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ПОРТАТИВНАЯ ОПТИЧЕСКАЯ МИКРОФЛЮИДНАЯ СИСТЕМА  
ДЛЯ АНАЛИЗА АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ В ПОТОКЕ ЦЕЛЬНОЙ КРОВИ 
Аннотация. Разработан портативный оптический флуоресцентный микроскоп, который позволяет производить 

оценку образцов крови для экспресс-диагностики различных заболеваний и определения их стадий путем анализа 
флуоресцентных маркеров и оптических изображений клеток. К особенностям микроскопа можно отнести возмож-
ность наклона оптической оси и предметного столика с проточной камерой. Отклонение оптической оси способству-
ет движению клеток в камере за счет собственной силы тяжести и эмитирует естественное движение потока кле-
ток в организме. Такая постановка эксперимента позволила производить исследование, не прибегая к применению 
шприцевых и перистальтических насосов, которые могут оказывать влияние на исследуемые клетки, повреждая их 
и усложняя интерпретацию результатов анализа. Проведена серия исследований проб крови в проточных камерах, 
в которой показано, что для роста тромбоцитарного тромба на подложке из фибриллярного коллагена разработанная 
портативная система воспроизводит результаты на уровне полноценного стационарного флуоресцентного микроско-
па. Компактность и портативность разработанного прибора позволяет с легкостью производить его транспортиров-
ку и выполнять исследования в условиях полевых лабораторий и медицинских учреждений, не имеющих специаль-
ного оснащения для диагностики малораспространенных и редких заболеваний.
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PORTABLE OPTICAL MICROFLUIDIC SYSTEM FOR ANALYSING TROMBOCITE AGGREGATION  
IN WHOLE BLOOD FLOW

Abstract. A portable optical fluorescence microscope has been developed for evaluating blood samples to perform rapid 
diagnostics and staging of various diseases by analyzing fluorescent markers and optical cell images. Distinctive features  
of the microscope include the ability to tilt both the optical axis and the stage equipped with a flow chamber. Tilting the optical 
axis enables cell movement within the chamber driven by gravity, mimicking the natural flow of cells in the body. This exper-
imental setup allows investigations to be conducted without syringe or peristaltic pumps, which can affect the studied cells, 
damage them, and complicate the interpretation of analysis results. A series of blood sample studies in flow chambers demon-
strated that the developed portable system reproduces results on par with a full-scale stationary fluorescence microscope 
for platelet thrombus growth on a fibrillar collagen substrate. The compact and portable design of the device ensures easy 
transportation, enabling research in field laboratories and medical institutions that lack specialized equipment for diagnosing 
uncommon and rare diseases.
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Введение. Определение агрегационной способности форменных элементов крови, тромбоци-
тов, в симулирующих кровеносный сосуд условиях критично для корректного назначения анти-
тромботической терапии, например препаратов ацетилсалициловой кислоты. Несмотря на гру-
бость методики, для определения агрегационной способности тромбоцитов в клинической прак-
тике используется только агрегометрия, позволяющая наблюдать агрегацию при перемешивании 
образца крови или плазмы крови. Более точные исследования требуют микрофлюидных систем 
и флуоресцентных микроскопов. Однако стоимость качественных микроскопов для медицин-
ского применения высока, и лишь крупные медицинские учреждения имеют возможность при-
обрести и применять такое оборудование. Настоящая работа направлена на создание простого 
и доступного диагностического аппаратно-программного комплекса, способного работать с про-
точными микрофлюидными камерами. 

Современные исследования функционирования живых клеток невозможны без применения 
методов микроскопии. Изучение клеток организма с патологией позволяет получить знания о том, 
какие меры необходимо предпринять для лечения различных заболеваний. Для визуальной 
оценки состояния клеток на разных этапах исследований используется оптическая микроско-
пия. Существует ряд различных специализированных флуоресцентных красителей, которые  
позволяют окрашивать и детектировать больные клетки в видимом спектральном диапазоне.

