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Введение

Возможность слежения за изменениями 
состояния биообъектов в процессе их жизне
деятельности с помощью флуоресцентных ме-
тодик позволяет проводить прижизненные 
(интравитальные) экспериментальные иссле-
дования и решать некоторые задачи медицин-
ской диагностики [1–6]. Аппаратура для про-
ведения таких исследований может давать ин-
формацию о спектральных свойствах объекта  
в  определенных точках его поверхности или  
о его морфологических особенностях в опреде-
ленных участках эмиссионного спектра, либо 
о том и  другом вместе. К  последнему типу от-
носятся мультиспектральные изображающие 
системы, обеспечивающие регистрацию флуо-
ресцентных картин одновременно в несколь-
ких спектральных полосах [7–10]. Мульти-
спектральные изображения дают больше ин-
формации о  свойствах объекта, чем спектры 
в отдельных точках или только монохромные 
изображения, что позволяет достовернее вы-
являть патологию и следить за структурно-
функциональными изменениями. 

Объектами исследования могут быть клетки 
и ее органеллы или небольшие участки ткани, 
а также отдельные функционирующие органы 
и живые организмы в целом. Соответственно, 
оптические системы, строящие изображения, 
должны обладать различными разрешения-
ми и  полями зрения. Большинство интрави-
тальных флуоресцентных приборов являются 
микроскопами (обычного или конфокального 
типа). Они позволяют проводить работы на кле-
точном и субклеточном уровнях. Однако такого 
рода исследования не могут заменить изуче- 
ния целостного организма или его отдельного 
органа. Важность макроскопических наблю-
дений подобных живых систем известный па-
толог Ганс Селье (1907–1982) пояснял следую-
щим образом: “Вы никогда не узнаете, на что 
похожа мышь, если будете тщательно изучать 
ее отдельные клетки под микроскопом, так же 
как не поймете прелести готического собора, 
подвергая каждый его камень химическому 
анализу”. 

Для проведения макроскопических иссле-
дований высокое разрешение, свойственное 
микроскопам, не требуется, но необходима 
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аппаратура, обеспечивающая бо′льшие поля 
зрения и рабочие расстояния, а в опытах ex vivo 
также и условия для прижизненного функцио-
нирования объекта. В  дальнейшем для иденти-
фикации исследований подобного рода будем 
использовать термин “органоскопия”, а прибо-
ры, с помощью которых они проводятся, орга-
носкопами. 

Существующие приборы

Аппаратура для проведения органоскопи-
ческих исследований в большинстве случаев 
представлена экспериментальными установ-
ками, созданными для решения определенных 
исследовательских задач [11,  12]. Однако име-
ются и универсальные приборы, предназначен-
ные для мультиспектральных флуоресцент-
ных исследований на мелких животных in vivo. 
[9,  10]. Остановимся на этих коммерчески до-
ступных изделиях подробнее. 

В  приборе “Maestro system” (CRi Inc., USA) 
[9] приемная система построена на базе высо-
кочувствительной монохромной охлаждаемой 
матрицы 1360×1024 с прогрессивным скани-
рованием (Sony ICX285/0  °C). Она оснащена 
перестраиваемым светофильтром LCTF (Liquid 
Crystal Tunable Filter), позволяющим последо-
вательно регистрировать монохромные флуо-
ресцентные изображения в различных участках 
эмиссионного спектра в диапазоне 500–950  нм 
с разрешением 20 или 40 нм. В осветителе для 
возбуждения флуоресценции применена ксе-
ноновая лампа с набором переключаемых ин-
терференционных светофильтров. Максималь-
ное пространственное разрешение составляет 
25  мкм/пиксел. Типичное время одной экспо-
зиции составляет 2–5  с. В  другом приборе  –  
“In vivo Multi Spectral Imaging System FX” 
(Kodak, USA) [11]  – в качестве приемника ис-
пользуется монохромная чересстрочная ПЗС-
матрица 2048×2048 пикселов с охлаждением 
до –29  °C, а в качестве источника света  – ксе- 
ноновая лампа мощностью 400  Вт, оснащенная 
28 фильтрами возбуждения в диапазоне 410–
760  нм. Максимальное оптическое разре- 
шение составляет 10  мкм/пиксел. Выделение 
спектральных компонентов эмиссии в диапа- 
зоне 535–830  нм осуществляется с помощью  
6  автоматически переключаемых интерфе
ренционных фильтров. Особенностью этого 
прибора является возможность получения  
одновременно с флуоресцентными изображе-
ниями также рентгеновских и радиоизотопных 

