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Показано применение метода конфокальной лазерной микроскопии в оценке жизнеспособности 
мезенхимальных стромальных клеток (МСК) костного мозга кролика с разрешением не менее 400нм. 
Получена трёхмерная структура клеток с помощью данного метода. 

 
Конфокальная микроскопия, лазерная флуоресценция, контрастность, шум, культура мезенхи-

мальных стромальных клеток (МСК),  костный  мозг кролика. 
 

Введение 
Одной из актуальных и недостаточ-

но разработанных проблем современной 
артрологии является диагностика больных 
с локальными травматическими повре-
ждениями и заболеваниями суставного 
хряща [1-2]. Данные явления сложно про-
гнозировать на этапе изготовления им-
плантата. Следовательно, для обеспечения 
качества операции трансплантации необ-
ходим динамический контроль процесса 
остеоинтеграции, который, в свою оче-
редь, должен быть неразрушающим и 
обеспечивать разрешение на клеточном 
уровне. В настоящее время возрастает по-
требность в продуктах регенераторной 
медицины – тканеинженерных конструк-
циях, содержащих в своём составе живые 
клетки. В связи с этим возникла настоя-
тельная необходимость разработки ком-
плексных методов оценки качества и эф-
фективности таких материалов [3]. 

Традиционные оптические методы 
визуализации тканей и клеток – световая 
микроскопия не обладают должным раз-
решением, т.к. биологическая ткань явля-
ется сильно рассеивающей средой [4,5]. 
Нивелировать данные недостатки воз-
можно за счёт перехода к методу конфо-
кальной микроскопии, который способен 
обеспечить увеличение контраста изобра-
жения за счёт применения сфокусирован-

ного излучения и диафрагмирования рас-
сеянного излучения в плоскости наблю-
дения. 

Такое увеличение контрастности 
приводит к возможности разрешения объ-
ектов, имеющих разницу в интенсивности 
до 200:1 и их локализацию как в плоско-
сти объекта, так и вдоль оптической оси. 
Дальнейшее увеличение контраста воз-
можно за счёт эффекта лазерной флуорес-
ценции, используя либо естественные 
флуорофоры биологической ткани, либо 
специальные окрашивающие вещества. 
Следует отметить, что метод флуорес-
центной микроскопии обладает более 
низким разрешением по сравнению с 
электронной или атомно-силовой микро-
скопией. Однако, в отличие от последних, 
он позволяет наблюдать не только за 
внутренней микроструктурой клеток, но и 
даёт информацию о пространственном 
расположении исследуемого объекта. Бла-
годаря этому флуоресцентная микроско-
пия оказалась оптимальным методом объ-
ёмной визуализации с последующим изу-
чением тонкой организации и механизмов 
функционирования организмов на кле-
точном, субклеточном и молекулярном 
уровнях [6-8]. 

Действительно, изменение струк-
турных клеточных характеристик под 
действием различных факторов как нега-
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тивного, так и позитивного характера со-
провождается изменением оптических ха-
рактеристик тканей, что позволяет ис-
пользовать данный факт для контроля ди-
намики их состояния. 

Цель исследования – осуществить 
динамический контроль жизнеспособно-
сти МСК костного мозга кролика in vitro 
методом конфокальной лазерной флуо-
ресцентной микроскопии. 

 
Материалы  

и методы исследования 
В работе использованы 28 разнопо-

лых кроликов породы «Шиншилла» мас-
сой 2,5-3кг. Забор костного мозга прово-
дили в стерильных условиях с соблюде-
нием правил асептики и антисептики под 
наркозом путем пунктирования гребня 
подвздошной кости. Полученный костный 
мозг разбавляли в соотношении 1:1 рас-
твором гепарина и направляли в лабора-
торию культуры клеток животных, где по 

стандартным методикам клетки выделяли 
и получали культуру. МСК четвёртого 
пассажа пересевали в культуральные 
чашки Петри (Orange Scientific, Бельгия) 
из расчёта 5,0х103 кл/см2 с добавлением 
модельной среды альфа-МЕМ (Биолот, 
Россия) и 10 % эмбриональной телячьей 
сыворотки (Биолот, Россия).  

