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ВВЕДЕНИЕ 

Современные доклинические и клинические исследования пока-

зывают, что применение методов диагностики, основанных на реги-

страции флуоресцентного излучения, может улучшить раннюю диа-

гностику как рака, так и иных деструктивных процессов различных ор-

ганов [1-3]. Интенсивно развиваются новые конструкции приборов 

и аналитические инструменты для анализа получаемой диагностиче-

ской информации. Однако, по-прежнему требуются значительные 

улучшения технологии для ее крупномасштабного внедрения в клини-

ческую практику. В частности, должны проводиться исследования 

факторов, сопутствующих флуоресцентным измерениям, разрабаты-

ваться новые устройства и подходы к анализу получаемых результатов 

[4-7]. 

В настоящее время проводится множество исследований, направ-

ленных на изучение процессов окислительного метаболизма с исполь-

зованием методов, регистрирующих флуоресценцию различных флуо-

рофоров. 

Митохондриальная функция является важным параметром жиз-

неспособности ткани. По показателям активности дыхательной цепи 

имеется возможность предсказывать гибель клетки, диагностировать 

состояние тканевой ишемии, либо напротив, говорить о ее злокаче-

ственной активности. Одной из оценок митохондриальной функции 

является соотношение коферментов NADH и FAD, определяемое 

по интенсивности их эндогенной флуоресценции. Известно, что одним 

из последствий нарушения в функционировании клеток при различ-

ных патологиях являются изменения в дыхательной цепи митохон-

дрий. При этом наиболее вероятны изменения в накоплении таких ко-

ферментов как NADH (восстановленная форма) и FAD (окисленная 

форма). Выявление таких изменений методами флуоресцентной спек-

троскопии является одним из многообещающих направлений in vivo 

диагностики. 

Одной из первых работ по определению параметров дыхательной 

цепи в клетках является основополагающая работа [8], посвященная 

определению митохондриального метаболического статуса ткани 

in vitro. Следует отметить, что исследования B. Chance являются пио-

нерскими в области оценки митохондриальной функции оптическими 
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методами. В 60-х было установлено, что методы абсорбционной спек-

троскопии для определения параметров дыхательной цепи по погло-

щению NADH и NAD+ является тупиковой. С этого момента наиболь-

шее распространение получают флуоресцентные методы. Первая ра-

бота по in vivo определению NADH относится к 1965 году [9]. 

С недавним развитием новых методов микроскопии и, в первую 

очередь, флуоресцентной микроскопии (технологии FLIM, FRET), 

оценка дыхательной цепи in vitro вышла на новый уровень, и были по-

лучены значительные успехи [10]. 

Однако определение митохондриальной функции in vivo до сих 

пор является практически не решеной задачей. Несмотря на то, что 

изучение флуоресценции NADH и FAD успешно проводится на протя-

жении последних 50 лет, сравнительно мало исследований проводится 

на органном уровне. Между тем, результаты экспериментов на кон-

кретном органе или участке организма могут быть более успешно экс-

траполированы на клиническую практику по сравнению с исследова-

ниями на клеточном и субклеточном уровне. 

В данном направлении относительное распространение получили 

исследования в рамках так называемого мультипараметрического под-

хода. Наиболее яркими работами в данном направлении обладает кол-

лектив A. Mayevsky et al. [11]. Данный подход заключается в исполь-

зовании нескольких измерительных каналов с целью определения па-

раметров дыхательной цепи (NADH/FAD) на фоне влияющих факто-

ров. Одновременно используя методы флуоресцентной спектроско-

пии, абсорбционной спектроскопии и лазерной допплеровской фло-

уметрии в рамках одного эксперимента, данным коллективом были по-

лучены убедительные данные по определению митохондриальной 

функции в тканях мозга. Множество работ в настоящее время направ-

лено на изучение эндогенной флуоресценции миокарда для оценки по-

вреждений, индуцированных ишемией в условиях кардиохирургиче-

ского вмешательства [12-14]. 

Однако задача определения параметров дыхательной цепи по со-

отношению флуоресценции коферментов NADH и FAD в эпителиаль-

ных тканях в настоящее время удовлетворительно не решена. Основ-

ная проблема, которая может влиять на результаты измерений, это 

учет влияния вклада в итоговый сигнал различных хромофоров, погло-

щающих излучение. Несовершенство приборной реализации также 

тормозит развитие данного метода. 
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Одним из самых современных подходов в in vivo флуоресцентной 

диагностике является измерение параметров времени жизни флуорес-

ценции в одной точке (с использованием оптико-волоконных пробни-

ков), либо в границах некоторой площади (технологии визуализации). 

Данная техника реализуется главным образом во временной области 

с использованием дорогостоящих комплектующих, позволяющих про-

водить измерение оптических импульсов во временном масштабе  

0-10 нс с разрешением от 0,1 нс. Другим подходом является реализа-

ция измерений в частотной области – оценка постоянной времени ре-

лаксации флуоресценции по сдвигу фазы и изменению коэффициента 

модуляции регистрируемого излучения флуоресценции относительно 

амплитудно-модулированного возбуждающего излучения. Реализация 

подобного способа обходится в значительной степени дешевле при со-

поставимых возможностях по временному разрешению.  

Данная монография посвящена разработке научных основ оценки 

митохондриальной функции в эпителиальных тканях путем определе-

ния времени жизни флуоресценции, используя реализацию измерений 

в частотной области. 

Данная коллективная монография выполнена при финансовой 

поддержке гранта Российского научного фонда (проект № 18-15-

00201).
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ГЛАВА 1 

АНАЛИТИЧЕСКИЙ ОБЗОР ПОДХОДОВ К ИЗУЧЕНИЮ 

ИНТЕНСИВНОСТИ И ВРЕМЕНИ ЖИЗНИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 

В ЖИВЫХ ТКАНЯХ 

1.1 Физические основы флуоресценции 

Флуоресценция – это оптическое явление, происходящее, когда 
возбужденная молекула – флуорофор – релаксирует в основное состо-
яние S0 после электронно-возбужденного состояния S1, освобождая 
квант энергии – фотон (рисунок 1.1а). 

Этот процесс может быть описан как реакция S1 → S0 + E, в кото-
рой энергия фотона Е обратно пропорциональна его длине волны λ 
и равна hc/λ, где h – постоянная Планка, c – скорость света. Так как 
испускаемый фотон имеет меньшую энергию, чем возбуждающий, 
длина волны света, излучаемого в виде флуоресценции, всегда больше, 
чем у возбуждающего света. В растворителях и биологических средах, 
оба состояния S1 и S0 имеют широкие полосы колебательных энергий, 
отражая взаимодействие молекулы с локальной окружающей средой. 
Таким образом, спектры возбуждения и излучения имеют характерный 
для каждого флуорофора вид (рисунок 1.1б). Когда группа флуорофо-
ров возбуждается коротким импульсом света, начальная интенсив-
ность флуоресценции падает со временем в соответствии с кривой, ко-
торая, в большинстве случаев, может быть описана некоторой формой 
экспоненциального затухания (рисунок 1.1в). В простейшем случае 
этот процесс подчиняется кинетике первого порядка и определяется 
формулой (1.1): 

 

     ,
τ

exp
011 










t
SS  (1.1) 

 

где [S1] – концентрация возбужденных молекул в момент времени t; 
[S1]0 – их начальная концентрация; 
τ – характеристическое время, проведенное молекулой в возбуж-

денном состоянии. 
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При отсутствии других процессов девозбуждения, время затуха-

ния равно τF = 1/kF, где kF – скорость флуоресценции, τF – радиацион-

ное время жизни. Радиационное время жизни является неотъемлемым 

свойством возбужденного состояния каждого флуорофора, незави-

симо от его концентрации и окружающей среды. Однако в реальных 

условиях существует целый ряд других процессов девозбуждения (ри-

сунок 1.1а), что приводит к кинетике с характеристическим временем 

τ меньшим, чем τF, так как τ = 1/(kF + kNR + kISC), где kNR – сумма скоро-

стей всех нерадиационных процессов, возвращающих флуорофор в ос-

новное состояние, kISC – скорость интеркомбинационной конверсии.  

 

 

 
 

 
 

Рисунок 1.1 – Физические основы флуоресценции: (а) – упрощенная диаграмма 

Яблонского; (б) – спектры возбуждения (λexc = 450 нм) и эмиссии (λem = 525 нм) 

FAD в воде при 25 °C, отражающие структуру его электронных уровней  

и переходов; (в) – время-разрешенное затухание флуоресценции FAD в воде  

на 525 нм, отражающее кинетику его возбужденного состояния 
 

Б 

В 
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Параметр τ, находящийся во временном масштабе от долей пико-

секунд до микросекунд, называется временем жизни флуоресценции 

и зависит от множества факторов окружающей среды, например, 

от температуры, рН, вязкости, концентрации ионов, насыщения крови 

кислородом и т.д. [15-17]. 

Время жизни флуоресценции также можно эффективно рассмат-

ривать в качестве прямого показателя флуоресцентного резонансного 

переноса энергии от возбужденного флуорофора (донора) к другим мо-

лекулам, находящимся в непосредственной близости (акцепторам). 

Следовательно, в многокамерных системах, характерных для клеток 

или тканей, флуоресценция с временным разрешением дает точное 

представление о реальном состоянии флуоресцирующих молекул 

и может применяться для исследования внутриклеточной среды.  

Спектральные характеристики каждого флуорофора являются 

уникальными, что обеспечивает их специфическую идентификацию 

и выделение в сложных биологических образцах. В то же время, харак-

тер затухания флуоресценции c временным разрешением дает допол-

нительные эффективные средства выделения флуорофоров, так как 

спектрально перекрывающиеся сигналы зачастую могут быть разде-

лены по различному времени жизни флуоресценции [18]. 

Сочетание флуоресцентной спектроскопии и время-разрешен-

ного детектирования обеспечивает синергетический эффект с боль-

шим потенциалом для сбора детальной информации о биохимических, 

функциональных и структурных изменениях биомолекулярных ком-

плексов непосредственно в живых клетках и тканях. Ряд недавно раз-

работанных комбинированных подходов, представляющих различные 

сочетания между разрешенными во времени, спектроскопическими 

системами и системами визуализации, вместе образуют целую ли-

нейку экспериментальных технологий в области биомедицинских ис-

следований (рисунок 1.2). 

