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В статье исследуется методика автоматического подсчета числа ядер клеток на гистологических изо-
бражениях. Эта операция широко применяется при диагностике различных заболеваний и морфологическом 
анализе клеток. В связи с этим, процедура автоматического подсчета числа ядер клеток является ключевым 
этапом в системах микроскопического анализа медицинских изображений гистологических препаратов. Ос-
новной целью работы была разработка эффективной схемы автоматического подсчета ядер клеток на осно-
ве современных методов обработки изображений: направленной фильтрации, адаптивной бинаризации изо-
бражений и математической морфологии. В отличие от известных исследований, представленный подход не 
предусматривает сегментацию ядер клеток на изображении, а лишь предполагает их обнаружение и подсчет 
их количества. Это позволяет избежать сложных алгоритмических вычислений и обеспечивает хорошую 
точность подсчета ядер клеток. 

В работе описан ряд экспериментов, выполненных для оценки эффективности предложенной методики с 
использованием доступной в интернете тестовый базы медицинских гистологических изображений. Опреде-
лены критичные параметры алгоритмов, настраиваемые на каждом этапе анализа изображений. Для каж-
дого параметра определен интервал тестируемых значений, а затем реализована процедура выбора не только 
оптимальных значений каждого параметра, но их из взаимная комбинация, на основе общепринятых количе-
ственных оценок точности (Precision) и полноты (Recall). Полученные результаты сравнивались с последними 
достижениями в данной области и показали приемлемый уровень точности предложенной методики. Про-
тотип программного обеспечения, разработанного в рамках проведенного исследования, можно рассматри-
вать как автоматический инструмент для анализа ядер клеток. Разработанный подход может быть адап-
тирован к различным задачам анализа ядер клеток различных органов.

Ключевые слова: изображения гистологических препаратов, обработка и анализ цифровых изображений, бина-
ризация

Введение
Разработка автоматизированных систем об-

работки медицинских изображений является 
наиболее важным и быстро развивающимся 
направлением в области микроскопических 
исследований гистологических препаратов. 
Компьютерный анализ микроскопических изо-
бражений клеток широко применяется в ряде 
прикладных областей, включая диагностику 
заболеваний и морфологический анализ кле-
ток, что особенно важно в медико-биологиче-
ских исследованиях и биоинформатике. Под-
ход, основанный на микроскопических иссле-
дованиях, играет важную роль при решении 
следующих задач: обнаружение злокачествен-
ных и раковых клеток, определение естествен-

ных морфологических изменений клеток, ис-
следование характеристик клеток в динамике 
(например, во время процедуры терапии). В свя-
зи с этим, процедура автоматического подсче-
та числа ядер клеток является ключевым бло-
ком в системах микроскопического анализа 
медицинских изображений гистологических 
препаратов. С 1970-х годов ведутся активные 
работы по разработке методов и алгоритмов 
для решения данной проблемы [1, 2], а обна-
ружение клеточных структур и подсчет числа 
ядер клеток являются общими задачами для 
многих исследований.

Одним из наиболее простых, быстрых и оче-
видных методов подсчета ядер клеток являет-
ся пороговая сегментация изображений, что по-
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зволяет разделить объекты интереса и фон. 
Другой подход заключается в использовании 
различных детекторов краев (LoG фильтр, 
фильтры Лапласа и т. д.). Тем не менее, обна-
ружение и сегментации ядер клеток является 
сложной задачей в силу того, что клетки име-
ют неоднородную структуру и высокую вариа-
бельность. Еще одной особенностью гистоло-
гического изображения является неоднород-
ная подсветка регистрируемого препарата, что 
также накладывает ограничения на использо-
вание традиционных подходов.

