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Аннотация. Для количественного определения абсолютной концентрации пыльцы в геологических 
отложениях обычно используется метод маркерных частиц. Чаще всего в качестве маркеров применяют 
таблетки со спорами Lycopodium и алюмосиликатные сферы. Однако производство и приобретение сфер «Pal-
ynospheres» и таблеток Lycopodium сопряженно с рядом трудностей. В данной работе предложено решение, 
основанное на спорах Lycopodium sp., которые окрашиваются в яркие цвета, что позволяет эксплуатировать 
их при работе с теми пыльцевыми спектрами, в естественном составе которых присутствуют споры рода Ly-
copodium. Для определения концентрации спор в каждом аналитическом стандарте был обучен ИИ. Получены 
аналитические стандарты, пригодные для установления абсолютной концентрации пыльцы в спорово-
пыльцевом анализе, территориально доступные для палинологов из РФ.

Preparation of an analytical standard for the absolute concentration method  
in pollen analysis using artificial intelligence
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Summary. To quantify the absolute concentration of pollen in geological sediments, the marker grain method is 
commonly used. Lycopodium spore tablets and aluminosilicate spheres are the two most commonly used markers. 
However, the production and acquisition of “Palynospheres” and Lycopodium tablets are associated with a number 
of difficulties. This work proposes a solution based on spores of Lycopodium sp., which are painted in bright colors, 
which allows them to be used even when working with those pollen spectra in which spores of the genus Lycopodium 
are naturally present. It is proposed to use AI to determine the concentration of spores in each analytical standard. 
Analytical standards suitable for use in establishing the absolute concentration of pollen in spore-pollen analysis have 
been obtained and are geographically accessible to palynologists from the Russian Federation. 

Введение
Абсолютное количество микрофоссилий –  

показатель, с помощью которого возможно оце-
нить пыльцевую продуктивность растений, на-

личие или отсутствие сортировки пыльцевых 
зерен при захоронении (Devis, 1966; Bonny, 1972; 
Faegri, Iversen, 1975). Поскольку абсолютная 
концентрация пыльцы не зависит от частоты 
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встречаемости пыльцевых зерен других таксо-
нов, она часто отражает изменения окружающей 
среды более непосредственно, чем процентные 
значения. Добавление известного количества 
маркерных частиц, таких как споры Lycopodium 
и «Palynospheres» делает возможным использо-
вание метода абсолютных концентраций. 

Применение экзотической пыльцы или спор 
(например, Lycopodium sp.) для абсолютного 
подсчета пыльцы берет свое начало в палино-
логии XX в. Впервые метод был описан в 1962 г. 
(Benninghoff, 1962); новые разработки появля-
ются и сегодня (Kitaba, Nakagawa, 2017). На дан-
ный момент мировым стандартом являются та-
блетки, произведенные в университете Лунда по 
методу, описанному в 1971 г. (Stockmarr, 1971). 
В оригинальных методиках использование спор 
Lycopodium не рекомендовалось для образцов, в 
которых Lycopodium присутствует в естествен-
ном спектре, но при современном изготовлении 
аналитических стандартов споры предваритель-
но проходят процедуру ацетолиза, что реша-
ет эту проблему. Несмотря на это, в некоторых 
случаях ископаемые споры Lycopodium близки 
по цвету к спорам из аналитического стандарта, 
и мы можем потерять некоторую палеоэкологи-
ческую информацию из-за желания иметь абсо-
лютные концентрации пыльцы. Эту проблему 
можно решить, используя алюмосиликатные 
сферы (Kitaba, Nakagawa, 2017). Но возникает 
другая проблема – логистические трудности и 
цена при их приобретении.

Производство собственного аналитического 
стандарта сопряжено с двумя основными труд-
ностями. Первая – это подбор частиц, сопостави- 
мых по размерности и плотности с пыльцевыми 
зернами. При этом важным является создание 
частиц, контрастирующих с пыльцой и спорами 
составляющих естественный пыльцевой спектр. 
Наиболее удобным представляется окрашива- 
ние в цвета, не встречающиеся в природной окрас- 
ке пыльцы и спор. Вторая проблема – это макси-
мально точное определение числа частиц в каж-
дом аналитическом стандарте. Использующийся 
метод, основанный на счетчике Коултера, пред-
полагает наличие дорогостоящего оборудова-
ния (Stockmarr, 1973), тогда как искусственный 
интеллект позволяет решить аналогичную зада-
чу с помощью микроскопа и цифровой камеры.

Цель работы: предложить альтернативу име-
ющимся маркерам используемых в анализе ми-
крофосилий, которая будет доступна для иссле-
дователей на территории РФ.

