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Актиновый цитоскелет является белковой каркас-
ной структурой, находящейся в клетке. Кроме оче-
видной каркасной функции он участвует и в других 
клеточных процессах — подвижности немышечных 
клеток, сигналинге, эндоцитозе и экзоцитозе, деле-
нии клетки (Dominguez, Holmes, 2011). Актиновые 
структуры в клетке представлены глобулярным и фи-
бриллярным актином, находящимися в постоянном 
динамическом балансе — в присутствии АТФ проис-
ходит полимеризация актина на одном конце нити 
и деполимеризация на другом. Кроме глобулярного 
и фибриллярного актина в формировании актино-
вых фибрилл участвуют другие белки, называемые 
актин-связывающими, которые обеспечивают кэ-
пирование, ветвление и объединение актиновых 
фибрилл (Vallenius, 2013; Dominguez, Holmes, 2011). 
Актиновые фибриллы в клетке — высокодинамичная 
структура, реагирующая на изменения биохими-

ческого и физического окружения, поэтому важ-
ной задачей при изучении актина в клетке является 
регистрация его состояний до и после различных 
воздействий в ходе эксперимента.

Организацию актина в клетке возможно выявлять 
с помощью Вестерн-блотинга фибриллярного и гло-
булярного актина (Domanski et al., 2016). Но чаще 
всего организацию актина оценивают на основании 
визуализации структур, используя микрофотогра-
фии, полученные с помощью широкопольного или 
конфокального микроскопа. Для выявления фибрил-
лярного актина его окрашивают с помощью цветных 
флуоресцентных меток, соединенных со специфи-
ческими антителами или фаллоидином, который 
специфично связывается с фибриллярным акти-
ном (Vallenius, 2013; Mishra et al., 2019). После этого 
по полученным фотографиям актиновые фибриллы 
оценивают визуально или прибегают к цифровым 
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методам, самым популярным из которых является 
вычисление относительной интенсивности флуо-
ресценции. Но кроме этого метода, который дает 
минимум структурной информации, существуют 
и другие, несколько реже используемые — расчет 
суммарной длины актиновых филаментов в клетке 
и фрактальная размерность Минковского для изо-
бражений фибриллярного актина.

В научной среде широко известен свободно рас-
пространяемый программный продукт ImageJ (NIH, 
США) (Schneider et al., 2012), и разнообразные плаги-
ны, интегрированные в эту систему, позволяющие реа-
лизовать более специфичные подходы к вычислениям; 
кроме этого, существуют и отдельные программные 
решения. Целью данной обзорной статьи является 
обобщение информации о реализации в программе 
ImageJ трех самых популярных методов цифрового 
анализа перестроек актиновых структур. Приведены 
основные алгоритмы обработки изображений с ис-
пользованием микрофотографий клеток, окрашенных 
родамином, конъюгированным с фаллоидином.

ОТНОСИТЕЛЬНАЯ ИНТЕНСИВНОСТЬ 
ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ФИБРИЛЛЯРНОГО 

АКТИНА

Измерение относительной интенсивности флуо-
ресценции фибриллярного актина является наиболее 
распространенным методом для количественной оцен-
ки фибриллярного актина в клетке в настоящее время. 
Подход вычисления относительной интенсивности 
флуоресценции основан на кодировании яркости 
изображений: например, для изображения в оттен-
ках серого глубина цвета одного пикселя принимает 
значение от 0 до 255 при 8-битном кодировании; при 
суммировании этих значений яркости и делении по-
лученной суммы на количество пикселей вычисляется 
относительная интенсивность флуоресценции (рис. 1).

Реализация вычислений относительной интенсивности 
флуоресценции в ImageJ. Расчет в ImageJ производится 
согласно следующим этапам: в меню Analyze выбира-
ются настройки Set_Measurements, а в них — подпункт 
MGV. Затем необходимо выбрать и открыть обраба-
тываемое изображение (например, для серий изобра-
жений, полученных с помощью микроскопов Olympus 
через плагин Olympus_Viewer в меню Plugins), после 
чего через меню Image — подменю Channels и функции 
Split_Channels; разделить выбранное изображение 
по каналам, далее выбрать канал, содержащий изо-
бражение фибриллярного актина, затем, используя 
функцию Freehand_Selections, обвести по периметру 
изображение клетки и в меню Analyze выбрать Measure; 

результат вычисления относительной интенсивности 
флуоресценции появится во всплывающем окне, после 
чего его следует записать в программу, работающую 
с табличными данными (например, Excel (Microsoft, 
USA), но в ImageJ также можно проводить расчеты), 
и переходить к следующему измерению, после полу-
чения достаточного числа измерений вычисляется 
среднегрупповое значение, которое впоследствии срав-
нивается с вычисленным средним для других групп.

