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Цель исследования — оценка возможности экспресс-анализа ex vivo биопсийных образцов тканей молочной железы с помо-
щью двухфотонной микроскопии (ДФМ).

Материалы и методы. Объектами исследования послужили образцы тканей молочной железы, полученные в ходе плановой 
трепан-биопсии. Проведено сравнение ДФМ-изображений стромы молочной железы в биопсийных ex vivo образцах и в неокрашен-
ных депарафинированных срезах толщиной 10 мкм. В исследование включены образцы от пациенток с фиброаденомой (2 случая), 
карциномой in situ (1 случай) и инвазивной карциномой неспецифического типа I–II степени (4 случая). В рамках численной обработки 
ДФМ-изображений выполнено построение карт фактора дезорганизации коллагена, основанного на пространственном Фурье-анализе.

Результаты. Продемонстрирована возможность применения метода ДФМ для выявления ремоделирования стромы тканей 
молочной железы при доброкачественных и злокачественных изменениях с использованием биопсийных образцов. Получены ха-
рактерные изображения биопсийных образцов и срезов стромы молочной железы в норме, при фиброаденоме и при различных 
вариантах карциномы, выявлены качественные отличия между типичными изображениями доброкачественных и злокачественных 
новообразований молочной железы. Изучены изменения структуры коллагеновых волокон и наличие/отсутствие эластиновых воло-
кон при рассмотренных патологических состояниях молочной железы. Показаны различия ДФМ-изображений биопсийных ex vivo 
образцов и депарафинированных срезов, что может быть результатом искажения формы волокон в процессе обработки образцов. 
Предложенный алгоритм количественной обработки изображений позволяет объективизировать результаты визуализации, что яв-
ляется существенным шагом на пути к автоматизированной экспресс-диагностике.

Заключение. Двухфотонная микроскопия обладает высоким потенциалом в качестве метода экспресс-биопсии при первичной 
диагностике тканей молочной железы, а также при интраоперационном применении.
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The goal of the study is to develop the approach for the express analysis of ex vivo biopsy specimens of breast tissue based on two-
photon microscopy (TPM).

Materials and Methods. We studied breast tissue samples obtained by trephine biopsy procedure. TPM images of breast stroma 
obtained from the ex vivo biopsy specimens were compared with TPM images of the unstained deparaffinized 10-μm thick histological 
sections of breast tissue. The study included samples of patients with fibroadenoma (2 cases), in situ carcinoma (1 case), and invasive 
carcinoma of non-specific type I–II grade (4 cases). In the frames of numerical processing of TPM images, collagen disorganization factor 
maps based on spatial Fourier analysis were constructed.

Results. We have demonstrated the feasibility of the TPM technique in detecting stroma remodeling in breast biopsy specimens in 
the development of benign and malignant changes. Typical images of biopsy specimens and histological sections were obtained for normal 
breast tissue, fibroadenoma and various types of carcinomas. Distinction between typical images of benign and malignant tumors was 
demonstrated. Changes in collagen fibers structure and the presence/absence of elastin fibers in the considered pathological cases were 
revealed. Differences in TPM images of biopsy specimens and histological sections are shown, which may originate from the distortion 
of fiber shape in the course of histological sample preparation. The proposed algorithm for quantitative TPM image processing allows 
objectifying the results of imaging, which is an essential step towards automated express diagnostics.

Conclusion. Two-photon microscopy has high potential as the express biopsy technique for the primary diagnosis of breast tissue, as 
well as for intraoperative use.

Key words: two-photon microscopy; second harmonic generation; two-photon excited autofluorescence; breast; stroma; fibroadenoma; 
carcinoma.

