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Эмбриональное развитие является одним из наиболее важных этапов формирования орга-

низма животных, поэтому его изучение никогда не теряло актуальность. Однако, детальный 

процесс развития эмбриона на сегодняшний день остаётся за «ширмой», которую создала 

сама природа, что создает определенные технические трудности, справиться с которыми 

позволяют различные методы визуализации эмбриона, которые мы представили в данной 

статье. Это не только относительно простые 2D методики, позволяющие увидеть эмбрион 

в плоскости, но и новые 3D методики, предоставляющие возможность наблюдать за эмбри-

оном в объёме. Поскольку инвазивные методы оставляют неблагоприятные последствия в 

ходе наблюдения за эмбрионом, что негативно сказывается на получаемых научных данных 

и может привести к их неверной интерпретации, в последнее время всё чаще стали исполь-

зовать неинвазивные методы, которые позволяют сохранить целостность структур эмбри-

она, уменьшить риск нарушений развития, возникающих в процессе наблюдения. Иннова-

ционным прорывом стала технология таймлапс, позволяющая визуализировать события в 

реальном времени, происходящие во время эмбрионального развития. Таймлапс представ-

ляет собой покадровую съемку, в процессе которой полученные статические изображения 

группируются в один непрерывный видеоролик. Монтаж кадров проводится с помощью 

специальной аппаратуры. Данная система нашла свое применение в большом количестве 

научных экспериментов. Высокая разрешающая способность современной техники позво-

ляет наблюдать за формированием эмбриональных структур, производить реальную оценку 

роста и развития организма согласно установленным параметрам, наблюдать изменения, 

возникающие при действии различных факторов. 

Ключевые слова: эмбрион; тайм-лапс система; эмбриональное развитие. 
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Embryonic development is one of the most important stages in the formation of the animal organism, 

so its study never lost its relevance. However, today, the detailed process of embryo development 

remains behind the «screen» that nature created by itself, which in turn creates certain technical 
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difficulties that can be coped with by various methods of visualization of the embryo that are  

presented in this article. These are not only relatively simple 2D techniques that permit to see the 

embryo in the plane, but also novel 3D techniques that permit observation of an embryo in its  

volumetric structure. Since invasive methods are associated with unfavourable consequences during 

observation of the embryo, which produce a negative effect on the obtained scientific data and can 

lead to their misinterpretation, recently, non-invasive methods are more often used that allow to 

preserve the integrity of the structures of the embryo and reduce the risk of developmental disorders 

that occur during the observation process. The time-lapse technology was an innovative discovery 

which permits to visualize real-time events during embryonic development. Time-lapse is a frame-

by-frame shooting, which collects the obtained static images into one continuous video. Frame  

montage is carried out using special equipment. This system has found application in a large number 

of scientific experiments. High resolution of modern technical devices permits to observe the  

formation of embryonic structures, to make a real assessment of an embryo growth and development 

according to the established parameters, and to observe changes induced by different factors. 

Keywords: embryo; time-lapse system; embryonic development. 
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Один из первых, описанных в литера-

туре случаев применения системы покад-

ровой съемки (time-lapse imaging – TLI) в 

эмбриологии относится к 1968 г., когда 

были проведены исследования воздей-

ствия тератогенных доз гипоксии на разви-

тие куриных эмбрионов [1]. При этом 

только лишь в 2008 г. опубликована серия 

статей, посвященная использованию TLI 

для изучения преимплантации эмбриона 

человека, в которых с позиции клиниче-

ской эмбриологии четко продемонстриро-

ваны преимущества методики для опреде-

ления жизнеспособности эмбриона [2], [3]. 

Первая коммерчески доступная TLI си-

стема появилась в Европе в 2011 г. С этого 

времени метод TLI широко используется 

во всем мире, что, в частности, позволяет в 

разы увеличить шансы на беременность у 

женщин, использующих вспомогательные 

репродуктивные технологии [4]. 

Преимущества использования технологии 

тайм-лапс визуализации 

Ранее, до внедрения TLI, эмбриоло-

гам было необходимо извлекать эмбрионы 

из инкубатора как минимум раз в сутки для 

оценки их развития. Эмбрионы плохо пе-

реносят переход из оптимальных условий 

культивирования, что ограничивает коли-

чество наблюдений, которые могли быть 

произведены. Эта проблема является чрез-

вычайно важной для эмбриологии, и тех-

нология TLI позволяет ее успешно преодо-

леть. С помощью метода цифровой визуа-

лизации развитие эмбрионов можно легко 

контролировать, не вынимая при этом их из 

инкубатора. Камера, встроенная в инкуба-

тор, производит фотосъемку эмбрионов с 

заданной частотой, далее с помощью соот-

ветствующего программного обеспечения 

формируется видеоролик, который отобра-

жает полный цикл эмбрионального разви-

тия. Данный тип мониторинга позволяет со-

бирать гораздо больше информации об эта-

пах развития эмбриона, в том числе в ре-

жиме реального времени [5]. 