В визуализации и диагностике живых тканей растущий интерес 

сосредотачивается на их собственной флуоресценции, а не флуорес-

центном окрашивании. Данная тенденция тесно связана с последними 

достижениями в области высокопроизводительных спектроскопиче-

ских и микроскопических методов [19-22], так как обнаружить соб-

ственную флуоресценцию, как правило, гораздо труднее, чем искус-

ственно вводимые флуоресцентные маркеры. 
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Рисунок 1.2 – Методы флуоресцентного детектирования: FLIM – визуализация 
времени жизни флуоресценции, TRFS – время-разрешенная флуоресцентная 

спектроскопия, MSI – многоспектральная визуализация,  
sFLIM – спектрально-разрешенный FLIM 

 

Собственную флуоресценцию клеток также называют автофлуо-

ресценцией (АФ) в отличие от флуоресцентных сигналов, полученных 

путем добавления экзогенных меток. Клетки содержат молекулы, ко-

торые становятся флуоресцирующими при возбуждении излучением 

УФ или видимого диапазона с подходящей длиной волны. Большин-

ство клеточной автофлуоресценции происходит от митохондрий и ли-

зосом. В тканях внеклеточный матрикс часто способствует эмиссии ав-

тофлуоресценции больше, чем клеточный компонент, поскольку кол-

лаген и эластин имеют среди эндогенных флуорофоров относительно 

высокий квантовый выход. Изменения, происходящие в состоянии 

клеток и тканей во время физиологических и / или патологических про-

цессов, приводят к модификации количества и распределения эндоген-

ных флуорофоров и химико-физических свойств их микроокружения.  

Наиболее выраженно собственно флуоресцирующими веще-

ствами в биологических системах являются NADH, флавины, коллаген 

и эластин, триптофан, тирозин, порфирин, липофусцины и меланин 

[18]. Обзор параметров данных флуорофоров приводится в таблицах 

1.1 и 1.2, в которых дана информация о свойствах возбуждения, испус-

кания, а также времени жизни флуоресценции. 
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Таблица 1.1 – Параметры флавин- и NADH-связанной собственной флуоресцен-

ции. τ  – время жизни, 2р – 2-х фотонное возбуждение, ↑ – увеличение, 

↓ – уменьшение 

Флуоро-

фор 

Длина 

волны 

возбуж-

дения, 

нм 

Длина 

волны ис-

пускания, 

нм 

Время 

жизни 

флуорес-

ценции, 

нс 

Тип клетки/ 

ткани 

Изменения при 

патофизиологиче-

ских состояниях 

Ссылка 

1 2 3 4 5 6 7 

NAD(P)H 446 510-700 0,387 

3,65 

эндогенные 

вещества 

глазного дна 

 [23] 

 340 450-470 0,3 

2 (гра-

ничная 

оценка) 

кожа  [24] 

 765 (2P)  0,438 

2,286 

структурные 

компоненты 

кожи (фиб-

ропласты 

кожи) 

 [25] 

 375 397, 

широкая 

полоса ис-

пускания 

0,62 

2,33 

13,64 

сердце (кар-

диомиоциты 

человека) 

 [26] 

 375 397,  

широкая 

полоса ис-

пускания 

 

0,65 

1,98 

9,34 

сердце (кар-

диомиоциты 

крысы) 

 [26] 

 335 440 0,4 

1,9 

5,7 

митохон-

дрии здоро-

вого сердца 

 [27] 

 740 (2p) 350-550 0,155 

0,599 

2,154 

6,040 

0,948   

 

мозг (ткань 

гиппокампа) 
↓   до 0,780 при 

гипоксии 

[28] 

 370 420-480 0,58 

2,46 

9,00 

7,23   

3T3-L1 

адипоциты 

и фибробла-

сты 

↓   до 6,73 при 

высоком уровне 

глюкозы 

[29] 

 740 (2p) полоса ис-

пускания 

450±40 

1,011   мезенхи-

мальные 

стволовые 

клетки чело-

века 

 

↑   в процессе 

дифференцировки 

до 1,165 с на 21-й 

день 

[30] 
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Продолжение таблицы 1.1 

1 2 3 4 5 6 7 

 800 (2p) 490, узкая 

полоса ис-

пускания 

2,35 эпителиаль-

ные клетки 

(защечные 

мешки) 

↓   в предрако-

вых тканях: 

2,35 нс и 2,25 нс 

(слабодифферен-

цированная форма 

предрака) 

2.25-2.35 нс и 2.15 

нс (высокодиффе-

ренцированная 

форма предрака) 

 

 

[31] 

 780 (2p)  0,29 

2,03 

защечный 

мешок хо-

мяка in vivo 

↓ τ2 в предраковых 

тканях: 

1,58 нс (слабодиф-

ференцированная 

форма предрака) 

1,83 (высокодиф-

ференцированная 

форма предрака) 

 

[32] 

 364 435-485 2,51 HET-1 

клетки пи-

щевода здо-

рового чело-

века 

↓   в SEG-1 клет-

ках аденокарци-

номы Баррета: 

2,21 нс 

[33] 

 750 и 

790 (2p) 

640, узкая 

полоса ис-

пускания 

 

0,5 

2,4 

культивиро-

ванные 

HEK293T 

клетки 

 [34] 

 750 и 

790 (2p) 

640, узкая 

полоса ис-

пускания 

 

0,45 

2,3 

гепатоциты  [34] 

 750 и 

790 (2p) 

640, узкая 

полоса ис-

пускания 

0,48 

2,5 

HeLa  [34] 

 750 (2p) полоса ис-

пускания 

450±40 

1,3   HeLa ↑   после терапии 

апоптоза до 3,54 с 

[35] 

FAD 446 510-700 0,33 

2,81 

эндогенные 

вещества 

глазного дна 

 [23] 

 370 

450 

530 5.2 

1 (гра-

ничная 

оценка) 

 

 

кожа  [24] 
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Продолжение таблицы 1.1 

1 2 3 4 5 6 7 

 438 470, широ-

кая полоса 

испуска-

ния 

0,15-0,20 

0,46-0,94 

1,48-3,67 

сердце (кар-

диомиоциты 

левого желу-

дочка 

крысы) 

 [36] 

 890 (2p)  не опре-

делялось 

грудь (мо-

лочная же-

леза мыши, 

стромальные 

клетки) 

↑   в инвазиро-

ванных клетках 

↑ в сравнении с 

первичными клет-

ками опухоли 

вследствие ↑ τ1 и ↑ 

τ2 

 

[37] 

 890 2(p) 490, узкая 

полоса ис-

пускания 

1,65-1,75 

2,05 

эпителиаль-

ные клетки 

(защечные 

мешки) 

↑ τ1 и ↓ τ2 в 

предраковых тка-

нях: 

1,65-1,75 нс и 1,95 

нс (слабодиффе-

ренцированная 

форма рака) 

1,70-1,75 нс и 1,95 

нс (высокодиффе-

ренцированная 

форма рака) 

[31] 

 

Таблица 1.2 – Параметры флуоресценции других широко распространенных соб-

ственных флуорофоров. Символы эквивалентны используемым в таблице 1.1, 

PPIX – протопорфирин IX 

Флуоро-

фор 

Длина 

волны 

возбуж-

дения, 

нм 

Длина 

волны ис-

пускания, 

нм 

Время 

жизни 

флуорес-

ценции, 

нс 

Тип клетки/ 

ткани 

Изменения 

при патофи-

зиологиче-

ских состоя-

ниях 

Ссылка 

1 2 3 4 5 6 7 

Липо-

фусцины 

      

 446 510-700 0,39 

2,24 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 [23] 

 УФ/ви-

димый 

свет 

570-590 мульти-

экспо-

ненци-

альное 

кожа  [24] 

Липо-

фусцин 

A2E 

446 510-700 0,17 

1,12 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 

 

 [23] 
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Продолжение таблицы 1.2 

1 2 3 4 5 6 7 

A2E, 

A2PE, 

A2PE-H2 

450-490  не оце-

нивалось 

глазное дно сви-

ньи 

 [38] 

Зерна 

липофус-

цина 

450-490 >530 0,71 

3,23 

органоподобная 

проточная куль-

тура глазного дна 

свиньи 

 [38] 

AGE (ко-

нечные 

про-

дукты 

гликиро-

вания) 

      

 446 510-700 0,865 

4,17 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 [23] 

Колла-

ген 

      

 300-340 420-460 0,2-0,4 

0,4-2,5 

кожа  [24] 

 890 (2p)  не оце-

нивалось 

грудь (молочная 

железа мыши, 

стромальные 

клетки) 

↓   вслед-

ствие ↓ τ2 в 

опухолевых 

клетках 

[39] 

Колла-

ген 1 

446 510-700 0,67 

4,04 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 [23] 

Колла-

ген 2 

446 510-700 0,47 

3,15 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 [23] 

Колла-

ген 3 

446 510-700 0,345 

2,80 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 [23] 

Колла-

ген 4 

446 510-700 0,74 

3,67 

эндогенные веще-

ства глазного дна 

 [23] 

Эластин       

 446 510-700 0,38 
3,59 

эндогенные веще-
ства глазного дна 

 [23] 

 300-340 420-460 0,2-0,4 
0,4-2,5 

кожа  [24] 

Меланин       

 446 510-700 0,28 
2,4 

эндогенные веще-
ства глазного дна 

 [23] 

 УФ/ви-
димый 
свет 

440, 520, 
575 

0,2 
1,9 
7,9 

кожа  [24] 

 (300-
800) 

  кожа  [40] 

 720-930 <700 0,04 и 1,2 ДОФА-меланин  [41] 

Кера-

тин 

      

 720-930 <700 1,4 волос человека 
 

 [41] 
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Продолжение таблицы 1.2 

1 2 3 4 5 6 7 

Порфи-

рин, 

PPIX 

      

 410 633 1,76 
8,14 

нормальная слизи-
стая оболочка по-
лости рта чело-
века 

↓ τ1 и ↑ τ2 в 
предраковых 
поражениях 
слизистой 
оболочки по-
лости рта: 
1,76 и 12,59 
(веррукозная 
(бородавчатая) 
гиперплазия) 
1,65 и 12,97 
(эпителиаль-
ная гиперпла-
зия) 
1,43 и 10,66 
(эпителиаль-
ная дисплазия) 

[42] 

 425  15 нормальный уро-
телий (мочевой 
пузырь человека) 

нет суще-
ственных из-
менений в 
карциноме in 
situ 

[43] 

