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I. ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день визуализация коллагена тканей может быть 
выполнена при помощи целого ряда методов. Рутинные методы, 
такие как гистология (окраска гематоксилином и эозином), гисто‑
хи мия (окраска по Ван Гизону, пикросириусом красным и др.), 
имму но гистохимия и электронная микроскопия, с одной стороны, 
наиболее доступны и могут быть реализованы практически в каж дой 
биологической лаборатории. С другой стороны, они требуют несколь‑
ких этапов предварительной подготовки тканей и могут вызывать 
неже лательные морфологические изменения во внеклеточном 
матриксе, где коллаген часто является доминирующим компонентом. 
Однако самым существенным их ограничением является то, что они 
выпол няются на образцах ткани ex vivo. Некоторые методы, например 
рассея ние на малые углы рентгеновского излучения [1, 2] и магнитно‑
резонансная томография (МРТ) [3, 4], позволяют визуализировать 
струк туру коллагена в реальном времени без необходимости обра‑
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ботки тканей и потенциально могут использоваться in vivo, хотя 
для их реализации требуется технически сложное, дорогостоящее 
обору до вание. Еще один метод, которому сейчас уделяется большое 
вни мание – нелинейная микроскопия на основе генерации второй 
гармо ники (ГВГ). ГВГ микроскопия представляет собой опти чес‑
кий высокоспецифичный метод прямой визуализации внекле точного 
фибриллярного коллагена, который реализуется на базе большин‑
ства двухфотонных флуоресцентных микроскопов [5, 6]. ГВГ 
микро скопия неинвазивна (т.е. не обладает фототоксическими или 
фото обесцвечивающими эффектами) и не требует дополнительных 
контраст ных агентов для наблюдения коллагена, поэтому вполне может 
исполь зоваться как дополнение, а в случае прижизненных исследо‑
ва ний и как альтернатива, традиционным методам, упомянутым 
выше. Хотя большинство исследований коллагена с помощью ГВГ 
мик роскопии до сих пор проводилось на образцах тканей ex vivo, 
дан ный метод имеет огромный потенциал для применения in vivo, в 
том числе в клинике [7–9].
 Очевидно, что для объективного анализа соединительной ткани по 
ГВГ изображениям требуется их количественная обработка, которая 
позволит минимизировать ошибки интерпретации, реализует воз‑
мож ность объективного сравнения данных. Существующие подходы 
к коли чественному анализу ГВГ изображений коллагена можно 
под раз делить на 3 основные группы: текстурный анализ, Фурье 
анализ и сегментация отдельных волокон. Аналогичные подходы к 
коли чественной оценке широко используются при обработке изобра‑
жений, полученных с помощью других методов визуализации, напри‑
мер МРТ [10–12], рентгеновской компьютерной томографии [13, 14], 
УЗИ [15].
 В данном обзоре обсуждаются подходы к количественному 
анализу изображений структуры коллагена, полученных методом 
ГВГ микроскопии, приводятся многочисленные примеры биоме ди‑
цинских исследований, где использованы различные методы ана лиза 
ГВГ сигнала, в том числе в комбинации с анализом сигнала авто флуо‑
ресценции тканей. 

БИОФИЗИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ КОЛЛАГЕНА

Коллаген – наиболее распространенный белок в организме живот‑
ных, который является основой внеклеточного матрикса и соеди‑
ни тельной ткани и обеспечивает механическую прочность тка ней. 
Кол лаген составляет около 6% от массы тела и 25–30% от всех 
бел ков в организме и в основном является компонентом костей, 
хрящей, костей, кожи, сухожилий, связок и базальной мембраны. 
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Кол лаген в составе экстрацеллюлярного матрикса обес печивает 
струк турное и биохимическое взаимодействие клеток паренхимы 
[16], а его жесткость и эластичность имеют важ ное значение для 
мигра ции и дифференцировки клеток и экспрес сии генов [17, 18]. 
У поз воночных существует по мень шей мере 28 типов коллагена, 
отдельно закодированных в геноме [19].
 В зависимости от надмолекулярной структуры, выделяют нес‑
колько суперсемейств коллагена: фибриллярный, сетеобразующий, 
фибрилл‑ассоциированный (FACIT), мембран‑ассоциированный 
(MAСITs), коллаген в виде множественных доменов и разрывов 
(MULTIPLEXINs) [20].
 Наиболее представлен в организме фибриллярный коллаген. 
Коллагены I, II и III типов составляют не менее 80–90% от всего 
коллагена организма [21]. Фундаментальная субъединица коллаге‑
новой фибриллы называется тропоколлаген. Это белковая молекула 
диаметром 1.5 нм и длиной 300 нм, состоящая из трех полипептидных 
α‑цепей, организованных в тройную спираль [22]. Тройная спираль 
молекул коллагена I типа (наиболее распространенный тип) состоит 
из полипептидных цепочек, каждая из которых содержит повто ряю‑
щуюся последовательность G‑X‑Y, где G – глицин, а X и Y обычно 
соот ветствуют пролину или гидроксипролину. Диаметр фибрилл кол‑
ла гена колеблется от 50 до 200 нм. Расположенные вместе фиб риллы 
образуют волокнистые пучки диаметром от 500 до 3000 нм [17, 23].
 Трехмерная структура коллагеновой сети существенно различается 
в зависимости от ее локализации в организме и биологичес кого 
назначения. Например, коллагеновые волокна в стенке арте рии имеют 
плотное расположение и ориентированы по длине сосуда [24]. Напро‑
тив, сеть коллагеновых волокон кожи не имеет преимущест вен ного 
направления [25]. 
 Типы, состав и локализация коллагена в организме суммированы 
в таблице.
 Принимая во внимание огромную роль коллагена в структуре и 
функ циях тканей, исследование особенностей его организации имеет 
широ чайшую фундаментальную и клиническую значимость.

ЭФФЕКТ ГЕНЕРАЦИИ СИГНАЛА  
ВТОРОЙ ГАРМОНИКИ ОТ КОЛЛАГЕНА

Генерация второй гармоники (ГВГ, second harmonic generation, SHG) 
представляет собой нелинейный когерентный процесс генерации вто‑
ричных электромагнитных волн удвоенной частоты (вдвое меньшей 
длины волны) в результате нелинейного взаимодействия электро‑
магнитной волны с веществом (рис. 1). Необходимым усло вием 
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Таблица. Коллагены позвоночных.
Тип Класс Состав Локализация

I Фибриллярный α1[I]2α2[I] Широко распространенный: дерма 
кожи, кости, сухожилия, связки

II Фибриллярный α1[II]3 Хрящ, стекловидное тело
III Фибриллярный α1[III]3 Кожа, кровеносные сосуды, тон‑

кий кишечник
IV Сетеобразующий α1[IV]2α2[IV] 

α3[IV]α4[IV]
α5[IV] 
α5[IV]2α6[IV]

Базальная мембрана

V Фибриллярный α1[V]3 
α1[V]2α2[V] 
α1[V]α2[V]α3[V]

Широко распространенный: кости, 
дерма кожи, роговица, пла цента

VI Сетеобразую щий α1[VI]α2[VI]
α3[VI] 
α1[VI]α2[VI]
α4[VI]

Широко распространенный: кости, 
хрящ, роговица, дерма кожи

VII Якорные фиб рил лы α1[VII]2α2[VII] Дерма кожи, мочевой пузырь
VIII Сетеобразую щий α1[VIII]3 

α2[VIII]3 
α1[VIII]2α2[VIII]

Широко распространенный: дерма 
кожи, мозг, сердце, почки 

IX FACITe α1[26]α2[26]
α3[26]

Хрящ, роговица, стекловидное 
тело 

X Сетеобразую щий α1[X]3 Хрящ
XI Фибрилляр ный α1[XI]α2[XI]

α3[XI]
Хрящ, межпозвоночные диски

XII FACIT α1[XII]3 Дерма кожи, сухожилия
XIII MACIT – Эндотелиальные клетки, дерма, 