снимков, что облегчает идентификацию струк-
тур, в которых избирательно накапливаются 
флуоресцентные биомаркеры. Собственная 
флуоресценция  – автофлуоресценция (АФ)  – 
тканей в этом случае является помехой, кото-
рая затрудняет наблюдение метки. С  этим яв-
лением борются программными средствами. 
Поскольку мультиспектральное изображение 
формируется из последовательности отдель- 
ных монохромных изображений, программные 
средства в обоих приборах используются и для 
их объединения методом мультиплексирова-
ния. Из-за низкого быстродействия, обуслов-
ленного как последовательным принципом 
образования мультиспектральных изображе-
ний, так и большим временем экспозиций, с 
их помощью можно регистрировать изобра-
жения только в виде фотографий. Кроме того, 
конструкция приборов не позволяет проводить 
исследования отдельных функционирующих 
органов ex vivo, что также ограничивает воз-
можность их использования.

Целью настоящей работы является 
создание мультиспектральной флуоресцентной 
аппаратуры видеотипа, предназначенной для 
проведения экспериментальных исследований 
органов мелких животных in vivo и ex vivo 
в режиме реального времени. 

Описание моделей

Для реализации поставленной цели 
были разработаны три модели флуоресцент- 
ного органоскопа: “FLUM-LED”, “FLUM-LL”  
и “AnimaScope” (рис.  1, 3, 4 соответственно). 
Они имеют общую систему регистрации изобра-
жений и отличаются осветительными устрой-
ствами, оптикой и штативами. Рассмотрим 
каждую из этих систем в отдельности.

Мультиспектральная система регистра-
ции изображений построена на основе цветной 
телевизионной камеры RGB-типа с установ-
ленными перед ней сменными детекторными  
фильтрами. Такой принцип построения обеспе-
чивает возможность работы системы с видео-
скоростью и, в необходимых случаях, изменять 
спектральные свойства RGB-каналов.

Телевизионная камера 1 (рис.  1) является 
высокочувствительной, высокоразрешающей, 
цифровой измерительной системой. Она постро-
ена на базе одноматричного ПЗС-приемника 
формата 2/3  дюйма с прогрессивным скани-
рованием ICX285AQ (SONY). Максимальная 
кадровая частота составляет 14  Гц при числе 
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элементов разложения 1280×1024. Собствен-
ный шум камеры равен 10  e–. Нелинейность 
характеристики свет–сигнал при перепадах 
освещенности в 100 раз не превышает 3,5%. 
В  камере реализовано 11-битное аналогово-
цифровое преобразование видеосигнала с воз-
можностью выбора одной из четырех групп 
по 8  бит на пиксел, что позволяет обеспечить 
одновременно широкий динамический диапа-
зон, требуемую скорость передачи и удобство 

визуализации данных. В  режиме ручной или 
автоматической регулировки чувствитель- 
ности калиброванный аналоговый усилитель 
позволяет проводить подстройку усиления в 
широких пределах (до 20 раз), а цифровая си-
стема управления камерой  – устанавливать 
требуемое время накопления (от десятков ми-
кросекунд до десятков секунд). Спектральная 
чувствительность цветных каналов опреде-
ляется спектрами пропускания мозаичных 
фильтров, спектральной чувствительностью 
кремниевого приемника, а также спектрами 
пропускания детекторного фильтра  4. В  зави-
симости от модели и решаемой задачи он мо-
жет располагаться до или после объектива 2  
и быть ступенчатым длинноволновым, однопо-
лосным или многополосным с различными чис-
лом, формой и положением полос пропускания. 