 398 LP590 3,6 
7,4 

эпителиальные 
клетки крысы при 
культивировании 

 [44] 

Как уже упоминалось выше, излучение флуоресценции тканей 
можно охарактеризовать спектральным распределением, временем 
жизни флуоресценции или пространственно-разрешенной интенсив-
ностью их эндогенных флуорофоров (рисунки 1.3 и 1.4). Так как излу-
чение флуоресценции обычно происходит от нескольких видов моле-
кул, АФ ткани зависит от многих факторов, отражающих сложность 
биологических систем. Следовательно, запись изменений в парамет-
рах флуоресценции дает более полное описание биохимического со-
става и основного патофизиологического процесса в ткани в клиниче-
ских условиях [45, 46]. Применительно к собственной клеточной флу-
оресценции, неинвазивные мультимодальные методы оптического де-
тектирования в сочетании со сложным анализом цифровых данных мо-
гут значительно расширить знания об изменениях, наблюдаемых тка-
нях. Это особенно важно в отношении ферментов и флуорофоров, 
участвующих в метаболизме эпителиальных тканей. 
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Таким образом, измерение спектров флуоресценции вместе с вре-
менем жизни флуоресценции может служить для разграничения спе-
цифических типов клеток в тканях или органах, а также для выявления 
изменений при патологических процессах. Все больше исследований 
направлены на обнаружение корреляции между временем жизни или 
спектром флуоресценции эндогенных флуорофоров и биологическими 
патологиями. Кроме того, раннее выявление, диагностика и монито-
ринг патологических состояний с помощью флуоресцентной спектро-
скопии может привести к более эффективному лечению критически 
важных заболеваний. 

 
 

1.2 Спектрально-разрешенное время жизни флуоресценции: 
обнаружение и анализ 

1.2.1 Флуоресцентная спектроскопия с временным разрешением 

Методы флуоресцентной спектроскопии с временным разреше-
нием для пико- и наносекундных временных диапазонов работают 
либо в частотной области путем записи фазы и амплитуды сигнала 
флуоресценции в зависимости от частоты источника света возбужде-
ния, либо во временной области с использованием возбуждения корот-
кими световыми импульсами и обнаружением изменения интенсивно-
сти флуоресценции во времени [47]. Последнее, как правило, реализу-
ется в каком-либо варианте прямого аналогового обнаружения (напри-
мер, фотохронограмме), временной селекции (например, за счет ПЗС 
с усилением) или счета фотонов. Все эти подходы имеют свои преиму-
щества и недостатки. Часто считается, что с помощью методов в ча-
стотной области можно достичь более короткое время сбора данных, 
в то время как методы во временной области обеспечивают более вы-
сокую точность за счет длительного сбора данных. Однако корректное 
сравнение обоих подходов должно включать в себя ряд технических 
параметров и практических соображений, так как с помощью данных 
методов рассматривается множество специфических областей, предъ-
являющих самые разнообразные требования. 

Одним из наиболее распространенных и универсальных методов 
анализа времени жизни флуоресценции во временной области явля-
ется TCSPC, основанный на возбуждении образца под воздействием 
лазерного излучения с высокой частотой повторения импульсов и об-
наружении времени прибытия одиночных фотонов флуоресценции 
с построением гистограмм, изображающих вероятность обнаружения 
фотона как функцию времени (рисунок 1.1в, [48]). 
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Рисунок 1.3 – Пример время-разрешенных спектров АФ флавина  
при возбуждении пикосекундным лазерным диодом на 438 нм: (а) – данные, 
рассматриваемые с точки зрения многоволнового затухания флуоресценции;  

(б) – те же данные с точки зрения зависящих от времени спектров;  
(в) – график, показывающий комплексное 3-х мерное представление данных 

 
С новейшим TCSPC оборудованием [49], обеспечивающим ре-

жим мультидетектирования и имеющим свободную структуру адрес-
ной памяти, легко расширить оригинальную концепцию TCSPC с це-
лью одновременного детектирования на нескольких излучающих спек-
тральных каналах [19, 49, 50]. Наряду с новой размерностью(ями), до-
бавленной к временным координатам, дополнительное преимущество 
мультиспектрального подхода заключается в увеличении скорости 
счета, достигающегося за счет многоканальных TCSPC-устройств, по-
скольку гистограммы затухания флуоресценции на каналах всех длин 
волн строятся одновременно. Этот тип записи имеет большое значение 
при многократном измерении, дублируя слабые флуоресцентные сиг-
налы, такие как эндогенная флуоресценция тканей. Исходя из этих ха-
рактеристик, многоволновый метод TCSPC является ключевой техно-
логией исследования клеточной АФ для лучшего понимания метабо-
лических окислительных изменений [36]. 

В 

А Б 

Длина волны, нм 

Интенсивность, отсчеты 

Задержка, нс 

Интенсивность, отсчеты Интенсивность, отсчеты 

Длина волны, нм Время, нс 
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В типичном мультиспектральном TCSPC эксперименте собирают 

гистограммы счета фотонов спектрально-разрешенного затухания АФ, 

аналогично тому, как показано на рисунке 1.3 [36]. 

Гистограмма интенсивности I измеряется одновременно на не-

скольких спектральных каналах, обозначенных как λj в течение вре-

менного интервала tk. Наличие мультианодных фотоумножителей при-

водит к типичному числу (16) спектральных каналов λj. Следуя упро-

щенной концепции динамики возбужденного состояния, анализ зату-

хания флуоресценции, как правило, включает в себя сочетание незави-

симых кинетик затухания первого порядка (сумма дискретных экспо-

ненциальных затуханий). Затухание клеточной АФ, обычно представ-

ляющееся суммой от 1 до 4 экспоненциальных компонент, в соответ-

ствии с функциональной формой модели может быть описано уравне-

нием (1.2): 
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где t0 – переменный начальный сдвиг времени; 

Ibaseline – интенсивность фона; 

(ai) – относительная заселенность молекул, ассоциированных 

с каждым компонентом затухания i. 

Таким образом, каждый компонент времени жизни оценивается 

путем изучения времени жизни его флуоресценции (τi) и относитель-

ной амплитуды (ai). 

Уровень статистической точности в эксперименте обычно зада-

ется числом отсчетов в каждом канале, как результатов подсчета оди-

ночных фотонов в кривых шума со статистикой Пуассона и диспер-

сией N  , где N – число обнаруженных фотонов в отдельно взятом 

канале. Аналогичные правила применяются к обнаружению по спек-

тральной координате. На основании этой статистики, данные TCSPC 

обычно анализируют с помощью метода наименьших квадратов [51]. 

С использованием коротких импульсов и быстродействующей элек-

троники можно получить изначальное пикосекундное разрешение вре-

мени жизни, однако измерение коротких времен жизни часто оказыва-

ется ограниченным из-за эффектов свертки. Если импульсный отклик 

электрооптической системы известен, временное разрешение может 

быть дополнительно улучшено с использованием численных итератив-

ных процедур обратной свертки. 
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1.2.2 Анализ данных АФ с временным разрешением 

Затухание автофлуоресценции, зарегистрированное в клетках 

и тканях, как правило, оказывается мультиэкспоненциальным, зача-

стую из-за наличия нескольких флуорофоров, однако в основе данного 

процесса могут лежать и другие явления. Кинетика затухания флуо-

ресценции может отражать несколько динамически меняющихся 

структур и/или различных сред, в которых находятся молекулы флуо-

рофоров, особенно во время контакта с биологическими мембранами 

[52]. 

Другим важным явлением, которое следует принимать во внима-

ние при создании корректной физической модели для данного флуоро-

фора, является флуоресцентный резонансный перенос энергии (FRET) 

[53]. В этих случаях может быть применен анализ, основанный на мо-

дели распределения времени жизни. Данный анализ разработан для 

случаев, в которых не представляется возможным ассоциировать об-

разец с определенным набором единичных экспоненциальных компо-

нентов. Одна из популярных реализаций этого метода использует ал-

горитм максимальной энтропии [54], предоставляющий ценную ин-

формацию даже для очень сложных затуханий без априорных предпо-

ложений кинетики их флуоресценции. 

В системах с множеством флуорофоров или со сложными затуха-

ниями, данные, записанные на нескольких длинах волн, могут помочь 

в установлении физически значимых компонентов затухания. Спек-

тральные координаты могут быть обработаны для создания набора так 

называемых спектров затухания (Direct absorption spectroscopy – DAS), 

соответствующих индивидуально-разрешенным временам жизни. 

DAS, как правило, оценивается методом глобального анализа [55, 56]. 

С выбранными параметрами, например, специфическими временами 

жизни, связано несколько кривых затухания, соответствующих раз-

личным спектральным каналам; различные относительные амплитуды 

оцениваются для каждой длины волны и строятся на графике как спек-

тральный профиль соответствующего компонента времени жизни. Не-

достатками являются относительно высокие время вычисления и ре-

сурсы, необходимые для проведения такой оценки. 

Одним из наиболее важных вопросов при анализе данных флуо-

ресценции с временным разрешением является обеспечение физиче-

ского смысла извлекаемых параметров. Это особенно важно, когда ле-
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жащая в основе физика затухания неизвестна, так как существует мно-

жество решений, одинаково хорошо удовлетворяющих данным [57], 

поэтому успешная численная подгонка не доказывает саму модель. 

Корректная, физически релевантная модель кинетики возбужденного 

состояния должна быть выбрана, исходя из общих знаний об исследу-

емой системе, а также из различных статистических свойств остатков 

[51]. 

Был разработан метод анализа многоволновых TCSPC записей 

[58, 59], основанный на последовательном спектральном разделении 

[60] и применяемый в тех случаях, когда точная спектральная форма 

затухания флуорофора известна в каждый момент времени. Такой ряд 

убывающих по времени последовательных спектральных профилей 

называется спектром излучения с временным разрешением (TRES). 

TRES последовательность легко вычислить на основе исходных мно-

говолновых записей TCSPC путем суммирования данных в нескольких 

последовательных временных окнах. Пример построения TRES гра-

фика затухания АФ флавина с временным разрешением 1 нс представ-

лен на рисунке 1.3б [36]. Как правило, для правильной интерпретации 

TRES спектров необходима, по крайней мере, концептуальная матема-

тическая модель. Если физические явления, лежащие в основе затуха-

ния флуоресценции, неизвестны, необходимо сначала оценить, 

сколько компонентов присутствует в образце, а затем проанализиро-

вать, какая модель лучше всего описывает кинетику флуоресценции. 