Материалы и методы

В работе использованы споры Lycopodium 
clavatum L. Окрашивание спор проводилось по 
методике, предложенной Gardner, Gray (1976). 
Было взято 3 навески по 1 г спор и помещено в 
пластиковые конические центрифужные про-
бирки на 15 мл. В каждую пробирку было добав-
лено 2 мл дистиллированной воды и 2 капли мо-
ющего средства в качестве ПАВ для повышения 
смачиваемости гидрофобных спор. Пробирки 
были помещены на водяную баню и прогрева-
лись в течение 15 мин. После чего в каждую про-
бирку были добавлены красители: сафранин-Т, 
малахитовый зеленый, фиолетовый кристалли-
ческий, приготовленные из расчета 0,009 г кра-
сителя на 0,1 г этилового спирта 96 %. Окрашива-
ние проводилось в три цвета, т. к. это позволяет 
применять аналитический стандарт, например, 
синего цвета, в случаях, когда при пробопод-
готовке пыльца окрашивается в красный цвет. 
Тщательно перемешав смесь, пробирки были по-
мещены на водяную баню на 1,5 ч. После чего в 
каждую пробирку были добавлены 0,06 г мочеви-
ны, 0,16 г 10 % формальдегида, 0,097 г KOH 10 %.  
После фиксации в течение 24 часов пробирки 
были помещены в центрифугу при 3000 об./мин 
на 15 мин, надосадочная жидкость сливалась, 
после чего пробирки доливались водой до 15 мл 
и снова центрифугировались. Операция была 
повторена 3 раза. После чего содержимое про-
бирок было помещено в отдельные чашки Петри 
и накрыто фильтровальной бумагой до полного 
высыхания. 

После высыхания 100 мг окрашенных спор 
добавлялось в 200 мл дистиллированной воды и 
перемешивалось магнитной мешалкой в течение 
2 часов. Полученная суспензия раскапывалась в 
100 пластиковых пробирок объемом 2 мл по 200 
мкл суспензии в каждую.

Из 30 пробирок было взято по 30 капель по 
3 мкл и помещены на предметные стекла, после 
высыхания были получены микрофотографии. 
Всего получено 900 фотографий, по которым 
подсчитывается количество спор в пробирке 
(рис. 1). 

Для подсчета количества спор в каждой ка-
пле (3 мкл) была обучена нейросеть на основа-
нии YOLOv8 (Jocher et al., 2023). Для обучения 
модели использовалось 100 изображений и 20 
для валидации. Искусственного увеличения тре-
нировочного набора данных за счет поворота 
изображений, отражения по вертикали и т. д. не 
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потребовалось. Обучение модели проводилось 
на суперкомпьютере «Уран» института мате-
матики и механики им. Н. Н. Красовского УрО 
РАН, г.  Екатеринбург. После обучения модели 
были проанализированы оставшиеся 780 изо-
бражений.

Результаты и их обсуждение

Окрашенные споры представляют собой хо-
рошо различимые частицы разного цвета cо 
стойким окрашиванием, не слипающиеся в ком-
ки (рис. 2).

Обучение модели проводилось на 120 изобра- 
жениях, полученных при фотографировании 
окрашенных спор. Для оценки точности моде-
ли использовалась метрика mAP50 (Pascal VOC 
Challenge, 2007). Эта метрика применяется для 
оценки точности моделей обнаружения объек- 
тов путем расчета точности и полноты предсказан- 
ных ограничивающих рамок (объектов) по срав-
нению с реальными данными. Значения mAP50 
близки к 1, что указывает на то, что модель ста-
бильна и при различных пороговых значениях 
достоверности и имеет высокую точность пред-
сказаний на различных изображениях (рис. 3). 
Весь цикл тренировки модели составил 150 ите-
раций обучения (эпох) (Jocher et al., 2023). 

Для валидации обученной модели прово-
дился подсчет числа спор на изображениях, не 

вошедших в обучающий набор данных, модель 
продемонстрировала высокую способность к 
верному определению числа спор (рис. 4). При 
сопоставлении результатов определения числа 
спор моделью на 30 изображениях с этими же 
изображениями, на которых количество спор 
подсчитывалось вручную, была установлена 
средняя ошибка модели – 0,9 споры на изобра-
жение.

После чего был проведен анализ с помощью 
нейросети 900 изображений, представляющих 
30 пробирок, содержащих споры (табл. 1). Сред-
нее значение (S) = 4400 шт., стандартное откло-
нение (SD) = 429, ошибка среднего (SE) = 78, ко-
эффицент вариации (CV) = 9,88 %.

Результаты проверки распределения на нор-
мальность показали, что изученная выборка из 
нормально распределенной генеральной сово-
купности (рис. 5).

В результате была получена прототипная пар-
тия проб, для каждой установлено число спор в 
количестве 4400 ± 78 шт. Пробы представляют 
собой пробирки с бесцветной жидкостью 0,2 
мл, готовые к добавлению на любой стадии про-
боподготовки на спорово-пыльцевой анализ. А 
также отработан подход для получения любого 
количества проб с любым известным количе-
ством спор.

Рис. 1. Пример фотографии для оценки количества спор в препарате, на которой зафиксированы подготов-
ленные споры Lycopodium sp. Одно изображение позволяет описать 3 мкл суспензии.
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Рис. 2. Окрашенные споры Lycopodium sp.