При работе с живыми клетками – крайне чувствительными к внешним воздействиям объек-
тами – принципиальное значение имеет выбор красителей, оказывающих минимальное влияние 
на метаболизм клеток и сохраняющих их нативные свойства и функции. Применяемые красите-
ли также не должны взаимодействовать с другими реагентами, используемыми в эксперименте,  
в частности подавлять транспортные системы либо другие исследуемые явления или иным об-
разом влиять на нормальные функции клеток. Для получения достаточной информации оптиче-
скими методами необходимо, чтобы красители обладали высоким коэффициентом экстинкции, 
высоким квантовым выходом, большим стоксовым сдвигом и высокой растворимостью в среде, 
в которой они применяются. Они должны быть специфичными и селективными для иссле- 
дуемых органелл клеток. Такие условия позволяют успешно применять оптические флуорес-
центные методы анализа клеток и стимулируют создание собственного узкоспециализиро- 
ванного прибора.

Такие маркеры, как DAPI, а также флуоресцентные краски, в частности FITC [1–5], стали  
незаменимым инструментом для изучения морфологии и функциональной активности клеток. 
Например, липофильный краситель DiOC6 широко применяется для визуализации клеток и оцен-
ки состояния митохондрий, так как быстро проникает в поляризованные мембраны, практиче-
ски не влияя на их потенциал.

Форменные элементы крови – тромбоциты, являются клеточными фрагментами размером 
2–4 мкм, отвечающими за тромбообразование. Патологическое тромбообразование сопровожда-
ет множество заболеваний и становится причиной ишемических инфарктов и инсультов, поэто-
му антитромботическая терапия, прежде всего прием аспирина (ацетилсалициловой кислоты), 
очень распространена в практике. Однако дозы антитромботических препаратов требуют точно-
го подбора, так как прием высоких доз данных лекарственных средств приводит к геморрагиям. 
Нарушения функционирования тромбоцитов могут успешно выявляться при помощи флуорес-
центной микроскопии. В частности, визуализация агрегации тромбоцитов в потоке цельной кро-
ви может успешно производиться с помощью красителя DiOC6 [6; 7].

В настоящей работе, основываясь на опыте применения DiOC6 и его достаточном квантовом 
выходе, разработана собственная конструкция микрофлюидной системы, основанная на класси-
ческой оптической схеме с осветительной системой Келера, описанной в [8–10]. Рассчитаны ба-
зовые оптические характеристики проектируемого прибора, а именно разрешающая способ-
ность, глубина изображаемого пространства микроскопа. Основными особенностями данного 
прибора являются доступность используемых в конструкции оптических элементов, а также его 
компактность, мобильность, наклон оптической оси, что открывает множество возможностей 
его применения. Образцы крови перед исследованием окрашивают флуоресцентным красителем 
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и закачивают в специальную проточную камеру, поток крови в которой происходит под соб-
ственной силой тяжести без приложения внешнего давления либо вакуумации. Это позволило 
минимизировать внешнее физическое воздействие на исследуемые клетки и произвести ряд 
успешных экспериментов, показавших эффективность применения такой конструкции микро-
скопа для оценки динамики формирования агрегата тромбоцитов в условиях, имитирующих фи-
зиологический ток крови согласно ранее описанной методике [11].

Экспериментальная установка и методика измерений. Разработана компактная и лег- 
кая конструкция классического микроскопа, позволяющая работать с проточными камерами.  
Ее особенность заключается в возможности наклона оптической оси и предметного столика  
с образцом. 

На рис. 1 представлена принципиальная схема микроскопа и построения оптического изо-
бражения на приемнике. В конструкции применяется камера (С) производителя The Imaging 
Source DMM37UX290 (The Imaging Source, Германия) с монохроматическим КМОП-приемником 
Sony IMX290 (Sony, Япония). Динамический диапазон камеры 12 бит, что достаточно для реги-

Рис. 1. Принципиальная оптическая схема микроскопа (α – угол отклонения; С – камера, CMOS – КМОП-приемник, 
Ob1, – светосильный объектив; Ob2 – микрообъектив; F1, F2 – выходные отрезающие фильтры; D1, D2 – светодиоды; 

ML1, ML2 – растры из микролинз; DM – дихроичное зеркало; FC – проточная камера; DP – точка отклонения, 
устройство наклона с микрометрическим винтом) и спектральные характеристики составных частей

Fig. 1. Optical schematic diagram of a microscope (α – deflection angle; C – camera, CMOS – CMOS sensor,  
Ob1 – fast objective lens; Ob2 – microscope objective; F1, F2 – output cut-off filters; D1, D2 – LEDs; ML1,  

