê ÌÔÌ â ñëó÷àå
èçìåíåíèÿ òàêèõ ïàðàìåòðîâ.

Ê à ë è á ð î â ê à ó ñ è ë å í è ÿ ô î ò î ï ð è å ì í è ê à. Âå-
ëè÷èíà óñèëåíèÿ ôîòîïðèåìíèêà (ÔÝÓ) ÿâëÿåòñÿ îäíèì
èç îñíîâíûõ ïàðàìåòðîâ, âëèÿþùèõ íà ÿðêîñòü èçîáðà-
æåíèÿ. Äëÿ òîãî ÷òîáû â õîäå èçìåðåíèé óðîâåíü ÿðêîñòè
èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ íå ïðåâûñèë ìàêñèìàëüíî âîç-
ìîæíîãî, îáû÷íî ïðîèçâîäèòñÿ ïðåäâàðèòåëüíûé ïðî-
ñìîòð ïðåïàðàòà. Öåëü ïðîñìîòðà — íàéòè íàèáîëåå
ÿðêèé îáúåêò è, ïîëàãàÿ, ÷òî âñå îñòàëüíûå îáúåêòû íà
ïðåïàðàòå áóäóò íèæå åãî ïî ÿðêîñòè, óñòàíîâèòü ñîîò-
âåòñòâóþùèé êîýôôèöèåíò óñèëåíèÿ (èëè íàïðÿæåíèå)
ÔÝÓ. Äëÿ îáëåã÷åíèÿ ýòîé îïåðàöèè â ïðîãðàììíîì
îáåñïå÷åíèè âñåõ ïðèáîðîâ ñóùåñòâóåò ôóíêöèÿ (Hi-Lo),
ñ ïîìîùüþ êîòîðîé íà èçîáðàæåíèè îòìå÷àþòñÿ (íàïðè-
ìåð, êðàñíûì öâåòîì) ïèêñåëè, â êîòîðûõ ïðåâûøåí ìàê-
ñèìàëüíî âîçìîæíûé óðîâåíü ÿðêîñòè.

Îäíàêî èíîãäà, óæå ïîñëå íà÷àëà èçìåðåíèé, âñå æå
ìîæåò îáíàðóæèòüñÿ îáúåêò, óðîâåíü ÿðêîñòè êîòîðîãî
ïðåâûøàåò ìàêñèìàëüíî âîçìîæíûé, è óñèëåíèå ÔÝÓ
ïðèõîäèòñÿ óìåíüøàòü. Â òàêîì ñëó÷àå âîçíèêàåò ñèòóà-
öèÿ, êîãäà ïðåäûäóùèå èçìåðåíèÿ íåâîçìîæíî ñðàâíèòü
ñ òåêóùèìè è âñå îíè îêàçûâàþòñÿ îøèáî÷íûìè. Äëÿ
èñêëþ÷åíèÿ ïîäîáíîé ñèòóàöèè äî íà÷àëà îñíîâíûõ èç-
ìåðåíèé íåîáõîäèìî ïðîâåñòè ãðàäóèðîâêó óñèëåíèÿ
ôîòîïðèåìíèêà. Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíà êðèâàÿ óñèëåíèÿ
ÔÝÓ â çàâèñèìîñòè îò íàïðÿæåíèÿ íà íåì. Èñõîäÿ èç
ýòîé êðèâîé ìîæíî ðàññ÷èòàòü ïîïðàâî÷íûé êîýôôèöè-
åíò äëÿ ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé â ñëó÷àå èçìåíåíèÿ íà-
ïðÿæåíèÿ íà ÔÝÓ (ñì. «Ïðèëîæåíèå»).