В последние годы было предложено боль-
шое число методов и алгоритмов сегментации, 
разделения и классификации ядер клеток при 
проведении процедуры гистологического ана-
лиза. Более сложные решения состоят из не-
скольких этапов анализа изображений и вклю-
чают в себя использование нескольких незави-
симых алгоритмов. Эти решения основаны на 
традиционных алгоритмах анализа и обработ-
ки изображений, таких как метод активных 
контуров, метод морфологического водораз-
дела, морфологические операции, алгоритм 
k-сред них, метод опорных векторов и т. д. [3–
12]. В последних работах для повышения эф-
фективности исследователи предлагают комби-
нировать различные подходы. Обзор методов 
и алгоритмов, используемых для решения за-
дач обнаружения, сегментации и классифика-
ции клеток медицинских изображениях можно 
найти в работах [1, 2]. В данной работе реша-
лась задача автоматического подсчета ядер кле-
ток на гистологических изображениях незави-
симо от их размера.

В зависимости от качества подготовленно-
го для исследования препарата и оптического 
оборудования, микроскопические изображе-
ния могут быть как полутоновыми, так и цвет-
ными. Большое число различных объектов на 
гистологических изображениях является се-
рьезным недостатком, влияющим на процеду-
ру анализа изображений данного класса. Ана-

лиз клеточных структур является трудной за-
дачей из-за сложности природных объектов 
(зашумленность, неоднородный фон, вариа-
бельность характеристик объекта). Большин-
ство ядер клеток являются частью гистологи-
ческих структур со сложными и нерегулярны-
ми визуальными признаками [13]. Примеры 
медицинских гистологических изображений  
и их гистограммы яркости представлены на 
рис. 1. Форма гистограмм доказывает тот факт, 
что задачу автоматического обнаружения и сег-
ментации ядер клеток сложно решить с помо-
щью только лишь пороговых методов.

2. Методы и данные
2.1. Данные. Исследуемые гистологические 

препараты окрашивались гематоксилином и эо-
зином (один из самых распространённых ме-
тодов окрашивания в гистологии), после чего 
были получены цифровые изображения (H&E 
изображения), вошедшие в общедоступную 
базу медицинских гистологических изображе-
ний [14, 15]. Гистологические срезы были 
оцифрованы с помощью сканера Zeiss Mirax 
Scan, оснащенного Zeiss Plan-Apochromat 20x 
(числовая апертура = 0,8) и AVT Marlin F-146C 
Firewire 1/2’’ CCD камерой, размер пикселя 
4,65×4,65 мкм. Комбинация 20x увеличения  
и 1x C-Mount адаптера позволили получить 
разрешение изображения 0,23×0,23 мкм. Все 
слайды были отсканированы в 20х увеличении 
и при полном разрешении. Полученные изо-
бражения были преобразованы в файлы изо-
бражений JPEG с 85% качеством JPEG. Размер 
изображения – 600×600 пикселей. Тестовая база 
состоит из 36 цветных изображений, которые 
содержат 7931 ядер клеток. В базе изображе-
ний присутствуют снимки различных органов 
(молочной железы, почек, слизистой оболочки 
желудка, соединительной ткани, тонкой киш-
ки и т. д.). Координаты центров ядер клеток 
были отмечены тремя экспертами-патологоа-
натомами и представлены в виде 36 xml-фай-

       а                                  б                               в                                 г                                д                                е
Рис. 1. Примеры гистологических изображений a, в, д и их гистограммы яркости соответственно б, г, е
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лов (для каждого гистологического изображе-
ния соответственно), рис. 2.

2.2. Основная идея. Предложенная методи-
ка подсчета числа ядер клеток на гистологиче-
ских изображениях состоит из следующих эта-
пов: 1. уменьшение числа цветов в цветовом 
пространстве RGB; 2. изменение контраста изо-
бражения; 3. применение направленной филь-
трации [17]; 4. пороговая сегментация; 5. мор-
фологической обработки.

Этап предварительной обработки включа-
ет в себя несколько этапов. Исходные изобра-
жения из тестовой базы содержат ограничен-
ное число основных цветов (розовый, фиолето-
вый и оттенки синего). Предлагается уменьшить 
количество цветов в исходной палитре изобра-
жения с использованием алгоритма квантования 
цвета методом минимизации дисперсии [18]. Ре-
зультаты реализации данного алгоритма практи-
чески не заметны, но играют решающее значе-
ние на последующих этапах анализа, рис. 3.