глаза, сердце
XIV FACIT α1[XIV]3 Широко распространенный: кости, 

дерма, хрящ
XV MULTIPLEXIN – Капилляры, семенники, почки, 

сердце
XVI FACIT – Дерма, почки
XVII MACIT α1[XVII]3 Полудесмосомы эпителия
XVIII MULTIPLEXIN – Базальная мембрана, печень
XIX FACIT – Базальная мембрана
XX FACIT – Cornea (chick)
XXI FACIT – Желудок, почки
XXII FACIT – Тканевые контакты
XXIII MACIT – Сердце, сетчатка
XXIV Фибриллярный – Кости, роговица
XXV MACIT – Мозг, сердце, семенники
XXVI FACIT – Семенники, яичники
XXVII Фибриллярный – Хрящ
XXVIII – – Дерма, седалищный нерв
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для возможности образования ГВГ сигнала является квадра тич ная 
нели нейная поляризуемость исследуемого вещества. Так нецентро‑
сим метричная молекула коллагена способна генерировать сильный 
сигнал второй гармоники [26, 27]. Среди коллагенов, кол лаген I типа 
обла дает наиболее упорядоченной структурой, а значит, дает наибо‑
лее интенсивный ГВГ сигнал [28].
 Впервые биологическая визуализация ГВГ коллагена была осу‑
ществлена Фрэундом в 1986 году с использованием сухожилия кры‑
си ного хвоста; пространственное разрешение в том эксперименте 
соста вило порядка 50 мкм [29]. Через 15 лет Мохлер и Кампаньола 
реали зовали практический подход к визуализации коллагена биоткани 
с помощью ГВГ с более высоким пространственным разрешением 
(порядка 1 мкм) и быстрым сбором данных [30].
 На сегодняшний день нелинейная ГВГ микроскопия является 
перспек тивной методикой исследования состояния коллагена, не 
тре бующей никаких дополнительных окрашиваний (label‑free), и 
рас сматривается как альтернатива для стандартных диагности чес ких 
методик, таких как рутинная гистология, гистохимия, имму но гис‑
то химия. Основные технические требования для реализа ции ГВГ 
мик ро скопии по сути аналогичны для другого вида нели ней ной 
микроскопии – много‑ или двухфотонно возбуждаемой флуо рес цент‑
ной мик роскопии: микроскоп высокого разрешения с опти чес кими 
эле ментами, подходящими для инфракрасного диапазона, осна щен‑
ный импульсным инфракрасным лазером. В качестве источ ника 
воз буж дения, как правило, служат импульсные Ti :Sa или Nd:YAG 
лазеры с длительностью импульса от 100 до 200 фс, однако, исполь‑
зу ются и наносекундные диапазоны [31]. Реже применяют пико‑

Рис. 1. Принцип генерации второй гармоники в нелинейной оптической среде. 
 ν – частота падающей волны, λ – длина падающей волны, νГВГ –частота сфор‑
ми рованной волны ГВГ , λГВГ – длина волны ГВГ.

S0
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= 2
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секундные лазеры с продолжительностью импульсов от 1 до 2 пс. 
Поскольку интенсивность сигнала ГВГ пропорциональна квад рату 
плотности потока возбуждающего лазера, применение более коротких 
импульсов приводит к существенному уменьшению требуе мой 
средней мощности зондирующего излучения, что снижает инва зив‑
ность исследования. Сигнал ГВГ в значительной степени зави сит и от 
длины волны, выбираемой, как правило, из инфракрасной области для 
увели чения эффективной глубины проникновения излучения в ткань 
[31, 32]. Длина волны, используемая для ГВГ микроскопии, зависит от 
конкретного приложения, но традиционно находится в диапазоне от 
740 до 810 нм [33]. Сигнал ГВГ позволяет визуализировать коллаген 
с пространственным разрешением, ограниченным дифракционным 
пределом (менее 300 нм) [32, 34]. При этом ГВГ микроскопия обес‑
пе чивает более высокое пространственное разрешение по сравнению 
с кон фокальной микроскопией при одинаковых диаметрах пучка. 
 Заметим, что ГВГ сигнал можно детектировать как в полуплос‑
кости, находя щейся по пути распространения зондирующего луча 
(прямой сигнал ГВГ), так и в обратном направлении (обратный сигнал 
ГВГ). Как правило, сигнал обратной ГВГ намного слабее, однако для 
иссле дования толстых образцов, это единственно возможный вариант 
детекции. В случаях, когда возможна регистрация обоих сигналов, 
изме ряется коэффициент пропорциональности между прямой и 
обрат ной ГВГ волной, связанный с регулярностью и плотностью ук‑
ладки фибрилл и волокон коллагена [35–39]. Так, например, в работе 
[40] данный подход позволил выявить ранние изменения в струк туре 
кол ла гена при развитии остеоартрита [40]. 
 Для получения дополнительной информации некоторые иссле‑
до ва тели при наличии технической возможности детектируют 
поля ри зацию падающего (1f) и/или обнаруженного света (2f) и ее 
изме нение. Например, комбинации линейных поляризаторов и/или 
полу вол новой (λ/2) и четвертьволновой (λ/4) пластин могут управ‑
лять поляризацией света в фокальной плоскости микроскопа. Этот 
подход потенциально позволяет точно определить изменения струк‑
тур ных свойств фибрилл/волокон коллагена [29, 35, 41–47]. 
 Важно отметить, что эффект ГВГ является частным случаем нели‑
ней ного когерентного процесса, и наряду со второй гармоникой сущест‑
вуют гармоники высших порядков, например, генерация третьей 
гар мо ники (ГТГ, third harmonic generation THG), также наблюдаемые 
при взаимодействии электромагнитных волн с коллагеном [48–52]. 
Однако по сравнению с ГВГ микроскопией, микроскопия третьей 
гар мо ники на сегодняшний день технически сложна, т.к. требует 
исполь зования более специфических длинноволновых источников 
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(>1200 нм) и/или УФ (<300 нм) детекторов, а генерируемый сигнал 
зна чи тельно слабее. Поэтому для визуализации коллагена ГВГ микро‑
ско пия является наиболее популярным подходом. 
 Многочисленные работы указывают на важную роль сигнала ГВГ в 
качестве инструмента для изучения коллагена. К настоящему моменту 
ГВГ микроскопия используется для исследования ориентации кол ла‑
ге новых волокон и их структурных изменений в различных объек тах 
и при различных физиологических и патологических процес сах. 
Ценность подобных исследований возрастает, если к чисто опи са‑
тельной характеристике коллагена добавляется количественный ана‑
лиз получаемых изображений ГВГ и выявляются наиболее значимые 
объек тивные показатели, характеризующие его состояние.

КОЛИЧЕСТВЕННЫЙ АНАЛИЗ ГВГ ИЗОБРАЖЕНИЙ

Как правило, количественный анализ ГВГ изображений оперирует 
неболь шим числом параметров (числовыми метриками), которые 
спо собны классифицировать исходные данные и сделать их удобными 
для даль нейших сопоставлений и сравнений в группах.
 Подходы к количественному анализу изображений ГВГ коллагена 
можно разделить на 3 основные группы: текстурный анализ (включая 
статистические методы первого и второго порядка), Фурье преобра‑
зо вание и сегментацию отдельных волокон (рис. 2). 
 Среди них текстурный анализ является наиболее универсальным 
и широко применяемым методом количественной оценки структуры 
кол лагена по ГВГ сигналу. Это в первую очередь связано с тем, что 
дан ный метод подходит для анализа коллагена, не имеющего ярко 
выра женной укладки. Фурье анализ является более специфическим 
подходом и применяется для коллагена с ярко выраженной ориен та‑
цией или с ее полным отсутствием. Сегментация отдельных воло‑
кон коллагена имеет наиболее узкое приложение и применяется для 
случаев, когда коллаген содержит четкие тонкие отдельно распо ло‑
жен ные волокна. Рассмотрим подробнее каждый из этих подходов и 
примеры их применения в анализе коллагена.