Введение

Рак молочной железы (РМЖ) в настоящее время 
является наиболее распространенным типом рака 
среди женщин во всем мире, демографические тен-
денции указывают на постоянное увеличение забо-
леваемости. По прогнозам, только на территории 
Европейского Союза к 2020 г. будет регистрироваться 
около 394 000 новых случаев РМЖ и 100 000 смер-
тельных исходов среди пациентов с РМЖ ежегодно 
[1]. За последние десятилетия подходы к лечению 
РМЖ претерпели существенные изменения, в насто-
ящее время основной тенденцией является проведе-
ние органосохраняющих операций [2–4], требующих 
интраоперационной оценки адекватности резекции 
опухоли. При этом известно, что злокачественные 
опухоли характеризуются существенной гетерогенно-
стью. Метод срочной экспресс-биопсии, к сожалению, 
имеет ряд ограничений, связанных как с гетерогенно-
стью опухолей, так и с холодовой деформацией мате-
риала во время приготовления препарата, что ухудша-
ет качество диагностики. В связи с этим актуальным 
является развитие методов, позволяющих провести 
быструю морфологическую диагностику больших объ-
емов тканей без их дополнительной обработки.

В последние годы активно развиваются методы 
оптической экспресс-биопсии для диагностики рака, 
в том числе РМЖ [5–8]. Они основаны на принципах 
оптической мультиспектральной визуализации кле-

точной структуры биотканей и позволяют ответить на 
ряд вопросов, от которых зависит выбор тактики ле-
чения злокачественных опухолей: морфологический 
тип опухоли, наличие злокачественных клеток в линии 
резекции при органосохраняющих операциях, наличие 
специфических молекулярных маркеров [9]. Методы 
оптической экспресс-биопсии позволяют осуществ-
лять визуализацию как in vivo, так и ex vivo для пост-
операционных образцов (так называемых fresh tissue 
samples).

Одной из технологий для оптической биопсии на-
тивных образцов биоткани является двухфотонная ми-
кроскопия (ДФМ) [10], которая применяется при ана-
лизе опухолей различных локализаций [11–15]. В ее 
основе лежит принцип лазерной сканирующей микро-
скопии (ЛСМ) [16], в качестве источника используется 
импульсный фемтосекундный лазер ИК-диапазона, а 
изображение формируется путем одновременной ре-
гистрации сигналов генерации второй гармоники (ГВГ) 
от коллагена и двухфотонно-возбуждаемой авто-
флюо ресценции (ДВАФ) от эластина и компонентов 
цитоплазмы клеток в видимом спектральном диапазо-
не. Визуализация структуры биотканей методом ДФМ 
выполняется с микронным пространственным разре-
шением и не требует дополнительного окрашивания, 
что позволяет удовлетворять требованиям интраопе-
рационного применения.

Целью настоящей работы явилась разработ-
ка подходов к экспресс-анализу ex vivo биопсийных 
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образцов тканей молочной железы с помощью двух-
фотонной микроскопии.

Исследована возможность отслеживания методом 
ДФМ трансформации структуры стромы тканей молоч-
ной железы при доброкачественных и злокачествен-
ных изменениях с использованием образцов, получен-
ных при биопсийном диагностическом исследовании 
опухолей (фиброаденомы и различных вариантов кар-
циномы), а также возможность выявления качествен-
ных отличий между типичными изображениями добро-
качественных и злокачественных новообразований. 

