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Аннотация
Предмет исследования. Создать алгоритм и программное обеспечение для измерения оптиче-

ской плотности, как коррелята нейронной активности в многослойных структурах мозга. Цель 
работы — разработка метода и алгоритма программы для количественной оценки оптической 

плотности в слоях нейронных структур, которая коррелирует с функциональной активностью 

клеток, на изображениях гистологических препаратов мозга. Метод. Оптическая плотность изме-

ряется локально в последовательных участках слоя или слоёв нейронной структуры, которые на 

срезах мозга имеют криволинейную форму. Выбор траектории измерения оптической плотности 

осуществляется в оцифрованном изображении среза в интерактивном режиме исследователем-

экспертом. Результаты измерения плотности представлены в прямоугольной системе координат. 

Разработана возможность автоматического сглаживания кривых, поиска экстремумов, вычисле-

ния расстояний между ними. Результаты. Приведён алгоритм реализации созданной программы 

с иллюстрацией последовательных этапов работы на примере измерений оптической плотности 

в слое зрительной коры на изображении среза мозга. Представлены результаты оценки оптиче-

ской плотности в слоях наружного коленчатого тела. Практическая значимость. Разработанный 

метод и алгоритм программы необходимы для реконструкции функциональной активности ис-

кривлённых слоёв различных структур головного мозга с целью изучения архитектуры органи-

зации нейронных сетей головного мозга человека и их моделирования.
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ВВЕДЕНИЕ
Морфологические исследования головного моз-
га являются составной частью комплексно-
го подхода к изучению механизмов распозна-

вания изображений. К настоящему времени 
разработаны маркеры разных типов нервных 
клеток, позволяющие оценить их распреде-
ление и связи в структурах мозга животных. 
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Кроме того, имеются иммуногистохимиче-
ские маркеры, при помощи которых возмож-
на оценка активности клеток по интенсивно-
сти их окраски. Одним из таких маркеров, 
активность которого коррелирует с функци-
ональной активностью клеток, является ци-
тохромоксидаза — эндогенный фермент дыха-
тельной цепи нервных клеток [1]. Измерение 
оптической плотности на препаратах срезов 
мозга после гистохимической обработки по 
выявлению цитохромоксидазы позволяет об-
наружить функционально активные участки 
в зрительных структурах и оценить измене-
ния, происходящие при нарушениях зритель-
ного восприятия [2].

Автоматизация обработки изображений 
срезов мозга с использованием цифровых тех-
нологий сокращает время, затрачиваемое на 
анализ биологического материала. Однако 
имеющиеся системы автоматизированной об-
работки изображений [3–5] обладают избы-
точностью и требуют тщательной подготов-
ки исходных изображений. Биомедицинские 
изображения препаратов мозга имеют много 
артефактов — кровеносные сосуды, разрывы 
ткани и неравномерность её окраски, обуслов-
ленные сложностью морфологических мето-
дов получения срезов, процесса фиксации. 
Эти артефакты ограничивают возможность 
применения процедур автоматической сег-
ментации изображений для решения постав-
ленных задач. Поэтому выделить «область 
интереса» для последующего анализа наибо-
лее точно может исследователь, обладающий 
экспертными знаниями. Кроме того, важным 
моментом при реализации компьютерной си-
стемы анализа изображений в биологических 
исследованиях является возможность визуа-
лизации результатов обработки, их представ-
ления в удобном для зрительного восприятия 
графическом виде, что облегчает эксперту вы-
делять области интереса и проводить необхо-
димые количественные измерения. Следует 
заметить, что зрительные структуры: подкор-
ковое дорсальное ядро наружного коленчато-
го тела (НКТ) и зрительная кора имеют слои-
стую организацию, границы между слоями на 
препаратах фронтальных срезов мозга непря-
молинейны.

Цель данной работы — разработать метод 
и программное обеспечение процедур для ко-
личественной оценки оптической плотности 

в слоях зрительных структур, используя их 
изображения на фронтальных срезах мозга 
после гистохимической обработки для выяв-
ления активности цитохромоксидазы. 