II. ТEKCТУРНЫЙ АНАЛИЗ
При текстурном анализе на изображениях выделяют их текстуру, 
опре деляемую как характерную структуру, заданную размером 
области изображения, формой, расположением и пропорциями его 
частей. Хотя не существует общепринятого определения термина 
«текстура», часто внешний вид изображения описывается как тонкий 
или грубый, плавный или резкий, однородный или неоднород ный и т.д. 
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Текстурный анализ с помощью соответствующей обработки может 
различать области изображения и выявлять свойства более высокого 
порядка, которые нелегко обнаружить визуально. По существу, анализ 
текстур имеет дело с областями двухмерного изображения, обычно 
называемыми областями интереса (regions of interest, ROIs). Текстура 
может быть важным критерием в определении квази‑однородных 
облас тей изображений. Первоначально, анализ текстуры эффективно 
исполь зовался, например, при обработке аэрофотоснимков [53] и в 
дальнейшем область его применения расширилась до разнообразных 
биоме дицинских приложений [54].
 В статистическом текстурном анализе, особые характеристики 
текстур вычисляются на основе статистического распределения 
интен сивностей изображения в пределах ROI. Статистические 
методы подразделяются на статистические методы первого порядка 
(First Order Statistics, FOS), второго порядка (Second Order Statistics, 
SOS), или матрицы совпадения уровней серого (Gray Level Co‑Occur‑
rence Matrix, GLCM), и статистики более высокого порядка [55, 
56]. Параметры на основе статистических методов первого порядка 
извле каются непосредственно из статистики исходного изображения, 
а статис тика второго порядка – из матрицы, построенной на межпик‑
сель ной корреляции исходного изображения [56]. 
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Рис. 2. Классификация методов количественной оценки ГВГ сигнала коллагена. 
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СТАТИСТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ПЕРВОГО ПОРЯДКА

Для обработки изображений распределения ГВГ сигнала от коллагена 
наиболее распространенными и простыми для вычисления подходами 
являются статистические методы первого порядка, связанные только 
с интенсивностью. 
 Текстуры FOS связаны со статистическим распределением интен‑
сивности пикселей и игнорируют пространственные межпиксельные 
кор реляции. Такое распределение показывает вероятность наблюдения 
определенной яркости пикселя в любом месте изображения (и/или 
в пределах выбранного ROI). Обычно FOS включает несколько ста‑
тис тических моментов, таких как среднее, стандартное отклоне ние, 
плотность, асимметрия и куртозис гистограммы распределения 
интен сивности.
 Нормированное среднее арифметическое интенсивностей уровня 
серого исследуемого изображения вычисляется по формуле:

           (1)
где N – горизонтальный или вертикальный размер изображения, I – 
интен сивность пиксела. Применение нормированных коэффициентов 
применяется для анализа ROI разных размеров. 
 Среднее значение вероятностного распределения интенсивности 
уровня серого на изображении вычисляется по формуле [56]:
             (2)
где P – вероятность (гистограммы) текущей интенсивности пикселя i. 
 Среднее значение является наиболее простым и информативным 
параметром статистики первого порядка, используемым для оценки 
сигнала ГВГ от коллагена, и фактически указывает на количество 
кол лагена в поле зрения. Этот параметр часто используется для гру‑
бого дифференцирования образцов без наличия типичной четкой 
струк туры коллагена, например, с целью выявления корреляционных 
связей между средним сигналом и механическими свойствами объем‑
ной ткани. 
 Рауб и др., используя в качестве модели коллагеновые гели, 
засеянные фибробластами, обнаружил корреляцию средней интен‑
сив ности ГВГ сигнала с концентрацией коллагена [57]. Этот факт 
поз волил пред положить, что значение среднего сигнала ГВГ чувст‑
ви тельно к изме нениям объемной доли фибриллярного кол лагена. 
Таким образом, низ кие значения среднего сигнала ГВГ могут сви‑
де тельствовать о нали чии тонких и редко расположенных волокон 
кол лагена в тканях [58].
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 Существует множество примеров дифференциации патологичес‑
ких состояний тканей по среднему значению сигнала ГВГ. Например, 
Ванг и др. на моделях аденокарциномы молочной железы крыс пока‑
зали, что метастазирующие опухоли MTln3 имеют более низкий 
сред ний сигнал ГВГ по сравнению с неметастазирующими опухолями 
MTC. Это согласуется с общими наблюдениями, что MTC опухоли 
более фиброзные и слабо некротизированые, а скопления опухолевых 
клеток в них разделены массивными пучками коллагена [59]. В то же 
время, MTln3 опухоли содержали большое количество протяженных 
кол ла геновых волокон вблизи наружной границы, к которым были 
при креплены раковые клетки.
 Пирхонен и др. разработали метод количественной оценки 
раннего фиброза печени с использованием автоматизированного 
анализа средних значений сигнала ГВГ [60]. На биопсийных образцах 
печени авторы показали корреляцию среднего сигнала ГВГ со стадией 
фиброза и подтвердили расположение фибриллярных коллагенов I и 
III типов иммуногистохимическим исследованием. 
 Сан и др. использовали оценку интенсивности ГВГ сигнала по 
среднему значению для исследования механизмов тепловой дена‑
ту рации коллагена [61]. Было выявлено уменьшение сигнала ГВГ 
при нагреве, что вероятно связано с изменениями в молекулярной 
струк туре коллагена или сшивках внутри отдельных фибрилл.
 Стандартное отклонение значений интенсивности уровня 
серого является моментом второго порядка относительно среднего и 
может быть вычислено с помощью формулы (3) для среднего ариф‑
ме тического и формулы (4) для распределения вероятностей (гисто‑
граммы): 

            (3)

             (4)
 Дисперсия является квадратом стандартного отклонения.
 Плотность является продуктом выбранного ROI изображения 
и имеет фактически тот же смысл, что и среднее значение уровня 
серого:

              (5)

 Плотность и среднее значение интенсивности сигнала имеют 
очень близкий физический смысл, и оптимальный выбор параметра 
часто зависит от характеристик изображения. Заметим, что адекват ное 
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использование параметра плотности возможно только в том случае, 
если на изображении отсутствует фон и/или его можно легко и точно 
учесть при обработке. Проиллюстрировать использование этой 
мет рики можно на примере работы Чжу и др., в которой плотность 
анали зировалась при изучении краевой области кожного келоида и 
его сравнении с атрофическим рубцом [62]. Результаты этой работы 
пока зывают возможность различать типы рубцов по уровню выра‑
ботки коллагена на основе вычисления плотности сигнала ГВГ. 
 Асимметрия гистограммы (skewness) – момент третьего порядка, 
определяющий, насколько симметрично (вокруг среднего) распре де‑
ление гистограммы интенсивности уровня серого. Асимметрия гисто‑
граммы значений интенсивности пикселей фактически характеризует 
наклон гистограммы относительно центральной линии:

             (6)
 Асимметрия указывает на дисбаланс между областями с интен‑
сив ностями выше и ниже среднего значения, а значит, ГВГ изобра‑
жения, содержащие более тонкие волокна коллагена и имеющие более 
асимметричный рисунок, будут иметь более высокий коэффициент 
асимметрии.
 Куртозис – это момент четвертого порядка, определяющий разницу 
между наблюдаемым распределением и Гауссовым распределением:
           (7)
 Куртозис описывает, является ли статистическое распределение 
интен сивности более распределенным (плоским) или более кон цент‑
ри ро ванным вокруг среднего (пиковым). Более сильные сигналы ГВГ 
(напри мер, толстые коллагеновые сети, покрывающие большие области 
изображения) обычно приводят к более широкому распределению 
яркости пикселей, тем самым снижая значения куртозиса. Повышение 
асимметрии изображений часто сопровождается более широким 
рас пределением интенсивностей пикселей, что приводит и к более 
высоким значениям куртозиса. 
 Стоит отметить, что терминология и номенклатура, используемые 
в опи сании статистических методов первого порядка, несколько отли‑
чаются от стандартной статистической и физической терминологии, 
а некоторые термины могут иметь различные значения в зависимости 
от областей применения. Например, статистические параметры более 
высоких порядков, упоминаемые выше, – момент второго порядка 
(дис персия), третьего порядка (асимметрия) и четвертого порядка 
(кур тозис) – применительно к анализу изображений по‑прежнему 
рас смат риваются как «статистические методы первого порядка». 
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Кроме того, существуют расхождения в терминологии статистичес‑
ких методов второго порядка (см. ниже), в которой, например, термин 
«энергия» используются в несколько ином смысле, чем в других облас‑
тях науки.
 Для комплексного и более полного описания статистического 
рас пределения сигнала ГВГ, как правило, используются комбинации 
из 2–5 параметров FOS в виде независимых метрик или неких обоб‑
щаю щих коэффициентов. Так, например, Балу и др. предложен 
пара метр неоднородности сигнала ГВГ коллагена S как отношение 
стан дартного отклонения к плотности сигнала: 
 S = σ/ρ,             (8)
где σ – стандартное отклонение, ρ – плотность ярких пикселей [63]. 
Задачей их исследования была дифференциальная диагнос тика 
меланомы у пациентов на основе сигнала ГВГ. Авторы иденти фици‑
ро вали вариации значений параметра неоднородности по z‑стеку 
для трех состояний – невус, диспластический невус и меланома, и 
ассо циировали их с изменениями в содержании коллагена в зоне 
дермо‑эпидермального соединения. Большее значение параметра 
неод нородности отражало быстрое увеличение количества коллагена 
от верха кожных сосочков до более глубоких слоёв в папиллярной 
дерме. Небольшое значение параметра неоднородности отражало 
более медленное увеличение содержания коллагена, обусловленное 
нали чием клеток невуса или меланомы в папиллярной дерме [63].
 Применение статистических методов первого порядка с анали зом 
пяти параметров (среднее, стандартное отклонение, плот ность, асим‑
метрия и куртозис) наглядно проиллюстрировано при иссле до вании 
организации коллагена в динамике образования атеро скле ро ти ческой 
бляшки на артерии кролика в работе [64].
 В нашем недавнем исследовании оценивалось состояние коллагена 
в колоректальных опухолях мышей in vivo при химиотерапии на 
основе вычисления среднего сигнала ГВГ, когерентности, куртозиса, 
асимметрии и неоднородности [65]. Было обнаружено увеличение 
содержания коллагена и степени его ориентации (когерентности 
сигнала) при лечении цисплатином и паклитакселом и снижение 
коли чества коллагена в случае применения иринотекана. Другие пара‑
метры также продемонстрировали изменения при терапии. Важно 
отметить, что индуцированные терапией нарушения в содержании и 
структуре коллагена проявлялись достаточно рано – до выраженных 
мор фологических нарушений и уменьшения опухолей в размерах, 
что позволяет рассматривать ГВГ микроскопию как перспективный 
метод оценки раннего ответа на лечение.
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СТАТИСТИЧЕСКИЕ МЕТОДЫ ВТОРОГО ПОРЯДКА