Обзор наиболее распространенных  

систем тайм-лапс 

В настоящее время используются 

различные системы с использованием ме-

тода покадровой съемки. Две из наиболее 

распространенных – системы PrimoVision 

(Vitrolife) [6] и Embryoscope (Fertilitech) 

[7], используют технологию светлого поля, 

тогда как система EEVA [8] (ранняя эмбри-

ональная оценка жизнеспособности, Auxo-

gyn) основана на применении темнополь-

ной микроскопии. Все системы оснащены 

цифровым инвертированным микроско-

пом, который фотографирует эмбрионы с 

интервалом 5-20 минут. Изображения об-

рабатываются путем сбора последователь-

ных кадров, а затем отображаются на 

экране компьютера. Изображения, сделан-
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ные с заданными интервалами, затем со-

единяются в короткие видеоролики, кото-

рые можно детально анализировать. 

Embryoscope (Fertilitech) представ-

ляет собой инкубатор с интегрированной 

системой покадровой съемки, где эмбри-

оны, культивируемые индивидуально на 

планшете в микролунках, перемещаются в 

поле зрения встроенного микроскопа. Ис-

пользование планшетов позволяет контро-

лировать до 12 отдельно культивируемых 

эмбрионов. Embryoscope производит 

съемку каждые 12-20 минут и может оце-

нить эмбрионы в 7 фокальных плоскостях. 

Он использует красную светодиодную под-

светку с низкой интенсивностью (635 нм) и 

экспозицию изображения <0,5 секунд [7]. 

PrimoVision – это компактная цифро-

вая инвертированная система покадровой 

съемки, предназначенная для размещения 

внутри существующих традиционных ин-

кубаторов малого и крупного размера. 

Контроль системы, формирование базы 

данных пациентов, анализ развития эмбри-

онов и принятие решений выполняются 

вне инкубатора через блок управления. 

Эмбрионы в системе PrimoVision также 

культивируют в планшетах с 9-16 лунками. 

Система PrimoVision использует светоди-

одную подсветку низкой интенсивности 

(550 нм), а также позволяет оценить эмбри-

оны в 11 фокальных плоскостях. Каждый 

контрольный блок системы способен одно-

временно следить за 96 эмбрионами [6]. 

Как и другие подобные системы, 

EEVA требует, чтобы в инкубатор поме-

щался специальный микроскоп. Эта си-

стема основана на использовании темно-

польной микроскопии, что позволяет лучше 

визуализировать контуры клеточных мем-

бран, контролировать деление клеток. Од-

нако метод дает гораздо меньше информа-

ции о внутриклеточной морфологии [6,8]. 

Использование тайм-лапс систем  

при ЭКО 

Организм матери хорошо защищает 

яйцеклетки и эмбрионы, и обеспечивает 

им оптимальные условия для развития. 

Вне организма человека они чрезвычайно 

чувствительны к колебаниям условий 

внешней среды, поэтому крайне важно 

приблизить условия культивирования эм-

брионов к естественным. Внедрение тех-

нологий TLI позволяет осуществлять 

осмотр, оценку качества и темпов развития 

эмбрионов, не открывая инкубатор и не из-

влекая их наружу. Это стало возможным 

благодаря тому, что использование TLI 

позволяет в режиме реального времени 

производить цифровую фотосъемку непо-

средственно в инкубаторе и таким образом 

отслеживать все этапы развития эмбрио-

нов без изменений условий культивирова-

ния. Применение нового подхода в наблю-

дении за эмбрионами внутри инкубаторов 

существенно повышает стабильность 

условий их развития. Но это не единствен-

ное преимущество технологии TLI, так как 

в циклах ЭКО эмбриолог чаще всего имеет 

дело с несколькими эмбрионами зачастую 

различными по качеству, то одной из важ-

нейших задач ЭКО, является отбор наибо-

лее перспективных эмбрионов для пере-

носа в полость матки. Для решения данной 

задачи эмбриолог оценивает морфологию 

эмбрионов по ряду параметров. С появле-

нием технологии непрерывного наблюде-

ния за эмбрионами, эмбриолог получает 

максимально детальную видео-хронику 

раннего развития каждого эмбриона. В 

ходе своей жизнедеятельности эмбрион 

переживает определённые стадия разви-

тия, которые, в свою очередь, являются 

важным показателем при оценке его каче-

ства и потенциала имплантации [9]: 

1. Сразу после оплодотворения идет 

проверка признаков того, что процедура 

ЭКО проходит успешно. Эта проверка осу-

ществляется бесконтактным путем благо-

даря технологии наблюдения и оценки 

TLI. Для этого оцениваются пронуклеусы: 

наличие, количество, внутреннюю струк-

туру, симметричность, внешний вид. Кри-

терии нормы: пронуклеусов должно быть 

два, они должны располагаться рядом, их 

размеры должны быть одинаковыми, 

внутри должны визуализироваться «яд-

рышки» (пронуклеоли), «ядрышки» долж-
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ны иметь правильное расположение и ко-

личество. На данном этапе развития эм-

брионов может формироваться множество 

патологий, которые ведут к их гибели. 