ML2 – microlens arrays; DM – dichroic mirror; FC – flow cell; DP – deviation point, tilt device with micrometric screw)  
and spectral characteristics of components
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страции слабого флуоресцентного сигнала от окрашенных органелл клеток. Формирующая изо-
бражение на приемнике оптическая система представляет собой светосильный объектив (Ob1) 
производителя ZLKC HM10035MPC (Китай) с фокальным расстоянием 100 мм и изменяемой  
диафрагмой от f/1,4 до f/3,5. Перед объективом установлена эпифлуоресцентная приставка в виде 
светоделительного куба с выходным отрезающим фильтром (F1) из стекла марки ОС-11 с областью 
пропускания в оптическом диапазоне 540–2700 нм [12]. Данный фильтр предназначен для по- 
глощения спектральной составляющей до 540 нм, отраженной от образца и прошедшей через 
дихроичное зеркало (DM) на камеру. Это зеркало, установленное в светоделительном кубе, пред-
назначено для корректировки направления светового пучка от возбуждающего светодиода 
с длиной волны 445 нм (D1). 

Измеренные спектральные характеристики оптических элементов приведены также на рис. 1. 
Для того чтобы собрать излучение светодиода, применен растр из микролинз (ML1) с диаметром 
сферической поверхности 0,6 ± 0,2 мм. Это позволило собрать излучение от светодиода с мини-
мальными потерями на поглощение и передать излучение на DM. Такое решение дало возмож-
ность избежать установки классических линзовых коллимирующих систем, увеличивающих га-
бариты микроскопа и усложняющих конструкцию разработанного прибора. В связи с тем, что 
светодиод излучает достаточно широкий спектр, после растра установлен узкополосный спек-
тральный фильтр (F2) для выделения основной линии возбуждения флуоресцентной краски. 
Возбуждающее излучение от светодиода D1 передается в микрообъектив L Plan 40X (Китай) 
(Ob2) c рабочим отрезком 2,8 мм и фокусируется на поверхности потока клеток внутри проточ-
ной камеры (FC). В качестве вспомогательной системы подсветки в приборе предусмотрен ши-
рокополосный светодиод (D2) с аналогичным растром из микролинз (ML2) для коллимации пуч-
ка света. Все элементы микроскопа собраны на базовой плите, которая установлена на шарнир-
ной опоре и позволяет обеспечить отклонение микроскопа на угол α = 10°. Результирующее 
линейное увеличение оптической системы равно 20×.

Для обработки получаемых изображений клеток необходимо учесть характеристики опти
ческой системы для компенсации искажений. В микроскопе используется приемник КМОП фор
матом 1/2.8 ,̋ разрешением 1945 × 1097 пикселей, размер пикселя 2,9 мкм. Для проверки опти- 
ческого качества в фокус оптической системы устанавливались следующие эталонные тесто- 
вые объекты (рис. 2): микрометрическая линейка Meiji Techno MA292 1/100 (Meiji, Япония)  
со 100 штрихами на 1 мм, толщина линии – 5 мкм, применялась для оценки масштаба; Thorlabs 
R1L3S3P (Thorlabs, США) c шагом сетки 50 мкм, использовалась для корректировки геометриче-
ских искажений системы; Thorlabs USAF 1951 (Thorlabs, США) – для определения разрешающей 
способности собранной оптической системы.

Полученная информация позволила скорректировать геометрические искажения регист
рируемых камерой изображений. Для оценки оптического качества микроскопа посчитана 
модуляционная передаточная функция (МПФ), отражающая контраст, с которым простран-

Рис. 2. Изображения тестовых объектов для оценки оптического качества изображения  
и корректировки пространственных искажений поля зрения

Fig. 2. Images of test objects for evaluating optical image quality and correcting spatial distortions  
of the visual field
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ственные частоты (объекты разного размера) изображаются в плоскости приемника (рис. 3). 
Анализ полученных изображений показал равенство качества каждого изображения в цент
ре и на краю поля. Модуль МПФ 0,2 наблюдается для пространственной частоты 25 лин/мм;  
эта величина соответствует частоте 1000 лин/мм, что позволяет различать объекты размером 
порядка 1 мкм.