В общем случае, статистические методы второго порядка (Second 
Order Statistics, SOS) для оценки текстуры связывают топологию одной 
области изображения с топологией других областей. Самая простая 
форма анализа текстуры – это вычисление матрицы совпадений уров‑
ней серого GLCM, впервые разработанная Хараликом и др. в 1973 году 
[66]. С тех пор анализ GLCM стал мощным инструментом ана лиза 
ГВГ изображений коллагена [55, 56, 64, 66, 67]. GLCM подход пред‑
ставляет собой вычисление вероятности появления пары пикселей с 
заданной разницей уровней серого, разделенных предопределенным 
расстоянием, определяемым в заданном направлении. Описание 
смысла метода можно свести к оценке совместных условных функций 
плотности вероятности второго порядка, а значения элементов 
матрицы совпадений уровней серого – это вероятность перехода от 
серого уровня i к серому уровню j в заданном направлении h при 
задан ном интервале между выборками d. Соответственно, GLCM – 
это квадратная матрица размерности, равной количеству уровней 
серого в изображении. Ее вывод из исходных изображений ГВГ 
опи сан в работах [68–71]. 
 На основе матрицы сосуществования можно рассчитать ряд 
текстур ных признаков и описать текстуру изображения с помощью 
ряда математических метрик, наиболее широко используемые из 
кото рых приведены ниже. 
 Энергия (energy) (или второй угловой момент или однородность) 
GLCM вычисляется по формуле:

           (9)
где P – значение элемента матрицы GLCM, N – размер данной мат‑

рицы (NxN). 
 Значения параметра энергии могут лежать в диапазоне от 0 до 1. 
Наименьшее значение энергии достигается, когда нет доминирующих 
уровней серого, т.е. изображение однородно. 
 Параметр энергии GLCM успешно использовался, например, для 
исследования организации коллагена дермы. Авторы показали ex vivo, 
что в келоидном рубце энергия выше по сравнению со здоровой дер‑
мой, что подтверждает тот факт, что соединительная ткань келоида 
более однородна [69]. 
 Обратный разностный момент IDM (inverse different moment), 
также называемый гомогенностью, вычисляется по формуле: 

          (10)
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и является мерой количества локальной однородности, присутст‑
вую щей в изображении. Т.е. IDM представляет собой взвешенную 
сумму значений пикселей в пределах выбранного ROI и обеспечивает 
метрику сходства пикселя с соседями. Этот параметр количественно 
определяет степень однородности ROI. Более высокое значение IDM 
связано с более плотной или более толстой структурой коллагеновой 
сетки на ГВГ изображении.
 Инерция (inertia) (или второй разностный момент), фактически 
пред ставляет собой меру идентичности пикселей их соседям по 
уровню интенсивности сигнала:
          (11)
 Эта функция очень чувствительна к сильным различиям, возни‑
каю щим внутри матрицы совпадения. Области изображения с высо‑
ким контрастом будут иметь высокую инерцию, тогда как более 
одно родные области будут иметь низкую инерцию. 
 Корреляция (correlation) определяет зависимость уровней серого 
между двумя пикселями, разделенными заданным расстоянием d. 
Это линейная зависимость уровней серого от значений соседних 
пик селей:

          (12) 
 Параметр корреляции направлен на определение структурных 
харак теристик пучков коллагеновых волокон. Средний размер 
волокна, а также среднее расстояние между волокнами можно оце‑
нить, проанализировав поведение индекса корреляции GLCM. Длина 
корреляции является мерой среднего размера пучка коллагеновых 
волокон в ROI, тогда как среднее расстояние между волокнами может 
быть измерено с учетом периодичности корреляции. Вычисление 
кор реляции подходит для определения закономерности конкретной 
структуры, например, упорядоченности расположения волокон кол‑
ла гена друг относительно друга. Низкая корреляция означает, что 
уровни серого вообще не зависят друг от друга, т.е. в изображении 
нет регулярной (периодической) структуры. Если корреляция высока, 
сущест вует высокая вероятность того, что один или несколько участ‑
ков сетки повторяются внутри ROI.
 Применение корреляции целесообразно для случаев с ярко выра‑
женной коллагеновой структурой. Так, использование этого пара‑
метра позволило в ряде работ выявить различия в среднем раз мере 
пучка волокон в нормальных артериальных стенках и в ате ро скле‑
ро тических бляшках [25, 69, 72].
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 В ряде исследований в области онкологии было показано, что 
показатель корреляции GLCM отличается в нормальных и нео‑
плас тических тканях, что может объясняться менее развитой кол‑
ла геновой структурой в нормальных тканях по сравнению с пато‑
логически измененными [68, 73‑75]. Показано, что применение 
пара метра корреляции GLCM способно обеспечить количественную 
идентификацию предрака на разных стадиях. Значение корреляции 
в предраковом эпителии было ниже, чем в нормальной ткани, и эта 
величина существенно уменьшалась по мере прогрессирования 
злокачественности новообразования [76]. Этот результат согласуется 
с качественными изменениями, описанными с помощью гистологии, 
в котором показано, что «диффузная» коллагеновая структура в нор‑
маль ной ткани заменяется на более организованные пучки волокон 
в предраковых тканях и сформировавшихся опухолях.
 Энтропия (entropy) описывает случайность областей относительно 
их соседей: 
          (13)
 Низкое значение параметра энтропии указывает на однородность 
изображения. В случае оценки состояния коллагена по ГВГ сигналу 
это может означать отсутствие четких волокон в поле зрения, вызван‑
ное, например, набуханием волокон при воспалении. Высокая энтро‑
пия свидетельствует о том, что на общем гомогенном фоне присуст‑
вуют яркие элементы, т.е. волокна коллагена или их фагменты, но не 
обязательно упорядоченные. 