Для решения первой части этого вопроса Koti с соавторами [61] разра-

ботали метод нормализованной по площади время-разрешенной эмис-

сионной спектроскопии (TRANES), который позволяет проанализиро-

вать данные затухания флуоресценции без априорной информации 

о кинетике возбужденного состояния. В TRANES подходе измеренные 

спектрально-разрешенные затухания флуоресценции подвергаются 

процедуре обратной свертки и строится поверхность равноудаленных 

по времени и нормализованных по площади спектров обратно сверну-

того затухания. Присутствие равноизлучающих точек в графиках 

с временной задержкой указывает на существование нескольких ис-

пускающих компонентов в образце [61] при условии, что их времена 

жизни флуоресценции и спектры излучения в достаточной степени от-

личаются по выбранной шкале времени. 

После того, как известно число независимых спектральных ком-

понент, анализ может продолжиться созданием базы данных эталон-
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ных спектров. Это относительно легко реализуемая процедура для эк-

зогенных флуоресцентных меток, для которых эталонные спектры 

можно измерить по отдельности для каждого флуорофора в образце 

[62] при условии, что они не изменяются в смеси из нескольких флуо-

рофоров. Однако в случае клеточной АФ непросто и порой не пред-

ставляется возможным биохимически изолировать различные натив-

ные формы ферментов и коферментов, таких как флавинадениннук-

леотид (FAD) и/или никотинамидадениндинуклеотидфосфат 

(NAD(P)H). Сведения о базе данных эталонных спектров должны быть 

получены непосредственно из исследуемой системы. Для этой цели ис-

пользуют матрицу метаболической модуляции [58], подразумеваю-

щую естественные изменения в спектрах АФ от модуляторов митохон-

дриального метаболизма и дыхания, в сочетании с методом главных 

компонент (РСА) для определения отдельных компонентов АФ. При 

таком подходе в образец вводятся различные модуляторы изучаемого 

явления с целью получения различных вариаций сложных спектров. 

PCA служит для идентификации наибольших спектральных измене-

ний в данных, тогда как метод сингулярного разложения [63] приме-

няется для расчета наиболее вероятных позиций компонента (спек-

тральных максимумов). 

С помощью набора эталонных спектров мультиспектральное 

множество данных TCSPC может быть разделено на отдельные компо-

ненты с помощью техники линейного спектрального разделения [64, 

65] с оценкой вклада всех эталонных компонентов в каждый момент 

времени затухания флуоресценции. Разделенные таким образом дан-

ные могут быть дополнительно обработаны с помощью соответствую-

щих методов экспоненциального анализа. 

 

1.2.3 Спектрально-разрешенная визуализация 

и визуализация времени жизни флуоресценции 

С момента своего появления, FLIM [66] и флуоресцентная мик-

роскопия с мультиспектральным детектированием [65] привлекали 

значительный интерес, и в настоящее время данные методы реализу-

ются в самых разнообразных приборных решениях. В области микро-

скопии визуализации времени жизни ключевым вопросом является по-

лучение удовлетворительного контраста изображения при условии 

различий во времени жизни флуоресценции, которое для большинства 
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флуорофоров находится в диапазоне от пикосекунд до наносекунд. По-

следние разработки в области флуоресцентных технологий, особенно 

сочетание спектроскопии, время-разрешенных методов и методов ви-

зуализации в sFLIM, предоставили новые экспериментальные возмож-

ности для неинвазивного исследования биологических образцов. 

sFLIM позволяет пространственно установить различия во временах 

жизни флуоресценции и в спектрах исследованных образцов (рисунок 

1.4а), а, следовательно, может быть использован для сбора детальной 

информации о молекулярном окружении флуорофора. 

Функционально в основе визуализации времени жизни флуорес-

ценции тканей может лежать широкоугольная оптическая система, 

оборудованная камерой с временной селекцией и обеспечивающая 

субнаносекундное разрешение [45], как это было показано, например, 

для визуализации изменений окисления-восстановления NADH [67] 

или для FLIM-визуализации АФ ткани в режиме реального времени 

[68]. Большое разнообразие установок FLIM на основе подходов в ча-

стотной и временной областях предложено для решения многочислен-

ных проблем, связанных с исследованием локальных сред флуорофо-

ров, молекулярных взаимодействий, FRET и т.д. [69-72]. В настоящее 

время данный подход интересен с точки зрения клинических примене-

ний (рисунок 1.4б). 

 

А 

 

Б 

 
 

Рисунок 1.4 – Примеры эндогенной флуоресценции биотканей, исследованной 

различными методами обнаружения времени жизни флуоресценции:  

(а) – многоспектральное sFLIM изображений с использованием 2-х фотонного 

возбуждения на 750 нм; (б) – изображение времени жизни автофлуоресценции 

(FLIM) глазного дна человека in vivo, зарегистрированное  

с использованием возбуждения на 468 нм 
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Так как новые технологические решения, такие как программи-

руемые многоканальные оптико-электронные приборы для контроля 

и детектирования освещенности или перестраиваемые импульсные ла-

зеры, стали широко доступными, одновременное измерение спектров 

флуоресценции и времени жизни флуоресценции существенно упро-

стилось. Записи sFLIM, полученные с применением методов элек-

тронно-оптического преобразования с временной селекцией и преоб-

разования Адамара в частотной области, были выполнены Q.S. Hanley 

и др. [73]. Обнаружение и идентификация одиночных молекул в жи-

вых клетках с использованием sFLIM микроскопии наглядно проде-

монстрировали J.-P. Knemeyer и др. [74, 75]. sFLIM также успешно 

применялся для оценки АФ со специфичностью, более высокой чем 

при обычной конфокальной микроскопии, с учетом разделения раз-

личных природных и/или экзогенных флуорофоров [75]. 

Так как новые технологические решения, такие как программи-

руемые многоканальные оптико-электронные приборы для контроля 

и детектирования освещенности или перестраиваемые импульсные ла-

зеры, стали широко доступными, одновременное измерение спектров 

флуоресценции и времени жизни флуоресценции существенно упро-

стилось. Записи sFLIM, полученные с применением методов элек-

тронно-оптического преобразования с временной селекцией и преоб-

разования Адамара в частотной области, были выполнены Q.S. Hanley 

и др. [73]. Обнаружение и идентификация одиночных молекул в жи-

вых клетках с использованием sFLIM микроскопии наглядно проде-

монстрировали J.-P. Knemeyer и др. [74, 75]. sFLIM также успешно 

применялся для оценки АФ со специфичностью, более высокой чем 

при обычной конфокальной микроскопии, с учетом разделения раз-

личных природных и/или экзогенных флуорофоров [75]. 

Измерение клеточной АФ с помощью оптических методов не ли-

шено артефактов. Например, из-за высокого потока возбуждения, не-

обходимого для наблюдения относительно слабого сигнала, флуорес-

ценция флавина подвергается фотобличингу как in vitro [76], так 

и in vivo [77]. Это явление может выборочно подавлять некоторые ком-

поненты АФ и влиять на количественные результаты. Поэтому следует 

избегать излишней экспозиции тканей и клеток (особенно УФ-излуче-

нием). С развитием фемтосекундных лазерных источников, УФ воз-

буждение в микроскопии стало возможно заменить 2-х фотонной мик-

роскопией [20], которая предоставляет целый ряд преимуществ, осо-
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бенно для клинических исследований, обеспечивая меньшее повре-

ждение и лучшее проникновение в ткань. FLIM, использующий 

TCSPC, является логичным вариантом совершенствования 2-х фотон-

ной микроскопии и позволяет исследовать не только интенсивность 

флуоресценции, но и реальное микроокружение флуорофора внутри 

точно заданных 3D объемов в пределах образца. Измерения изотропии 

(однородности) флуоресценции также использовались для визуализа-

ции живых клеток [21, 78] и были предложены для выявления разли-

чий между молекулами, такими как NADH в связанном и свободном 

состояниях [28, 79]. 

Таким образом, объединяя несколько методов детектирования 

флуоресценции, становится технически возможным собрать полную 

картину флуоресценции, обнаруженной в строго определенном объеме 

биологического образца. 

Тем не менее, анализ данных по-прежнему остается трудной 

научной задачей также при расшифровке сигналов автофлуоресцен-

ции, записанных с помощью sFLIM, то есть обнаружения времени 

жизни флуоресценции в сочетании с визуализацией. Качественный 

анализ отдельных флуорофоров в спектрально-разрешенном много-

компонентном изображении был подробно оценен Р. Neher и Е. Neher 

[80]. Метод спектрального разделения, разработанный для TCSPC 

и время-разрешенной спектроскопии в частотной области, может слу-

жить в качестве дополнения к другим методам многомерного анализа 

данных затухания флуоресценции. В sFLIM повышенные вычисли-

тельные потребности отражаются в различных алгоритмах, упрощаю-

щих первоначальную концепцию итеративного анализа моделей мно-

гоэкспоненциального затухания на основе метода наименьших квадра-

тов, и использующих, например, неитеративные биэкспоненциальные 

расчеты на основе модифицированного метода Прони [25] или растя-

нутой экспоненциальной функции, представляющей распределение 

флуоресценции [81]. Другой непараметрический способ оценки флуо-

ресцентного излучения, сочетающий размерности времени и длины 

волны, был предложен O.V. Ivanova и др. [82], где линейная комбина-

ция дискретных функций Лагерра моделировала отклик флуоресцен-

ции во времени. 
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1.3 Исследование спектрально-разрешенного времени жизни 

флуоресценции эндогенных флуорофоров 

1.3.1 Эндогенные флуорофоры эпителиальных тканей 

С помощью спектрально-разрешенной диагностики времени 

жизни флуоресценции возможно выявлять наличие нескольких групп 

эндогенных флуорофоров, например, аминокислот (триптофан, тиро-

зин), структурных белков, таких как эластин и коллаген, или кофакто-

ров ферментов, на основании сниженных NADH и NADPH или окис-

ленных флавопротеинов (FAD, FMN) [18]. Наряду со специфическим 

спектрами возбуждения и излучения, различные времена жизни флуо-

ресценции могут быть связаны с различными соединениями или их 

формами. По NAD(P)H и флавинам (таблица 1.1), можно выявлять вы-

соко энергетически активные клетки и отмечать клетки с повышенной 

метаболической активностью, например, при сердечно-сосудистых за-

болеваниях или опухолях. 