Ï î ï ð à â ê à í à í å ñ ò à á è ë ü í î ñ ò ü ë à ç å ð î â. Ïî-
ñêîëüêó èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè çàâèñèò îò èíòåí-
ñèâíîñòè âîçáóæäåíèÿ, íåñòàáèëüíîñòü ìîùíîñòè ëàçåð-
íîãî èçëó÷åíèÿ ìîæåò áûòü îäíîé èç îñíîâíûõ ñëó÷àé-
íûõ îøèáîê ÌÔÌ (Zucker, Price, 2001). Ãàçîâûå ëàçåðû

îáëàäàþò äîëãîâðåìåííîé íåñòàáèëüíîñòüþ, âåñüìà ñó-
ùåñòâåííîé, íàïðèìåð ó àðãîíîâîãî ëàçåðà, à äèîäíûå
è òâåðäîòåëüíûå ëàçåðû ñ äèîäíîé íàêà÷êîé îáëàäàþò
êðàòêîâðåìåííîé (âûñîêî÷àñòîòíîé) íåñòàáèëüíîñòüþ,
êîòîðàÿ ïðîÿâëÿåòñÿ â âèäå øóìîâ íà èçîáðàæåíèè. Íå-
ñòàáèëüíîñòü âîçáóæäàþùåãî èçëó÷åíèÿ çàâèñèò òàêæå
îò îïòîâîëîêîííîãî êàáåëÿ, ÀÎÔ è îò íåïðàâèëüíîé þñ-
òèðîâêè (Zucker, Price, 2001). Ïðè âû÷èñëåíèè èíòåãðàëü-
íîé ÿðêîñòè êðàòêîâðåìåííàÿ íåñòàáèëüíîñòü îêàçûâàåò
çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå âëèÿíèå, ÷åì ìåäëåííî ìåíÿþùàÿ-
ñÿ íåñòàáèëüíîñòü. Íà ðèñ. 5 ïðèâåäåíî èçìåíåíèå âû-
õîäíîé îïòè÷åñêîé ìîùíîñòè àðãîíîâîãî ëàçåðà ïîñëå
âêëþ÷åíèÿ. Âèäíî, ÷òî ñòàáèëèçàöèÿ ìîùíîñòè ïðîèñõî-
äèò â òå÷åíèå 15—30 ìèí ïîñëå âêëþ÷åíèÿ â çàâèñè-
ìîñòè îò ïîòðåáëÿåìîé ýëåêòðè÷åñêîé ìîùíîñòè. Îäíà-
êî è ïîñëå ýòîãî ìîùíîñòü ìîæåò áûòü íåñòàáèëüíîé, à
âåëè÷èíà èçìåíåíèé â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàâèñèò îò
òèïà ëàçåðà, ñðîêà åãî ñëóæáû è äàæå îò èíäèâèäóàëü-
íûõ îñîáåííîñòåé ëàçåðà. Ïîýòîìó ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé
ïðè èçìåíåíèè ìîùíîñòè ëàçåðà íåîáõîäèìî êîððåêòè-
ðîâàòü.

Èñïîëüçîâàíèå êîíôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè äëÿ ìèêðîôëóîðèìåòðè÷åñêèõ èññëåäîâàíèé... 689

Ðèñ. 4. Çàâèñèìîñòü óñèëåíèÿ ôîòîïðèåìíèêà (ÔÝÓ) îò íàïðÿ-
æåíèÿ.

ËÑÊÌ Leica TCS SP5. Êîýôôèöèåíò óñèëåíèÿ ïðè íàïðÿæåíèè 800 Â
ïðèíÿò çà 1. U1 è K1 — íàïðÿæåíèå íà ÔÝÓ è ñîîòâåòñòâóþùèé åìó êî-
ýôôèöèåíò óñèëåíèÿ â íà÷àëå èçìåðåíèé, U2 è K2 — èçìåíåííîå íàïðÿ-

æåíèå íà ÔÝÓ è ñîîòâåòñòâóþùèé åìó êîýôôèöèåíò óñèëåíèÿ.

Ðèñ. 5. Èçìåíåíèå îïòè÷åñêîé ìîùíîñòè àðãîíîâîãî ëàçåðà
LGK 7812 (Lasos, Ãåðìàíèÿ) ïîñëå åãî âêëþ÷åíèÿ ïðè ìàêñè-
ìàëüíîé (ñïëîøíàÿ ëèíèÿ) è ìèíèìàëüíîé (øòðèõîâàÿ) ïî-

òðåáëÿåìîé ýëåêòðè÷åñêîé ìîùíîñòè.