Детекторный фильтр оказывает существен-
ное влияние на спектральную чувствитель-
ность системы регистрации. На рис. 2 показаны 
спектральные характеристики RGB-каналов 
мультиспектральной системы без учета воз-
действия такого фильтра. Там же, в качестве 
примера, приведен спектр пропускания трехпо-
лосного интерференционного фильтра с центра-
ми полос 464, 542 и 639  нм, который устанав-
ливается перед телевизионной камерой для по-
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Рис.  1. Принципиальные схемы флуоресцентного органоскопа модели “FLUM–LED” (а) и моделей 
“FLUM–LL” и “AnimaScope” (б). 1 – телевизионная камера, 2 – объектив, 3 – светодиоды, 4 – детектор-
ные светофильтры, 5 – высокоскоростная шина связи, 6 – компьютер, 7 – объект, 8 – лазер, 9 – ком-
бинированный осветитель, 10 – жидкостный световод, 11 – коллектор, 12 – поляризатор, 13 – система 
Лангендорфа.

Рис. 2. Спектральные характеристики RGB-
каналов телевизионной камеры и спектр про-
пускания трехполосного детекторного филь-
тра (DF) с центрами полос 464, 542 и 639 нм. 
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вышения спектрального разрешения системы 
и уменьшения перекрестной помехи. Видно, 
что при его применении спектральный отклик 
каналов в основном определяется кривой про
пускания такого фильтра. 

Особенность мозаичных RGB-фильтров со-
стоит в том, что они хорошо пропускают излу-
чение в ближней инфракрасной (ИК) области. 
Поэтому данная камера может наряду с кана-
лами B (400–530 нм), G (490–580 нм), R (560–
750  нм) проводить регистрацию и в ближней 
ИК области спектра (750–1000  нм). Посколь-
ку в этом случае сигнал формируется одно
временно во всех трех основных каналах, его 
можно распознать по “белесому” цвету элемен-
тов изображении. Таким образом, можно иден-
тифицировать место расположения ИК меток 
на фоне изображений, полученных в свете АФ. 
Типичное время накопления сигналов в каж-
дом кадре составляет 70–140  мс. Малое время 
экспозиции позволяет не охлаждать приемную 
матрицу, поскольку в большинстве случаев шу-
мом темнового тока по сравнению с шумом фо-
тотока можно пренебречь. Сигналы из камеры 
1 поступают в компьютер 6 по последовательной 
высокоскоростной шине 5, работающей по про-
токолам IEEE-1394 или USB-2.0. 

Осветительная система. Флуоресцентное 
свечение на 2–4 порядка слабее отраженного 
излучения. Для компенсации этих потерь ис-
точник света должен обладать высокой плот-
ностью мощности возбуждающего излучения. 
Кроме того, он должен обеспечить равномер-
ность освещения, не нагревать объект и не ме-
шать работе других подсистем прибора. В  за-
висимости от решаемой задачи оптимальными 
источниками оказываются светодиоды (СД), 
ртутные лампы и полупроводниковые лазеры. 
Поэтому в различных моделях освещение объ-
екта осуществляется по-разному: в “FLUM–
LED” – с помощью матрицы СД, а в “FLUM–LL” 
и “AnimaScope”  – с помощью комбинирован- 
ного лампово-лазерного осветителя с выводом 
излучения через жидкостный световод. 

Примененный в модели “FLUM-LED” свето-
диодный осветитель 3 (рис.  1а) аналогичен по 
схеме и конструкции осветителю, используе-
мому во флуоресцентном видеодерматоскопе 
“EcoSkin” [8]. В  нем находятся два типа СД: 
1)  для возбуждения флуоресценции  – 12  шт. 
с центральной длиной волны 408  нм и 2)  для 
наблюдения в обычном (отраженном белом) 
свете  – 4  шт. белых СД. Они расположены по 
кольцу вокруг объектива с различной прост