Материалы и методы
Двухфотонная микроскопия. Объектами ис-

следования являлись биопсийные образцы тканей 
молочной железы, полученные от 7 пациенток, у ко-
торых по результатам гистологического исследования 
были диагностированы фиброаденома (2 случая), 
карцинома in situ (1 случай) и инвазивная карцинома 
неспецифического типа I–II степени злокачественно-
сти (4 случая). Биопсийный материал в виде столби-
ка тканей молочной железы был получен в ходе пла-
новой трепан-биопсии под УЗ-контролем. В течение 
60 мин после биопсии неокрашенные образцы визу-
ализировали на установке лазерной сканирующей 
микроскопии LSM 510 META (Carl Zeiss, Германия), 
оснащенной инвертированным микро-
скопом. В качестве возбуждающего 
излучения использовали импульсный 
фемтосекундный лазер Mai Tai HP 
(Spectra Physics, США) с частотой сле-
дования импульсов 80 МГц и их дли-
тельностью 100 фс. Образцы разме-
щали на покровном стекле толщиной 
170 мкм. Визуализацию осуществляли 
в отражательном режиме с помощью 
масляно-иммерсионного объектива EC 
Plan-Neofluar 40×/1.3 NA (Carl Zeiss, 
Германия). Изображения размером 
1024×1024 пиксе ля строили путем 
сканирования остро сфокусирован-
ным лазерным пучком, поле зрения — 
318×318 мкм. Средняя мощность лазер-
ного излучения на образце составляла 
менее 2   Вт. ДФМ-визуализацию выпол-
няли при возбуждении на длине волны 
800 нм, регистрацию сигнала ГВГ от 
коллагена осуществляли в спектраль-
ном интервале 385–415 нм, а сигнала 
ДВАФ от эластина и клеток — в интер-
вале 460–600 нм. При визуализации 
ГВГ-изображение кодировали зеле-
ным цветом, а ДВАФ-изображение — 
красным. Полное ДФМ-изобра же ние 
формировали путем наложения двух 
указанных выше изображений. После 
ДФМ-визуализации образцы были под-

вергнуты стандартному гистологическому исследова-
нию для постановки диагноза.

Гистологическое исследование. Биопсийный 
материал, зафиксированный в растворе нейтрально-
го 10% формалина, подвергали стандартной гистоло-
гической проводке на аппарате Excelsior ES (Thermo 
Scientific, США). После проводки изготовляли парафи-
новые блоки с использованием заливочной станции 
HistoStar (Thermo Scientific, США). Серийные срезы 
толщиной 4–6 мкм получали на микротоме Microm HM 
325 (Thermo Scientific, США). Срезы окрашивали гема-
токсилином и эозином при помощи станции для окра-
ски Gemini AS (Thermo Scientific, США), после чего вы-
полняли рутинное гистологическое исследование на 
микроскопе Leica 2500 (Leica Microsystems, Германия). 
Срезы толщиной 10 мкм, полученные с тех же блоков, 
депарафинировали и исследовали методом ДФМ без 
дополнительного окрашивания.

Численная обработка. Для численной харак-
теризации степени упорядоченности коллагена ис-
пользовали метод пространственного Фурье-анализа 
изображений. Принципы такого анализа были ранее 
предложены в работе [17] и позднее применены для 
оценки структуры стенок артерий [18, 19] и возраст-
ных изменений кожи [20, 21]. Численному анализу 
подвергались ГВГ-изображения биопсийных образцов 
тканей молочной железы, формируемые с помощью 

а

б

в

г

Рис. 1. Примеры вычисления фактора изотропии для типичных 
участков ЛСМ-изображений:
а, б — ЛСМ-изображение (размер — 318×318 мкм); в, г — Фурье-образ 
(размер — 256×256  пикселей) и аппроксимация эллипсом; а, в — фактор 
дезорганизации — 0,44; б, г — фактор дезорганизации — 0,85

Интенсивность, 
отн. ед.

Интенсивность, 
отн. ед.
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регистрации нелинейно-оптического отклика коллаге-
на. Двухмерный Фурье-спектр изображения упорядо-
ченных волокон в области низких пространственных 
частот обычно имеет колоколообразную форму. Его 
сечение по определенному уровню, выбираемому эм-
пирически, аппроксимируется эллипсом с наименьшим 
среднеквадратичным отклонением, по которому вычи-
сляется фактор дезорганизации (ФД), равный отноше-
нию короткой к длинной полуоси выбранного эллипса. 
Значения ФД лежат в пределах от 0 до 1. Стремление 
ФД к 1 означает равенство полуосей эллипса (окруж-
ность), что соответствует отсутствию выделенного на-
правления в укладке волокон, т.е. их дезорганизации. 
Значения ФД, близкие к 0, означают существенную раз-
ницу в длине полуосей, что свидетельствует о наличии 
выделенного направления укладки волокон и их упоря-
доченности (рис. 1). Программа для вычисления ФД по 
ГВГ-изображениям реализована в среде MATLAB.