Например: присутствие одного пронукле-

уса вместо двух (оплодотворение не состо-

ится), наличие трех пронуклеусов (эм-

брион нежизнеспособен, так как будет 

иметь тройной хромосомный набор). Не-

жизнеспособные эмбрионы сразу отбрако-

вывают, так как дальнейшее их использо-

вание не имеет смысла. 

2. На второй день культивации при 

наблюдении с помощью TLI можно анали-

зировать процесс деления клетки и образо-

вания бластомеров. Критериями качества 

развития эмбриона на данном этапе явля-

ются его размеры, форма, степень фрагмен-

тации (объем, который внутри эмбриона за-

нимают безъядерные элементы цито-

плазмы). Чем больше внутри эмбриона бла-

стомеров и чем меньше степень фрагмента-

ции, тем более жизнеспособным он счита-

ется. Такой зародыш имеет наибольший по-

тенциал к нормальному росту и развитию. 

3. Нормальный эмбрион на третий 

день развития имеет от 7 до 9 бластомеров. 

На данном этапе многие зародыши прекра-

щают свое развитие. Это происходит по 

причине наличия дефектов генетического 

материала. «Блок развития» – так назы-

вают эмбриологи явление, которое обеспе-

чивает естественный отбор. 

4. На четвертый день зародыш со-

стоит из 10-16 бластомеров – морула. Он 

становится более компактным, его поверх-

ность выглядит более гладкой, чем на тре-

тий день, что ясно можно увидеть с помо-

щью TLI. Заканчивается данная стадия ка-

витацией. Так называется процесс образо-

вания полости внутри эмбриона. 

5. На пятый день развития эмбрион 

достигает стадии бластоцисты, полость 

внутри достигает 50% и более от его об-

щего объема. Бластоциста состоит из: 

1) Трофобласт. Представляет собой 

наружный слой клеток. Эта часть эмбри-

она отвечает за его внедрение (импланта-

цию) в слизистую оболочку матки. Из него 

будет развиваться плацента и прочие вне-

зародышевые оболочки. 

2) Эмбриобласт – внутренний слой 

клеток. Из него в дальнейшем будут форми-

роваться органы и ткани плода. На данном 

этапе развития критериями качества эмбри-

она являются – размер внутренней полости, 

степень проникновения эмбриона за обо-

лочку (хэтчинг), количество и плотность 

клеток. Именно на этой стадии в большин-

стве случаев врачи пересаживают эмбрион 

в матку женщины. Также при необходимо-

сти эмбрионы можно замораживать. Это де-

лают, чтобы сохранить «лишние» эмбри-

оны на следующий цикл. Таким образом, 

изучение морфологии и темпов развития 

эмбрионов позволило выработать морфоки-

нетические критерии для оценки качества 

эмбрионов, что существенно дополняет 

традиционные подходы. 

Благодаря технологии TLI [10] в ар-

сенале эмбриолога появился новый ин-

струмент, позволяющий улучшить отбор 

наиболее перспективных эмбрионов и по-

высить тем самым вероятность наступле-

ния беременности. 

Идентификация биомаркеров  

с использованием тайм-лапс технологии 

Трансплантация эмбриона является 

предпочтительной процедурой при лече-

нии бесплодия в условиях in vitro. Однако 

для того, чтобы улучшить число положи-

тельных исходов беременности, суще-

ствует необходимость в надежных биомар-

керах, которые способны помочь в отборе 

эмбрионов с самым высоким потенциалом 

развития. Биомаркеры, идентифицирован-

ные с помощью технологии TLI, позво-

ляют определить, какие эмбрионы наибо-

лее подходят для проведения эмбриологи-

ческих процедур по трансплантации эм-

бриона. Тем не менее, принятие любого 

нового биомаркера требует серьёзной 

научной основы и надежной технологии 

количественной оценки. Поэтому, прежде 

чем биомаркеры будут внедрены в клини-

ческую практику повсеместно, необхо-

дима дополнительная проверка их безопас-

ности и эффективности технологии. 
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Биомаркеры D3 и Eeva, идентифици-

рованные с помощью тайм-лапс техноло-

гии, используются в клиническом отборе 

эмбрионов и имеют уникальные преиму-

щества. В многочисленных публикациях 

показаны корреляции между биомарке-

рами D3 и Eeva и развитием эмбрионов, ка-

чеством эмбрионов и потенциалом им-

плантации [11]. 