 
Матрицы GLCM изображений распределения ГВГ сигнала могут 

быть рассчитаны с использованием программного обеспечения 
Matlab или отлаженных программных приложений и специальных 
плагинов для обработки изображений, например OrientationJ [77–79] 
или GLCM‑Texture [80] для ImageJ.
 Еще один параметр текстон (texton), относящийся к статистичес‑
ким методам второго порядка, является мощным инструментом 
анализа ГВГ изображений на основе их морфологии [81]. Текстоны 
определяются внутри изображения как повторяющиеся шаблоны с 
медленно меняющимися локальными статистическими свойствами. 
Текстон вычисляется путем нахождения свертки между группой 
пикселей с набором фильтров различных форм и размеров для иден‑
ти фикации повторяющихся признаков [82]. Вэнь и др. использовали 
алгоритм машинного обучения, включающий в себя нахождение 
текстонов, для классификации между раком яичника и нормальной 
тканью на основе отличий в морфологии фибриллярного коллагена 
и достигли точности 97% [81].
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 Как и в случае статистических методов первого порядка, при 
ана лизе структуры коллагена параметры статистики второго порядка 
часто используются комплексно, с вычислением сразу несколь ких 
метрик. Так применение параметров энергии, инерции, энтропии, 
кор реляции и обратного разностного момента наглядно проиллюстри‑
ро вано при исследовании организации коллагена в динамике образо‑
вания атеросклеротической бляшки на артерии кролика в работе [64]. 
 Иногда применения лишь одного из подходов текстурного 
анализа недостаточно для выявления отличий в морфологии волокон 
коллагена, и целесообразно использование их комбинации. 
 Например, с помощью классификатора нелинейных опорных 
векто ров (SVM) было показано, что точность дифференцирования 
близ ких патологических состояний ткани может быть улучшена 
с помощью комбинированных текстурных переменных FOS и 
GLCM по сравнению со случаем, когда используется любая из них 
в отдельности [83].
 Комбинация статистических параметров первого порядка (среднее, 
стандартное отклонение, плотность, асимметрия и куртозис) и пара‑
метров текстуры GLCM (энергия, инерция, корреляция, обратный раз‑
ностный момент и энтропия) была применена для оценки колла гена в 
условиях экспериментального инфаркта миокарда, описанных ранее 
[64]. При комбинировании всех вышеперечисленных параметров, 
авторам удалось добиться надежной классификации изображений 
коллагена ГВГ, полученных из атеросклеротических артерий, с точ‑
ностью 90%, чувствительностью 91% и специфичностью 92%, где 
точ ность – это доля правильных результатов теста, чувствительность 
отра жает долю положительных результатов, которые правильно 
иден тифицированы как таковые, а специфичность отражает долю 
отри цательных результатов, которые правильно идентифицированы 
как таковые.
 Другое схожее исследование этих авторов было проведено на пред‑
расположенных к инфаркту миокарда кроликах [84]. После выпол‑
нения теста для выбора признаков на основе оценки Фишера, авторы 
применили комбинацию из пяти признаков FOS и пяти признаков 
GLCM для поиска достоверного различия между состоянием сосудов 
молодых и старых кроликов. FOS и GLCM параметры показали 
разли чия в структуре сосуда в местах, испытывающих турбулентный 
кро во ток (например, артериальная дуга) и ламинарный кровоток 
(напри мер, внешняя подвздошная артерия) вдоль аорты. Так же было 
показано, что структура коллагена значительно толще в фиброзной 
крышке атеро склеротических бляшек у старых животных по срав не‑
нию с молодыми. В работе [56] авторы показали, что крышка атеро‑
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скле ро тической бляшки содержит коллаген, образующий хаотично 
распо ложенные более толстые пучки. 
 В работе [85] мы изучали состояние коллагена стенки мочевого 
пузыря в постоперационных образцах. Применение оценки среднего 
зна че ния сигнала ГВГ, как показателя содержания коллагена, и коге‑
рент ности, как показателя упорядоченности, совместно с данными 
опти ческой когерентной томографии и атомно‑силовой микроскопии 
позволило дифференцировать воспалительные процессы в мочевом 
пузыре от низко‑ и высоко‑дифференцированной карциномы. 
 В другом исследовании мы использовали комбинацию парамет ров 
среднего значения сигнала ГВГ, энергии и когерентности для оценки 
состояния коллагена при опухоль‑стромальных взаимодействиях. 
На модели коллагеновых гелей, содержащих опухолевые клетки, 
фиб робласты или их ко‑культуры был показан многократный рост 
содер жания коллагеновых волокон в гелях с ко‑культурами и увели‑
чение их упорядоченности [86, 87].
 В работе Волш с соавт. с помощью вычисления средней плот‑
ности и интенсивности сигнала ГВГ было продемонстрировано in 
vivo повышение плотности коллагена в опухолевых ксенографтах 
молоч ной железы после лечения таргетным препаратом Трастузумаб 
(Гер цептин) независимо от реакции опухолевых клеток на лечение. 
При этом наблюдалось значительное уменьшение организованности 
кол лагена в опухолях, чувствительных к лечению [88]. 

III. ФУРЬЕ ПРЕОБРАЗОВАНИЕ
Ориентацию пучков коллагеновых волокон можно оценить с помощью 
быстрого преобразования Фурье (Fast Fourier Transform, FFT). 
Изображение FFT, представляя собой карту пространственных частот 
исходного изображения, способно количественно охарактеризовать 
ориен тацию пучков коллагеновых волокон. Например, FFT из слу‑
чайно ориентированных волокон будет иметь круговой вид, тогда как 
волокна с предпочтительной ориентацией будут иметь эллиптический 
вид. Фурье анализ является более специфическим подходом по срав‑
нению с текстурным анализом и применяется для коллагена с ярко 
выра женной ориентацией, либо с ее полным отсутствием. 
 Это можно наглядно проиллюстрировать на примере двух раз лич‑
ных состояний интимы атеросклеротического сосуда человека (рис. 
3). Более упорядоченная организация коллагена тонкого попе речного 
сечения атеросклеротической бляшки соответствует более вытянутой 
(эллип тической) форме распределения профиля FFT. Напротив, гомо‑
ген ное распределение отдельных фрагментов коллагеновых волокон 
соответствует круговой форме профиля FFT. 
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 FFT может выполняться с использованием различных программных 
средств, включая MatLab или ImageJ [89, 90]. 
 Быстрое Фурье преобразование было использовано для выявле ния 
отличий в форме коллагеновых волокон между нормальной тканью, 
доброкачественными и злокачественными образованиями. Этот 
подход позволил классифицировать нормальную строму от гипер‑
пла зии, дисплазии и рака молочной железы, где последняя пато логия 
имела самую упорядоченную ориентацию коллагеновых волокон 
[91]. FFT помог выявить отличия между нормальной стромой и стро‑
мой в раке яичников. Однако попытки дифференцировать типы рака 
яичников между собой с помощью данного анализа оказались неудач‑
ными [68, 73, 74]. Работа [67] на примере раков молочной железы и 
яичников также демонстрирует, что FFT позволяет различить норму и 
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Рис. 3. Анализ организации коллагена атеросклеротической бляшки с помощью 
быстрого Фурье преобразования (FFT) ГВГ изображений. 
 А – ГВГ изображение тонкого поперечного сечения стабильной атероскле‑
ро тической бляшки человека. 
 Б – ГВГ изображение организации коллагена тонкого поперечного сечения 
неста бильной атеросклеротической бляшки. 
В и Г – Соответствующие распределения быстрого Фурье преобразования ГВГ 
изобра жений.
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патологию, где коллаген имеет более организованную фибриллярную 
структуру, но не способен обнаружить отличия между различными 
типами рака [67].
 Сивагуру с соавт. применяли FFT для количественной оценки 
орга низации коллагеновых волокон в сухожилиях при воспалении. 
Результаты анализа FFT показали, что в поврежденных сухожилиях 
колла геновые волокна организованы случайным образом в отличие от 
нор мальных сухожилий, где наблюдается их правильная ориентация, 
что является следствием потери третичной структуры и латерального 
сжатия [92]. 
 Для выявления тонких отличий в степени организованности 
укладки коллагеновых волокон необходимо использовать более 
сложный количественный анализ результатов быстрого Фурье преоб‑
разования. Одним из эффективных коэффициентов является соотно­
шение сторон профиля FFT, рассчитываемое с учетом соотношения 
двух собственных значений ковариационной матрицы [69]. Ковариа‑
цион ная матрица между строками и столбцами изображения FFT 
вычис ляется для оценки длины двух осей распределения интен сив‑
ности получаемого эллипса, даже если они не выровнены по коор‑
динатам x, y. Тогда собственные векторы ковариационной матрицы, 
вычис ляемые как мера соотношения сторон, определяются отно ше‑
нием квадратных корней из этих двух собственных значений. Таким 
образом, два собственных значения ковариационной матрицы пред‑
став ляют собой дисперсию распределения интенсивности FFT вдоль 
двух главных осей эллипса. 
 Данный подход применялся к описанию содержания и состояния 
кол лагена в нормальной стенке артерии и в атеросклеротических 
бляшках [24, 72]. Показано, что, в отличие от атеросклеротической 
бляшки, коллагеновые волокна нормальной стенки имеют регуляр ную 
организацию, пучки равноотстоят друг от друга и ориенти ро ваны 
пер пендикулярно кровотоку.
 С помощью вычисления соотношение сторон профиля FFT были 
найдены достоверные различия в состоянии коллагена, расположенном 
на разных глубинах роговицы глаза [93]. В клиническом исследовании 
Воленсак и др. показали, что в результате образования сшивок после 
лечения кератоконуса рибофлавином/ультрафиолетом А, значительно 
увеличивается соотношение сторон профиля FFT, что коррелировало 
с увеличением жесткости коллагена. 
 С помощью вычисления соотношения сторон профиля FFT можно 
оценить степень изотропии или анизотропии выбранного участка 
кол лагеновой структуры [24, 72, 94]. Для это изображения FFT пред‑
ва ри тельно бинаризуются, проводится аппроксимация эллипсом 
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распре деления FFT и рассчитывается отношение меньшей к большей 
полуосей/осей эллипса. Это отношение называется средним индексом 
изотропии и характеризует степень взаимной ориентированности 
волокон. Меньший индекс изотропии, приближающийся к «0», 
ука зывает на наличие ярко выраженного выделенного направления 
воло кон коллагена. Более высокое значение, приближающееся к «1», 
пока зывает изотропное распределения волокон. 
 Мы использовали данный параметр для классификации стадий 
атеросклеротических бляшек у человека [94]. Было обнаружено, что 
стабильные стадии атеросклеротических бляшек (I, II/III, IV и Vб) 
харак теризуются более низким значением индекса изотропии по 
срав нению с нестабильными бляшками (Vа), что соответствует уве‑
ли чению степени организации коллагена в крышке бляшки по мере 
уве личения ее размера. 
 Некоторые группы авторов использует другой вариант этого пара‑
метра, который называется индексом ориентации коллагена (OI) [95, 
96]:
 OI = [1 – (short/ long_ratio)].         (14)
 Значение OI ткани равно 0 в случае абсолютно изотропной 
структуры коллагена, когда изображение FFT имеет форму круга. 
 Этот параметр использовался, например, для количественного 
анализа морфологии коллагена кожи при естественном и фотоинду‑
ци ро ванном старении [96]. На мышах было показано, что индекс 
ориентации увеличился с возрастом более, чем в два раза, что свиде‑
тель ствует о росте взаимной ориентированности пучков коллагена. 
 Количественный анализ изображений FFT с фильтром Габора 
также способен получить индекс ориентации коллагена OI [97]. Осман 
и др. выявили тонкие изменения ориентации коллагеновых волокон с 
прогрессирующей потерей структуры коллагенового матрикса кожи 
в мышиных моделях старения и сахарного диабета 2‑го типа. 
 Еще один коэффициент для анализа FFT распределения – коэф­
фи циент упаковки пучков характеризует степень плотности упаковки 
волокон коллагена в пучки. Это параметр вычисляется как: 
 BP = 512× (1/h),           (15)
где h –среднее расстояние в пикселях между центрами масс двух мак‑
си мумов первого порядка в изображениях FFT [95, 96]. Некоторые 
научные группы для лучшей визуализации положения максимумов 
используют псевдо‑трехмерное построение FFT [96]. 
 Данный подход был применен для оценки изменения коллагена 
в выбухающей дерматофибросаркоме [95]. Значение коэффициента 