МЕТОД 
Оптическая плотность измеряется локаль-
но на изображениях препаратов срезов мозга, 
в последовательных участках слоя или слоёв 
зрительной структуры, которые на гистоло-
гических срезах имеют криволинейную фор-
му. Выбор траектории измерения оптической 
плотности в оцифрованном изображении сре-
за осуществляется в интерактивном режиме 
исследователем-экспертом. 

Область интереса для измерения оптической 
плотности на срезах зрительной коры — вход-
ной слой IV, который состоит из чередующих-
ся групп клеток, иннервируемых из разных 
глаз, — монокулярных доменов [6]. Область 
интереса на срезах НКТ — два поверхностных 
слоя, которые иннервируются из разных глаз. 
При нарушении бинокулярного зрения актив-
ность клеток в доменах коры и слое НКТ, по-
лучающих входы из косящего или депривиро-
ванного глаз, уменьшается. Соответственно, 
в этих участках на изображениях гистологи-
ческих срезов мозга наблюдается снижение 
уровня оптической плотности [7–9]. 

Пример изображения зрительной коры 
кошки на срезе мозга после его гистохимиче-
ской обработки для выявления цитохромокси-
дазы представлен на рис. 1. Слои коры на пре-
парате фронтального среза мозга имеют криво-
линейную форму, повторяющую кривизну по-
верхности мозговой извилины. В средней части 
коры видна тёмноокрашенная область, соот-
ветствующая входному слою IV. Оптическая 
плотность в ней измеряется в последователь-
ных участках одинакового размера, т.е. в кри-
волинейной полосе, ширину которой исследо-
ватель может менять в зависимости от задачи. 
Результаты измерений необходимо предста-
вить в прямоугольной системе координат (ось 
абсцисс — расстояние от начала полосы, ось 
ординат — значение оптической плотности). 

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ
Разработана программа MorphoSliceII, пред-
назначенная для измерения параметров оптиче-
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ской плотности вдоль определяемых исследова-
телем-экспертом траекторий на изображениях 
гистологических срезов. Программа реализо-
вана в среде Delphi с использованием графиче-
ской библиотеки DirectX и библиотек функ-
ций Windows API. Программа MorphoSliceII  
работает с входными изображениями, пред-
ставленными в форматах bmp или jpeg с раз-
мером, кратным 512 512 пикселов. Изобра-
жения могут быть цветными или с 256 от- 
тенками серого. В случае исходного цвет-
ного изображения оно преобразуется в по-
лутоновое, используя известную формулу:  
R*28 + G*151 + B*77, где R, G и B — значения 
яркости красной, зелёной и синей составляю-
щей на цветном изображении. 

После запуска программы исследователь-
эксперт выбирает обрабатываемое изобра-
жение среза из bmp- или jpeg-файла, отме-
чает мышью на изображении точки-локусы 
внутри выбранной им «области интереса». 
Количество точек и расстояние между ними 
определяются экспертом для более качествен-
ной интерполяции при выделении «области 
интереса». Первая отмеченная точка является 
начальной точкой отсчёта для последующего 
построения графика изменения оптической 
плотности криволинейного участка в прямо- 
угольной системе координат (рис. 1). 

Далее программа конструирует траекто-
рию, проходящую через точки-локусы, исполь-
зуя метод приближения кубическим сплай-

ном в кусочно-полиномиальной форме (про-
цедура CSCVN пакета Matlab, Spline ToolBox).  
Вдоль полученной траектории строится глад-
кая область из последовательности окружно-
стей с попиксельным сдвигом и с диаметром, 
величина которого подбирается исследовате-
лем в интерактивном режиме, чтобы обеспе-
чить наилучшее перекрытие «области инте-
реса». Окружность выбрана для получения 
«области интереса» с более гладкими краями. 
Для визуализации искомой кривой на исход-
ном изображении без разрушения последнего 
(«прозрачное наложение») применяется метод 
AlphaBlend из WinAPI. Это позволяет эффек-
тивно задавать «область интереса» усреднён-
ной ширины, изменяя в интерактивном режи-
ме диаметр окружности с помощью визуаль-
ной компоненты spinedit (рис. 2). 