Основные методы и техники визуализации 

эмбриона в условиях in vitro 

Цифровая визуализация эмбриона 

позволяет произвести качественную оценку 

раннего формирования органов и тканей с 

использованием множества новых методов, 

включая оптическую когерентную томогра-

фию, микроскопию с многофотонным воз-

буждением, рамановскую спектроскопию, 

конфокальную лазерную микроскопию, 

ультразвуковое сканирование, поверхност-

ную цифровую микроскопию, магнитно-ре-

зонансную томографию, компьютерную 

импедансную томографию. 

Оптическая когерентная томография 

В последнее десятилетие разрабо-

таны методы оптической когерентной то-

мографии (ОКТ) для трехмерной визуали-

зации эмбрионов, с высокими простран-

ственными и временными разрешениями в 

условиях in vivo. Первоначально разрабо-

танная в 1991 г. как метод для визуализа-

ции сетчатки [12], [13], OКT в настоящее 

время помимо клинической офтальмоло-

гии широко применяется в дерматологии, 

кардиохирургии, онкологии. OКT пред-

ставляет собой интерферометрический ме-

тод с низкой когерентностью, способный к 

неинвазивному и глубокому отображению 

ткани с пространственным разрешением в 

микрометрическом масштабе [13]. При 

ОКТ для зондирования биоткани использу-

ется оптическое излучение ближнего ин-

фракрасного диапазона (~1 мкм), а не аку-

стические волны, как при воздействии уль-

тразвука. В своей базовой конфигурации 

свет от широкополосного источника распа-

дается и переходит на исследуемый обра-

зец, а также в интерферометр типа Май-

кельсона. Трехмерное изображение тради-

ционно выполняется путем сканирования 

луча по образцу в направлениях x и y с ис-

пользованием зеркал на гальванометре. 

Внедрение допплеровских измере-

ний в ОКТ позволяет получать как струк-

турные, так и скоростные данные при од-

ном и том же пространственном и времен-

ном разрешении. При этом ОКТ значи-

тельно превосходит другие методы визуа-

лизации эмбриона. В сравнении с лазерной 

сканирующей микроскопией, ОКТ имеет 

большую глубину проникновения в ткани, 

с ультразвуком – большее пространствен-

ное разрешение. Поэтому метод оптиче-

ской когерентной томографии может стать 

идеальным инструментом для изучения 

развития эмбриональных структур. 

Недавно несколько исследователь-

ских групп успешно применили ОКТ для 

визуализации динамики кровотока и раз-

витии сердечно-сосудистой системы 

(ССС) в опытах на Drosophila [14] и 

Xenopus laevis [15]. К большому сожале-

нию, на сегодняшний день исследования 

по ОКТ-картированию сердечно-сосуди-

стой системы эмбрионов млекопитающих 

ограничены и не находят широкого прак-

тического применения. 

Микроскопия с многофотонным  

возбуждением 

Метод визуализации эмбриональных 

структур с использованием мультифотон-

ной микроскопии в последнее время при-

обрел большую значимость. Многофотон-

ное возбуждение происходит, когда два 

или более фотона взаимодействуют одно-

временно друг с другом, с выделением 

суммарной энергии, достаточной для воз-

буждения флуорофора. Использование 

ближнего инфракрасного света для воз-

буждения флуорофора в видимом диапа-

зоне позволяет многофотонной микроско-

пии глубже проникать внутрь тканей, в 

сравнении с конфокальной микроскопией. 

Кроме того, чувствительность и глубина 

проникновения импульсов значительно 

увеличивается, за счет того, что импульсы 

пространственно ограничены фокальной 

плоскостью исследуемого объекта. При 
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этом устраняется необходимость в конфо-

кальном отверстии для генерации оптиче-

ски разделенных изображений. Эти пре-

имущества определяют многофотонную 

микроскопию как идеальный выбор для 

глубокой съемки исследуемого эмбриона в 

условиях реального времени. 

Многофотонная или двухфотонная 

микроскопия является хорошей альтерна-

тивой конфокальной и деконволюционной 

микроскопии, так как имеет определенные 

преимущества при получении трехмерных 

изображений объекта наблюдения. Метод 

двухфотонного возбуждения значительно 

превосходит другие при наблюдении непо-

врежденных тканей, таких как срезы го-

ловного мозга, эмбрионы, целые органы. 

При данном типе возбуждения поглоща-

ются два фотона вместо одного. Инфра-

красный свет (800 нм), имеющий меньшее 

рассеяние биологической ткани, позволяет 

глубже проникать (до 2 мм) в исследуемые 

образцы тканей животных [16]. Многофо-

тонная микроскопия используется для изу-

чения динамических морфогенных про-

цессов и клеточного моделирования в глу-

боких тканях у дрозофил, данио-рерио, эм-

брионов птиц и мышей. 