Доминирующий эндогенный флуорофор кожи – меланин (таб-

лица 1.2) – является естественной защитой от солнца с широким спек-

тром поглощения от ближней инфракрасной области спектра на 800 нм 

до УФ менее 300 нм [40]. Эта важная спектроскопическая особенность 

представляет собой серьезное препятствие для оптического обнаруже-

ния и спектрального выделения других метаболитов в теле, особенно 

при исследовании АФ через кожу. Основанные на времени жизни флу-

оресценции новые экспериментальные подходы к обнаружению мела-

нина дают возможность лучшего выделения сигнала от других флуо-

рофоров в некоторых видах тканей [23]. Селективное возбуждение ме-

ланина [83] упрощается за счет FLIM и может служить для различения 

меланина заполняющего меланомы. Эндогенный меланин и кератин, 

идентифицированные с помощью FLIM, также направлены на анализ 

различных флуоресцентных компонентов [41], а именно, пигментов 

внутри ткани. 

Коллаген и эластин являются двумя другими флуорофорами, 

найденными во внеклеточном матриксе (ВКМ) и модифицирующи-

мися в патологических условиях (например, при раке). В коже чело-

века компоненты ВКМ, как и волокна эластина, можно отличить 

от коллагена [84] с помощью идентификации по спектрально-разре-



 Исследование спектрально-разрешенного времени жизни флуоресценции 27 

шенному времени жизни. Содержание коллагена и эластина уменьша-

ется в опухолях, что приводит к лучшему выделению раковой ткани 

[39]. 

Другими сильно флуоресцирующими веществами практически 

во всех живых клетках являются липофусцины. Смесь соединений, по-

лученная из липидов и посттрансляционной модификации белка хра-

нится в лизосомальных клеточных компартментах. Увеличение АФ 

липофусцинов проявляется при патологических состояниях, возника-

ющих, например, при возрастных изменениях [23, 85, 86]. 

Конечные продукты гликирования (Advanced Glycation End 

Products – AGE) являются еще одним источником эндогенной флуо-

ресценции в тканях. Эти конечные продукты сложных химических ре-

акций между сахарами, белками, липидами и нуклеиновыми кисло-

тами [87] естественным образом накапливаются при определенных 

условиях, в том числе при старении и диабете. Образование AGE часто 

включает структурные изменения в белках, таких как коллаген. Флуо-

ресценция некоторых AGE, например, пентозидина, хорошо изучена 

[88]. АФ, связанная с AGE, была описана в коже [24, 89]. 

Одними из доминирующих автофлуоресцирующих веществ 

в красной области спектра являются порфирины, точнее, образован-

ный из σ-аминолевулиновой кислоты (ALA) протопорфирин IX 

(PPIX), полученный в клетках в процессе синтеза гема [90, 91]. Корре-

ляция между митохондриальным и природно-встречающимся в клет-

ках PPIX указывает на то, что изначальным местом PPIX в клетке яв-

ляются митохондрии [92]. В присутствии избытка ALA, наблюдаемого 

при раке, в клетках накапливается значительное флуоресцентно детек-

тируемое количество PPIX, обеспечивающее приемлемую для фотоди-

намической терапии светочувствительность и/или возможность ис-

пользования PPIX как флуоресцентного маркера для визуализации. 

 

1.3.2 Методы оценки митохондриальной функции 

эпителиальных тканей 

Известно, что синяя АФ коррелирует с метаболическими измене-

ниями и приписывается митохондриальному NAD(P)H [93-101], 

в то время как желтая/зеленая флуоресценция соотносится с окислен-

ными флавопротеинами дыхательных комплексов [97, 99-103] после 

возбуждения ультрафиолетовым или видимым светом соответственно. 
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NADH сильно флуоресцирует в восстановленной форме и теряет флу-

оресценцию при окислении. В противоположность этому, флавины 

флуоресцируют в окисленной форме и теряют флуоресценцию при 

восстановлении. 

Первоначальные исследования Chance [94, 104] показали, что 

различия в парциальном давлении кислорода могут быть определены 

путем измерения изменений в АФ окислительно-восстановительных 

пар коферментов (окисленного и восстановленного NAD-NADH, 

а также окисленного и восстановленного FAD-FADH2). Эти окисли-

тельно-восстановительные пары выступают в качестве электронных 

носителей при окислительном фосфорилировании в митохондриях. 

В этой связи NADH и флавины широко используются для оценки па-

раметров клеточной энергии и метаболизма тканей [105]. 

Цикл окислительного фосфорилирования является перспектив-

ным с позиций анализа метаболических изменений, поскольку в про-

цессе разрушается или образуется несколько ключевых биомолекул, 

таких как NAD(P)H, FADH2, кислород и аденозин-трифосфат (АТФ) 

[106, 107]. Цикл является конечной точкой образования АТФ за счет 

источников энергии, например, глюкозы и жирных кислот, которые 

первоначально метаболизируются в цитоплазме. 

NADPH является еще одной внутренне флуоресцирующей моле-

кулой, находящейся в клетках и тканях. При этом концентрация вос-

становленного NADH в клетках в 5 раз больше, чем у NADPH [108]. 

Кроме того, в митохондриях NADH был описан как средство повыше-

ния относительного квантового выхода с коэффициентом от 1,25 до 2,5 

[109], подразумевающее, что вклад NADPH оценивается для выраже-

ния небольшой части флуоресценции NAD(P)H. В то же время, 

NADPH является кофактором ферментов, некоторые из которых 

участвуют в антиокислительных процессах для противодействия гене-

рации активных форм кислорода [110]. NADPH является важным ко-

фактором нескольких ферментов в различных метаболических путях 

(пентозофосфатном пути, цикле Кребса) и имеет важное значение для 

антиокислительных процессов в реакциях глутатионредуктазы. Этот 

фермент способствует рециркуляции глутатиона путем превращения 

его окисленной формы в восстановленный глутатион. Окисидативный 

стресс может модулировать клеточное содержание NADPH за счет вы-

деления пероксидов и различных побочных продуктов, что было дока-

зано уменьшением активности некоторых ферментов, таких как 
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NADP-изоцитратдегидрогеназа. Поэтому вклад NADPH может значи-

тельно увеличиваться при патологических состояниях, отражающихся 

значительным ростом оксидативного стресса. 

Некоторые исследователи предполагают, что если кофакторы 

NADH и NADPH используются в качестве сигнальных медиаторов, 

то клеточный метаболический редокс-статус может быть непосред-

ственно получен из соотношения между относительной концентра-

цией свободных NAD(P)H и NAD(P)H, вовлеченных в обменные про-

цессы [80, 111]. Это привело к разработке методов, стремящихся точно 

измерить изменения их соотношения с использованием времен жизни 

флуоресценции. Время-разрешенная флуоресценция свободного 

NADH была относительно хорошо изучена in vitro [112-114], где для 

подгонки затухания обычно используются две экспоненциальные мо-

дели. Белковосвязанный NADH был описан как имеющий более дли-

тельное время жизни [114, 115]. В связи с этим, некоторые авторы 

предлагают использовать короткое время жизни (0,4 нс) эндогенной 

флуоресценции NAD(P)H в качестве индикатора «свободных» 

NAD(P)H молекул в клетках и тканях, в то время как более длительное 

время жизни (∼2 нс) может относиться к «связанным» молекулам [25, 

111, 116-118]. Этот подход основан на предположении о моноэкспо-

ненциальном затухании NADH в растворах. Тем не менее, другие ав-

торы показали, как минимум, биэкспоненциальный характер затуха-

ния флуоресценции NAD(P)H в чистых растворах [112, 119], указывая 

на то, что сопоставление одной экспоненциальной компоненты со сво-

бодным, а другой компоненты со связанным молекулярным состоя-

нием NADH является, скорее всего, неприемлемым. 

Некоторые исследователи отдают предпочтение соотношению 

NADH/FAD для оценки редокс-статуса, основываясь на предположе-

нии, что in vitro белковосвязанное состояние NADH имеет более про-

должительное время жизни [114, 115], в то время как FAD характери-

зуется меньшим временем жизни [120]. Поэтому данное свойство было 

предложено в качестве способа разделения изменений метаболиче-

ского статуса [15, 121]. 

Включение анизотропии флуоресценции в качестве дополнитель-

ного параметра в спектральных характеристиках и характеристиках 

времени жизни было предложено для совершенствования установле-

ния различий между NADH в связанном и свободном состояниях [28]. 

Показано, что связанный с белками NADH приводит к значительному 

увеличению времени затухания анизотропии флуоресценции [79], что 
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отражает большую разницу между размерами свободной молекулы 

NADH и размерами связывающего фермента. Эта особенность позво-

ляет различать связанные и свободные состояния NADH в живых ми-

тохондриях с более высокой по сравнению с любым предыдущим ме-

тодом специфичностью.

 

1.4 Практическое применение спектрально-разрешенной 

диагностики времени жизни флуоресценции 

С учетом сложного характера устройства клетки, изменения ме-

таболической функции почти всегда проявляются как ухудшение со-

стояния здоровья на анатомическом уровне. При раке изменения мета-

болической функции сопровождают и анатомические изменения в ра-

ковых клетках. Микроокружение опухоли состоит из белков внекле-

точного матрикса, в первую очередь, коллагена, а также широкого 

спектра ассоциированных с опухолью клеток, включающих фибробла-

сты, макрофаги, гранулоциты и сосудистую сеть. Эти компоненты иг-

рают определенную роль в поддержании роста опухоли и, прежде 

всего, начальных стадий метастазирования; следовательно, требуется 

детальное понимание изменений в этой многоклеточной среде, 

и время-разрешенные измерения помогают идентифицировать подоб-

ные злокачественные инвазии [118]. Нормальные, предзлокачествен-

ные и злокачественные ткани содержат различные количества эндо-

генных флуорофоров, что может регистрироваться с помощью АФ 

спектроскопии. Предполагается, что на разных стадиях канцерогенеза 

клетки могут также обладать различными локальными средами, де-

монстрируя тем самым разные времена жизни флуоресценции. Таким 

образом, время-разрешенная оптическая визуализация проводится с 

целью обнаружения измененных метаболических функций в раковых 

клетках и клеточных линиях [33-35]. Различия во временах жизни флу-

оресценции между нормальной и раковой тканями с тех пор были опи-

саны in vivo и ex vivo, в том числе в полости рта [42, 122] и пищеводе 

[123, 124]. 