Поскольку на одном изображении могут присутст-
вовать участки с разным характером упорядоченности 
коллагена, для повышения информативности исход-
ные изображения разбивались на 4 одинаковых ква-
драта размером 512×512 пикселей. Для каждого из 
малых квадратов рассчитывался ФД, по значениям 
которого для полного изображения строилась карта 
дезорганизации коллагена. Цветовая палитра карты 
выбрана таким образом, что красным областям со-
ответствуют участки с наибольшей дезорганизацией 
коллагена, а синим областям — участки упорядочен-
ного коллагена на исходном изображении.

Результаты
На рис. 2–5 представлены ДФМ-изображения био-

псийных образцов тканей молочной железы (далее 
по тексту — ex vivo ДФМ-изображения) и неокрашен-
ных тонких срезов биопсийного материала (далее — 
ДФМ-изображения срезов) и соответствующие изо-
бражения окрашенных гистологических препаратов. 
Необходимо подчеркнуть, что области на ex vivo ДФМ-
изображениях и ДФМ-изображениях срезов с соответ-

ствующего образца не являются абсолютно колокали-
зованными, в данной работе приводится качественное 
сравнение характерных структур, расположенных в 
пределах размеров биопсийного столбика.

Нормальная ткань. На рис. 2 показаны изобра-
жения волокнистых тканей нормальной молочной 
железы, присутствовавших в пограничной области 
образца с фиброаденомой. Гистология (рис. 2, в) под-
тверждает, что визуализируемый участок соответству-
ет нормальной строме молочной железы. Ex vivo ДФМ-
изображение демонстрирует, что строма нормальной 
ткани неплотная, коллагеновые волокна — разрознен-
ные, тонкие (толщиной до 5 мкм), длинные, прямые, 
преимущественно упорядоченные. Сигнал ГВГ от таких 
волокон слабый. Эластиновые волокна и эпителиаль-
ные клетки по сигналу ДВАФ не визуализируются. На 
ДФМ-изображении неокрашенного среза нормальной 
ткани коллагеновые волокна имеют волнистую струк-
туру. Такое несоответствие ex vivo ДФМ-изображений 
и изображений срезов предположительно связано с 
обработкой образца. Эластиновые волокна на ДФМ-
изображении среза также не визуализируются.

Фиброаденома. При фиброаденоме (см. рис. 3) 
строма молочной железы становится плотной, на ex 
vivo ДФМ-изображениях наблюдаются пучки колла-
геновых волокон различной толщины, как длинные, 
так и фрагментированные, направление волокон из-
вилистое. Фиброзная ткань занимает практически 
всю площадь поля зрения, выделенное направление 
волокон в поле зрения отсутствует, хотя присутст-
вуют небольшие кластеры сонаправленных пучков. 
Толщина отдельных волокон составляет единицы 
микрометров, толщина пучков достигает десятков 
микрометров. Как и в случае нормальной ткани, на 
изображениях не присутствуют эластиновые волок-
на и эпителиальные клетки. ДФМ-изображения сре-
зов также демонстрируют плотную строму, состоя-
щую из хаотично ориентированных, извитых пучков 
коллагеновых волокон. На некоторых изображениях 
видны сечения протоков молочной железы с высти-
лающими их поверхность эпителиальными клетками, 

Рис. 2. ДФМ-изображения нормальной ткани молочной железы:
а — ex vivo; б — среза; в — гистологическое. Бар — 100 мкм. Зеленый цвет соответствует сиг-
налу генерации второй гармоники от коллагена; красный — сигналу двухфотонно-возбуждае-
мой авто флюо ресценции от эластина и клеток

а б в
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визуализируемыми по сигналу ДВАФ, а также сечения 
стенок кровеносных сосудов, визуализируемые по 
ГВГ-сигналу от коллагена.