Îäíèì èç ñïîñîáîâ òàêîé êîððåêòèðîâêè ÿâëÿåòñÿ
ïðèìåíåíèå äåòåêòîðà ïðîõîäÿùåãî ñâåòà (åñëè îí èìååò-
ñÿ â êîìïëåêòàöèè ïðèáîðà), êîòîðûé ïîçâîëÿåò ðåãèñò-
ðèðîâàòü èíòåíñèâíîñòü ñâåòîâîãî ïîòîêà ëàçåðíîãî èç-
ëó÷åíèÿ, ïðîøåäøåãî ÷åðåç ïðåïàðàò. Èçìåíåíèå ñðåäíåé
ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ, ïîëó÷àåìîãî ñ äåòåêòîðà ïðîõîäÿ-
ùåãî ñâåòà, óêàçûâàåò íà èçìåíåíèå ìîùíîñòè ëàçåðíîãî
èçëó÷åíèÿ è äàåò âîçìîæíîñòü îïðåäåëèòü ïîïðàâî÷íûé êî-
ýôôèöèåíò ïðè äàëüíåéøèõ ðàñ÷åòàõ èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ (ñì. «Ïðèëîæåíèå»).

Ê î ð ð å ê ò è ð î â ê à í å ð à â í î ì å ð í î ñ ò è î ñ â å -
ù å í í î ñ ò è. Íåðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ïîëÿ ñêà-
íèðîâàíèÿ ïðèâîäèò ê èçìåíåíèþ èíòåíñèâíîñòè ôëóî-
ðåñöåíöèè îáúåêòîâ, íàõîäÿùèõñÿ â ðàçíûõ ÷àñòÿõ ïîëÿ.
Íåðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ñóùåñòâóåò â òîé èëè
èíîé ñòåïåíè â ëþáîì ìèêðîñêîïå. Îíà ìîæåò âîçíèêàòü
èç-çà àáåððàöèé îñâåòèòåëüíîé îïòè÷åñêîé ñèñòåìû è
îáúåêòèâà. Îáúåêòèâû ñ ïëîñêèì ïîëåì (ïëàí-îáúåêòè-
âû), êîòîðûå ðàáîòàþò â ðåæèìå ýïè-îñâåùåíèÿ, äàþò
áîëåå ðàâíîìåðíóþ îñâåùåííîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãè-
ìè òèïàìè îáúåêòèâîâ (Åãîðîâà, 2006). Âîçäåéñòâèå êðè-
âèçíû ïîëÿ îáúåêòèâà ïðîÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå ñèëüíî ïðè
ñêàíèðîâàíèè îòíîñèòåëüíî òîíêèõ ïðåïàðàòîâ, íàïðè-
ìåð ìîíîñëîÿ êëåòîê, ãäå ÿäðà, îêðàøåííûå íà ÄÍÊ, ðàñ-
ïîëîæåííûå íà êðàþ ïîëÿ ñêàíèðîâàíèÿ, áóäóò ñâåòèòüñÿ
ñëàáåå, ÷åì â öåíòðå, õîòÿ ñîäåðæàíèå ÄÍÊ â íèõ ìîæåò
áûòü îäèíàêîâûì.

