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Разработаны алгоритмы сегментации клеток на двумерных фазовых изображениях и трехмерных рас-

пределениях показателя преломления, полученных соответственно методами цифровой голографической

микроскопии и томографии. Алгоритмы оптимизированы для определения морфологических параметров

клеток, в том числе объема, площади проекции, площади поверхности. Проведен сравнительный анализ

погрешности определения объема клеток голографическими методами с использованием разработанных

алгоритмов сегментации и эталонным методом конфокальной флуоресцентной микроскопии.
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На данный момент исследование многих внутри-

клеточных процессов проводится с помощью методов

флуоресцентной микроскопии, позволяющих произво-

дить детектирование и определение области локали-

зации многих органических соединений посредством

иммунофлуоресцентного анализа [1]. Большое количе-

ство флуорофоров, специфичных к различным типам

белков, участвующих в важных биологических процес-

сах, и быстрое развитие технологий повышения про-

странственного разрешения во флуоресцентной микро-

скопии [2] делают такие методы анализа живых кле-

ток незаменимыми при изучении многих биологиче-

ских процессов. Вместе с тем подходы, основанные

на анализе морфологических характеристик клеток, по-

прежнему остаются актуальными и информативными

как при использовании в клинической практике [3], так
и в фундаментальных биологических исследованиях [4].
В настоящее время общепринятым и наиболее надеж-

ным методом определения объема, площади поверхно-

сти мембраны, индекса сферичности и некоторых других

морфологических параметров клеток является конфо-

кальная флуоресцентная микроскопия. Измерения обыч-

но проводят с использованием флуоресцентного кра-

сителя акридинового оранжевого, который связывается

с ДНК и РНК в живых клетках и интенсивно флу-

оресцирует при облучении в полосе 460−500 nm. Его

накопление как в области мембраны, так и внутри

клетки позволяет построить трехмерное внутриклеточ-

ное распределение молекул красителя и на его осно-

ве определить морфологические параметры клетки [5].

Однако необходимость введения флуорофоров в клет-

ки и воздействие интенсивного лазерного излучения,

используемого в конфокальной флуоресцентной микро-

скопии для их возбуждения, не позволяют проводить

длительный мониторинг живых клеток [6]. В настоящей

работе нами разработаны алгоритмы автоматической

сегментации клеток на двумерных фазовых изображе-

ниях и трехмерных распределениях показателя прелом-

ления, полученных соответственно методами цифровой

голографической микроскопии и томографии. Алгорит-

мы оптимизированы для определения морфологических

параметров клеток.

Цифровая голографическая микроскопия позволяет

восстанавливать фазовые изображения отдельных кле-

ток и проводить их неинвазивный мониторинг в течение

продолжительного времени. Определение морфологи-

ческих характеристик клеток на основе их фазовых

изображений может быть выполнено в предположении

постоянства показателя преломления внутри клетки.

Для прикрепленных клеток можно полагать, что нижняя

часть поверхности мембраны клетки представляет собой

плоскость с Z = 0, а верхняя часть может быть описана

уравнением

Z(x, y) =
λ

2π

(

nmedia− ncell

)

ϕ
(

x, y
)

, (1)

где средний показатель преломления клетки ncell

считается постоянным (для фиксированных клеток

ncell = 1.478 [7]), а nmedia — показатель преломления

среды. Исходя из полученных данных о распределении

24



Разработка алгоритмов сегментации в голографической... 25

I II III IV V

Рис. 1. Схема процесса сегментации клеток на фазовых изображениях.

фазового запаздывания ϕ(x, y), внесенного клеткой в

волновой фронт, могут быть определены основные мор-

фологические параметры клетки, в том числе ее объем

Vcell =

∫

cell

λ

2π

(

nmedia− ncell
)

ϕ
(

x, y
)

dxdy (2)

и полная площадь поверхности мембраны

Smembrane=

∫

cell

√

1 +
∂Z(x, y)2

∂x
+

∂Z(x, y)2

∂y
dxdy

+

∫

cell

dxdy. (3)

Первое слагаемое в уравнении (3) представляет собой

площадь верхней части поверхности мембраны, а второе

слагаемое — площадь нижней, прикрепленной ее части.

Для осуществления автоматизированной сегментации

клеток на фазовых изображениях, полученных в голо-

графическом микроскопе, нами была разработана про-

цедура, включающая пять этапов (рис. 1). Вначале (I)
последовательным сканированием всего фазового изоб-

ражения производится поиск области с наименьшим

градиентом фазового набега, соответствующей области

без клеток. Затем (II) определяется положение локаль-

ных максимумов, вокруг которых формируются маски,

обозначающие примерное положение клеток. После это-

го (III) с использованием преобразований, описанных

в работе [8], строятся разграничительные линии, разде-

ляющие близкорасположенные клетки. Далее (IV) для

определения точных границ клеток локальный максимум

каждой из них расширяется с учетом разделяющих

линий до тех пор, пока средний фазовый набег прира-

щенной области не будет сравним с набегом области

нормировки, найденной на первом шаге алгоритма. На

последнем этапе (V) выполняется удаление клеток,

соприкасающихся с границей фазового изображения.