Применение ультразвука 

Высокочастотная ультразвуковая ви-

зуализация стала достаточно значимым 

методом функциональной оценки органов 

и тканей организмов в различные периоды 

онтогенеза. Так на мышах проведены де-

тальные исследования in vivo с использова-

нием высокочастотных ультразвуковых 

волн, с помощью которых было продемон-

стрировано нормальное развитие сердца и 

сосудов [17]. До недавнего времени высо-

кочастотное ультразвуковое исследование 

в меньшей степени использовалось в науч-

ных исследованиях. Однако данный метод 

имеет ряд преимуществ по сравнению с 

другими методами визуализации эмбрио-

нальных структур. Процедура может быть 

выполнена неинвазивно и проводится в ре-

жиме реального времени. Кроме того, ко-

личественный функционал оценки органов 

и тканей может проводиться с исполь-

зованием множества допплеровских тех-

нологий, включая импульсный спектраль-

ный допплер и цветное картирование до-

плеровского потока. 

Ранние исследования с использова-

нием ультразвука в опытах на куриных эм-

брионах были ограничены изучением 

только сердечно-сосудистой системы. 

Кларк и Ху (1982) впервые использовали 

непрерывный волновой доплеровский 

микропередатчик для получения сигналов 

скорости кровотока в дорсальной аорте ку-

риного эмбриона [18]. В 1990 г. они одни 

из первых, опубликовали научную работу 

с использованием дуплексной ультразву-

ковой визуализации сердечно-сосудистой 

системы куриного эмбриона [19]. 

Одним из вариантов ультразвуковых 

исследований в клинической и эксперимен-

тальной медицине, является использование 

ультразвуковых контрастных веществ, со-

стоящих из небольших пузырьков газа по-

крытых оболочкой, обычно размером в не-

сколько микрон [20]. Микропузырьки вво-

дят внутривенно, далее попадая в кровоток, 

они пульсируют, вызывая увеличение или 

уменьшение собственного диаметра. Дан-

ный процесс сопровождается сильным 

ЭХО в перфузированной ткани. Использо-

вание микропузырькового контрастирова-

ния в сочетании с оптическими методами 

визуализации в условиях in vivo, позволяет 

проводить двумерную визуализацию эм-

бриональных структур и органов [21]. 

Поверхностная цифровая микроскопия 

Современная наука сталкивается с 

проблемой визуализации биологических 

структур, начиная от клеток и тканей и за-

канчивая органом и организмом в целом. 

Поверхностная цифровая микроскопия 

(ПЦМ) позволяет увидеть объемное изобра-

жение структур в разных масштабах. Дан-

ную технологию используют и для изучения 

развития эмбрионов. ПЦМ расширяет наши 

возможности при воспроизведении трехмер-

ного изображения эмбриона в высоком раз-

решении с использованием сверхконтраста. 

Качество изображения ПЦМ не ограничено 

глубиной или оптическими свойствами 
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вышележащей ткани. ПЦМ обеспечивает 

более точное трехмерное представление 

эмбриона, чем конфокальная микроско-

пия. Непосредственное применение этой 

технологии позволяет продвинуться в ви-

зуализации и понимании сложных морфо-

генетических процессов, а также в деталь-

ном сравнении нормальных и генетически 

модифицированных эмбрионов. 

Суть метода состоит в том, что изоб-

ражение образца просматривается через 

линзы объектива под дихроичным лучом 

светоделителя (dichroic beam splitter), про-

ходя через эмиcсионый фильтр формиру-

ются послойные 2D изображения. Резуль-

тирующий набор данных ПЦМ почти изо-

тропен, так как разрешение в плоскости 

объектива микроскопа соответствует тол-

щине удаленных участков и глубине резко-

сти изображения, определяемой глубиной 

проникновения света в образец. Поле зре-

ния микроскопа определяет размер об-

разца в плоскости. Непосредственным ре-

зультатом ПЦМ является зарегистрирован-

ная серия двумерных (2D) изображений, 

которые затем вычислительно восстанав-

ливаются в 3D-объем [22]. 

Многие современные методы визуа-

лизации не очень хорошо подходят для об-

разцов миллиметрового масштаба с мик-

ронным разрешением. Основным техниче-

ским преимуществом ПЦМ перед blockface 

методом визуализации [23] является полу-

чение 3D наборов данных. Осевое разреше-

ние любого метода получения 3D-изобра-

жения лучше всего сравнивать, оценивая 

ортогональные сечения x–z и y–z через 

набор данных. При этом, уровень разреше-

ния, контраста и детализации сохраняется 

неразличимым в трех измерениях. В этом 

заключается основная сила ПЦМ: сохране-

ние структуры ткани и полости в плоскости 

ПЦМ сравнимо с тем, что достигается в 

тонких парафиновых срезах или конфо-

кальных оптических срезах, и его сквозное 

разрешение в настоящее время не имеет 

себе равных на больших, толстых образцах. 