Средняя интенсивность флуоресценции — инту-
итивно понятный подход, позволяющий численно 
охарактеризовать изменения при сборке или разборке 
фибриллярного актина, так как чем больше в клетке 
окрашенного фибриллярного актина, тем больше 
относительная интенсивность флуоресценции (Hao 
et al., 2012). Этот подход хорошо себя зарекомендовал, 
и его интуитивно понятная реализация активно ис-
пользуется при оценке организации фибриллярного 
актина во многих других работах (Numasawa et al., 
2011; Liu et al., 2015; Lu et al., 2015; Revittser et al., 2020). 
Часто этот метод служит единственным подходом 
для измерения и количественного подтверждения 
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Рис.  1. Схематическая визуализация вычисления 
средней интенсивности флуоресценции фибрил-
лярного актина мезенхимной стволовой клетки 
(МСК). а — Микрофотография МСК, окрашенной 
родамином, конъюгированным с фаллоидином. б — 
Перевод канала, содержащего изображение фибрил-
лярного актина, в оттенки серого. в — Формула для 
вычисления относительной интенсивности флуо-
ресценции (MGV, mean grey value), где GV (grey 
value) — численный эквивалент яркости пикселя, 
а  N –число пикселей в  изображении цитоскелета. 
г — Примеры кодирования численных эквивалентов 
цветов пикселей для 8-битного изображения (GV).
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наблюдаемой сборки или разборки микрофиламентов, 
как, например, в предшествующих исследованиях 
перестроек цитоскелета, инициированных деструк-
цией рафтов (Chubinskiy et al., 2013) или селективной 
активацией ионных каналов (Chubinskiy et al., 2019).

Вычисление относительной интенсивности флуо-
ресценции как метод имеет существенное преимуще-
ство — независимость результата от размера клетки 
и ее формы, доступность программного обеспечения 
и простая реализация вычислений. Однако есть и не-
достатки: результат сильно зависит от параметров, 
выставляемых при получении микрофотографии, 
таких как выдержка, интенсивность лазера (при 
использовании конфокальной микроскопии), по
этому очень важно следить за тем, чтобы все группы 
микрофотографий были получены при одинаковых 
параметрах. Очевидной и самой существенной осо-
бенностью метода является факт, что полученные из-
мерения в большей степени будут свидетельствовать 
о количественном значении фибриллярного актина, 
но не будет содержать качественною информацию 
о распределении или форме фибрилл. Эти ограни-
чения делают необходимым поиск и развитие новых 
современных подходов, включающих анализ органи-
зации и динамики фибриллярных структур в клетке.

РАСЧЕТ СУММАРНОЙ ДЛИНЫ 
АКТИНОВЫХ ФИЛАМЕНТОВ В  КЛЕТКЕ

Суммарная длина фибриллярного актина является 
информативным параметром для оценки изменений, 
возникающих в структуре актинового цитоскеле-
та клетки. Данного показатель рассчитывается как 
сумма длин всех фибрилл, выявленных на микро-
фотографии клетки (Lichtenstein et al., 2003; Vindin 
et al., 2014). Реализация этого расчета возможна при 
использовании плагина Measure_Skeleton_Length 
(Niemistö et al., 2005) (рис. 2).

Реализация вычислений суммарной длины фибрил-
лярного актина (L) клетки с помощью плагина Measure_
Skeleton_Length в ImageJ. Порядок вычисления параме-
тра состоит из предобработки изображения с помощью 
ImageJ. Выбранную для расчетов микрофотографию 
необходимо открыть, далее необходимо выбрать и отде-
лить от остальных канал, в котором находится изобра-
жение фибриллярного актина (в меню Image подменю 
Channels, в нем — функция Split_Channels), после 
этого полученное изображение перевести в формат 
без оттенков серого — бинаризовать (Binarize), а затем 
провести построение множества пикселей, равноуда-
ленных от границ фигуры — скелета фигуры (функция 
Skeletonize). Затем в изображении нужно выделить 

клетку (используя Freehand_Selections) и рассчитать 
длину с помощью кнопки плагина Measure_Skeleton_
Length с изображением скелета фигуры. Безусловно, 
скелет фигуры — это приблизительное, а не точное 
изображение фибрилл. Тем не менее даже такой па-
раметр может дать представление об организации, 
расположении и количестве фибрилл в клетке и по-
зволяет сравнивать результаты контрольных и экспе-
риментальных групп (Lichtenstein et al., 2003).

Некоторые исследовательские группы развили 
и улучшили этот подход в собственных программных 
продуктах. Например, реализован автоматизирован-
ный подход, позволяющий определять границы кле-
ток на микрофотографии, выделять в них филаменты 
и подсчитывать их длину (Vindin et al., 2014). Кроме 
того, использован метод, позволяющий учитывать 
значения не только длины, но и ширины актиновых 
филаметов при анализе (Alioscha-Perez et al., 2016).

