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Введение 
Атомно-силовая микроскопия дает возможность анализа трехмерного строения поверх-

ности клетки в масштабах до нескольких нанометров. Для объективной оценки состояния по-
верхности клетки недостаточно визуального качественного описания. 

позаимствованные из топологии и методов во  обработки изображений позволяют 
разработать систему показателей, которые можно использовать для описания морфологии 
клетки и оценки значимости ее изменений при различных воздействиях [1]. 

Высокий уровень достоверности полученных результатов может быть до
анализа достаточно большого числа клеток. Ручная обрабо  АСМ-изображений со-

пряжена со значительными временными затратами и наличием субъективного фактора 
при измерениях. Преодолеть эти недостатки можно с помощью автоматизированных 
программных средств обработки АСМ-изображения данных [2]. 

Цель работы 
Разработать программное средство на основе свободной программы обработки 

изображений ImageJ, позволяющее получить количественную оценку ряда важных 
морфологических показателей клетки и деталей строения ее поверхности. 

Материалы и методы 
Тимоциты, используемые в эксперименте, выделяли из тимуса половозрелых бе-

лых крыс. Суспензию тимоцитов опытной группы обрабатывали пероксинитритом в 
концентрации 30 мкМ. АСМ-исследования проводили на атомно-силовом микроскопе 
«НТ-206» («МикроТестМашина», Республика Беларусь). 



Результаты и обсуждение 
Режим сканирования Topography для атомно-силового микроскопа дает на выходе 

регулярные координаты точек поверхности в трехмерном пространстве (последующая 
компьютерная обработка превращает их в трех или двухмерное изображение). 

Для расчета площади поверхности клетки необходимо выделить ее границы. В за-
данной области расчет площади осуществляется суммированием площадей, заключен-
ных между четырьмя близлежащими точками, составляющими квадрат в горизонталь-
ной проекции. Для этого в точку пересечения диагоналей горизонтальной проекции 
квадрата добавляется виртуальная точка с координатой по вертикали равной средней 
арифметической из координат по вертикали четырех окружающих точек. Из виртуаль-
ной точки проводятся отрезки к каждой из четырех окружающих ее точек. После этого 
вычисляется площадь каждого из четырех образованных треугольников. Следователь-
но, площадь поверхности, вписанной в каждый квадрат, равняется сумме площадей 
входящих в ее состав четырех треугольников. Суммирование результатов позволяет 
найт

ки. Общая площадь поверх-
ност

га иглы кантиливера. 

ебно-
стей ении 
функциональной

разница м
боле  клетки в пределах выделенного участка) плагин вычис-
ляет

и площадь поверхности клетки, не соприкасающейся с подложкой (свободная по-
верхность), на которой находится клетка. Площадь поверхности, находящиеся в непо-
средственном соприкосновении с подложкой (площадь адгезии), равна сумме площадей 
квадратов, заключенных в горизонтальную проекцию клет

и клетки представляет собой сумму площадей поверхности соприкасающейся и не-
соприкасающейся с подложкой. Отношение площади свободной поверхности клетки и 
площади основания (индекс площади) характеризует степень развития поверхности 
клетки в трехмерном пространстве по сравнению с ее двухмерной проекцией. 

Объем выделенного участка (объем клетки) равен сумме объемов четырехуголь-
ных призм, высота которых рассчитывается как разность между вертикальной проекци-
ей виртуальной точки и высотой подложки, на которой расположена клетка. Площадь 
основания призмы равна квадрату ша

Индекс объема равен отношению объема клетки к площади ее поверхности. Так 
как обмен клетки с окружающей средой происходит через ее поверхность, то  увеличе-
ние площади поверхности при неизменном объеме (уменьшение индекса объема) сви-
детельствует о возрастании удельных (отнесенных к единице объема или массы клетки) 
потоков вещества, энергии и информации. Эти процессы могут наблюдаться, к приме-
ру, при активации клеток иммунной системы, увеличении энергетических потр

 клетки и т. д. Увеличение индекса объема, наоборот, происходит при сниж
 активности клетки. 

Кроме абсолютной высоты клетки ( ежду высотой наиболее высокой и наи-
е низкой точкой поверхности
 высоту клетки в пределах 95 % вариации (отбрасывая в расчетах 2,5 % наиболее вы-

соких и 2,5 % наиболее низких точек поверхности). Этот показатель позволяет получить 
более обоснованную оценку вертикальной протяженности клетки или участка ее поверх-
ности, на которые не влияют случайные или имеющие низкую значимость выбросы. 

Диаметр клетки вычисляется на основании площади проекции по формуле 1: 

π
SD 4

=                                                               (1)                                                            

где S — площадь проекции. 
го

ра

верхности. 

Диаметр, рассчитанный таким образом, равен средней из измерений поперечно  
змера клетки по бесконечно большому числу направлений. 
Кроме количественного анализа общих морфологических характеристик клетки, в 

разработанном плагине присутствуют функции для анализа строения клеточной по-



Показателем, характеризующим вариабельность высот поверхности клетки в пре-
дела  шероховатость, рассчитываемая по формуле 2: х выделенного участка, является
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, 
где N — количество точек матрицы сканирования; Zi,j — высота в положении (x, y); 

Z  — среднеарифметическое значение высоты во всей матрице сканирования. 
Ассиметрия и эксцесс показывают степень отклонения распределения высот по-

верхности от нормального. Данные показатели рассчитываются по стандартным фор-
мулам, применяемым в математической статистике. 