Карцинома in situ. В целом ex vivo ДФМ-
изображения стромы (см. рис. 4) напоминают таковые 
для фиброаденомы, однако на некоторых участках 
среди плотных извилистых волокон коллагена визуа-
лизируются тонкие волокна эластина, скрученные в 
клубки или в виде перевитых нитей. При этом эпите-

лиальные клетки не визуализируются. В то же время 
на неокрашенном срезе обнаружен участок, на кото-
ром визуализируется большое локализованное ско-
пление клеток. Данный участок граничит с областью 
уплотненных длинных коллагеновых волокон волни-
стой формы, среди которых видны отдельные тонкие 
волокна эластина. Сопоставление с гистологией де-
монстрирует, что наблюдаемый участок может при-
надлежать к опухоли in situ.

Рис. 3. ДФМ-изображения фиброаденомы молочной железы:
а — ex vivo; б — среза; в — гистологическое. Бар — 100 мкм. Зеленый цвет соответствует сиг-
налу генерации второй гармоники от коллагена; красный — сигналу двухфотонно-возбуждае-
мой авто флюо ресценции от эластина и клеток

а б в

Рис. 4. ДФМ-изображение in situ карциномы молочной железы:
а — еx vivo; б — среза; в — гистологическое. Бар — 100 мкм. Зеленый цвет соответствует сиг-
налу генерации второй гармоники от коллагена; красный — сигналу двухфотонно-возбуждае-
мой авто флюо ресценции от эластина и клеток

а б в

Рис. 5. ДФМ-изображение инвазивной карциномы молочной железы: 
а — еx vivo; б — среза; в — гистологическое. Бар — 100 мкм. Зеленый цвет соответствует сиг-
налу генерации второй гармоники от коллагена; красный — сигналу двухфотонно-возбуждае-
мой авто флюо ресценции от эластина и клеток

а б в

Двухфотонная микроскопия стромы молочной железы ex vivo
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Рис. 6. ГВГ-изображения структуры коллагена в строме молочной 
железы и соответствующие карты распределения фактора дезорга-
низации:
а, б — в норме; в, г — при фиброаденоме; д, е — при карциноме in situ; 
ж, з — при инвазивной карциноме. Бар — 100 мкм

Инвазивная карцинома неспецифического 
типа I–II степени злокачественности. На ex 
vivo ДФМ-изображениях (см. рис. 5) визуализиру-
ются протяженные толстые коллагеновые пучки, 
тяжи, толщина которых может достигать 20 мкм. 

Локальная плотность коллагеновых волокон, форми-
рующих тяжи, высокая, но сами тяжи расположены 
достаточно разрозненно. Из-за начавшегося процес-
са гиалиноза в тяжах невозможно различить отдель-
ные волокна коллагена. Ex vivo ДФМ-изображения 

отличаются выраженной гетерогенно-
стью стромальных структур: встреча-
ются как протяженные толстые пучки 
коллагеновых волокон, так и менее 
толстые извитые структуры, имею-
щие большую плотность в поле зре-
ния. Также наблюдаются выраженные 
клубки волокон эластина толщиной 
до 5 мкм, эпителиальные клетки не 
визуализируются. ДФМ-изображе ния 
срезов, как и ex vivo ДФМ-изображе- 
ния, демонстрируют в строме сущест-
венно измененные, утолщенные кол-
лагеновые волокна, но, кроме того, на 
них визуализируются многочисленные 
равномерно расположенные клетки, не 
локализованные в пределах протоков, 
что хорошо соотносится с гистологиче-
скими изображениями (рис. 5, в). При 
этом эластиновые волокна на ДФМ-
изображениях срезов практически не 
встречаются.