Клетки исследовали с помощью экс-
периментального стенда [9-10], который 
был реализован на базе конфокального 
оптического микроскопа и лазерного ком-
байна (ANDOR) (скорость сканирования 
до 25 слоёв в секунду). Стенд обеспечивал 
два режима микросъёмки: режим конфо-
кальной микроскопии в видимом свете и 
режим лазерной флуоресценции (рис. 1). 
В первом случае в качестве источника из-
лучения использовали широкополосный 
источник (галогеновая лампа), а во втором 
- лазерные излучатели мощностью 100 
мВт (с возможностью управления с шагом 
0,1 мВт) на длинах волн 488 нм и 561 нм. 

 

 
 

Рис. 1. Экспериментальный стенд флуоресцентной конфокальной микроскопии: 1 – источник видимого 
света (галогеновая лампа), 2 – коллиматор, 3 – объект, 4 – объектив, 5 – поворотное зеркало,  

6 – конфокальный сканирующий блок, 7- лазерный блок, 8 – блок фильтров, 9 – камера, 10 – компьютер 
 
В режиме конфокальной микроско-

пии свет от галогеновой лампы 1 (види-
мый диапазон) через блок фильтров по-
ступал на систему фокусировки 2, которая 
фокусировала излучение на объекте 3. 
Прошедшее через объект (рассеянное 
вперед) излучение собиралось объективом 
4 (20х или 40х) и через систему зеркал и 
призм 5 вводился в сканирующий конфо-

кальный блок 6. Сканирующий конфо-
кальный блок построен по принципу Нип-
кова [11-12]. Перемещение фокальной 
плоскости (выделение анализируемого 
слоя ткани) осуществляли за счёт управ-
ляемого с компьютера пьезоэлектрическо-
го z-микросканера с установленным на 
нём объектом исследования. Спектраль-
ная фильтрация излучения осуществля-
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лась в блоке 8, реализованном в виде си-
стемы сменных фильтров, установленных 
на вращающейся турели. Спектральная 
фильтрация позволяла повысить кон-
трастность регистрируемого изображения. 
После блока 8 излучение вводилось в ка-
меру 9 (1024*1024, время экспозиции 
40мс-10мин). Для снижения темновых то-
ков (в среднем на 3 порядка) матрица ка-
меры захолаживается до температуры  
-750C. 

В режиме флуоресценции галогено-
вая лампа была выключена. Вместо неё 
использовали либо 4-модульный блок ла-
зеров 10 (в настоящей работе использова-
ли каналы излучения с длинами волн 488 
нм и 561 нм), либо ртутная лампа. В обо-
их случаях применяли волоконный ввод 
11, а мощность каждого источника неза-
висимо управляли с компьютера (с шагом 
0,1%). Фокусировку и согласование пада-
ющего излучения осуществляли в блоке 6 
при помощи вращающегося диска с мик-
ролинзами, синхронизованного с диском 
Нипкова. 

Следует отметить, что при исполь-
зовании флуоресцентной конфокальной 
микроскопии для контроля культуры 
МСК возникает принципиальная задача 
обработки, распознавания и анализа сла-
бых оптических сигналов на фоне доста-
точно больших шумов, вызванных тем 
обстоятельством, что биологическая среда 
является многократно рассеивающей сре-
дой.  

Дополнительно осуществлялась об-
работка шумовых пикселей полученных 
микроснимков. Для уменьшения шума и 
увеличения контрастности микроснимков 
использовался пороговый фильтр с поро-
гом порядка 5% от максимальной интен-
сивности кадра и заменой его на нулевой 
сигнал. Обработка отдельных шумовых 
пикселей осуществлялась в программной 
среде MathCad. 

 
 
 
 

Результаты исследования  
и их обсуждение 

Динамика роста культуры МСК бы-
ла исследована в модельной среде (в чаш-
ке Петри). Наблюдения проводились в те-
чение нескольких суток с регистрацией 
изображений (в том числе серийных) в 
режиме конфокальной лазерной флуорес-
центной микроскопии.  

Характерный микроснимок культу-
ры МСК кролика представлен на рис.2. 
Конфокальная микроскопия в проходя-
щем свете дала возможность получить 
объёмное изображение нативных клеток, 
что позволило визуализировать вышеопи-
санные процессы (рис. 2). При световой 
микроскопии в живой культуре распла-
станные клетки выглядят более плоскими 
и прозрачными. Достигнутое разрешение 
составляет 400 нм на пиксель. 