Для работы с клеточными культурами принято применять проточные микрофлюидные ка-
меры. Коммерческие варианты камер не всегда бывают доступны, могут возникать сложности 
с их приобретением, поэтому разработана собственная достаточно простая конструкция (рис. 4), 
использованная в данной работе для исследования тромбоцитов. Камера состоит из пластикового 

a				 b

Рис. 3. Thorlabs USAF1951 (a) и полученная модуляционная передаточная функция (b); красным и синим цветом 
обозначены области на краю и в центре кадра с контрастным изображением по которым рассчитывались 

модуляционные передаточные функции соответствующего цвета

Fig. 3. Thorlabs USAF1951 (a) and the resulting modulation transfer function (b); red and blue indicate regions  
at the edge and center of the frame with high-contrast image content, used to calculate the modulation transfer functions 

of the corresponding colors shown on the graph

Рис. 4. Схематическое расположение проточной камеры относительно микрообъектива и отклонение всей системы 
на угол α для обеспечения разности гидростатического давления; SG – пробное стекло, CG – покровное стекло, 

Ob2 – микрообъектив, DSS – двусторонний скотч, PT – полимерная медицинская трубка 

Fig. 4. Schematic arrangement of the flow chamber relative to the microobjective and deflection of the entire system 
to ensure a difference in hydrostatic pressure; SG – specimen glass, CG – cover glass, Ob2 – microscope objective, 

DSS – double-sided scotch tape, PT – medical polymer tube
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пробного стекла (SG) с предварительно засверленными отверстиями для ввода и вывода клеток 
и наклеенного на поверхность двустороннего скотча (DSS) толщиной ~ 90–100 мкм с прорезью 
по центру шириной 3 мм и длиной 25–40 мм. Скотч клеится таким образом, чтобы отверстия 
ввода/вывода были в замкнутом канале на максимальном расстоянии друг от друга, затем на по
верхность скотча крепится покровное стекло (CG), образуя замкнутый изолированный канал. 
Для ввода/вывода клеток в отверстия устанавливается полимерная медицинская трубка (PT) 
с внутренним диаметром 0,6 мм и толщиной стенки 0,15 мм. 

Для валидации результатов, полученных с помощью разработанной портативной систе- 
мы (PS), было проведено сравнительное исследование с использованием стационарного флуо
ресцентного микроскопа (FM) класса Nikon Ni-U Eclipse (Nikon, Япония), с помощью кото- 
рого уже наблюдалась активность гранулоцитов ex vivo во время образования тромба [11].  
Для исследования1 использовались образцы крови здоровых взрослых доноров. Кровь бралась 
у добровольцев (n = 5, мужчины и женщины 18–35 лет) в вакуумные пробирки Sarstedt-Monovette© 
с гирудином (525 АТЕ/мл крови). Контрольная система была оснащена цифровой камерой DS-Ri1 
и объективом Plan Fluor 20x/0.50. Возбуждение флуоресценции красителя DiOC6 в контрольных 
экспериментах осуществлялось светодиодным осветителем CoolLED pe-4000. Для индукции 
тромбообразования использовался коллаген. Стеклянные покровные стекла покрывали фиб- 
риллярным коллагеном I типа (0,2 мг/мл, Chrono-Log Corporation; США) в течение 1 ч 30 мин  
при 37 °C, промывали дистиллированной водой, а затем помещали в проточные камеры. После 
добавления DiOC6 (1 мкМ, Sigma-Aldrich, США) кровь прокачивали через проточные камеры 
с пристеночной скоростью сдвига 100 с−1. Важным отличием методик являлся способ формиро-
вания потока: в референсной системе (FM) ток крови обеспечивался прецизионным шприцевым 
насосом. В разработанной портативной системе (PS) аналогичная скорость потока (соответст- 
вующая 100 с−1) достигалась за счет разности гидростатического давления, обусловленной на-
клоном всей оптической системы и разницей в высоте трубок входа и выхода. Местоположе- 
ние тромбоцитарных тромбов определялось с помощью пиксельного классификатора ilastik2. 
Площадь тромбоцитарных агрегатов рассчитывалась как процент площади экрана, покрытой 
агрегатами. Листинг кода и примеры работы программы доступны на платформе GitHub3. Ста
тистическая обработка результатов проводилась с использованием непараметрического крите-
рия Манна–Уитни.

Результаты и их обсуждение. Ключевым этапом работы стала верификация точности 
измерений разработанного устройства в сравнении со стационарным микроскопом Nikon Ni-U 
(Nikon, Япония) и проверка воспроизводимости экспериментальных результатов при смене  
способа формирования потока крови. На рис. 5 представлены результаты сопоставления на- 
блюдаемых площадей тромбоцитарных агрегатов на 300-й и 600-й секундах эксперимента  
для обеих систем.