ранственной ориентацией относительно его 
оси для получения большей равномерности 
освещения. СД-осветитель может обеспечить 
освещенность, необходимую для регистрации 
видеоизображений в свете АФ, только при не-
больших рабочих расстояниях. Кроме того, 
он работает на одной длине волны, что также 
ограничивает возможность его применения. 
Комбинированный лампово-лазерный освети-
тель 9, используемый в моделях “FLUM-LL” 
и  “AnimaScope” (рис.  1б), лишен указанных 
недостатков. Источниками излучения в нем 
являются две лампы  – ртутная и галогенная 
(последняя используется только для получе-
ния белого света), а также полупроводниковые 
лазеры 8 с волоконным выходом. Излучение 
от этих источников поступает на объект через 
жидкостный световод 10 диаметром 5  мм, где 
происходит их объединение на основе принци-
па углового суммирования, описанного в [13]. 
За ртутной лампой находится светофильтр, 
предназначенный для селекции возбуждающе-
го излучения. Для этого в  осветителе имеется 
набор интерференционных полосовых филь-
тров, перекрывающих диапазон 350–450  нм. 
Излучение от галогенной лампы, смешанное 
в  определенной пропорции с излучением от 
ртутной лампы, используется для освещения 
объекта белым светом с регулируемой цвето-
вой температурой. Регулировка осуществля- 
ется с помощью встроенного в “ртутный” канал 
аттенюатора. Изменение общей интенсивности 
производится посредством второго аттенюато-
ра, расположенного в непосредственной бли-
зости от торца световода. Лазерное излучение, 
генерируемое диодным лазером 8, поступает  
в осветительный блок через волоконный ка-
бель, торец которого проецируется на вход-
ное окно жидкостного световода 10 с помощью 
линзового коллектора 11. Жидкостный свето-
вод обладает высокой апертурой (около 0,6), 
что на больших дистанциях дает осветитель-
ное пятно избыточного размера по сравнению 
с полем зрения прибора. Кроме того, это пятно 
очень неравномерно. Для устранения этих не-
достатков применен коллектор 11, проецирую-
щий торец световода в плоскость объекта. В ре-
зультате формируются световое пятно с четко 
очерченными краями диаметром 30–50  мм 
(в  зависимости от рабочей дистанции) с нерав-
номерностью освещенности в пределах ±5% по 
всему полю зрения прибора.

Оптическая система формирует в плоско-
сти приемника изображение объекта с макси-
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мальными размерами 20–40  мм, обеспечивая 
рабочие расстояния 30–220  мм. Это вытекает 
из типичных условий проведения эксперимен-
тов. При этом малая яркость флуоресцентных 
изображений предъявляет повышенные требо-
вания к светосиле. Этим требованиям удовлет-
воряют объективы фирмы Computar (Япония) 
M1614-MP (f  =  16, F/1,4), M5018-MP (f  =  50, 
F/1,8) и M7528-MP (f  =  75, F/2,8), которые 
установлены соответственно в моделях “FLUM–
LED”, “FLUM–LL” и “AnimaScope”. 

Штативы. В моделях “FLUM–LED” и 
“FLUM–LL” применен универсальный шта-
тив  14 (рис.  3а) от стереомикроскопа. При  
этом детекторная головка, включающая в 
себя камеру, объектив, диск с фильтрами и 
коллектор, базируется на кольце держате-
ля устройства фокусировки 15. Такой штатив 
позволяет легко изменять положение детек-
торной головки относительно объекта иссле-
дования, располагая ее как ниже, так и выше 
объекта, что важно при исследовании органов 
ex vivo. Универсальный штатив облегчает про-
ведение экспериментов, требующих исполь-
зования аппаратуры для контроля и обеспече-
ния жизнедеятельности функционирующего 
органа. Пример подобного эксперимента на 
изолированном сердце крысы (с использова- 

нием системы Лангендорфа, с помощью ко-
торой осуществляется перфузия сердца пита-
тельным раствором) показан на фотографии 
(рис. 3б). 

Эксперименты с использованием универ-
сального штатива могут выполняться только 
в затемненных помещениях. Для того чтобы 
их проводить в светлых помещениях, в модели 
“AnimaScope” применен специальный штатив, 
в котором предусмотрен кожух, изолирую-
щий объект от попадания постороннего света.  
Животное или операционный материал вво-
дится внутрь кожуха через откидывающуюся 
дверцу, расположенную на передней стенке. 
Для дистанционной фокусировки и переме-
щения объекта, а также автоматического из-
менения режимов работы прибора, предусмо-
трены моторизованные приводы соответству-
ющих устройств. Все блоки и узлы модели 
“AnimaScope” установлены на тележке, что об-
легчает ее транспортировку и быстрое развора-
чивание при проведении эксперимента (рис. 4). 

Режимы работы. Модель “FLUM–LED” мо-
жет работать только в двух режимах: наблю-
дения в обычном свете и наблюдения в свете 
флуоресценции при возбуждении длиной вол-
ны 408  нм. Смена режимов осуществляется 
с помощью дистанционного пульта 16 (рис. 2а), 

Рис. 3. Модели флуоресцентных органоскопов “FLUM–LED” (а) и “FLUM–LL” (б). 14  – штатив, 15  – 
устройство фокусировки, 16 – пульт управления; остальные обозначения такие, как на рис. 1. 