Численная обработка. Степень ор-
ганизации коллагеновых волокон в стро-
ме биопсийных образцов молочной же-
лезы была оценена с использованием 
описанного численного алгоритма для 
всех рассмотренных выше состояний. 
Карты распределения ФД продемон-
стрированы на рис. 6 вместе с соответ-
ствующими ГВГ-изображениями. Как и 
ожидалось, в нормальной строме сте-
пень сонаправленности волокон являет-
ся наибольшей и величина ФД в преде-
лах поля зрения не превышает 0,4. Для 
фиброаденомы степень дезорганизации 
коллагеновых волокон более выраже-
на: присутствуют как участки с упорядо-
ченным коллагеном, для которых ФД не 
превышает 0,4, так и участки с плотной 
упаковкой дезориентированных волокон, 
для которых значения ФД лежат в преде-
лах 0,7–0,9. При карциноме значения ФД 
лежат в широком интервале 0,6–1, что 
говорит о высокой степени неоднород-
ности организации коллагена: участкам 
с толстыми прямыми тяжами коллагена 
соответствуют меньшие значения ФД, 
а участкам с извитыми структурами — 
бόльшие значения ФД. В целом числен-
ная обработка позволяет дифференци-
ровать здоровую и измененную строму 
молочной железы, однако для более де-
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тального распознавания различных патологических 
состояний стромы необходимо дополнить карты рас-
пределения ФД информацией о толщине коллагено-
вых волокон, а также о присутствии волокон эластина.

Обсуждение
Использование метода ДФМ для диагностики но-

вообразований молочной железы ограничено слож-
ностями в интерпретации получаемых данных, в 
частности в установлении соответствия между изо-
бражениями, формируемыми методом ДФМ, и изо-
бражениями, получаемыми традиционными методами 
морфологического анализа биотканей. В настоящее 
время микроскопия гистологических препаратов, окра-
шенных гематоксилином и эозином для контрастиро-
вания ядер, является «золотым стандартом» при по-
становке диагноза в онкологии. При этом основным 
диагностическим компонентом биоткани служат ядра 
эпителиальных клеток, а именно их локализация, 
количество и вид. В отличие от гистологического ис-
следования метод ДФМ позволяет получать инфор-
мацию в первую очередь о структуре стромы тканей 
молочной железы, в частности о коллагене и эласти-
не, и в наименьшей степени — о характеристиках 
ядер эпителиальных клеток [22]. Вследствие этого не 
представляется возможным проводить прямое сопо-
ставление изображений окрашенных гистологических 
препаратов и ДФМ-изображений и зачастую ценность 
информации, получаемой методом ДФМ, подвергает-
ся сомнению в рамках традиционной гистологической 
парадигмы. Однако, согласно данным современных 
исследований [23–25], внеклеточный матрикс молоч-
ной железы очень чувствителен к изменениям структу-
ры паренхимы эпителиальных клеток, формирующих 
структуры долек и протоков, и в результате мутации 
эпителиальных клеток и их разрастания внутрь стро-
мы меняется и паренхиматозно-стромальное вза-
имодействие, приводящее к изменению структуры 
волокон коллагена и эластина. Как было показано на 
опухолевых моделях лабораторных животных [26–31], 
ремоделирование коллагена происходит под действи-
ем секретируемых опухолью онкобелков и факторов 
роста, а формируемая таким образом сеть волокон 
обеспечивает клеткам опухоли благоприятные усло-
вия для инвазии и метастазирования. В свою очередь, 
доброкачественные изменения молочной железы (в 
частности, фиброаденоматоз) связаны с избыточным 
разрастанием именно соединительнотканного ком-
понента стромы, что также отражается на состоянии 
коллагена и эластина [24]. Таким образом, ДФМ пока-
зывает диагностическую ценность при выявлении но-
вообразований молочной железы, что подтверждается 
рядом публикаций [15, 32–35].