На следующем этапе происходит увеличе-
ние контрастности изображений путем растя-
жения значений интенсивностей динамическо-

го диапазона. Далее предлагается использовать 
направленный фильтр, который обрабатывает 
изображение, руководствуясь дополнительной 
информацией о каждом пикселе. При удачном 
выборе дополнительной информации направ-
ленный фильтр превосходит по качеству била-
теральную фильтрацию. Бинаризация реали-
зуется с помощью алгоритма Sauvola [19], ко-
торый анализирует обрабатываемую картинку 
и адаптивно вычисляет индивидуальный по-
рог бинаризации для каждого пикселя. Найден-
ный порог используется для бинаризации зна-
чения текущего пикселя [19–21], рис. 4.

Затем применяются операции математиче-
ской морфологии – открытие и закрытие с ис-
пользованием структурного элемента неболь-
шого размера. Операция закрытия «закрывает» 
небольшие внутренние «дырки» в изображе-
нии, и убирает углубления по краям области. 
Открытие позволяет избавиться от небольших 
кусочков изображения, выходящих за границу 
области. После этого определяется число обла-
стей на изображении, соответствующих ядрам 
клеток.

Рис. 2. Пример H&E изображения с 
отмеченными центрами ядер клеток

                      а                                                                     б
Рис. 3. а – исходное изображение, б – изображение после уменьшения чис-

ла цветов в цветовом пространстве RGB

     
             а                                                 б                                                   в                                                 г

Рис. 4. Улучшение результатов бинаризации с помощью направленного фильтра: а –  полутоновое изображение без 
применения направленного фильтра, б – результат пороговой бинаризации; в – полутоновое изображение с приме-

нением направленного фильтра; г – результат пороговой бинаризации
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2.3. Результаты экспериментов и оценка 
эффективности предложенной методики. 

Предложенная методика реализована в си-
стеме Matlab. Был проведен ряд эксперимен-
тов по оценке ее эффективности с использова-
нием описанной выше тестовый базы изобра-
жений. Определены критичные параметры ал-
горитмов, настраиваемые на каждом этапе 
анализа изображений. Для каждого параметра 
был установлен интервал тестируемых значе-
ний, а затем реализована процедура выбора не 
только оптимальных значений каждого пара-
метра, но их из взаимная комбинация, на осно-
ве оценки значений точности (Precision) и пол-
ноты (Recall), табл. 1.

Пример результата определения ядер кле-
ток приведен на рис. 5.

Эффективность подсчета ядер клеток оце-
нивалась с использованием следующих значе-
ний: TP – истинно-положительное решение; 
FP – ложноположительное решение; FN – 

ложноотрицательное решение. На основе дан-
ных параметров вычислялись точность (Pre ci-
sion) и полнота (Recall), которые являются ме-
триками, используемыми при оценке большей 
части алгоритмов извлечения информации:

  TPPrecision
TP FP

=
+

, (1)

 
TPRecall

TP FN
=

+
. (2)

F-мера представляет собой гармоническое 
среднее между точностью и полнотой. Она 
стремится к нулю, если точность или полнота 
стремится к нулю:

 
· 2 Precision RecallF

Precision Recall
=

+
 (3)

Полученные результаты сравнивались с по-
следними достижениями в данной области на 
указанной тестовой базе [7, 9–10], табл. 2.

Т а б л и ц а  1.  Выбор оптимальным значений параметров алгоритмов, реализуемых на отдельных этапах 
предложенной методики

Этап обработки Параметр Тестируемые диапазоны значений 
параметров

Значение параметров, дающее 
максимальные значения 

точности и полноты

квантование цвета методом 
минимизации дисперсии

количество цветов в цветовом 
пространстве 3, 4, 5, 7, 9 4

направленная фильтрация размер маски
степень размытия

3×3, 4×4, 5×5, 7×7
0,3, 0,4, 0,5, 0,55, 0,6, 0,7

3×3
0,55

Бинаризация методом 
Sauvola

размер анализируемой области 
при бинаризации 

 