Â ËÑÊÌ íåðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ïðîèñõîäèò
òàêæå èç-çà îñîáåííîñòåé ñèñòåìû ñêàíèðîâàíèÿ, âîçíè-
êàþùèõ èç-çà êîëåáàòåëüíîãî äâèæåíèÿ çåðêàë ðàçâåðòêè
ëó÷à. Â ñîâðåìåííûõ ËÑÊÌ ýòà ïðîáëåìà ÷àñòè÷íî íèâå-
ëèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììíî-àïïàðàòíîé êîððåêòè-
ðîâêè, à òàêæå ñ ïðèìåíåíèåì ñïåöèàëüíûõ îïòè÷åñêèõ
ñõåì ñêàíåðà (íàïðèìåð, â Zeiss LSM 800 è Leica TCS
SP8). Íåðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ìîæåò áûòü âûçâà-
íà è äðóãèìè ïðè÷èíàìè, íàïðèìåð íåòî÷íîñòÿìè þñòè-
ðîâêè ïðèáîðà. ×òîáû ñíèçèòü îøèáêè èçìåðåíèÿ èç-çà
íåðàâíîìåðíîñòè îñâåùåíèÿ ïîëÿ çðåíèÿ èñïîëüçóþòñÿ
òåñò-îáúåêòû ñ ðàâíîìåðíî ðàñïðåäåëåííûì ôëóîðîõðî-
ìîì, íàïðèìåð ñòåêëî ìàðêè ÆÑ19, ñïåöèàëüíûå ïëàñòè-
êîâûå ñëàéäû ôèðìû Chroma Technology, ôëóîðåñöè-
ðóþùèå â ðàçíûõ îáëàñòÿõ ñïåêòðà, èëè ñàìîñòîÿòåëüíî
èçãîòîâëåííûå ïðåïàðàòû ñ òîíêèì ñëîåì ðàñòâîðà ôëóî-

ðîõðîìà. Â ïðîãðàììíîì îáåñïå÷åíèè ËÑÊÌ LSM 800
èìååòñÿ ôóíêöèÿ Shading correction, ïðåäíàçíà÷åííàÿ äëÿ
êîððåêòèðîâêè íåðàâíîìåðíîñòè îñâåùåííîñòè ïîëÿ ñêà-
íèðîâàíèÿ. Ìîæíî âîñïîëüçîâàòüñÿ òàêæå ïðîãðàììîé
ImageJ (âåðñèÿ 1.51), â êîòîðîé èìååòñÿ Calculator Plus.
Êîððåêòèðîâêà èçîáðàæåíèÿ â ýòîì ñëó÷àå ïðîèçâîäèòñÿ
ïî ôîðìóëå (Model, Burkhardt, 2001; Jonkman et al., 2014):

I´(x,y) = I(x,y) / IT(x,y) · AT,

ãäå I´(x,y) — ñêîððåêòèðîâàííîå èçîáðàæåíèå, I(x,y) —
èñõîäíîå èçîáðàæåíèå, IT(x,y) — èçîáðàæåíèå ýòàëîííî-
ãî òåñò-îáúåêòà, AT — ñðåäíÿÿ ÿðêîñòü òåñò-îáúåêòà.

Óëó÷øèòü ðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ìîãóò òàêæå
óìåíüøåíèå ñêîðîñòè ñêàíèðîâàíèÿ è óâåëè÷åíèå zoom
(ðèñ. 6).

Çàêëþ÷åíèå

Êàê óêàçûâàëîñü âûøå, íåñìîòðÿ íà áîëüøîå êîëè÷å-
ñòâî ïàðàìåòðîâ ËÑÊÌ, âëèÿþùèõ íà ðåçóëüòàòû ÌÔÌ,
áîëüøèíñòâî èç íèõ ìîæíî çàôèêñèðîâàòü â ñïåöèàëüíîì
ôàéëå íàñòðîåê ËÑÊÌ. Ïàðàìåòðû, èñïîëüçóåìûå ïðè
ðåãèñòðàöèè öèôðîâîãî èçîáðàæåíèÿ, çàïîìèíàþòñÿ òàê-
æå âìåñòå ñ íèì (åñëè èçîáðàæåíèå çàïèñûâàåòñÿ â ñïå-
öèàëüíîì ôîðìàòå ôàéëîâ, îñîáåííîì äëÿ êàæäîãî òèïà
ËÑÊÌ) è ìîãóò áûòü âîññòàíîâëåíû ïðè ïîñëåäóþùèõ
èçìåðåíèÿõ.