Оценка структуры и состояния коллагена ... 201

плотности упаковки пучков BP в патологически измененной коже 
было на 30% выше, чем в норме. При этом авторы отмечают, что 
значение индекса ориентации OI существенно не отличалось. [95].
 Т.к. статистические методы второго порядка GLCM и FFT наибо‑
лее чувствительны именно к повторяющимся комбинациям пикселей 
на изображении, их комбинированное использование способно уве‑
ли чить чувствительность и специфичность анализа ГВГ сигнала 
кол лагена, имеющего четкую укладку. 
 Успешная комбинация GLCM и FFT для описания ремоделирова‑
ния тканей в модели рака яичников мыши, показала чувствительность 
и специфичность порядка 80% [98, 99]. 
 Комбинация GLCM и FFT применялась для ex vivo исследования 
тонких поперечных и продольных участков нормальной артериальной 
стенки и бляшки на модели кролика [72]. Применение FFT анализа с 
оценкой отношения полуосей аппроксимирующего эллипса показало, 
что в нормальной ткани отношение имеет меньшее значение по срав‑
не нию с результатом для бляшки, и это означает большую степень 
орга низованности коллагена. Вычисление параметра корреляции 
GLCM матрицы показало, что в нормальной артериальной стенке 
сред нее значение было равно 2.1 мкм, а в бляшке обнаружено два 
раз личных максимума на 1.7 мкм и 3.1 мкм.

IV. СЕГМЕНТАЦИЯ
Сегментация волокон подразумевает оценку геометрических пара мет‑
ров волокна, таких как длина, ширина, наклон, степень извитости и 
неко торых других. Сегментация отдельных волокон коллагена является 
наиболее специфическим подходом и применяется для случаев, когда 
кол лаген имеет четкие, тонкие, отдельно расположенные волокна. 
Другое ограничение применимости сегментирования состоит в том, 
что параметры волокон оцениваются для некоторого тонкого опти‑
чес кого слоя, в который попадает лишь часть волокна, тогда как 
волокна коллагена в большинстве тканей обычно имеют сложную 
трех мерную структуру.
 В работе [100] оценивали структурные свойства коллагеновых 
пластин в нормальной строме роговицы глаза и при кератоконусе 
путем измерения их ширины и угла относительно выбранного нап‑
рав ления – слоя Боумена. Угол ламелей коллагена по отношению к 
слою Боумена вычисляли по формуле:

 ( )ba /sin
1

=θ ,            (16)
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где a – расстояние по оси z между двумя соседними плоскостями, 
b – рас стояние между двумя представляющими интерес точками, 
q – угол коллагеновых пластин относительно слоя Боумена.
 Было обнаружено, что в кератоконической роговице ширина 
кол ла геновых пластин значительно больше, а угол меньше, чем в 
нор мальной роговице.
 Для извлечения параметров коллагенового волокна в работе [101] 
был предложен автоматизированный алгоритм отслеживания FIRE 
(fiber extraction) на основе курвлет преобразования [101]. Курвлет 
преобразование анализирует частотные составляющие в изображении 
по локальной корреляции с предопределенным фильтром, описанным 
Кандес и др. [102]. Курвлет преобразование похоже на более распро‑
страненное вейвлет‑преобразование, но по сути содержит инфор ма‑
цию об ориентации, которая не включена в вейвлет.
 Бредфелд и др. показали эффективность алгоритма FIRE для оценки 
длины, кривизны, угла и положения волокон по сравнению с дан ными, 
полученными при ручной аппроксимации ГВГ изображений рака 
молочной железы [103, 104]. Авторы также оценили эффективность 
при менения различных фильтров, предшествующих работе алгоритма 
FIRE. Использовались фильтр Гаусса (Gaussian filter, GF), SPIRAL‑TV 
[105], tubeness [106], CT (curvelet‑denoising) [107, 108]. Алгоритм с 
пре дшествующим обработке фильтром CT от шумов, называемый 
CT‑FIRE, смог обнаружить изменения в кривизне волокон коллагена 
в модели рака молочной железы на мышах in vivo. 
 Важно, что автоматизированный курвлет анализ, реализованный 
в подходе CT‑FIRE, обеспечивает уровень анализа ГВГ изображений, 
подходящий для клинической среды. Для расширения диагностичес‑
ких возможностей, этот алгоритм был применен к образцам молочной 
железы и яичников человека [103]. Было показано, что нормальные 
ткани яичников имеют более длинные, прямые и параллельные между 
собой волокна, в сравнении со злокачественными новообразованиями 
[74].

V. КОМБИНИРОВАННЫЙ АНАЛИЗ КОЛЛАГЕНА 
 И АВТОФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ТКАНЕЙ

Поскольку ГВГ микроскопия реализуется на базе многофотонных 
флуоресцентных микроскопов, очень часто ГВГ сигнал коллагена 
регистрируют одновременно с сигналом собственной (авто‑) флуо‑
рес ценции компонентов ткани при условии, что на микро скопе 
реализованы два спектрально различных канала детекти ро ва ния. 
Основными источниками автофлуоресценции тканей животных, 
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помимо коллагена, являются восстановленный никотинамид динук‑
леотид НАДН и его фосфорилированная форма НАДФН, флавины, 
липопигменты, порфирины эластин, кератин. Изменения, которые 
происходят в тканях при физиологических и патологических про цес‑
сах, неизбежно приводят к изменениям пространственного распре де‑
ле ния или содержания тех или иных эндогенных флуорофоров или 
физико‑химических свойств их микроокружения. Поэтому анализ 
авто флуоресценции наряду с ГВГ коллагена может обеспечить более 
пол ную информацию о структурно‑функциональном состоянии 
тканей.
 Стоит заметить, что комбинированная микроскопическая визуа‑
ли зация ГВГ и автофлуоресценции довольно часто используется в 
современных биомедицинских исследованиях исключительно для 
иден тификации тканевой структуры, без какой‑либо численной 
обработки изображений [109–111], либо без количественного анализа 
ГВГ сигнала [112]. В данном разделе рассматриваются некоторые 
примеры сочетания микроскопии ГВГ и автофлуоресценции, где 
про водилась численная обработка изображений.