Цикл окислительного фосфорилирования часто является привле-

кательным с точки зрения анализа [33] основных биомолекул, таких 

как NAD(P)H, флавопротеины, кислород, а также потребления/образо-

вания АТФ. Видоизмененные метаболические функции наблюдались 

с помощью время-разрешенной оптической визуализации в процессе 

дифференцировки стволовых клеток человека, где было обнаружено, 
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что среднее время жизни флуоресценции NAD(P)H увеличивается 

[30], так же как и в моделях живых раковых клеток человека. Данный 

подход применялся при визуализации метаболической активности 

в культивируемых клетках, включающих гепатоциты [34], остеосар-

комы [35] и клетки HeLa [34, 35]. В [33] рассмотрены изменения эндо-

генной флуоресценции, происходящие во время прогрессирования 

рака пищевода, с использованием подхода время-разрешенной оптиче-

ской молекулярной визуализации. Наличие уровня флуоресценции 

NAD(P)H в эпителиальных тканях человека in vivo явилось доказатель-

ством того, что NAD(P)H может быть использован в качестве количе-

ственного флуоресцентного биомаркера для выявления дисплазии пи-

щевода in vivo. При сравнении клеток аденокарциномы Баррета с нор-

мальными живыми клетками пищевода человека, с помощью FLIM 

были обнаружены более высокие уровни внутриклеточного кислорода 

и NADH, что объясняется измененными метаболическими путями 

в злокачественных клетках [33]. Метод визуализации изменений мета-

болического редокс-отношения, основанный на оценке времени жизни 

флуоресценции восстановленного NADH и окисленного FAD, испы-

тывался на предраковых эпителиальных тканях [31, 32]. Обнаружено, 

что по сравнению с нормальными эпителиальными клетками предра-

ковые клетки являлись причиной измененных вкладов флуоресценции 

NADH. В бронхиальных эпителиальных клетках наблюдалась ослаб-

ление АФ канцерогенно преобразованных клеток, что, предположи-

тельно, может быть результатом изменения степени окисления флуо-

рофора [125]. 

Многофотонная микроскопия и спектрально-разрешенное детек-

тирование времени жизни также служат мощным инструментом для 

оценки инвазионной способности опухолевых клеток, поскольку было 

обнаружено, что увеличение стромального коллагена значительно усу-

губляет образование опухоли и приводит к более выраженному инва-

зивному фенотипу [37]. Более высокая плотность коллагена усиливает 

онкогенез, местную инвазию и метастазирование, попутно связывая 

повышение стромального коллагена с формированием и прогрессиро-

ванием опухоли. Также было показано, что FAD может рассматри-

ваться в качестве метаболической характеристики раковых заболева-

ний с повышенной интенсивностью и временем жизни флуоресцен-

ции, связанной с поступлением метастатических клеток. 

FLIM также применялся при исследованиях различий между ба-

зальноклеточной карциномой, наиболее распространенной формой 
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рака во всем мире, и окружающей здоровой незатронутой кожей [126] 

в биопсиях человека. Показано значительное снижение средних вре-

мен жизни флуоресценции между областями карцином и окружающей 

незатронутой кожей, в то время как никаких существенных изменений 

в интенсивности АФ в этих областях не наблюдалось. 

Возбужденные эндогенные флуорофоры в клетках могут быть 

обусловлены различными гистотипами опухолей с собственными осо-

бенностями времен жизни флуоресценции для различных типов клеток 

[127]. Технология измерения затухания флуоресценции способна обес-

печить неинвазивное оптическое обследование ткани, которое потен-

циально может применяться для интраоперационных процедур, таких 

как обнаружение остаточной ткани опухоли. 

Раннее выявление, диагностика и мониторинг патологических со-

стояний с помощью флуоресцентной спектроскопии в сочетании с из-

мерениями времени жизни флуоресценции тканей может привести 

к более эффективному лечению таких опасных заболеваний как рак. 

Идентификация оптически различимых механизмов, которые последо-

вательно проявляются при злокачественном процессе, может ока-

заться весьма полезной не только для дальнейшего развития терапев-

тических мишеней, но также для понимания патогенеза заболевания 

и разработки минимально инвазивных оптических технологий для его 

раннего выявления.

 

1.5 Перспективы исследования интенсивности 

и времени жизни флуоресценции в биотканях 

Многочисленные заболевания связаны с изменениями в ткани 

и клеточной структуре и/или метаболическом статуса митохондрий, 

отражающимися в изменении их оптических свойств. Таким образом, 

это имеет весьма важное значение для разработки соответствующих 

экспериментальных инструментов для исследования данных явлений. 

Одним из наиболее перспективных подходов к достижению заданной 

цели является использование естественной флуоресценции клеток 

и тканей, наблюдаемой без добавления флуоресцентных маркеров, ко-

торые могут влиять на отдельно взятые нормально функционирующие 

клетки. Современные достижения в области флуоресцентной визуали-

зации в сочетании со спектроскопией и время-разрешенным детекти-

рованием дают возможность проведения быстрых и воспроизводимых 

измерений с последующим разделением сложных смесей эндогенных 
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флуорофоров непосредственно в живых тканях. Таким образом, анализ 

спектрально-разрешенного времени жизни эндогенной флуоресцен-

ции способствует лучшему распознаванию, дискриминации и диагно-

стике биологически активных тканей и их патологических изменений, 

включая структурную дискриминацию анатомических особенностей 

клеточной морфологии и изменения метаболического статуса при раз-

личных патологических состояниях. В дальнейшем, для лучшей интер-

претации многомерных массивов данных автофлуоресценции необхо-

димы новые усовершенствованные методы анализа сигналов. С ин-

струментальной точки зрения мультимодальная визуализация, сочета-

ющая спектрально-разрешенное обнаружение времени жизни с дру-

гими технологиями визуализации, открывает новые возможности in 

vivo диагностики тканей в режиме реального времени и без примене-

ния маркеров.
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ГЛАВА 2 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАКТОРОВ, 

ВЛИЯЮЩИХ НА РЕГИСТРИРУЕМЫЕ СИГНАЛЫ 

ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 

В приборной реализации оценки митохондриальной функции 

в эпителиальных тканях методом флуоресцентной диагностики in vivo 

(структурная схема представлена на рисунке 2.1) излучение с длиной 

волны λ мощностью Pизл(λ) от одного из источников излучения 

(365 нм, 470 нм, 532 нм или белого света) доставляется посредством 

оптической системы освещения в виде волоконного жгута к обследуе-

мой биологической ткани. 

 

 
 

Рисунок 2.1 – Структурная схема приборной реализации оценки  

митохондриальной функции в эпителиальных тканях  

методом флуоресцентной диагностики in vivo 
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Внутри биоткани попадающее туда излучение претерпевает мно-

гократные рассеяния (переотражения) на границах неоднородностей 

анатомической и клеточной структур и частично поглощается состав-

ляющими биоткань веществами (рисунок 2.2): водой, меланином, ге-

моглобином крови и т.д. В результате возникает необходимость кор-

ректировки спектра флуоресценции с целью исключения данного вли-

яния, а также более точной калибровки приборов флуоресцентной 

спектроскопии.  

 

 
 

Рисунок 2.2 – Спектры поглощения кожных хромофоров 

 

Излучение флуоресценции, а также часть ослабленного за счет 

поглощения и рассеяния зондирующего излучения, вследствие много-

кратных актов рассеяния, выходит на поверхность биологического 

объекта, составляя поток обратно рассеянного излучения FBS. С помо-

щью системы сбора и транспортировки излучения часть FBS с мощно-

стью Pпр(λ) < Pизл(λ) доставляется в блок спектроскопических измере-

ний. Таким образом, спектроскопическая подсистема позволяет прово-

дить регистрацию спектров флуоресценции, а также спектров диффуз-

ного отражения (в случае зондирования белым светом из широкопо-

лосного источника). Регистрация спектров диффузного отражения 

дает возможность оценивать кровенаполнение биологической ткани 

для коррекции данных измеренной флуоресценции. 

Авторами монографии был проведен ряд экспериментальных ис-

следований, направленных на изучение влияния основных поглощаю-

щих хромофоров кожи на регистрируемые сигналы флуоресценции.
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2.1 Исследование влияния кровенаполнения 

Как известно, кожа человека (дерма) пронизана артериолами, ве-

нулами и капиллярами. Следовательно, кровь вносит составляющую 

в регистрируемый спектр флуоресценции, поглощая зондирующее из-

лучение (рисунок 2.3) [128]. Более того, в зависимости от процента ок-

сигемоглобина (HbO2) в общем объеме гемоглобина, содержащегося 

в крови, кровь имеет различные спектры поглощения. 

 

 
 

Рисунок 2.3 – Спектры поглощения крови (гемоглобина (Hb),  

оксигемоглобина (HbO2) и экспериментально зарегистрированный спектр  

флуоресценции кожи при возбуждении светом длиной волны 450 нм 

 

Таким образом, очевидно, что уровень кровенаполнения зоны ис-

следования вносит существенный вклад в спектр флуоресценции и не 

позволяет в полной мере оценить содержание какого-либо биомаркера 

в коже. Проведенные авторами монографии исследования представ-

ляли собой различные тестовые воздействия на периферический кро-

воток кожи с целью выявления его влияния на сигналы флуоресцен-

ции.

Длина волны, нм 

Инт. флуоресценции, отн.ед. 
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2.1.1 Окклюзионный тест 

Для экспериментальных исследований применяли многофункци-

ональный лазерный неинвазивный диагностический комплекс 

(МЛНДК) «ЛАКК-М» (OOO НПП «ЛАЗМА», г. Москва). Данный 

МЛНДК позволяет проводить исследования с помощью нескольких 

различных диагностических методов: лазерная допплеровская фло-

уметрия (ЛДФ), оптическая тканевая оксиметрия (ОТО), пульсокси-

метрия и ФС. Возбуждение эндогенной флуоресценции осуществля-

лось на длине волны 450 нм. 

Экспериментальные исследования проводились с участием 

19 условно здоровых добровольцев в возрасте от 18 до 22 лет. Измере-

ния проводились на подушечке безымянного пальца правой руки 

в первой половине дня. Все добровольцы находились в состоянии по-

коя. Оптическое волокно устанавливалось в одно и то же место, без 

оказания на него какого-либо давления, отсутствовали засветки и иные 

факторы, которые могли бы повлиять на точность измерений. 