Ñïîñîáû ó÷åòà áîëüøèíñòâà ìåòîäè÷åñêèõ ïðîáëåì
ïðè ïðîâåäåíèè ÌÔÌ íà êîíôîêàëüíîì ìèêðîñêîïå
ïðèâåäåíû íàìè â ïðèëîæåíèè. Íî ñóùåñòâóþò è äðóãèå
ïðîáëåìû, õàðàêòåðíûå äëÿ âñåõ òèïîâ ìèêðîôëóîðèìåò-
ðîâ, íàïðèìåð ïðîáëåìû ïðèãîòîâëåíèÿ è îêðàñêè ïðåïà-
ðàòîâ, ýôôåêò âíóòðåííåãî ôèëüòðà, ôîòîîáåñöâå÷èâàíèå
ôëóîðîõðîìà ïîä âîçäåéñòâèåì âîçáóæäàþùåãî ñâåòà è
äð. (Vicente et al., 2007; Waters, Wittmann, 2014).

Âûáîð èììåðñèîííîãî ìàñëà òàêæå ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé îïðåäåëåííóþ ìåòîäè÷åñêóþ ïðîáëåìó, òàê êàê àâòî-
ôëóîðåñöåíöèÿ ìàñëà ìîæåò ïðèâåñòè ê îøèáêàì ÌÔÌ.
Íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî ðàçíûå ìàðêè ìàñëà îáëàäà-
þò ðàçíûì óðîâíåì àâòîôëóîðåñöåíöèè, îñîáåííî â «ñè-
íåé» îáëàñòè ñïåêòðà. Íåñìîòðÿ íà ìàðêèðîâêó, ñîäåðæà-
ùóþ íàäïèñè òèïà «íåôëóîðåñöèðóþùåå», «fluorescence
free», «low fluorescence» è ò. ä., ìàñëî òðåáóåò ïðåäâàðè-
òåëüíîé ïðîâåðêè. Ïî íàøåìó îïûòó íàèëó÷øèì èììåð-
ñèîííûì ìàñëîì ñ ýòîé òî÷êè çðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ìàñëî
518F (Carl Zeiss).

Ðàáîòà ñ öèôðîâûì èçîáðàæåíèåì òàêæå âíîñèò ñâîè
îñîáåííîñòè. Íàïðèìåð, ñóùåñòâóþò ïðîáëåìû âûäåëå-
íèÿ íà èçîáðàæåíèè îáúåêòîâ èçìåðåíèÿ, ðàçäåëåíèè
áëèçêîðàñïîëîæåííûõ è íàëîæåííûõ îáúåêòîâ (Àãàôî-
íîâà è äð., 2013; Øòåéí è äð., 2016).

Ïðîâåäåíèå ÌÔÌ ñ ïîìîùüþ ËÑÊÌ âïîëíå îïðàâ-
äàííî â ñëó÷àå èññëåäîâàíèÿ ìíîãîñëîéíûõ èëè âëî-
æåííûõ îáúåêòîâ, à òàêæå ïðè ïðîâåäåíèè ìíîãîïàðà-
ìåòðè÷åñêèõ èçìåðåíèé. Èñïîëüçîâàíèå ïðîòîêîëà (ñì.
«Ïðèëîæåíèå») ïîìîæåò ñíèçèòü îøèáêè èçìåðåíèé.
Â íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ (íàïðèìåð, òîíêèé ñëîé êëåòîê, èñ-
ïîëüçîâàíèå îäíîãî ôëóîðîõðîìà) ïðèìåíåíèå ìèêðî-
ôëóîðèìåòðà íà áàçå øèðîêîïîëüíîãî ôëóîðåñöåíòíîãî
ìèêðîñêîïà, ñíàáæåííîãî ñîâðåìåííîé öèôðîâîé âèäåî-
ñèñòåìîé è ïðîãðàììîé îáðàáîòêè èçîáðàæåíèé (àíàëè-
çàòîð èçîáðàæåíèé) ìîæåò áûòü áîëåå ïðåäïî÷òèòåëü-
íûì, òàê êàê òàêîé ïðèáîð ïðîùå â ýêñïëóàòàöèè è èìååò
ìåíüøóþ ñòîèìîñòü.
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Ðèñ. 6. Ðàâíîìåðíîñòü îñâåùåííîñòè ïîëÿ ñêàíèðîâàíèÿ ïî
êîîðäèíàòå Õ.