Существует несколько методов, кото-

рые по своей сути получают 3D-изобра-

жения. Среди них оптическая когерентная 

томография (ОКТ), магнитно-резонансная 

томография (МРТ) и оптическая проекци-

онная томография (ОПТ). ОКТ- технология 

отражает свет, исходящий от образца, и тех-

ника имеет потенциал для изображения 3 

мм в живом образце, но делает это с разре-

шением от 12 до 15 микрон с несколькими 

вариантами специфического контраста 

[24]. Мощное магнитное поле MРТ превос-

ходно для образцов больших размеров в 

разрешении от 50 до 100 микрон. В фикси-

рованных образцах, разрешение от 35 до 50 

микронов достижимо с длинными перио-

дами развертки и большими магнитными 

полями [25]. В свою очередь OПT не подхо-

дит для эмбрионов, которые содержат 

очень плотные ткани, такие как хрящ или 

кость. Сочетание простоты обзора первич-

ных данных и легкости их передачи позво-

ляет ПЦМ обеспечить новые возможности 

для использования в изучении патологий 

эмбрионального периода развития. 

Рамановская спектроскопия 

Суть метода заключается в том, что 

через образец исследуемого вещества про-

пускают луч с определенной длиной волны, 

который при контакте с образцом рассеива-

ется. Полученные лучи с помощью линзы 

собираются в один пучок и пропускаются 

через светофильтр, отделяющий слабые 

(0,001% интенсивности) рамановские лучи 

от более интенсивных (99,999%) рэлеев-

ских. «Чистые» рамановские лучи усилива-

ются и направляются на детектор, который 

фиксирует частоту их колебания [26]. 

Раман-спектрометр состоит из источ-

ника монохроматического излучения (ла-

зер), системы освещения образца и фоку-

сировки лучей, светофильтра, системы об-

наружения и компьютерного контроля. Ла-

зерный луч достаточно близок к идеальной 

плоской монохроматической волне, по-

этому его можно сфокусировать на об-

разце в пятно, сечение которого будет 

ограничено только дифракционным преде-

лом волновой оптики (т. е. порядка деся-

тых долей микрона для видимого диапа-

зона). Рассеянные лучи направляют на 
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светофильтр чаще с помощью системы 

сборных и фокусирующих линз, хотя 

также применяют системы зеркал. Си-

стема ахроматических линз может иметь 

две конфигурации, в зависимости от того, 

фиксируются рассеивающиеся лучи под 

углом 90° или под углом 180° [27]. Как 

правило, используются интерференцион-

ные фильтры, в которых две оптические 

плоскости способны пропускать только 

лучи с длинами волн, кратными удвоенной 

толщине фильтра. В связи с малой интен-

сивностью рамановского сигнала, к детек-

торам применяются серьезные требования, 

которым соответствуют высокочувстви-

тельные фотодетекторы. 

Рамановская спектроскопия представ-

ляет собой достаточно новый, неинвазив-

ный метод, который можно использовать 

для количественного измерения изменений 

клеточной активности в отдельных живых 

клетках и даже эмбрионах. Метод позво-

ляет изучать метаболизм эмбриона, сравни-

вать данные его развития, и возможность 

его использования (при соответствии всех 

показателей норме) при дальнейшей ЭКО, 

для получения более прогнозируемого бла-

гоприятного исхода. Использование РС со-

ставляет основу метаболомного подхода в 

оценке жизнеспособности эмбриона [28]. 

РС метаболизма пирувата 

Существует два главных пути обра-

зования АТФ, которая необходима для за-

родышевого клеточного метаболизма: 

окислительное фосфорилирование и анаэ-

робный гликолиз. Гликолиз преобладает в 

раннем предимплантационном развитии, 

где пируват и лактат являются основными 

источниками энергии эмбриона, а погло-

щение глюкозы минимально [29]. Следова-

тельно, поглощение пирувата эмбрионами 

в культуре может быть использовано в ка-

честве возможного маркера жизнеспособ-

ности и потенциала их роста. В частности, 

показано более высокое поглощение пи-

рувата эмбрионами, которые развиваются 

до стадии бластоцисты. Однако дальней-

шие исследования продемонстрировали 

обратную связь между поглощением 

пирувата 2-8-клеточными эмбрионами с 

жизнеспособностью эмбриона и успешной 

беременностью [30]. Также предполагается, 

что эмбрионы демонстрируют широкий 

диапазон значений поглощения пирувата, 

но вариация показателя уменьшается в 

наиболее качественных эмбрионах. Также 

выявлено, что поглощение пирувата на 4-й 

дпк значительно выше у эмбрионов, кото-

рые продолжают образовывать бластоци-

сту, по сравнению с эмбрионами, которые 

не развиваются до стадии бластоцисты, в 

соответствии с первоначальными отчетами. 