При анализе данных установлено, что значимых различий между площадями, зафиксирован-
ными при помощи FM (поток через шприцевой насос) и PS (гравитационный поток), не наблюда-
лось (p > 0,05 по критерию Манна–Уитни). Полученные результаты свидетельствуют о том, что 
портативная система и выбранный метод организации потока позволяют корректно воспроизво-
дить условия для формирования тромба и обеспечивают точность визуализации, сопоставимую 
с дорогостоящим лабораторным оборудованием, а приведенный разброс значений может быть 
напрямую связан с качеством применяемых оптических фильтров в эпифлуоресцентных модулях.

На рис. 6 представлены примеры получаемых изображений на портативной системе. На ши-
рокополосных изображениях в проходящем свете достаточно хорошо видны эритроциты, тром-
боциты и фибриновые нити (выделены на рис. 6, c квадратом, на нити указывают стрелки), что 
в достаточной степени говорит об оптическом качестве разработанной системы.

1 Исследование проведено в соответствии с Хельсинской декларацией и одобрено этическим комитетом Фе
дерального государственного бюджетного учреждения науки «Центр теоретических проблем физико-химической 
фармакологии РАН» (№4/1-21(НЭК) от 16.11.2021). От всех доноров получено письменное информированное согласие 
на использование образцов и публикацию результатов исследования. 

2 ilastik the interactive learning and segmentation toolkit. URL: http://ilastik.org (date of access: 06.03.2026).
3 Leukocytes2023 // GitHub. URL: https://github.com/juliajessika/Leukocytes2023 (date of access: 06.03.2026).
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Рис. 5. Сравнение наблюдаемых площадей тромбоцитарных агрегатов на 300-й и 600-й секундах съемки  
для референтного флуоресцентного микроскопа при токе крови, создаваемом шприцевым насосом (FM)  

с разработанной портативной системой (PS). Значимых различий между наблюдаемыми площадями агрегатов 
не наблюдалось. Для сравнения выборок использовался критерий Манна–Уитни

Fig. 5. Comparison of the observed thrombus areas at 300th and 600th seconds for a reference fluorescence microscope 
with blood flow generated by a syringe pump (FM) with a developed portable system (PS). There were no significant 

differences between the observed blood clot areas. The Mann–Whitney test was used to compare the samples

Рис. 6. Примеры изображений, получаемых на портативной системе: a, с – эритроциты в проходящем 
широкополосном свете; b, d – флуоресцирующие клетки 

Fig. 6. Examples of images obtained on a portable system: a, c – erythrocytes in transmitted broadband light; 
b, d – fluorescent cells
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Заключение. В работе описаны технические решения, способствующие созданию микро-
скопической системы с расширенными функциями. Показано, что разработанная оптическая 
микрофлюидная система (микроскоп) портативна, что допускает его использование в полевых 
условиях и перемещение в компактном кейсе либо рюкзаке. Особенностью этого микроскопа 
является его конструкция с возможностью наклона оптической оси одновременно с проточной 
камерой, это открывает возможность прокачивать биологические жидкости гравитационным 
методом – «самотеком», снижая внешнее влияние на клетки и минимизируя их повреждение. 
Разработанный компактный портативный прибор наделен основными функциями стационарно-
го флуоресцентного микроскопа, поэтому предоставляет возможность регистрации возбуждае-
мой флуоресценции в клетках и анализа их геометрии.

Проведена серия экспериментов с образцами крови, прокачиваемой через проточную камеру 
на двух микроскопах – Nikon Ni-U Eclipse и разработанной портативной системе. Эксперимен- 
ты показали хорошую воспроизводимость образования тромбоцитарных агрегатов в потоке 
крови для разработанной портативной системы по сравнению с существующими стационарны-
ми решениями.

Полученные результаты можно успешно использовать для экспресс-тестов активности гра-
нулоцитов ex vivo во время образования тромбов. Применение разработанного микроскопа 
совместно с проточной камерой позволяет одновременно наблюдать рост тромба и поведение гра
нулоцитов в цельной крови в условиях, близких к физиологическим. Это делает доступным про-
ведение клинической диагностики синдрома Вискотта–Олдрича, хронической сердечной недо-
статочности, ANKRD26-ассоциированной тромбоцитопении и синдрома Швахмана–Даймонда.
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