ËÑÊÌ Leica TCS SP5. Îá. 40�/1.25. Ëàçåð 405 íì. Òåñò-îáúåêò (ñòåêëî
ÆÑ19, òîëùèíà 3 ìì). Ñïëîøíàÿ ëèíèÿ — ñêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ
100 ëèíèé/ñ, zoom 4; øòðèõîâàÿ — ñêîðîñòü ñêàíèðîâàíèÿ 400 ëèíèé/ñ,

zoom 1.



Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ïî ãî-
ñóäàðñòâåííîìó çàäàíèþ ¹ 0124-2018-0003.

Ïðèëîæåíèå
Ïðîòîêîë èçìåðåíèÿ èíòåíñèâíîñòè

ôëóîðåñöåíöèè íà ËÑÊÌ Leica TCS SP5

À. Ê à ë è á ð î â ê à ó ñ è ë å í è ÿ Ô Ý Ó

1. Èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå òåñò-îáúåêòà ñòåêëî ÆÑ19
èëè ïëàñòèêîâûé ñëàéä Chroma.

2. Ïðè îòñóòñòâèè ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ óñòàíîâèòü
Offset, ïðè êîòîðîì ñðåäíÿÿ ÿðêîñòü èçîáðàæåíèÿ áûëà
áû áëèçêà ê íóëþ.

3. Ïîëó÷èòü èçîáðàæåíèå òåñò-îáúåêòà â ïðèåìíîì
êàíàëå êàëèáðóåìîãî ÔÝÓ ïðè íàïðÿæåíèè 800—1000 Â.
Çàòåì ïîñðåäñòâîì íàñòðîéêè ìîùíîñòè ëàçåðà, äèàìåòðà
êîíôîêàëüíîé äèàôðàãìû èëè ñìåíû îáúåêòèâà ïîëó÷èòü
ìàêñèìàëüíî âîçìîæíûé (íî íå ïðåäåëüíûé) óðîâåíü ÿð-
êîñòè.

4. Óìåíüøàÿ íàïðÿæåíèå, ïîëó÷èòü ñåðèþ èçîáðàæå-
íèé òåñò-îáúåêòà.

5. Èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó ËÑÊÌ èëè ImageJ, èçìåðèòü
ñðåäíþþ ÿðêîñòü èçîáðàæåíèé (Average).

6. Ïîñòðîèòü ãðàôèê çàâèñèìîñòè ñðåäíåé ÿðêîñòè îò
íàïðÿæåíèÿ (ðèñ. 4). Îíà áóäåò õàðàêòåðèçîâàòü îòíî-
ñèòåëüíûé êîýôôèöèåíò óñèëåíèÿ è èñïîëüçîâàòüñÿ äëÿ
ââåäåíèÿ ïîïðàâî÷íîãî êîýôôèöèåíòà â ðàñ÷åò èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè, â ñëó÷àå åñëè â ïðîöåññå èçìåðå-
íèÿ ïîòðåáóåòñÿ èçìåíèòü íàïðÿæåíèå íà ÔÝÓ.

Á. Ð å ã è ñ ò ð à ö è ÿ è í ò å í ñ è â í î ñ ò è
ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è

1. Â ðåæèìå ñêàíèðîâàíèÿ XYZ íàñòðîèòü ËÑÊÌ äëÿ
ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ.

2. Â ðåæèìå ñêàíèðîâàíèÿ XZY èçìåðèòü òîëùèíó
îáúåêòîâ. Óñòàíîâèòü òàêîé äèàìåòð êîíôîêàëüíîé äèà-
ôðàãìû, ÷òîáû òîëùèíà îïòè÷åñêîãî ñëîÿ áûëà áîëüøå
òîëùèíû îáúåêòîâ èçìåðåíèÿ. Åñëè ìàêñèìàëüíàÿ òîë-
ùèíà ñëîÿ ìåíüøå òîëùèíû îáúåêòà, ïåðåéòè íà îáúåê-
òèâ ñ ìåíüøåé àïåðòóðîé (à ñëåäîâàòåëüíî, ñ áîëüøåé
òîëùèíîé ñëîÿ).