(а) (б)

15 15

10

1

4

2
14

13

1

2

16

14

3

7
7

11



87“Оптический журнал”, 78, 9, 2011

формирующего команды переключения детек-
торного фильтра и изменения параметров чув-
ствительности камеры.

Модели “FLUM–LL” и “AnimaScope” обе-
спечивают возможность работы в следующих 
восьми режимах: в обычном свете (White), 
в  поляризованном свете (Pol), в свете флуорес-
ценции при возбуждении одной или двумя дли-
нами волн FL360, FL390. FL435, FL(390+635), 
FL(390+660), FL(360+808) (числа означают 
центральную длину волны возбуждающего из-
лучения). Указанный набор режимов позволя-
ет осуществлять широкий круг исследований, 
основанных на явлениях как собственной, 
так и  вторичной флуоресценции. Он может 
быть легко изменен и расширен путем замены 
фильтров и лазеров. В модели “FLUM-LL” пере-
ключение режимов осуществляется вручную, 
а в модели “AnimaScope”  - автоматически, под 
управлением компьютера.

Программное обеспечение. Работа прибора 
осуществляется под управлением программы 
“Matrix”. Она обеспечивает прием, регистра-
цию и обработку цифрового потока видеоизо-
бражений, автоматически устанавливает цве-
товой баланс, оптимальные параметры нако-
пления и усиления телевизионной камеры, 

производит запись и воспроизведение видео- 
роликов, оценку яркости флуоресценции по 
каждому из цветных каналов как в реальном 
времени, так и на зарегистрированных изо-
бражениях. Измерения проводятся либо во 
всем кадре целиком, либо в отдельных его 
фрагментах, выделенных измерительной рам-
кой. Алгоритм измерения включает в себя ги-
стограммный анализ распределения яркостей 
по каналам, а также предусматривает учет 
перекрестной помехи, вызванной перекры-
тием RGB-спектров, оценку средней яркости 
внутри выбранной зоны либо оценку наибо-
лее ярких элементов изображения. Предвари-
тельная калибровка прибора по стандартным 
образцам позволяет количественно оценивать 
яркость флуоресценции. Сводка основных тех-
нических характеристик различных моделей 
флуоресцентного органоскопа представлена  
в таблице.

Примеры исследований

С помощью описанной аппаратуры был про-
веден ряд экспериментальных исследований: 

оценивалась возможность автофлуорес––
центной органоскопии при ишемическом по- 
вреждении почки [14], тонкой кишки [15], го-
ловного мозга [16], сердца ex vivo [17] (рис. 5); 

оценивались достоинства автофлуорес-––
центной визуализации сосудов микроциркуля-
торного русла [18]; 

осуществлялся контроль методов направ––
ленной доставки лекарственных препаратов 
в  ишемизированную мышечную ткань и мио-
кард с  помощью углеродных и кремнеземных 
наночастиц [19, 20];

проводилось исследование ангиогенеза ––
в ранние сроки после трансплантации опухо- 
лей ТС-1;

оценивалась возможность выявления опу-––
холей с использованием мультиспектральной 
флуоресцентной картины без применения пре-
парата 5-ALA;

отрабатывались методики флуоресцент-––
ной ангиографии, основанные на использо-
вании различных агентов (копропорфирин, 
флуоресцеин натрия, индоциановый зеленый), 
а  также методики фотодинамической терапии 
с применением фотосенсибилизаторов 5-ALA  
и Сhlorine e6. 