Рис. 2. Вычисление суммарной длины фибриллярного 
актина клетки. а  — МСК, окрашенная родамином, 
конъюгированным с  фаллоидином.  б — Бинаризи-
рованое изображение фибриллярного актина. в — 
Скелет фигуры. г — Формула для расчета суммарной 
длины фибриллярного актина клетки, где L — сум-
марная длина фибриллярного актина в  клетке, l — 
длина отдельных филаметов, N — количество отдель-
ных филаментов, N′ — количесво отдельных пикселей, 
принадлежащих скелету фигуры, p — пиксель.
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ВЫЧИСЛЕНИЕ ФРАКТАЛЬНОЙ 
РАЗМЕРНОСТИ МИНКОВСКОГО

Актиновый цитоскелет клетки обладает сложной 
изрезанной формой, которая может изменяться при 
воздействии различных биологически активных ве-
ществ, при этом их изменения не всегда можно охарак-
теризовать количественно с помощью относительной 
интенсивности флуоресценции (Revittser et al., 2021). 
Существует фрактальная размерность Минковского — 
коэффициент, описывающий структуры на основе 
количественной оценки их сложности в контексте 
расположения в пространстве (Longley, Batty, 1989), 
описывающий количественную связь между мас-
штабом и детализацией изображения. Изображение 
окрашенного фибриллярного актина на микрофо-
тографии, полученное с помощью флуоресцентной 

микроскопии, подлежит оценке с помощью этого 
метода (Smith et al., 1996).

Само вычисление фрактальной размерности проис-
ходит следующим образом: на изображение наклады-
вается сетка из квадратных ячеек, происходит подсчет 
ячеек, содержащих изображение, далее размер ячейки 
уменьшается (например, в два раза или на три пикселя, 
правило может быть любым); снова происходит подсчет 
ячеек, содержащих изображение, и далее после измене-
ния размера сетки процесс повторяется еще несколько 
раз. Далее строится зависимость количества ячеек сетки, 
необходимых для покрытия изображения от их размера. 
Эта зависимость аппроксимируется прямой по методу 
наименьших квадратов; коэффициент фрактальной 
размерности Минковского вычисляется как тангенс 
угла наклона этой прямой (рис. 3) (Bishop, Peres, 2016).

Рис.  3. Этапы вычисления фрактальной размерности Минковского в  плагине FracLac. а  — Микрофотография 
МСК окрашенного родамином, конъюгированным с  фаллоидином.  б — Результат операции бинаризации изо-
бражения на  рисунке а. в  — Результат операции скелетонизации изображения (б). г, в  — Сетка для вычисления 
фрактальной размерности Минковского, наложенная на  изображение в.  е — График зависимости количества 
ячеек сетки (N), покрывающих изображение, от  размера стороны ячейки (q).  ж — Тот  же график (е) постро-
енный в  логарифмических координатах, приближенный аппроксимирующей прямой; фрактальная размерность 
Минковского (D) рассчитывается как тангенс угла наклона этой прямой (относительно горизонтальной оси).
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Реализация вычислений фрактальной размерности 
Минковского с помощью плагина FracLac для ImageJ. 
Самый широко используемый программный про-
дукт из свободно распространяемых инструментов 
для подсчета фрактальной размерности Минков-
ского — это плагин FracLac (Karperien et al., 2013) 
для программы ImageJ (рис. 3). Порядок обработки 
изображения с помощью плагина состоит из пер-
воначальной подготовки изображения с помощью 
ImageJ. Пользователем выбирается изображение для 
расчетов, далее его необходимо открыть в приложе-
нии, после чего через меню Image, подменю Channels 
и функции Split_Channels выбранное изображение 
разделяется по цветовым каналам, далее в канале, 
содержащем изображение фибриллярного актина, 
производитcя бинаризация (Binarize) и далее постро-
ение скелета полученной фигуры (Skeletonize). Затем 
в изображении выделяется область интересующей 
клетки с помощью инструмента Freehand_Selections. 
Далее необходимо открыть плагин FracLac в ImageJ, 
выбрать меню ВС (box-counting — еще одно назва-
ние фрактальной размерности Минковского), уста-
новить размеры ячеек для расчета в специальном 
окошке и произвести расчет через кнопку OK. Эти 
действия позволят получить результат вычисления 
фрактальной размерности Минковского для вы-
бранного изображения клетки (Revittser et al., 2022). 
Далее полученный результат из всплывающего окна 
необходимо перенести в программу, работающую 
с табличными данными.