ОТНОШЕНИЕ СИГНАЛОВ ГВГ И АВТОФЛУОРЕСЦЕНЦИИ

Отношение сигналов ГВГ и автофлуоресценции рассчитывается либо 
путем простого деления одного на другое, либо с использованием 
более сложного коэффициента, например, SAAID (Second Harmonic 
to Autofluorescence Aging Index of Dermis).
 В работе Ву с соавт. отношение сигнала ГВГ к сигналу двухфо‑
тон но‑возбуждаемой автофлуоресценции (АФ) клеток отражало изме‑
нения в содержании коллагена и эндогенных флуорофоров (преиму‑
щественно НАДН и ФАД) и использовалось в качестве «маркера» 
опухолевой прогрессии и ответа опухоли на терапию. В результате 
уве личения вклада клеточной и снижения вклада стромальной 
компоненты ткани, было выявлено снижение отношения ГВГ/АФ в 
образцах карциномы молочной железы пациентов по сравнению с 
нор мальной стромой и рост показателя после химиотерапии [113]. 
 Некоторые научные группы используют обратный коэффициент, 
т.е. вычисляют отношение автофлуоресцентного сигнала к сигналу 
ГВГ. Это может быть удобно в том случае, если такой вид представ ле ния 
данных лучше укладывается в динамический диапазон. Зенг с соавт. 
рассчитывали отношение автофлуоресценции коллагена к сигналу 
ГВГ для in vivo мониторинга предраковых состояний в модели канце‑
рогенеза слизистой защечного мешка хомяка. Авторы предположили, 
что поскольку механизмы генерации флуоресценции и ГВГ различны, 
ремоделирование стромы в процессе развития рака может иметь 
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разные эффекты на эти сигналы. Было показано увеличение АФ/
ГВГ отношения с увеличением степени злокачественности, что 
авторы связывают с деградацией коллагеновых волокон до фибрилл 
под действием металлопротеиназ, повышенная активация которых 
имеет место в предраковой строме. Было продемонстрировано, что 
высо кая точность обнаружения ранних злокачественных изменений в 
эпителии может быть достигнута с помощью комбинации трех харак‑
теристик: вычисления отношения АФ/ГВГ, корреляции и вычисления 
пространственного распределения частот GLCM [76].
 Во многих работах используется более сложный коэффициент, 
связывающий между собой уровни ГВГ и автофлуоресцентного 
сигнала – SAAID, который вычисляется по формуле: 

 
           (17)

 Главное отличие данного коэффициента в том, что он имеет свою 
внут реннюю нормировку и за счет изменения динамического диапазона 
представления данных является более чувствительным к небольшим 
изменениям перераспределения ГВГ и автофлуоресцентного сигналов. 
 Индекс SAAID впервые был предложен в 2005 г. Лин и соавт. 
для оценки степени фотоповреждения кожи с возрастом [114]. При 
про ве дении измерений в дерме кожи в канале автофлуоресценции 
регист рируется, в основном, эмиссия от эластина, хотя вклад кератина 
не исключается. Преобладание коллагена в исследуемой области дает 
поло жительные значения SAAID, преобладание эластина – отрица‑
тельные. За счет снижения сигнала ГВГ коллагена и повышения 
сигнала автофлуоресценции эластина, наблюдалось уменьшение 
SAAID у пожилых людей, что согласуется с гистологическими дан‑
ными о замещении коллагена эластическими волокнами [114]. В 
даль нейших дерматологических исследованиях показана высокая 
корре ляция индекса SAAID с возрастом добровольцев и более выра‑
женные изменения SAAID с возрастом у женщин по сравнению с 
мужчинами [115].
 Типичные профили изменения сигналов автофлуоресценции и ГВГ 
с глубиной в коже уха крысы и соответствующие профиль индекса 
SAAID представлены на рис. 4. Кривые ГВГ и автофлуоресценции, 
при веденные на графиках, отражают известные гистологические и 
биохимические особенности кожи. Характерно, что сигнал в канале 
приема ГВГ в глубоких слоях эпидермиса может быть также резуль‑
та том ГВГ мочевины (мочевой кислоты) [116], тогда как пик ГВГ в 
верхней части дермы связан исключительно с высоким содержанием 
фиб риллярного коллагена, главным образом, I и III типов. 
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 Релевантность SAAID в качестве объективного количественного 
показателя состава дермального матрикса для оценки возрастных изме‑
нений кожи демонстрируется, например в работе Сугата и соавт. [117].
 Также SAAID применялся для мониторинга ремоделирова ния 
коллагена после абляционной лазерной шлифовки кожи. Сравнение 
индекса до и после воздействия в трех возрастных группах показало 
наиболь шее увеличение SAAID в группе пожилых (>60 лет) пациен‑
тов, что отражало наибольшую эффективность проведенной про це‑
дуры [25]. 
 В работе Спрингер с соавт. SAAID был апробирован при наблюде‑
нии заживления ран у пациентов [118]. Выявленные различия в 
профилях SAAID в динамике позволяют рассматривать этот показа‑
тель как эффективный неинвазивный инструмент для оценки течения 
ране вого процесса in vivo.
 Чиччи и др. продемонстрировали применение SAAID для диффе‑
рен цирования нормальных и келоидных рубцов от здоровой дермы 
[69]. За счет высокого содержания эластина нормальный рубец харак‑
теризовался отрицательными значениями SAAID, типичная кожа 
имела низкие положительные значения за счет некоего соотношения 
кол лагена и эластина, а келоид – высокие положительные значения 
индекса в результате повышенного содержания коллагена и низкой 
кон центрации эластина. 

0

0.5

1

0 25 50 75 100
,

‑3

‑2

‑1

0

1

0 25 50 75 100

SA
A

ID
,

Рис. 4 Оценка состояния кожи уха крысы с помощью распределения среднего 
сигнала автофлуоресценции, ГВГ и SAAID. 
 А – Профили распределения средних сигналов автофлуоресценции (▲) и 
ГВГ (●) c глубиной в коже. 
 Б – Профиль распределения индекса SAAID. 
 Среднее ± стандартная ошибка среднего.
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 Оценка индекса SAAID представляет интерес не только при ана‑
лизе соотношения эластина и коллагена в соединительнотканных 
струк турах, но и для охарактеризования морфологических особен‑
ностей ткани по соотношению стромы и паренхимы. В этом случае 
для визуализации клеточной компоненты ткани используется авто‑
флуо ресценция флавинадениндинуклеотида (ФАД), как например 
в [119], или НАДН, как например в [120]. Так, с помощью SAAID 
были обнаружены различия между здоровой слизистой оболочкой 
мочевого пузыря и карциномой in situ в свежих биопсийных образцах 
пациентов [114]. В результате высокой клеточной пролиферации и 
пони женного вклада сигнала ГВГ коллагена в тканях карциномы 
отме чалось снижение индекса SAAID. 
 В нашей недавней работе SAAID был использован для in vivo 
выяв ления раннего ответа колоректальных опухолей мышей на химио‑
терапию. В опухолях, леченых препаратами цисплатин и пакли так сел, 
мы обнаружили повышение индекса SAAID по сравнению с неле ченым 
контролем на ранних этапах лечения, что вероятно было обус ловлено 
замещением клеточной компоненты стромой (рис. 5А.) [65].