Высокая корреляция последовательных изменений 
организации коллагеновых волокон со степенью инва-
зии опухолей молочной железы была прослежена на 
лабораторных животных, а типичные признаки ремо-

делированной структуры коллагена были классифици-
рованы как опухоль-ассоциированные коллагеновые 
маркеры [30] (tumor-associated collagen signatures, 
TACS). Однако подавляющее большинство работ, по-
священных применению ДФМ для диагностики РМЖ 
человека по изменению структуры стромы, выполне-
но на фиксированных срезах [32–36], а в ряде случаев 
используются окрашенные гематоксилином и эозином 
гистологические препараты, приготовленные для кли-
нического морфологического исследования [34, 36]. 
В результате подобной обработки организация стромы 
в исследуемом срезе может существенно нарушиться 
по сравнению с нативной биотканью, а исследование 
методом ДФМ окрашенных срезов может приводить 
к артефактам из-за выраженной флюоресценции эо-
зина. Кроме того, изучение методом ДФМ состояния 
стромы молочной железы в основном ограничивается 
анализом структуры коллагена, в то время как другой 
волокнистый компонент межклеточного матрикса — 
эластин — остается без внимания (возможно, из-за 
нарушения его структуры при обработке образца или 
из-за спектрального наложения автофлюоресценции 
эластина на флюоресценцию эозина). Вместе с тем из 
литературы [37–39] известно, что эластоз сопутствует 
определенным злокачественным изменениям молоч-
ной железы, в связи с чем визуализация состояния 
эластиновых волокон методом ДФМ представляется 
перспективной задачей.

В настоящей работе продемонстрировано, что 
ДФМ-изображения, полученные с биопсийных ex 
vivo образцов тканей молочной железы, существен-
но отличаются от ДФМ-изображений, полученных с 
использованием неокрашенных срезов. В частности, 
отличается структура волокон коллагена в нормаль-
ной ткани: на ex vivo изображениях волокна прямые, 
а на изображениях срезов — волнообразные. В ис-
следованиях, посвященных визуализации стромы 
молочной железы на срезах при различных патоло-
гиях, волнообразная форма тонких коллагеновых во-
локон ассоциирована с нормальной биотканью. На 
наш взгляд, имеет место искажение формы волокон 
в процессе обработки образцов. Отметим также, что в 
биопсийных образцах не визуализируются клетки, что 
затрудняет сопоставление с результатами стандарт-
ного гистологического исследования. С другой сторо-
ны, на ex vivo ДФМ-изображениях тканей со злокаче-
ственными изменениями отчетливо визуализируются 
эластиновые волокна, которые крайне редко встре-
чаются на изображениях срезов и, возможно, по этой 
причине им не уделяется внимания в работах по дан-
ной тематике. Мы предполагаем, что наличие или от-
сутствие эластиновых волокон на ДФМ-изображениях 
может служить маркером злокачественных измене-
ний и поэтому требует более тщательного анализа. 
Кроме того, при дальнейшей классификации ДФМ-
изображений требуется также принимать во внимание 
такие факторы, как возраст пациенток и их рецептор-
ный статус.

Двухфотонная микроскопия стромы молочной железы ex vivo
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Заключение
Метод двухфотонной микроскопии, примененный 

для визуализации ex vivo образцов тканей молочной 
железы в норме и при патологиях, продемонстриро-
вал отличительные особенности стромы при различ-
ных состояниях, не выявляемые по изображениям 
неокрашенных срезов биотканей и по стандартным 
гистологическим изображениям. Полученные дан-
ные могут быть использованы при интраоперацион-
ной диагностике новообразований молочной железы 
методом двухфотонной микроскопии, а в перспекти-
ве развития мультфотонных систем с выносной ска-
нирующей головкой — для in vivo визуализации. 
Предложенный алгоритм количественной обработки 
изображений, основанной на Фурье-анализе, позволя-
ет объективизировать результаты визуализации, что 
является существенным шагом на пути к автоматизи-
рованной экспресс-диагностике.
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