Ассиметрия (Rsk) (формула 3): 
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Эксцесс (Rku) (формула 4): 

                                                    
( )∑∑

−

=

−

=

−
⋅

=
1

0

4
,

1

0
4

1 xy N

i
ji

N

ja
ku ZZ

RN
R

 
Смещение ассиметрии в область отрицательных значений свидетельствует о преимуще-

ственной представленности в рельефе пониженных участков с относительно редкими воз-
вышениями. Смещение ассиметрии в положительную область, наоборот, указывает на нали-
чие редких углублений поверхности на фоне относительно повышенного рельефа. 

Значение эксцесса свидетельствует о преобладании в рельефе участков с высотой, 
близкой к средней. Уменьшение эксцесса говорит о том, что участки высоты близкой к 
средней встречаются реже, чем повышения или понижения рельефа, по сравнению с 
поверхностью, имеющей Rku = 0. 

Насыщенность поверхности структурными образованиями можно оценить по ко-
личеству выступов и углублений на 1 мкм2 поверхности. Автоматизированный подсчет 

 ементов позволяет избежать влияния субъективных пред-
став ль

умы или минимумы поверхности с градиентом, превышающим заданный 
поро

 
 возможная фрактальная размерность плоской 

 на поверхности самоподобных структурных образо-

                                          

количества структурных эл
лений о степени их выраженности. Использование плагина позволяет учитывать то -

ко 3-d максим
г (не менее 1 нм на шаг иглы кантелливера). Чувствительность поиска структурных 

элементов регулируется величиной предварительного размытия по Гауссу (0,5 нм). 
Важной топологической характеристикой строения поверхности клетки является ее

фрактальная размерность. Минимально
поверхности равна 2,0. С появлением
ваний ее фрактальная размерность ув . Дляеличивается  определения фрактальной размер-
ности поверхностей подходящими оказались модифицированный спектральный метод и 
метод семивариации [4]. Семивариация поверхности рассчитывается по формуле 5: 
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где γh — семивариация при масштабе h; Z — высота поверхности в точке с коорди-
натами (i, j). 

Фрактальная раз ти определяется исходя  тангенса угла на-
клона -
рифма масштаба [5] (формула

(2) 
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мерность поверхнос  из
 прямой (α), аппроксимирующей зависимость логарифма семивариации от лога

 6): 
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Визуальный анализ данных АСМ-сканирования адгезированных к стеклу 

(6) 

тимоци-
 

дит к появлению ости клетки большего альных 

тов контрольной группы (рисунок 1а) показал, что их поверхность в норме относительно
гладкая, без явно выраженных структурных элементов. Обработка пероксинирита приво-

 на поверхн числа лок пиков (рисунок 1б). 

а)                            б)    
иРисунок 1 — Внешний вид тимоцитов крысы (  в реж

аботанного плагина к ageJ поз ить 
к й строени  тимоци -
тове

АСМ-изображение ме topography 
(область сканирования 9×9 µм). 

а) контроль; б) после обрабо ритом тки пероксинит
 

рИспользование раз  программе Im воляет выполн
оличественный анализ особенносте я поверхности тов и выявить дос

рность различий между опытным и контрольным вариантами (таблица 1).  

Таблица 1 — АСМ-параметры целых тимоцитов и участков их поверхности (topography) 
Параметры Контроль 30 мкМ пероксинитрита 

Целая клетка, область сканирования — 9 мкм × 9 мкм 
Высота, мкм 2,52 (2,40–2,56) 2,49 (2,36–2,27) 
Диаметр, мкм. 6,12 (5,81–6,53) 5,24* (4,64–5,68) 
Объем, мкм3 51,39 (42,48–56,54) 32,46* (28,74–39,35) 
Площадь свободной поверхности клетки, мкм2 73,62 (41,31–49,57) 54,38* (50,11–60,02) 
Площадь контакта клетки с подложкой, мкм2 29,39 (26,53–33,51) 21,49 (16,94–25,32) 
Индекс объема  (0,62–0,71) 0,59* (0,50–0,65) 0,69
Индекс площади 1,50 (1,46–1,56) 1,74 (1,38–2,01) 

Участки поверхности тимоцитов, область сканирования — 1,5 мкм × 1,5 мкм 
Шероховатость 0,14 (0,12–0,21) 0,10* (0,09–0,14) 
Число пиков на 1 мкм2, шт 3,15 (1,13–9,49) 44,7* (16,7–57,4) 
Фрактальная размерность 2,23 (2,22–2,24) 2,25* (2,24–2,26) 
Размах высот (в пределах 95 % вариации) 0,67 (0,47–0,92) 0,46* (0,37–0,61) 

Примечание: Данные представлены медианной
*p < 0,05 в сравнении с соответствующим параметром пос

 и границами верхнего и нижнего квартилей (n = 10); 
Уитни). 

 

Количественный ан азработанного плагина 
позволил установи одит уменьшение 
диаметра, объема и этом резко уве-
личивается количество структ ости клетки и ее фрактальная 
размерность
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ле обработки пероксинитритом (критерия Манна-

Заключение 
ализ АСМ-изображений с помощью р

ть, что при воздействии пероксинитрита происх
и площади свободной поверхности тимоцитов. Пр

урных элементов на поверхн
, а шероховатость и размах высот сокращаются.  
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