КОМБИНАЦИЯ ГВГ И МЕТАБОЛИЧЕСКОГО ИМИДЖИНГА

Известно, что стромальное микроокружение – один из важнейших 
регу ляторов функциональной активности тканей. Многофотонная 
флуо ресцентная микроскопия с регистрацией ГВГ дает возможность 
парал лельного исследования состояния коллагена и метаболического 
статуса клеток, входящих в состав ткани. Кофакторы НАД/НАДН 
и ФАД/ФАДН2 вовлечены в энергетический метаболизм клетки в 
качестве переносчиков электронов. НАД восстанавливается до НАДН 
при гликолизе, а ФАДН2 окисляется до ФАД при митохондриальном 
окис лительном фосфорилировании. Восстановленный НАДН и окис‑
ленный ФАД обладают флуоресценцией, интенсивность которой 
зави сит, в первую очередь, от концентрации флуорофора. Поэтому 
соот ношение интенсивностей флуоресценции НАДН и ФАД служит 
мерой редокс‑статуса и, соответственно, метаболической активности. 
Дан ный подход был предложен Б. Чансом и соавт. в 1970‑х гг. [121] и с 
тех пор широко применяется в различных вариациях, касательно фор‑
мулы расчета. В общем случае, высокое редокс‑отношение НАДН/
ФАД указывает на высокую метаболическую (гликолитическую) 
актив ность, что характерно для клеток с интенсивной пролиферацией, 
напри мер, опухолевых или эпителиальных [122].
 Измерение редокс‑отношения НАДН/ФАД, наряду с количест‑
вен ным анализом коллагена и отношения ГВГ/АФ в биопсийных 
образцах, было реализовано в работе Ву с соавт. при химиотерапии 
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Рис. 5. In vivo визуализация ГВГ коллагена и клеточной автофлуоресценции в 
мыши ных опухолях CT26. 
 А – Репрезентативные изображения структуры опухоли. Красный цвет – 
флуо ресценция НАДН в клетках, зеленый цвет – ГВГ коллагена. Количественная 
оценка SAAID. 
 Б – Двухфотонная FLIM микроскопия. Псевдоцветовая шкала отношения 
сво бодной к связанной форме НАДН (a1/a2). 
 Масштаб 80 мкм применим ко всем изображениям. Среднее ± стандартная 
ошибка среднего. * – статистически значимая разница между контрольными и 
лече ными опухолями, p ≤ 0.05.
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рака молочной железы [113]. Авторы наблюдали увеличение редокс‑
отно шения в опухолевой ткани по сравнению с нормой и его сниже ние 
в результате лечения. 
 Комбинирование оценки ГВГ сигнала с нахождением редокс‑от‑
но шения НАДН/ФАД в работе было использовано для оценки функ‑
цио нального состояния тканеинженерных конструкций, пред наз на‑
чен ных для восстановления скелетных мышц. Было констатировано 
увеличение метаболической активности клеток и упорядоченности 
кол лагена в образцах, стимулированных стероидами [123].
 Анализ метаболического статуса по времени жизни флуоресцен‑
ции кофакторов основан на том, что время жизни флуоресценции 
восстановленного НАДН и окисленного ФАД существенно зависит 
от их взаимодействия с белками. Свободная форма НАДН имеет 
харак терное время жизни флуоресценции порядка 0.3 нс, ассоцииро‑
вана с гликолизом и локализована в основном в цитоплазме, тогда 
как связанная с белками форма имеет время жизни около 2 нс и 
ассо циирована с митохондриальной электрон‑транспортной цепью 
[124]. В отличие от НАДН, ФАД связан с белком постоянно, а 
время жизни его флуоресценции определяется его конформацией и 
составляет 0.3 и 2.7 нс для «закрытой» и «открытой» конформации, 
соот ветственно[125]. Флуоресцентная микроскопия с временным 
разрешением (FLIM, fluorescence lifetime imaging) дает возможность 
иссле довать состояние кофакторов путем измерения среднего вре‑
мени нахождения молекулы в возбужденном состоянии [126]. 
 В работе, посвященной разработке подходов к оценке структуры и 
качества дермальных эквивалентов на основе коллагена и клеточных 
компонентов (фибробластов или клеток дермальной папиллы), 
метаболизм клеток анализировался по времени жизни флуоресценции 
НАДН параллельно со структурными показателями коллагена – плот‑
ностью, когерентностью, энергией, в процессе культивирования. 
Мы наблюдали сдвиг на более окислительный метаболизм в клетках 
экви валента, что коррелировало с их способностью контрагировать 
коллаген. Ремоделирование структуры коллагена подтверждалось 
коли чественными показателями ГВГ сигнала [127]. 
 С помощью FLIM нами были зарегистрированы in vivo ранние 
мета болические изменения в опухолях мышей в процессе химио те‑
рапии (рис. 5Б). Независимо от механизма действия химио пре парата, 
отме чалось снижение вклада свободной формы НАДН в опухолях, 
подвер женных лечению, что вероятно связано со сдвигом энер ге ти‑
чес кого метаболизма с гликолитического на окислительный в связи с 
ингибированием клеточной пролиферации. При этом, как отмечалось 
выше, разные препараты оказывали разное влияние на содержание и 
структуру коллагена [65]. 
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 Таким образом, комбинированная оценка сигналов ГВГ колла гена 
и эндогенной флуоресценции от соединительнотканных компо нен тов 
или клеток может служить эффективным показателем морфо ло ги чес‑
кого и функционального состояния изучаемой ткани. 

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Характеристика содержания фибриллярного коллагена, структуры 
волокон и их организации представляет важность для описания мор‑
фо логических особенностей тканей при самых различных физио ло‑
ги ческих состояниях и патологиях. 
 Очевидно, что объективный анализ коллагена требует использова‑
ния методов количественной обработки ГВГ‑изображений. В пред‑
став лен ном обзоре мы систематизировали имеющиеся подходы к 
коли чественной оценке коллагена, привели примеры примене ния 
раз личных методов и алгоритмов. Каждый из методов представ‑
ляет собой перспективный инструмент анализа состояния соедини‑
тель ной ткани, однако выбор метода и параметра для анализа во 
многом определяется спецификой исследуемой ткани и зависит 
от конкретной задачи. Так, GLCM анализ будет эффективным при 
иссле довании организации волокон коллагена в пучке, FFT анализ 
дает более объективную информацию о взаимной организации пуч‑
ков коллагеновых волокон на большем пространственном мас штабе, 
метод сегментации подходит только для коллагена с разре жен ными, 
хорошо идентифицируемыми волокнами. Во многих случаях, анализ 
состояния коллагена будет наиболее полным при комби ни ро вании 
нескольких подходов к количественной оценке, т.к. это дает инфор‑
ма цию на разных пространственных уровнях. 
 Тем не менее, как показал анализ литературы, универсального 
метода оценки ГВГ сигнала или комбинации методов, подходящих 
для любой структуры коллагена, не существует. С учетом того, что 
коллаген имеет сложную комплексную структуру, а варианты его 
пространственной организации в ткани разнообразны, некий уни‑
вер сальный метод вряд ли вообще может быть найден. Именно 
поэтому во многих работах, наряду с результативными методиками, 
при ве дены результаты количественного анализа, которые не показали 
ста тис тически значимых различий.
 Для получения более полной информации о структурно‑функ‑
цио нальном состоянии ткани целесообразно анализировать коллаген 
вместе с другими компонентами соединительной ткани или клеток. 
Чувст вительность современных двухфотонных микроскопов позво‑
ляет эффективно детектировать некоторые из них по эндогенной 
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флуо рес ценции. Одновременная визуализация наряду с коллагеном, 
напри мер, эластина, флавинов, НАД(Ф)Н дополняет сведения о струк‑
туре и составе тканей, а использование временного разрешения рас‑
ши ряет спектр данных до регистрации более тонких биохимических 
изменений.
 В целом, нелинейная оптическая ГВГ‑микроскопия имеет боль шие 
перспективы в биологии и медицине, поскольку обеспечивает неин ва‑
зивную визуализацию неокрашенных волокон коллагена с более высо‑
ким пространственным разрешением и информативностью, чем стан‑
дартные гистопатологические подходы. Важно, что анализ сос тоя ния 
коллагена по сигналу ГВГ можно проводить независимо от того, 
получены ли данные от объекта in vivo или ex vivo, от фиксированных 
или свежих образцов ткани. Этот метод находит применение в 
самых разных областях – дерматологии, онкологии, кардиологии, 
реге неративной медицине и др. Особый интерес представляет 
исполь зование ГВГ‑микроскопии в сочетании с представленными 
в обзоре методами количественного анализа изображений для 
диаг нос тических целей в клинике. Недавние технологические 
дости жения уже подтолкнули разработчиков к реализации ГВГ‑
микро скопии в клинически‑адаптированных приборах (например, 
много фотонные томографы компании JenLab, Германия) и созданию 
экспе риментальных систем для эндоскопической визуализации 
сигнала ГВГ [9, 128]. 
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