порог

5×5, 7×7, 15×15, 30×30, 45×45, 
55×55, 65×65, 75×75, 85×85, 

95×95, 105×105, 115×115, 
125×125, 135×135, 145×145
0,2, 0,25, 0,3, 0,35, 0,4, 0,45, 

0,5, 0,7, 0,9

75×75 
 
 

0,3

Морфологическая фильтра-
ция (замыкание и отмыка-
ние)

радиус структурного элемента
форма структурного элемента

1, 2, 3, 4, 5
диск

3
диск

                                              а                                                                        б
Рис. 5. Пример определения ядер клеток
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Т а б л и ц а  2.  Сравнение эффективности 
предложенной методики с последним достижениями 

в исследуемой предметной области

Предложенная 
методика Wiennert Al-Kofahi

Точность 0,8363±0,0120 0,908±0,04 0,707±0,13
Полнота 0,9570±0,0016 0,859±0,04 0,916±0,04
F-мера 0,8926 0,8828 0,7980

3. Обсуждение результатов
Табл. 2 показывает эффективность предло-

женной методики на описанной тестовой базе 
изображений. Разработанный подход может 
быть адаптирован к различным задачам под-
счета ядер клеток. Его главное преимущество – 
это автоматический подход к подсчету ядер 
клеток. В процессе анализа на этапах фильтра-
ции и морфологической обработки были «по-
теряны» ядра с небольшой площади. Однако 
это позволило получить более достоверные 
результаты для других ядер клеток, что связа-
но с улучшением результатов бинаризации, 
когда исчезают области, не являющиеся ядра-

ми. Дальнейшие исследования будут направ-
лены на повышение эффективности этапа сег-
ментации и расширение набора тестовых баз 
изображений.

Заключение
Предложена методика автоматического об-

наружения ядер клеток и подсчета их числа на 
основе направленной фильтрации, алгоритма 
бинаризации Sauvola и морфологических опе-
раций. В отличие от известных алгоритмов 
данных подход не предусматривает сегмента-
цию ядер клеток, а только предполагает обна-
ружение и оценку их количество. Это позволя-
ет избежать сложных алгоритмических вычис-
лений и обеспечивает хорошую точность под-
счета ядер клеток. Прототип программного 
обеспечения, разработанного в рамках прове-
денного исследования, можно рассматривать 
как автоматический инструмент для анализа 
ядер клеток. Работа частично выполнена в рам-
ках гранта фонда фундаментальных исследо-
ваний № Ф15ЛИТ-031.
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AN APPROACH TO CELL NUCLEI COUNTING  
IN HISTOLOGICAL IMAGE ANALYSIS

In the paper a method of automatical counting the number of cell nuclei in histological images is studied. This operation 
is commonly used in the diagnostics of various diseases and morphological analysis of cells. In this connection, the procedure 
of automatical count the number of cell nuclei is a key step in the systems of medical imaging microscopic analysis of histolog-
ical preparations. The main aim of our work was to develop an efficient scheme of automatic counting cell nuclei based on 
advanced image processing methods: directional filtering, adaptive image binarization and mathematical morphology. Unlike 
prior research, the presented approach does not provide segmentation of cell nuclei in the image, but only requires to detect 
them and count their number. This avoids complex algorithmic calculations and provides good accuracy of counting cell nu-
clei.

The paper describes a series of experiments conducted to assess the effectiveness of the proposed method using the avail-
able online database of medical test histological images. Critical parameters defined algorithms, configurable at each stage of 
image analysis. For each parameter we have defined value ranges, and then realized a selection of optimal values   for every 
parameter and a mutual combination of them. It is based on generally accepted quantitative measures of precision and recall. 
The results were compared with the state-of-art investigations in this field and demonstrated an acceptable level of accuracy of 
the proposed method. The software prototype developed during the study can be regarded as an automatic tool for analysis of 
cell nuclei. The presented approach can be adapted to various problems of analysis of cell nuclei of various organs.
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