3. Èñïîëüçîâàòü ôîòîïðèåìíèê ïðîõîäÿùåãî ñâåòà
äëÿ ïîëó÷åíèÿ îïîðíîãî èçîáðàæåíèÿ, íåîáõîäèìîãî äëÿ
êîíòðîëÿ ìîùíîñòè ëàçåðíîãî èçëó÷åíèÿ.

4. Ñîõðàíèòü íàñòðîéêè è í å ì å í ÿ ò ü è õ â ï ð î -
ö å ñ ñ å ï î ñ ë å ä ó þ ù è õ è ç ì å ð å í è é (çà èñêëþ÷åíèåì
îáíàðóæåíèÿ îáúåêòîâ ñ ÿðêîñòüþ, ïðåâûøàþùåé ïðå-
äåëüíî äîïóñòèìûé óðîâåíü ïî öâåòîâîé øêàëå Hi-Lo).
Â ýòîì ñëó÷àå óìåíüøèòü óñèëåíèå ÔÝÓ (ðàçäåë À).

5. Ïîëó÷èòü èçîáðàæåíèÿ èññëåäóåìûõ îáúåêòîâ è
îïîðíûõ èçîáðàæåíèé, ñîõðàíèòü èõ äëÿ ïîñëåäóþùèõ
ðàñ÷åòîâ.

Â. Î ö å í ê à í å ð à â í î ì å ð í î ñ ò è î ñ â å ù å í í î ñ ò è
ï î ë ÿ ñ ê à í è ð î â à í è ÿ

1. Â ðåæèìå ñêàíèðîâàíèÿ XYZ íàñòðîèòü ËÑÊÌ äëÿ
ïîëó÷åíèÿ èçîáðàæåíèÿ òåñò-îáúåêòà (ñòåêëî ÆÑ19 èëè
ïëàñòèêîâûé ñëàéä ôèðìû Chroma). Èñïîëüçîâàòü íà-
ñòðîéêè ðàçäåëà Á (çà èñêëþ÷åíèåì Gain).

2. Èñïîëüçóÿ ïðîãðàììó ËÑÊÌ èëè ImageJ, ïðèìå-
íèòü ìåäèàííûé ôèëüòð äëÿ óìåíüøåíèÿ âëèÿíèÿ øóìîâ
è ìåëêèõ íåîäíîðîäíîñòåé òåñò-îáúåêòà (ImageJ/Process/
Filters/Median). Ïîëó÷èòü ïðîôèëü ÿðêîñòè èçîáðàæåíèÿ
ïî îñè Õ (ImageJ/Analyze/PlotProfile). Èçìåðèòü íåðàâíî-
ìåðíîñòü îñâåùåííîñòè. Åñëè îíà ïðåâûøàåò 5 %, ñîõðà-
íèòü èçîáðàæåíèå òåñò-îáúåêòà äëÿ ïðîöåäóðû êîððåê-
öèè íåðàâíîìåðíîñòè îñâåùåííîñòè (ñì. ðàçäåë Ã).

Ã. Ð à ñ ÷ å ò è í ò å í ñ è â í î ñ ò è ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è è

1. Â ïðîãðàììå ImageJ (ImageJ/Process/CalculatorPlus/
Divide) ïðîèçâåñòè êîððåêöèþ íåðàâíîìåðíîñòè îñâå-
ùåííîñòè ïîëÿ ñêàíèðîâàíèÿ, äëÿ ÷åãî ñ êàæäûì èçîáðà-
æåíèåì, ñîäåðæàùèì îáúåêòû èçìåðåíèÿ, ïðîèçâåñòè
îïåðàöèþ êîððåêòèðîâêè:

I´(x,y) = I(x,y)/IT(x,y) · AT,

ãäå I´(x,y) — ñêîððåêòèðîâàííîå èçîáðàæåíèå, I(x,y) — èñ-
õîäíîå èçîáðàæåíèå, IT(x,y) — èçîáðàæåíèå ýòàëîííîãî òåñò-
îáúåêòà, AT — ñðåäíÿÿ ÿðêîñòü òåñò-îáúåêòà (ñì. ðàçäåë Á).