После окончательного конструирования 
в интерактивном режиме «области интере-
са» программа автоматически рассчитыва-
ет оптическую плотность вдоль полученной 
траектории полосы. Определяется средняя 
оптическая плотность внутри каждой сфор-
мированной окружности. Оптическая плот-

Рис. 1. Изображение фронтального среза зрительной 
коры кошки с отмеченными точками-локусами  
в «области интереса». Серое пятно на срезе — 

артефакт окраски Рис. 2. Результат работы программы
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ность пиксела определяется как P = 1/(R*28 +  
+ G*151 + B*77), где R, G и B — красная, зе-
лёная и синяя составляющие на цветном изо-
бражении. Полученные значения средней 
оптической плотности отображаются в виде 
графика в прямоугольной системе координат,  
а в таблице (рис. 2) приведены числовые ха-
рактеристики плотности в отмеченных марке-
рами точках графика. Для построения графи-
ков используется свободно распространяемая 
библиотека фирмы Mitov Software [10].

На графике с помощью полосы прокрутки 
правой кнопкой мыши отмечаются точки на 

Рис. 3. Положение на изображении среза НКТ мозга полос, вдоль которых измерялась оптическая 
плотность у животного с монокулярной депривацией. Ниже приведены графики изменения значений 
плотности в полосах; начальные точки отсчёта значений плотности расположены в верхнем слое НКТ. 
Цифрами 20, 10, 5, 2, 1 на (б) указаны примерные координаты (угл. град) положения точек-локусов  

в проекции горизонтального меридиана поля зрения

полученной кривой оптической плотности. 
Параметры точки запоминаются в таблице. 
В качестве параметров фиксируются номер 
отсчёта, расстояние в пикселах от начала ко-
ординат на графике оптической плотности до 
точки по траектории «области интереса», зна-
чение оптической плотности в данной точке. 
Причём, отображаются два графика — без 
фильтрации и после обработки высокочастот-
ным цифровым фильтром c целью сглажива-
ния (FilteringBase — библиотека компонентов 
для Delphi, BaseGroupe Labs [11]). Результаты 
измерений протоколируются в базе данных 
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и могут экспортироваться для дальнейшей 
обработки в Excel, используя OLE Windows. 
Загруженные файлы изображений и результа-
ты их обработки сохраняются в базе данных. 
При необходимости перерасчёта изображения 
вызываются из базы данных, что позволяет 
проводить повторные измерения, например, 
при корректировке траектории. Реализована 
возможность автоматического сглаживания 
графика, поиска экстремумов, вычисления 
расстояний между ними. 

Пример использования программы 
MorphoSliceII для измерения оптической 
плотности в слоях НКТ левого полушария  
у кошки с депривацией левого глаза (модель 
врождённой катаракты) приведён на рис. 3. 
Клетки верхнего слоя НКТ получают иннерва-
цию из сетчатки противоположного (интакт-
ного правого) глаза, клетки нижележащего 
слоя — из депривированного глаза (контуры 
этих слоёв отмечены на рис. 3а пунктирной 
кривой). Причём, карты проекций полуполей 
зрения разных глаз расположены в этих сло-
ях друг под другом [6]. Данные, приведённые 
на рис. 3б, указывают, что в нижнем слое НКТ 
оптическая плотность снижена по сравнению 

с верхним слоем во всех участках проекции 
полуполя зрения. Начальная точка отсчёта 
значений плотности в верхнем слое НКТ была 
расположена в области проекции периферии 
поля зрения, её удалённость от центра — бо-
лее 20 угл. град. Снижение плотности и, со-
ответственно, функциональной активности  
в слое депривированного глаза подтвержда-
ется и данными измерения в полосе, располо-
женной в области проекции 2 угл. град в обо-
их слоях НКТ (рис. 3в).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработанный метод и алгоритм програм-
мы необходимы для реконструкции функцио-
нальной активности искривлённых слоёв раз-
личных структур головного мозга с целью изу- 
чения архитектуры организации нейронных 
сетей головного мозга человека и их модели-
рования. Данный метод и программный алго-
ритм успешно использовались при исследова-
нии динамики изменений активности в слоях 
структур головного мозга у животных в про-
цессе развития, а также при нарушениии би-
нокулярного зрения [12–14].
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