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В данной работе рассматриваются алгоритмы структурной детализации для выделения флуоресцентных
маркеров и границ клеток на изображениях, полученных в результате проведения исследований методом
флуоресцентной гибридизации. Для выделения флуоресцентноых маркеров используются такие алгорит-
мы, как пороговое разделение и рекурсивная точечная заливка. Для чёткого выделения границ клеток на
изображениях используется детектор границ Кэнни.

Введение

FISH (fluorescence in situ hybridization) –
молекулярно-цитогенетический метод для опре-
деления наличия или отсутствия последователь-
ностей ДНК в хромосоме. Метод основан на
принципе использования способности одной це-
пи ДНК специфически гибридизироваться с дру-
гой парной цепочкой ДНК. FISH использует ко-
роткие ДНК участки (зонды), к которым уже
прикреплены флуоресцентные светящиеся мар-
керы. Зонды связываются комплементарно с те-
стируемыми участками хромосом.Визуализацию
связавшихся ДНК-зондов проводят при помощи
флуоресцентного микроскопа.

Метод FISH является модификацией детек-
ции нуклеиновых кислот in situ с помощью ра-
диоактивной метки; отличие заключается лишь
в том, что в методике FISH применяются флуо-
ресцентно меченые зонды. Впоследствии данная
методика была модифицирована с целью опреде-
ления специфических последовательностей мо-
лекул ДНК на хромосомах человека с использо-
ванием нерадиоактивных ДНК зондов.

Визуализацию связавшихся ДНК-зондов
проводят при помощи флуоресцентного микро-
скопа. Во флуоресцентном микроскопе образец
облучается светом с соответствующей частотой.
Излучение образца, соответственно, пропускает-
ся через фильтр, отсекающий свет на частоте
возбуждения [1].

Метод FISH является важной составляю-
щей цитогенетического обследования, так как
позволяет оценить генетический статус отдель-
ной клетки, в отличие от других способов ис-
следований генетического материала. Для ка-
чественного анализа изображений необходима
как структурная детализация объектов изобра-
жений, так и предварительная обработка. Для
проведения одного FISH-исследования требует-
ся проанализировать большой объём выборки
изображений. Автоматизация данного процесса

необходима для сокращения времени проведения
анализа и улучшения его качества.

I. Выделение флуоресцентных маркеров
методом пороговой обработки

Пороговая обработка – один из наиболее
распространенных методов сегментации изобра-
жений. Первым этапом в реализации данно-
го алгоритма производится сглаживание изоб-
ражения с помощью фильтра Гаусса для уда-
ления побочных максимумов. Далее вычис-
ляется светимость каждого из пикселей по
линейному закону для пространства RGB:
Y=0.2126R+0.7152G+0.0722B, где R – красная
компонента, G – зеленая компонента, B – синяя
компонента.

Рис. 1 – Результат применения алгоритма
пороговой обработки

Следующим этапом задаётся пороговое зна-
чение светимости. Если значение светимости
пикселя больше порога, то этот пиксель вклю-
чается в область. Если же значение светимости
пикселя меньше порога – пиксель в область не
включается [2] (см.рис.1).

II. Выделение флуоресцентных
маркеров методом рекурсивной точечной

заливки

Алгоритм рекурсивной точечной заливки
позволяет выделять достаточно однородные об-
ласти изображения, на которых изменение цвета
не очень велико(см.рис.2).
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Рис. 2 – Результат применения рекурсивной
точечной заливки

Для применения алгоритма необходимы на-
чальные точки, которые предлагается выбрать
как точки локальных максимумов. Присутствие
шума на изображениях может дать побочные
нежелательные максимумы. Следовательно, на
первом этапе алгоритма необходимо устранить
побочные максимумы. Этап сглаживания изоб-
ражения заключается в применении операции
свертки по оператору Гауссова размытия[2].

После проведения операции сглаживания
изображения начинается поиск локальных мак-
симумов. Поиск производится по каждому пик-
селю в соответствии со значениями яркости в
4 соседних пикселях. Следующим этапом нахо-
дится цветовая разность между исходным пик-
селем и каждым последующим. Далее соверша-
ется рекурсивный обход точек вокруг выделен-
ного локального максимума и принимается ре-
шение о включении или невключении пикселя в
область:если цветовая разность меньше заданно-
го порога – пиксель в область включается, если
больше – не включается.

III. Автоматическое выделение клеток
на изображении

Для качественного проведения анализа тре-
буется структурная детализация объектов на
изображении, а именно необходимо знать, какой
клетке принадлежит маркер.

Поскольку маркеры флуоресцируют только
при облучении светом определенной длины вол-
ны, чётко их можно увидеть при рассмотрении
образца через фильтр. Однако, отфильтрованное
изображение нередко оказывается размытым, и
становится трудно различить границы клеток.
Для этого границы клеток выделяются на изоб-
ражении, где они чётко видны, далее изобра-
жение с выделенными границами соотносится с
изображением с чётко выделенными маркерами.

Наилучшие результаты получены при ис-
пользовании детектора границ Кэнни.

Первый этап алгоритма детектора Кэнни
состоит в сглаживании изображения с помощью
фильтра Гаусса.

Границы отмечаются там, где градиент
изображения приобретает максимальное значе-
ние. Они могут иметь различное направление,
поэтому алгоритм Кэнни использует четыре
фильтра для обнаружения горизонтальных, вер-
тикальных и диагональных ребер в размытом
изображении.Следующим этапом происходит по-
давление немаксимумов [2] (см.рис.3).

Рис. 3 – Результат применения детектора границ
Кэнни

Далее производятся двойная пороговая
фильтрация и трассировка областей неоднознач-
ности [2]. Для проведения одного FISH-анализа
требуется изучить большой объем выборки. Вы-
деление границ клеток упрощает задачу докто-
ра, уменьшает время проведения анализа.

Заключение

Выделение флуоресцентных маркеров на
изображении, а также выделение границ кле-
ток на изображении значительно упрощает рабо-
ту над анализом изображений, полученных при
проведении FISH-анализа.

Выделение маркеров при помощи двух ал-
горитмов: пороговой обработки и рекурсивной
точечной заливки, а также выделение границ
клеток на изображении значительно упрощает
работу над FISH-анализом, позволяет сделать
большее количество анализов в более короткий
срок [3].

Рассматриваемые алгоритмы в рамках ра-
боты были реализованы при помощи платформы
плагинов ImageJ [4].
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