При реализации метода голографической томографии,

основанного на регистрации и восстановлении набора из

нескольких десятков цифровых голограмм, зарегистри-

рованных при различных углах падения предметной

волны на исследуемый объект, может быть получен

массив данных о трехмерном распределении показате-

ля преломления в образце [9,10]. Важным отличием

цифровой голографической томографии от традиционно-

го метода конфокальной флуоресцентной микроскопии

является то, что первый подход требует регистрации

нескольких десятков цифровых голограмм, в то время

как полное сканирование образца клеточных культур

флуоресцентным методом требует большого числа от-

дельных измерений. В результате время регистрации

необходимого набора данных в голографической то-

мографии не превышает нескольких секунд, а время

регистрации трехмерного распределения флуорофора в

образце составляет порядка нескольких минут. Одна-

ко использование методов голографической томографии

требует численной обработки полученных данных и

решения обратной задачи восстановления трехмерного

массива данных из набора двумерных проекций, в то

время как пространственное распределение флуорофора

может быть получено напрямую без дополнительных

вычислений. Это приводит к значительно более простой

процедуре сегментации клеток при обработке данных,

полученных с использованием конфокальной флуорес-

центной микроскопии [5]. Кроме того, численная об-

работка томографических данных зачастую приводит к

искажениям в наблюдаемых массивах данных, особенно

при построении изображений в сечениях XZ и YZ. Для
повышения точности сегментации клеток на трехмер-

ных распределениях показателя преломления нами было

предложено использовать сегментацию, основанную не

на показателе преломления, а на его градиенте.

Предлагаемый алгоритм работает следующим об-

разом.

1. Исследуемая клетка приблизительно выделяется на

сечениях XY и XZ, при этом точное определение границ

клетки основывается на градиенте ее показателя пре-

ломления, что особенно важно при определении краев

клетки по оси Z.
2. Затем включаются также те пиксели сегменти-

руемой области, которые имеют достаточно большой

показатель преломления, заведомо присущий лишь кле-

точным структурам.
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Рис. 2. Примеры изображений одной и той же группы клеток, полученных с помощью конфокальной флуоресцентной микро-

скопии (a), цифровой голографической микроскопии (b), голографической томографии (c). d — статистическое распределение

ошибок определения объема клеток линии HeLa при их измерении методами голографической микроскопии и томографии.

3. Кроме того, в класс объектов, принадлежащих клет-

ке, необходимо включить также полости, полностью или

частично (на 70−80%) окруженные сегментированными

структурами. Это связано с тем, что в нормальном со-

стоянии мембрана клетки представляет собой выпуклую

оболочку.

Последний (третий) этап алгоритма может быть

исключен из процесса сегментации, если проводится

обработка фазовых изображений клеток с существенно

искаженной морфологией, например в ходе процессов

деления или некроза.

Описанные выше алгоритмы сегментации и определе-

ния объема клеток были апробированы в эксперименте,

в рамках которого производилось исследование одних и

тех же групп клеток в фиксированном образце клеток

HeLa методами голографической микроскопии, томо-

графии и конфокальной флуоресцентной микроскопии

(рис. 2, a−c). Измерения проводились на лабораторной

установке голографического микроскопа (см. [4,7]), го-
лографическом томографическом микроскопе 3D Cell

Explorer (Nanolive) и конфокальном флуоресцентном

микроскопе Leica TCS SP5.

Результаты определения объема клеток голографи-

ческими методами сравнивались с данными, получен-

ными с помощью метода конфокальной флуоресцент-

ной микроскопии, ошибка определения объема кото-

рым не превышает 5% [5]. Полученное статистиче-

ское распределение отклонения объема клеток, изме-

ренного голографическими методами, от результатов

измерений флуоресцентным методом представлено на

рис. 2, d. Сравнительный анализ полученных результатов

дает погрешность измерения объема методом голо-

графической микроскопии σDHM = 278 µm3 и томогра-

фии σDHT = 321 µm3 при относительных погрешностях

δDHM = 12.8% и δDHT = 14.3%. Несколько большее зна-

чение погрешности в методе голографической томогра-

фии, вероятно, обусловлено более сложными процес-

сами сегментации клеток в трехмерном пространстве.

С другой стороны, для точного определения морфологи-

ческих параметров в случае использования голографиче-

ской микроскопии требуется знание среднего показателя

преломления клеток, что несколько ограничивает сферу

применимости данного метода.

Письма в ЖТФ, 2019, том 45, вып. 22
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Таким образом, нами разработаны алгоритмы авто-

матической сегментации отдельных клеток на фазовых

изображениях и трехмерных распределениях показателя

преломления. Ошибки измерения объема клеток линии

HeLa не превышали 15%, что свидетельствует о том, что

цифровая голографическая микроскопия и томография

могут быть успешно использованы для определения

морфологических характеристик клеток. Существенны-

ми достоинствами голографических методов являются

неинвазивность и возможность длительного наблюдения

изменений живых клеток в динамике.
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