Плагин FracLac является доступным и понятным 
инструментом, позволяющим провести необходимые 
вычисления (Fuseler et al., 2007; Qian et al., 2012), од-
нако они могут сильно зависеть от параметров, выби-
раемых пользователем при расчётах, что может при-
вести к недостоверным результатам. Вопрос подбора 
параметров решен в программном продукте (Revittser 
et al., 2021), подбор положения и размера ячеек пол-
ностью автоматизирован, для расчета необходимо 
только выбрать микрофотографию интересующей 
клетки, но для его запуска необходим коммерческий 
продукт MATLAB (MathWorks, США) — программная 
среда, в которой он реализован.

Вычисление фрактальной размерности Минков-
ского является менее популярным подходом по срав-
нению с вычислением средней интенсивности флуо-
ресценции и суммарной длиной актиновых фибрилл 
ввиду его менее понятной на интуитивном уровне 
и более сложной математической реализации, тем 
не менее есть основания полагать, что он позволяет 
выявлять изменения цитоскелета, недоступные для 
квантификации с помощью относительной интен-

сивности флуоресценции (Revittser et al., 2021). Так 
как коэфициент фрактальной размерности Мин-
ковского характеризует самоподобие изображения 
в определенных масштабах, с его помощью возможно 
выявить изменения, связанные с реорганизацией 
фибриллярного актина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Некоторые изменения актинового цитоскелета 
возможно увидеть глазом, в то время как для менее 
выраженных изменений организации такая оцен-
ка может оказаться недостаточной и, кроме того, 
она субъективна и зависит от опыта и конкретных 
предпочтений наблюдателя (Revittser et al., 2021). 
С помощью квантификации возможно получить 
объективный численный эквивалент наблюдаемых 
изменений. Например, увеличение параметра отно-
сительной интенсивности флуоресценции и суммар-
ной длины фибриллярного актина говорит о сборке 
актинового цитоскелета (Lichtenstein et al., 2003; 
Fuseler et al., 2007; Revittser et al., 2022); уменьшение 
фрактальной размерности Миноковского может 
говорить как о разборке, так и о изменении органи-
зации расположения фибриллярного актина в клетке 
(Fuseler et al., 2007; Qian et al., 2012).

Цифровые подходы для квантификации изме-
нений применимы не только к актиновому цито-
скелету (Fuseler et al., 2007; Alioscha-Perez et al., 
2016; Zonderland et al., 2019; Revittser et al., 2022), 
но и к многим другим клеточным структурам: ми-
кротрубочкам (Shu et al., 2021; Huang et al., 2021), 
дендритам нейронов (Ristanović et al., 2014; Rajković 
et al., 2017), распределению ионов кальция в клетке 
(Miroshnikova et al., 2021).

Для всех описанных выше подходов возмож-
но найти улучшенные версии (Vindin et al., 2014; 
Alioscha-Perez et al., 2016; Liu et al., 2018; Revittser et 
al., 2021), однако обычно они не связаны с ImageJ, 
а реализованы в собственных программных про-
дуктах, которые чаще всего находятся и в закрытом 
доступе, и требуют работы с платными программ-
ными средами, что снижает их доступность для ис-
следовательских групп.

Помимо рассмотренных выше методов появля-
ются и более сложные, например, классификация 
изображений фибриллярного актина с помощью 
машинного обучения и искусственного интеллекта 
(Nanguneri et al., 2019; Oei et al., 2019; Liu et al., 2022; 
Bhavna et al., 2023) для реализации которых необ-
ходимо иметь специальное оборудование и более 
узкие знания для точной настройки и интерпретации 
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результатов, но, возможно, в ближайшем будущем 
подобные полностью автоматизированные подходы 
станут общедоступными.
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METHODS FOR IMAGE ANALYSIS OF INTRACELLULAR STRUCTURES  
OF ACTIN LABELED WITH PHALLOIDIN

A. V. Revittsera, *, Y. A. Negulyaeva
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A cell is a complex three-dimensional system, which possesses a number of highly dynamic structures 
with extended, rugged, and uneven morphology. The actin cytoskeleton consists of fibrillar and globular 
actin, as well as auxiliary proteins that regulate organization. The shape and the rearrangements of actin 
cytoskeleton are closely related to functioning of the cell. The ability to characterize these changes allows 
scientists to confirm or refute any hypotheses in the research. Obtaining a numerical equivalent of the actin 
cytoskeleton organization could help compare actin structures in biological experiments (example: exposure 
to biologically active substances). The review summarizes methods for analyzing images of intracellular 
actin structures labeled with phalloidin using ImageJ. The methods considered make it possible to obtain 
a quantitative characteristic of the organization of actin structures for further evaluation and comparison 
of experimental results.

Keywords: fibrillar actin, quantitative values of the organization of actin structures, Minkowski fractal di-
mension
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