Для проверки возможности использования 
полученного аналитического стандарта в споро-
во-пыльцевом анализе одна из изготовленных 
проб была включена в стандартный процесс про-
боподготовки (Nakagawa, 1988). К навеске почвы 
5 г добавлялось 200 мкл суспензии со спорами, 
после чего к навеске добавлялся 10%-й раствор 
HCl до момента прекращения газообразования, 
затем навеска заливалась 10%-м раствором KOH 

в двукратном объеме и прогревалась на водяной 
бане при 95 °С в течение 10 мин. Далее суспензия 
проливалась через сито 0,25 мм и отстаивалась 
в течении 8 часов, верхняя часть осадка слива-
лась, и оставшаяся часть концентрировалась 
центрифугированием. Отделение минерального 
компонента осадка проводилось сепарацион-
ным методом Гричука с использованием тяже-
лой жидкости ГПС-В (Grichuk, Zaklinskaya, 1948; 
Campbel et al., 2016). После чего были сделаны 
микрофотографии на увеличении ×400 и ×200, 
на которых присутствуют пыльцевые зерна и 
споры. Окрашенные споры хорошо отличаются 
от естественных пыльцы и спор, и сохраняют 
окраску после пробоподготовки (рис. 6).

Существующие на рынке продукты «Pollen 
tablets» университета Лунд (Stockmarr, 1971) и 
«Palynospheres» компании Palynotech имеют сле-
дующие параметры: таблетки со спорами, подго-
тавливаются с расчетом ~18 000 (зависит от пар-
тии) спор с коэффициентом вариации 3,66 %,  
что ниже, чем в полученном нами подходе; су-
спензии керамических сфер (Kitaba, Nakagawa, 
2017) поставляются в вариантах 20 000 и 4 500 
сфер при коэффициенте вариации 10 %, что ана-
логично значениям, полученным в этой работе. 
Отсюда можно сделать вывод, что предлагаемый 
аналитический стандарт обладает достаточны-
ми показателями точности для использования в 
палинологической практике.

Таблица 1. Результат подсчета количества 
спор в 30 случайно выбранных пробирках из 

изготовленной партии

Номер  
пробирки

Групповое  
среднее, шт.

Номер  
пробирки

Групповое  
среднее, 

шт.
1 3762 16 4684
2 4242 17 4025
3 3510 18 5226
4 4095 19 4621
5 3980 20 4700
6 3827 21 4640
7 4676 22 4415
8 3810 23 4553
9 3977 24 4714

10 3850 25 4703
11 4264 26 4420
12 4471 27 4458
13 4331 28 4935
14 3864 29 5162
15 4286 30 3949



32 Галимов А. Т.
Изготовление стандарта для метода абсолютных концентраций в спорово-пыльцевом...

Рис. 3. Изменение метрики mAP50 обучения модели 
YOLOv8 для 150 итераций обучения: значения > 0,8 – 
высокая точность; значения < 0,8 – низкая точность.

Рис. 4. Результат детектирования спор на изображении: А – изображение, предоставленное модели для 
обнаружения спор; В – изображение, на котором обведены объекты, определенные моделью как споры  
Lycopodium sp.

Предложенный аналитический стандарт 
благодаря окрашиванию однозначно является 
экзотическим маркером вне зависимости, для 
какой экосистемы идет реконструкция. Удобная 
фасовка в жидкости позволяет пропустить этап 
с HCl, который необходим для растворения та-
блеток. Следующим этапом исследования будет 
повышение однородности распределения числа 
спор в каждой пробе, чтобы довести разброс до 
минимальных значений.

Заключение

Предложен подход получения навесок для 
подсчета абсолютных концентраций пыльцевых 
зерен в образцах. Получена первая партия стан-
дартов, готовых к использованию, которые со-
держат 4400 ± 78 спор в каждой пробирке. Полу-
ченные аналитические стандарты являют собой 
конкурентный продукт, который может быть 
применен наравне с общепризнанными инстру-
ментами для определения концентраций спор.

Рис. 5. Результаты графического определения нормальности распределения числа спор в пробирке (анали-
тическом стандарте): А – гистограмма, стремящаяся к нормальной; В – график квартилей стремящийся к 
нормальному.
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Рис. 6. Окрашенные споры Lycopodium в палинологическом препарате. На микрофотографии представлены: 
А – окрашенная спора Lycopodium (A1) и спора Ascomycota (A2); В – окрашенная спора Lycopodium (B1), спора 
гриба рода Glomus (B2), пыльца Chenopodiaceae (B3); С – окрашенная спора Lycopodium (C1), пыльца Pinus 
sylvestris (C2), спора гриба рода Glomus (C3).
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Была обучена нейронная сеть, которая эф-
фективно выполняет задачу определения ко-
личества спор на изображении (mAP50 = 0,98). 
Создан размеченный массив данных, содержа-
щий 120 изображений, который может задей-
ствован в дальнейшем обучении ИИ. Обученная 
модель, хоть и является более тяжеловесной, 
чем алгоритм, построенный на классическом 
машинном зрении, но позволяет получать хоро-
шие результаты подсчета числа спор вне зависи-
мости от качества входных изображений, кото-
рые могут включать мусорные частицы.
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