Спектры флуоресценции регистрировались во время применения 

артериальной плечевой окклюзии (окклюзионный тест) с давлением 

в манжете 200-220 мм рт.ст. (3 мин) а также в течение 3-х мин до и по-

сле окклюзионной пробы. Всего было зарегистрировано 298 спектров. 

На основе закона Бера были экспериментально и теоретически 

определены коэффициенты пропускания (T). В общем виде упомяну-

тый закон выглядит как: 

 

 0 ,I I T   (2.1) 

 

где I0 – интенсивность входящего пучка света; 

I – интенсивность после прохождения светом среды; 

T – коэффициент пропускания. 

Экспериментально данный коэффициент был рассчитан деле-

нием спектра флуоресценции до окклюзии на спектр флуоресценции 

во время окклюзии. Во время окклюзии кровенаполнение исследуемой 

области существенно уменьшалось, а, следовательно, исключалось 

влияние данного ослабления на интенсивность регистрируемой флуо-

ресценции. Теоретический коэффициент пропускания рассчитывался 

по следующей формуле: 
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 2 2 2(HbO ) 0,0054 (HbO ) (1 (HbO )) 0,0054 (Hb)

10 ,
l C C

T
       

  (2.2) 

 

где C(HbO2) – процент оксигемоглобина; 

(Hb) и (HbO2) – коэффициенты экстинкции; 

l – глубина зондирующего излучения. 

При расчете теоретического значения коэффициента пропуска-

ния такие параметры как глубина зондирующего излучения и процент 

гемоглобина, связанного с кислородом, подбирались эмпирически для 

каждого эксперимента. Таким образом, добивались максимального 

сходства теоретически рассчитанного коэффициента пропускания 

с экспериментальным значением (таблица 2.1). 

 
Таблица 2.1 – Типовые результаты построения экспериментальных спектров 

флуоресценции 

Экспериментальный спектр Теоретический спектр 

Глубина 

зондиро-

вания  

l, мкм 

HbO2, 

% 
Пик флуо-

ресценции 

FAD,  

отн. ед. 

λ(540), 

отн. ед. 

λ(580), 

отн. ед. 

Пик флуо-

ресценции 

FAD,  

отн. ед. 

λ(540), 

отн. ед. 

λ(580), 

отн. ед. 

129,0 101,0 62,0 100,0 71,4 44,1 300 0,97 

168,0 150,0 106,0 247,8 193,1 133,3 450 0,89 

132,0 99,0 59,0 115,0 90,0 53,2 400 0,94 

119,0 86,0 56,0 125,3 80,3 51,3 600 0,92 

192,0 162,0 110,0 241,4 193,0 125,3 500 0,8 

 

Спектр флуоресценции, зарегистрированный во время окклюзи-

онного теста (рисунок 2.4а), был умножен на теоретически рассчитан-

ный коэффициент пропускания. Таким образом, были получены иден-

тичные теоретически рассчитанный (рисунок 2.4б) и эксперименталь-

ный спектры флуоресценции (рисунок 2.4в), на которых присутствуют 

два характерных провала на длинах волн 540 и 580 нм. 
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Рисунок 2.4 – Спектр флуоресценции во время окклюзии (а),  

экспериментальный (б) и теоретически рассчитанный (в) спектры  

флуоресценции при нормальном кровенаполнении зоны исследования 

 

Таким образом, можно сделать вывод о том, что кровь оказывает 

существенное влияние на регистрируемый спектр флуоресценции 

кожи при возбуждении длиной волны 450 нм, которое необходимо 

учитывать при обосновании медико-технических требований к прибо-

рам ФС. Также следует отметить, что анализ данных регистрируемых 

спектров может давать дополнительную информацию о степени окси-

генации крови в зондируемом объеме кожи, что может расширить ди-

агностическую ценность метода ФС. 
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2.1.2 Влияние локальной окклюзии 

Известно, что давление, оказываемое на оптический диагности-

ческий пробник, является значимым фактором, влияющим на резуль-

таты измерений. Одной из основных причин данного феномена явля-

ется влияние, оказываемое этим давлением на локальный кровоток. 

Учет удерживающего локального давления необходим, в том числе, 

при разработке новых технологий носимой электроники. В связи с ак-

тивным развитием данной области, в настоящее время актуальным яв-

ляется проведение количественных исследований влияния надавлива-

ния на результаты измерений, получаемых с помощью оптических тех-

нологий, перспективных для применения в носимых устройствах.  

Кроме того, надавливание является известной техникой управле-

ния оптическими свойствами биологической ткани, позволяющей уве-

личивать глубину и объем диагностирования, а также оценивать дей-

ствительные значения оптических параметров биологической ткани 

in vivo (параметров поглощения, рассеяния, поляризации, флуоресцен-

ции и др.), устраняя влияние поглощения лазерного излучения кровью.  

С целью исследования влияния локального давления на кожу оп-

тическим пробником на уровни сигналов, получаемых с помощью тех-

нологий флуоресцентной спектроскопии, проведена серия экспери-

ментов. Для оценки изменений в кровотоке использовали метод ЛДФ. 

Экспериментальные исследования проводились при помощи 

выше описанного диагностического комплекса «ЛАКК-М» (рисунок 

2.5а). Для изменения величины давления на оптический пробник была 

разработана и напечатана на 3D-принтере специальная насадка (рису-

нок 2.5б), закрепляемая на оптическом волокне. 

В ходе экспериментальных исследований давление постепенно 

увеличивалось от 0 до 40 кПа, а затем вновь уменьшалось до 0 кПа. 

Областью исследования являлись внутренняя поверхность среднего 

пальца правой руки (рисунок 2.5б), а также наружная поверхность за-

пястья. Данные области были выбраны по той причине, что они доста-

точно часто применяются при исследованиях оптическими неинвазив-

ными методами диагностики, а также в носимой электронике. 
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Рисунок 2.5 – Экспериментальное оборудование для исследования влияния  

локальной окклюзии на уровни сигналов ФС: а) внешний вид комплекса 

«ЛАКК-М»; б) размещение на пальце специальной насадки  

для оптического волокна 

 

В исследовании приняли участие 7 условно-здоровых доброволь-

цев в возрасте 24±7 лет. В первой серии измерений исследовалось вли-

яние надавливания на средний уровень сигнала ЛДФ. Проведенные из-

мерения позволили получить усредненную кривую падения регистри-

руемой перфузии при надавливании, а также представить ее в форме 

экспоненциальной аппроксимации (рисунок 2.6). 

 

 
 

Рисунок 2.6 – Изменение среднего значения перфузии  

в циклах нагружения и разгружения 

 

А Б 

Давление, Па 

ЛДФ, отн.ед. 



42 Гл. 2. Экспериментальные исследования влияющих факторов 

Во второй серии измерений исследовалось влияние давления 

на регистрируемый спектр флуоресценции кожи. Проводились изме-

рения спектров флуоресценции при различных уровнях надавливания 

с последовательным ступенчатым увеличением и уменьшением 

нагрузки. После снятия давления проводилась повторная регистрация 

спектра диффузного отражения.  

Проведенные измерения позволили получить усредненные 

по группе добровольцев кривые увеличения регистрируемой интен-

сивности флуоресценции при увеличении давления на оптический 

пробник (рисунок 2.7). 

 

  
 

Рисунок 2.7 – Изменение средних значений пиков интенсивности  

флуоресценции в циклах нагружения и разгружения  

для длин волн 365 нм (а) 450 нм (б) 

 

В среднем при максимальном прикладываемом давлении в 40 кПа 

уровень перфузии падал на 85 % от исходного уровня. При этом уже 

при давлении в 5 кПа наблюдалось снижение перфузии на 25 %. 

При максимальном прикладываемом давлении в 40 кПа средняя 

интенсивность флуоресценции возрастала при возбуждении на длинах 

волн 365 нм на 95 %, 450 нм на 105 %, 532 нм на 40 % (рисунок 2.8). 

При этом уже при давлении в 5 кПа увеличение интенсивности флуо-

ресценции 365 нм на 30 %, 450 нм на 25 %, 532 нм на 22 %. На длине 

волны 637 нм было выявлено отсутствие влияние давления на интен-

сивность флуоресценции. 

А Б 

Давление, Па Давление, Па 

Инт. флуоресценции, отн.ед. 

Инт. флуоресценции, отн.ед. 
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Рисунок 2.8 – Типичные спектры флуоресценции при давлении  
0 кПа, 5 кПа и 40 кПа для длин волн 365 нм (а) 450 нм (б) 

 
Увеличение регистрируемой интенсивности флуоресценции объ-

ясняется тем, что при увеличении нагрузки на исследуемую область 
происходит уменьшение кровенаполнения ткани за счет выдавливания 
крови из диагностического объема. 

Таким образом, давление на оптический зонд является фактором, 
имеющим значительное влияние на микроциркуляцию крови в коже 
человека, что в свою очередь влияет на получаемые спектры флуорес-
ценции. Полученные в результате данной работы данные представ-
ляют интерес для разработки и совершенствования технологий диагно-
стики с помощью носимых устройств, а также дальнейшего исследо-
вания проблемы компенсации влияния кровенаполнения на регистри-
руемые спектры флуоресценции, что в перспективе позволит увели-
чить точность и воспроизводимость измерений метом ФС в оптиче-
ской диагностике. 

 

2.1.3 Влияние температуры 

Экспериментальные исследования влияния температуры 
на спектр флуоресценции проводились на ладонной поверхности кожи 
среднего и безымянного пальцев правой руки здоровых добровольцев. 
Для оценки интенсивности кровотока перфузию регистрировали мето-
дом ЛДФ с помощью лазерного анализатора «ЛАКК-02» (ООО НПП 
«ЛАЗМА», Россия, длина волны зондирования – 1064 нм). Спектр флу-
оресценции биологических тканей регистрировали методом флуорес-
центной спектроскопии с помощью соответствующего канала МЛНДК 

Б А 

Инт. флуоресценции, отн.ед. Инт. флуоресценции, отн.ед. 

Длина волны, нм Длина волны, нм 
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«ЛАКК-М» для двух длин волн возбуждения эндогенных флуорофо-
ров NADH и FAD – 365 и 450 нм, соответственно. Основной идеей ис-
следования являлось осуществление провокационных действий (функ-
циональных тестов) на кровоток за счет изменения температуры ко-
нечностей (теплового и холодового прессорного теста) и применения 
дополнительного теста в виде плечевой артериальной окклюзии с дав-
лением в манжете 200-220 мм рт. ст. (окклюзионный тест – OT). Спе-
циально спроектированная оснастка, напечатанная на 3D-принтере, 
позволяет размещать измерительные волокна каналов ЛДФ и ФС 
вдоль поверхности тела, а также дополнительно предусматривает рас-
положение датчиков температуры разработанного 2-канального при-
бора для измерения температуры. 