РС метаболизма глюкозы 

Способность метаболизировать глю-

козу значительно возрастает при переходе 

от стадии морулы к стадии бластоцисты, а 

также отражает потенциал развития и жиз-

неспособность эмбриона [31]. В частности, 

эмбрионы имплантация которых приводит 

к беременности, имеют показывают более 

высокое потребление глюкозы в культуре. 

РС метаболизма аминокислот 

Используя рамановскую спектроско-

пию [32] стало возможным определение 

аминокислот выделяемых и поглощаемых 

человеческим эмбрионам на разных ста-

диях предимплантационного развития в 

режиме реального времени. Показана связь 

между снижением содержания глицина и 

лейцина и повышением уровня аспарагина 

в культуральных средах с последующим 

развитием беременности. Известно, что 

эмбрионы с большей жизнеспособностью 

имеют относительно более низкий метабо-

лизм аминокислот. Существуют аналогич-

ные данные в отношении криоконсервиро-

ванных эмбрионов, что тем самым предо-

ставляет дополнительную поддержку ги-

потезе «спокойного эмбриона», продемон-

стрировав, что метаболическая активность 

эмбрионов на стадии бластоцисты положи-

тельно коррелирует с существующим по-

вреждением ДНК [33]. 

Значение РС 

Описанные выше исследования про-

ведены с помощью РС. Согласно получен-

ным данным показано, что существуют 

определённые метаболические различия 
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эмбрионов до имплантации. [34], [35]. Од-

нако применение технологии РС в клини-

ческой практике остается ограниченным по 

ряду причин. Многие из данных методик 

требуют сложного оборудования и специ-

ального обученного персонала, что затраги-

вает экономический вопрос исследования. 

До настоящего времени ни одна из техноло-

гий РС не была перспективно подтвер-

ждена на тестовом наборе образцов куль-

турных сред, демонстрируя корреляцию с 

имплантационным потенциалом эмбрио-

нов, которые были трансплантированы. Та-

ким образом, сохраняется потребность в 

проверенной технологии РС, которая пред-

сказывает жизнеспособность эмбрионов не-

инвазивно, путем интерактивной оценки 

метаболома нескольких образцов. 

Магнитно-резонансная томография 

Магнитно-резонансная томография 

(МРТ) является относительно новым мето-

дом получения качественных изображений 

эмбриона и плода с помощью высокотехно-

логичной методики, в основе которой ле-

жит использование электромагнитного из-

лучения, не оказывающего повреждающего 

воздействия на ткани. Преимуществом 

МРТ является отсутствие ионизирующей 

радиации, высокая тканевая контрастность, 

получение многоплоскостного и объемного 

изображения плода, независимо от его по-

ложения и гестационного возраста [36]. 

Трехмерное изображение, получае-

мое в ходе МРТ плода, может быть выве-

дено в нескольких плоскостях, а минималь-

ное расстояние между срезами достигает 

нескольких миллиметров. Это позволяет 

выявлять даже слабо выраженные анома-

лии развития и мелкие патологические об-

разования. МРТ с успехом используют в 

неонатологии. Ранее главным ограниче-

нием для применения данной процедуры 

являлась двигательная активность плода. 

Решение проблемы найдено в виде сверх-

быстрых томографов нового поколения, так 

МРТ высокого разрешения с использова-

нием современного оборудования позво-

ляет провести сканирование в любой удоб-

ной плоскости менее чем за 1 сек [37,38]. 

Используя этот метод можно диагно-

стировать пороки развития плода, врожден-

ные и генетические заболевания, патоло-

гию плаценты и пуповины, в мельчайших 

подробностях рассмотреть интересующую 

область с целью составления прогноза о 

развитии плода и его жизнеспособности, 

выбрать тактику ведения беременности, ро-

дов и послеродовых мероприятий. МРТ 

позволяет выявить патологию центральной 

нервной системы, полное или частичное от-

сутствие больших полушарий головного 

мозга, костей свода черепа и мягких тканей. 

Также с помощью МРТ можно сформиро-

вать группу риска по хромосомной патоло-

гии плода на основании измерения тол-

щины воротникового пространства. Увели-

чение данного показателя косвенно свиде-

тельствует о возможности наличия у ре-

бенка синдрома Дауна (трисомия по 21 хро-

мосоме). Кроме того, исследуются такие 

анатомические структуры эмбриона как: 

позвоночник, желудок, передняя брюшная 

стенка (на наличие внутриутробных грыж), 

мочевой пузырь, кости конечностей. 

При проведении МРТ исследуются 

также такие внезародышевые органы, как 

желточный мешок и хорион. Желточный 

мешок существует до 12 недель беременно-

сти, является необходимым для раннего 

развития эмбриона, после 12 недель пере-

стает функционировать, уменьшается в раз-

мерах и остается в основании пуповины. 