2. Â ïðîãðàììå ImageJ (ImageJ/Analyze/Measure) èç-
ìåðèòü èíòåãðàëüíóþ ÿðêîñòü îáúåêòîâ (Integrated Den-
sity) íà êàæäîì èçîáðàæåíèè, ïðåäâàðèòåëüíî âûäåëèâ
îáúåêòû îáâîäêîé âðó÷íóþ ïî êîíòóðó èëè èñïîëüçóÿ
óñòàíîâêó óðîâíÿ ÿðêîñòè. Ýòà âåëè÷èíà áóäåò õàðàêòå-
ðèçîâàòü èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè îáúåêòà.

3. Èçìåðèòü ñðåäíþþ ÿðêîñòü èçîáðàæåíèé êàíàëà
ïðîõîäÿùåãî ñâåòà (L), ñîîòâåòñòâóþùèõ èçîáðàæåíèÿì
îáúåêòîâ.

4. Ðåçóëüòàòû èçìåðåíèé ïåðåíåñòè â êàêóþ-ëèáî ñòà-
òèñòè÷åñêóþ ïðîãðàììó, íàïðèìåð â Excel.

5. Ñäåëàòü ïîïðàâêó íà êîëåáàíèå ìîùíîñòè ëàçåðíî-
ãî èçëó÷åíèÿ. Ñêîððåêòèðîâàííàÿ èíòåíñèâíîñòü ôëóî-
ðåñöåíöèè êàæäîãî îáúåêòà âû÷èñëÿåòñÿ ïî ôîðìóëå

I´ = I · L1/Ln,

ãäå I — èçìåðåííàÿ èíòåíñèâíîñòü, L1 — ñðåäíÿÿ ÿðêîñòü
ïåðâîãî èçîáðàæåíèÿ êàíàëà ïðîõîäÿùåãî ñâåòà, Ln —
ñðåäíÿÿ ÿðêîñòü ïîñëåäóþùèõ èçîáðàæåíèé êàíàëà ïðî-
õîäÿùåãî ñâåòà.

6. Ñäåëàòü ïîïðàâêó íà èçìåíåíèå óñèëåíèÿ ÔÝÓ
(åñëè îíî èçìåíÿëîñü; ñì. ðàçäåë À). Ñêîððåêòèðîâàííàÿ
èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè êàæäîãî îáúåêòà, ïðèíàä-
ëåæàùåãî èçîáðàæåíèþ ñ èçìåíåííûì óñèëåíèåì, âû-
÷èñëÿåòñÿ ïî ôîðìóëå

I´ = I · K1/K2,

ãäå I — èçìåðåííàÿ èíòåíñèâíîñòü ïîñëå êîððåêöèè â
ï. 5, K1 — êîýôôèöèåíò óñèëåíèÿ ïðè íàïðÿæåíèè U1,
K2 — êîýôôèöèåíò óñèëåíèÿ ïðè íàïðÿæåíèè U2 (ðèñ. 4).
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USE OF CONFOCAL MICROSCOPY FOR MICROFLUORIMETRIC RESEARCH IN CELL BIOLOGY
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Features of the use of laser scanning confocal microscopes for microfluorimetry of cells and their struc-
tures are considered. The influence of the main parameters of these microscopes on the results of measurements
is discussed. Recommendations are given to reduce measurement errors associated with instability of laser radi-
ation, uneven illumination of the scanning field, and a change in the gain of the photodetectors. A detailed pro-
tocol of measurement and calculation of corrections for the laser scanning confocal microscope Leica TCS SP5
is given. The protocol can be used for other types of confocal microscopes.
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