Полученные результаты позволили реко-
мендовать применение флуоресцентной органо
скопии в медицинской практике для интра- 

Рис. 4. Флуоресцентный органоскоп  – модель 
“AnimaScope”.
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Сводка основных технических характеристик различных моделей флуоресцентного органоскопа

Характеристики
Модель

FLUM–LED FLUM–LL “AnimaScope”

Источники возбуждения Светодиоды Ртутная лампа. Полупроводниковые лазеры

Длина волны возбуждения, нм 408 360, 390, 435, 635, 660, 808

Спектральный диапазон регистрации 
эмиссии, нм

400–700 400–1000

Объективы f = 16 мм, 1/1,4 f = 50 мм, 1/1,8 f = 75 мм, 1/2,8

Поле зрения (V×H), мм 16,6×20,8 15,4×19,3 20,8×26 

Рабочее расстояние, мм 25 140 220

Разрешение на объекте, мкм/пикс 16,2 15 20

Максимальная частота кадров при 
отношении сигнал/шум ≥35 дБ, Гц

14

Типичное время экспозиции, мс 140 70–140

Максимальная неравномерность 
освещенности, % 

±15 ±5

Степень подавления возбуждающего 
излучения

≥100 50–200

Режимы White, FL408 White, Pol., FL360, FL390, FL435, 
FL(390+635), FL(390+660), FL(360+808)

Штатив Универсальный Специальный

Переключение режимов Ручное Автоматическое

Требование к затемнению Есть Нет

Расположение объекта Произвольное Нижнее 

(а) (б)

Рис. 6. Изображение опухоли на 4 день после привив-
ки штамма TC-1 под кожу мыши, полученное в режиме 
FL(390+635) нм путем по-пиксельного деления сигналов 
R-канала на сигналы B-канала (ratio imaging). Благо-
даря противоположному изменению красных и синих 
компонентов АФ в зоне опухолевого роста (повышению 
красных и падению синих) границы опухоли видны бо-
лее четко. Хорошо также видна сосудистая сеть, пред-
ставленная, в том числе, сосудами извилистой формы  
в результате ангиогенеза.

Рис. 5. Автофлуоресценцентные изображения 
сердца при возбуждении излучением 360  нм до 
ишемии (а) и через 30  с после перевязки левой 
коронарной артерии (б). Повышенная флуорес-
ценция в зоне регионарной ишемии обусловлена 
восстановленными пиридиннуклеотидами.
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операционной оценки адекватности проводи-
мой кардиоплегии, кровоснабжения кишечни-
ка при реконструктивных операциях на брюш-
ном отделе аорты, перфузии миокарда в зоне 
реваскуляризации. Было показано, что кар-
тина опухолевого роста в режиме FL(390+635) 
(рис.  6) является информативной для обнару-
жения опухолей на ранних стадиях их разви-
тия, что позволило предложить новый метод 
диагностики, названный “non-ALA”.

Заключение

Среди физических явлений, позволяющих 
проводить исследования живых систем на ор-
ганном и организменном уровнях, важное ме-
сто занимает флуоресценция. Регистрация 
мультиспектральных флуоресцентных изо-
бражений дает одновременно информацию о 
происходящих в них морфологических и био-
химических изменениях. Использование в 
разработанном органоскопе в качестве основы 
мультиспектральной системы цветного теле-
визионного приемника позволяет создать не-
дорогую, но эффективную аппаратуру, обеспе-
чивающую возможность проведения широкого 
круга биомедицинских исследований. Область 
спектральной чувствительности приемника 
охватывает наиболее важную для подобных 
исследований видимую и ближнюю ИК области 
спектра. Из примененных в приборе источни-
ков возбуждающего излучения наибольшими 
возможностями, с точки зрения разнообразия 
длин волн, получения высокой освещенности 
и удобства освещения, обладает комбиниро

ванный лампово-лазерный осветитель, а наи-
более простым и компактным  – светодиодный 
осветитель.

Возможность выбора оптимальных усло-
вий возбуждения, а также регистрация изо-
бражений с высоким отношением сигнал/шум 
позволяют обнаруживать небольшие измене-
ния в спектре автофлуоресцентной эмиссии 
по соотношению сигналов в цветных каналах. 
При необходимости повысить спектральное 
разрешение используются дополнительные 
фильтры. Что касается конструкции прибора, 
то построение его на базе универсального шта-
тива обеспечивает легкую адаптацию к разно- 
образным условиям эксперимента, а исполь
зование специального штатива позволяет рабо-
тать в более комфортных условиях. 

Различные варианты исполнения прибо-
ра хорошо показали себя в экспериментах на 
животных при исследовании нормальных и 
патологических процессов методами авто
флуоресценции, флуоресцентной ангиографии, 
молекулярной визуализации, флуоресцентной 
диагностики и фотодинамической терапии. 
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