Его размер (внутренний диаметр) важен и, 

если он недоразвит, это может привести к 

смерти эмбриона. Хорион совместно со 

стенкой матки в дальнейшем образует пла-

центу. Его локализация дает представление 

о дальнейшей локализации плаценты, а из-

менение толщины может свидетельство-

вать о наличии внутриутробного инфици-

рования эмбриона, резус-конфликте, а 

также о нарушении питания плода [39]. 

Компьютерная импедансная  

томография 

Электроимпедансная томография 

(ЭИТ) представляет собой метод получе-

ния изображений распределения электри-

ческого импеданса внутри тела с помощью 
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неинвазивных электрических измерений и 

последующего решения обратной задачи 

для уравнений, описывающих электриче-

ское поле внутри неоднородной проводя-

щей среды. Первые работы по ЭИТ были 

выполнены в Шеффилдском университете 

(Великобритания) [40]. На сегодняшний 

день известно, что электрические свойства 

(в частности, электропроводность) патоло-

гических тканей значительно отличаются 

от свойств окружающих здоровых тканей. 

Используя метод импедансной томогра-

фии, возможно оценить гемодинамические 

показатели плода и диагностировать повы-

шенное давление в аорте плода, изменение 

фракции сердечного выброса, аритмии, 

что в свою очередь может являться призна-

ком недостаточной состоятельности сер-

дечной деятельности эмбриона [41]. 

Обработка полученных изображений 

Каждый из вышеупомянутых мето-

дов визуализации in vivo ограничен про-

странственным и / или временным разре-

шением, или же методы не достигают не-

обходимой глубины резкости. Для получе-

ния данных из первоначально полученных 

статических изображений разработаны ме-

тодики для расширения их разрешающей 

способности. Условно они могут быть раз-

делены на три категории: (1) сбор изобра-

жения, (2) обработка изображения и (3) 

анализ изображения. 

Сбор изображения 

Для динамической системы, на кото-

рой проводится тайм-лапс съемка, опреде-

ляющим моментом является время получе-

ния изображения и фиксирование исследу-

емого образца для ограничения движений 

(гейтинг). Гейтинг может быть разработан 

и выполнен во время визуализации объ-

екта (перспективный) или после того, как 

набор данных от изображения был получен 

(ретроспективный). Перспективный гей-

тинг синхронизирует сбор изображений с 

конкретным сигналом, испускаемым ис-

следуемым образцом. Ретроспективный 

гейтинг производит сбор всех возможных 

изображений в наборе данных, а после сор-

тирует их на основе периодических 

пространственных или временных сигна-

лов. В частности, данный подход был ис-

пользован для проведения визуализации 

развития эмбрионального сердца [42]. 

Обработка изображений 

Целью восстановления изображения 

является улучшение границ обнаружения и 

локального контраста в искомом наборе 

данных, полученном от исследуемого об-

разца. Имеются два ключевых подхода – 

обратная свертка изображения (деконво-

люция) и регистрация (наложение). Декон-

волюция – это один из способов обработки 

изображения, позволяющий избавиться от 

некоторых нежелательных эффектов, воз-

никающих при прохождении лучей света 

через микроскоп. При этом качество итого-

вого изображения после деконволюции 

сравнимо с качеством изображения, полу-

чаемого на конфокальном микроскопе 

[43]. В процессе регистрации изображений 

происходит трансформация различных 

наборов данных в одну координатную си-

стему. В основе данного метода лежит со-

поставление искаженного изображения с 

эталонным той же области. Также воз-

можно совместное применение как декон-

волюции, так и регистрации изображения, 

для максимального улучшения качества 

получаемого изображения. 

Анализ изображений 

Основой анализа изображений явля-

ется перевод интенсивного показателя 

каждого изображения в цифровую инфор-

мацию, которая может быть количе-

ственно изучена в сравнении с другими 

данными. Разработаны и внедрены много-

численные алгоритмы для этих целей, ак-

тивно используются приложения для обра-

ботки изображений (например, NIH 

ImageJ) [44]. Количественно измеряемые 

данные, полученные в ходе анализа изоб-

ражений, можно использовать в вычисли-

тельном моделировании при имитации 

биологических условий для оценки мест-

ных и глобальных функциональных пара-

метров, которые невозможно измерить 

напрямую. Например, моделирование 3D и 

4D геометрических структур эмбриональ-
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ных сердец было использовано для количе-

ственной оценки локальных изменений 

сердца и сосудов при воздействии стрессо-

выми факторами на исследуемый образец 

в ходе его развития [45]. 

Заключение 

В настоящее время, мы можем наблю-

дать развитие методов визуализации эмбри-

она от давно вошедших в клиническую 

практику методов покадровой съемки изоб-

ражений в условиях светлого и темного 

поля при световой микроскопии до новых 

перспективных методик, позволяющих в 

режиме реального времени оценивать как 

морфокинетические параметры, так и мета-

боломный профиль эмбриона. 

 

Дополнительная информация 
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