Полученные результаты позволили 
детально описать динамику развития 
остеобластов в модельной среде: через 2 
часа после пересева большая часть их 
пристаёт ко дну культуральной посуды и 
распластывается по нему; через сутки 
формируется неполный равномерный мо-
нослой, в котором клетки соединены сво-
ими отростками. На вторые сутки количе-
ство клеток увеличивается, отростками 
клетки соединяются друг с другом (рис.2). 
Вследствие этого изображение имеет низ-
кую величину контраста - не более 0,2-0,3, 
рассчитанного по формуле 

об

фоноб

I
II

K
−

= ,  

где Iоб – интенсивность света для области 
объекта, Iфон – интенсивность света для 
области фона. 

Основное рассеяние даёт мембрана 
клетки и её ворсинки, что не позволяет 
должным образом визуализировать внут-
реннюю структуру клетки. Дальнейший 
рост количества клеток приводит к фор-
мированию равномерного монослоя. На 
шестые сутки образуется полный моно-
слой, а на седьмые сутки происходит 
насыщение и процесс переходит в стаци-
онарную фазу.  
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Рис. 2. Культура МСК кролика. 
4-й пассаж, первые сутки после пересева. Увеличение 800 

 
Переход в режим флуоресценции 

позволяет выделять не только клетки, но 
обеспечить и визуализацию ядра и орга-
нелл клетки. Для реализации режима флу-
оресценции был использован флуорофор, 
который при введении в среду концентри-
ровался в цитоплазме клеток и возбуж-
дался на длине волны 561 нм (рис.3). За 
счёт того, что подсветка возбуждающим 
лазером производится со стороны объек-
тива, а флуорофор содержится только в 
клетках, интенсивность фонового излуче-
ния на длине волны флуоресценции ми-
нимальна и контрастность изображения 
превышает 0,9.  

В отличие от красителей, традици-
онно используемых в гистологии, данный 
флуорофор нетоксичен и позволяет де-
тально исследовать динамику процессов.  

На рис. 3-4 представлена динамика 
культуры МСК кролика, полученная ме-
тодом конфокальной лазерной флуорес-
центной микроскопии. 

На рис. 3, б и 4, б представлены диа-
граммы пространственного распределения 
интенсивности флуоресценции использу-
емого флуорофора, накопленного в клет-
ках. 

 

 
а 

 
б 

 
Рис. 3.  Культура МСК кролика. 4-й пассаж, третьи сутки после пересева :  

а – флюоресценция (размер снимка 370*370мкм);  
б - диаграмма пространственного распределения интенсивности флуоресценции флуорофора  GFP 
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а б 

 
Рис. 4.  Культура МСК КМ кролика. 4-й пассаж,  седьмые сутки после пересева:  

а - флюоресценция (размер снимка 370*370мкм); 
б - диаграмма пространственного распределения интенсивности флуоресценции флуорофора  GFP 

 
Из рис. 3, б и 4, б видно, что интен-

сивность свечения флуорофора свиде-
тельствует о наличии жизнеспособных 
клеток в культуре мезенхимальных стро-
мальных клеток костного мозга кролика. 

 
Выводы 

Показано, что метод конфокальной 
микроскопии позволяет осуществлять ди-
намический контроль структурных харак-
теристик МСК костного мозга кролика in 
vitro и выявить жизнеспособные клетки в 
модельной среде с разрешением не менее 
400 нм. 

Внедрение данного метода позволит 
проводить предымплантационное тести-
рование, тем самым осуществляя кон-
троль качества создаваемых клеточно-
тканевых продуктов для регенеративной 
хирургии. 

 
Работа выполнена при поддержке 

федеральной целевой программы «Науч-
ные и научно-педагогические кадры ин-
новационной России» на 2009 – 2013 го-
ды. 
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METHOD OF CONFOCAL LASER FLUORESCENCE MICROSCOPY  
FOR THE CONTROL OF BONE MARROW CELLS 
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The paper shows the use of confocal laser microscopy for the assessing of viability of mesenchymal bone 

marrow stromal cells of a rabbit with the resolution of 400 nanometers. A three-dimensional structure of cells is 
obtained by this method. 

 
Confocal microscopy, laser fluorescence, contrast, noise, culture of mesenchymal stromal cells (MSCs), 

rabbit’s bone marrow. 
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