В одном исследовании регистрировали флуоресценцию NADH 
или FAD. Исследование состояло из 7 этапов, в течение которых одно-
временно регистрируются спектры флуоресценции и перфузия биоло-
гической ткани: фоновая запись при размещении руки в воздухе – 
2 мин; в теплой воде (42 °С) – 4 мин (тепловой тест); в холодной воде 
(15-20 °С) – 10 мин (холодовой прессорный тест); окклюзия плечевой 
артерии в холодной воде – 3 мин (сочетание с окклюзионного и холо-
дового прессорного теста); релаксация в холодной воде – 10 мин; 
нагрев в теплой воде (42 °C) – 11 мин (заключительный этап). Продол-
жительность эксперимента составляла 40 минут, в течение которых за-
писывалось около 70-90 спектров флуоресценции биологических тка-
ней. В общей сложности было выполнено 37 экспериментов на 10 доб-
ровольцах. Схема экспериментальной установки и диаграмма экспери-
мента представлены на рисунке 2.9. 

 

 

 
 

Рисунок 2.9 – Схема экспериментальной установки (а),  
включающая комплекс «ЛАКК-М» и анализатор «ЛАКК-02», 

а также временная диаграмма эксперимента (б) 

А 

ЛДФ, отн.ед. 

Время, с 

Б 
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С помощью неинвазивных методов ЛДФ и ФС, была показана 

взаимосвязь между кровотоком (перфузией) и регистрируемыми сиг-

налами флуоресценции. 

Для всех добровольцев зарегистрированное обратно отраженное 

излучение и интенсивность флуоресценции от биологической ткани 

показали высокую обратную корреляцию (~0,4-0,8) с перфузией и тем-

пературой для обоих исследованных флуорофоров. 

 

2.2 Исследование влияния меланина 

Кожный пигмент меланин является важным поглощающим хро-

мофором. Находящиеся в базальном слое клетки меланоциты выраба-

тывают кожный пигмент меланин и передают его соседним клеткам 

эпидермиса кератиноцитам, чтобы защитить их ядро от УФ-излучения. 

Независимо от этнической принадлежности в коже каждого человека 

находится одинаковое количество меланоцитов, но количество мела-

нина, которое эти клетки производят, различно. От количества выра-

ботанного меланина зависит цвет кожи и ее чувствительность к воз-

действию света. У людей с различным этническим типом кожи кон-

центрация меланина варьируется примерно в диапазоне 1,3-43 %. 

У слабопигментированных содержание меланина составляет 1,3-1,6 

%, у среднепигментированных – 11-16 %, у темнокожих – 18-43 % 

[129].  

Было проведено оценочное моделирование вклада рассеяния и 

поглощения в общее затухание зондирующего излучения на основе 

опубликованных оптических свойств биотканей человека путем добав-

ления различного содержания меланина. 

Кожа рассматривалась как многослойная структура, коэффици-

енты поглощения слоев которой учитывали концентрацию крови 

Cblood, содержание воды 
2H OC  и меланина Cmel [130] и определялись как: 

 

 2

2 2

H O

H O H Oμ (λ) μ (λ) (1 )μ (λ),Stratum corneum baseline

a a aC C    (2.3) 

 
2

2 2

H O

H O H Oμ (λ) (1 )( μ (λ) (1 )μ (λ)) μ (λ),Epidermis mel baseline

a mel a mel a aC C C C      (2.4) 

 
2

2 2

H O

H O H Oμ (λ) (1 )( μ (λ) (1 )μ (λ)) μ (λ),Dermis blood baseline

a blood a blood a aC C C C      (2.5) 
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где 2H O
μ (λ)a  – коэффициент поглощения воды; 

μ (λ)mel

a
 – коэффициент поглощения меланина; 

μ (λ)blood

a
 – коэффициент поглощения крови; 

μ (λ)baseline

a  – коэффициент поглощения других безводных тканей. 

Параметры, используемые для расчета коэффициентов поглоще-

ния слоев, представлены в таблице 2.2. 

 
Таблица 2.2 – Параметры, используемые для расчета коэффициентов поглоще-

ния слоев 

Слой Cblood 2H OC  Cmel 2H O
μ (λ)a

 μ (λ)mel

a
 μ (λ)blood

a
 μ (λ)baseline

a
 

Роговой 

слой 
0 0,05 0 

ист.  

[131, 

132] 

ист. 

[133, 

134] 

ист. 

[135] 

ист. 

[136] 
Эпидермис 

0 0,2 
0,01-

0,43 

Дерма 0,002 0,5 0 

  

Коэффициенты рассеяния слоев рассчитывались с учетом комби-

нации Ми и рэлеевского рассеяния, предложенной в [130]: 

 

 
12 4μ (λ) 2 10 λ ,Rayleigh

s

   (2.6) 

 

 
5 1,5μ (λ) 2 10 λ ,Mie

s

   (2.7) 

 

 μ μ μ ,Rayleigh Mie

s s s   (2.8) 

 

Общий коэффициент затухания рассчитывался как: 

 

 μ μ μ μ μ ,Stratum corneum Epidermis Dermis

t a a a s     (2.9) 

 

В итоге были получены графические зависимости, поясняющие 

вклад рассеяния и поглощения в общее затухание зондирующего излу-

чения для различных уровней меланина, представленные на рисунке 

2.10. 

Из полученных графических зависимостей видно, что с приближе-

нием к ближнему инфракрасному диапазону основной вклад в затуха-

ние зондирующего излучения при содержании меланина порядка 10 % 
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вносит в большей степени эффект рассеяния. При дальнейшем увели-

чении пигментации кожи доминирующим становится поглощение.  

  
 

  
 

Рисунок 2.10 – Графические зависимости вклада рассеяния  

и поглощения в общее затухание зондирующего излучения  

для Cmel = 1 % (а), Cmel = 5 % (б), Cmel = 10 % (в), Cmel = 15 % (г) 

 

В данном разделе сделана попытка исследовать влияние на реги-

стрируемый сигнал флуоресценции хромофора биоткани – меланина, 

который является одним из наиболее распространенных природных 

пигментов и в значительной степени ответственен за оптические свой-

ства кожи. 

Для экспериментальных исследований также использовали 

МЛНДК «ЛАКК-М». 

Тестовые экспериментальные исследования проводились с уча-

стием восьми условно здоровых добровольцев. Было исследовано вли-

яние меланина на различных этнических типах кожи, включая евро-

пейский (3 добровольца, m = 3), индийский (m = 1), арабский (m = 1) 

и африканский (m = 3). При этом процентное содержание меланина 

в базальном слое эпидермиса может изменяться от 1 % до 43 %. 

В Г 

А Б 
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Измерения проводились в двух точках биоткани: на коже поду-

шечки среднего пальца правой руки – слабо пигментированная область 

для всех добровольцев, и на коже предплечья (на срединной линии 

на 3-4 см выше шиловидных отростков локтевой и лучевой костей) 

в зоне с выраженными различиями в содержании меланина относи-

тельного каждого типа кожи. Анализируемыми регистрируемыми па-

раметрами были интенсивность флуоресценции NADH INADH (пик 

в диапазоне 460-470 нм) и FAD IFAD (около 550 нм) при возбуждении 

УФ светом (365 нм), а также показатель тканевого кислородного мета-

болизма – редокс-отношение RR: 

 

 RR = INADH/IFAD. (2.10) 

 

Представленные параметры были усреднены c вычислением 

среднего арифметического Mn и среднеквадратического отклонения σ. 

Из рисунка 2.11 и таблицы 2.3 видно, что для области предплечья 

с увеличением пигментации кожи уменьшается интенсивность, стати-

стические различия были подтверждены по U-критерию Манна-

Уитни. 
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Рисунок 2.11 – Примеры спектров флуоресценции различных  

этнических типов кожи на поверхности пальца (1) и предплечья (2) 

 

Таблица 2.3 – Результаты экспериментальных исследований 

Длина 

волны, 

нм 

Этниче-

ский тип 

кожи 

Mn ± σ, отн. ед. 

Поверхность пальца Предплечье 

NADH FAD RR NADH FAD RR 

365 

(УФ) 

Европей-

ский (А), 

n = 50 

220,2±48,9 49,2±11,8 4,4±0,5 120,1±11,8 21,3±3.3 5,6±0,6 

Индий-

ский (Б), 

n = 27 

110,1±22,3 25,2±6,6 4,9±0,7 60,9±14,2 15,4±5,1 4,0±0,5 

Арабский  

(В),  

n = 13 

84,3±37,7 25,5±12,6 3,3±0,3 25,9±3,9 8,9±2,5 2,9±0,4 

Африкан-

ский (Г), 

n = 3 

75,4±30,5 22,3±17,5 3,4±0,4 → 0 → 0 – 

 

Для добровольца Г сигнал флуоресценции фактически зафикси-

рован не был. Данные, полученные в отдельном дополнительном ис-

следовании в тех же областях кожи на темнокожей женщине 25 лет, 

показывают, что флуоресценция при УФ и зеленой длин волн возбуж-

дения также отсутствует. Для красной длины волны возбуждения флу-

оресценция регистрировалась более выраженной, чем в первых двух 

случаях возбуждения. 

Разброс результатов измерений показал необходимость создания 

адекватной математической модели, описывающей свойства биоткани 

и непосредственно распространение флуоресценции. 
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ГЛАВА 3 

РАЗРАБОТКА МОДЕЛИ РЕГИСТРИРУЕМОЙ 

ИНТЕНСИВНОСТИ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ 

3.1 Обзор подходов к моделированию 

сигналов флуоресценции 

В то время как эмпирический анализ позволяет различать пора-

женные ткани, во многих случаях с помощью него невозможно уста-

новить четкую связь между диагностическим заключением и лежа-

щими в его основе биологическими процессами. Зарегистрированный 

спектр флуоресценции может быть проанализирован с целью опреде-

ления спектральных вкладов составляющих компонентов для получе-

ния концентрации отдельных флуорофоров. Тем не менее, ткань пред-

ставляет собой мутную среду, в которой флуоресценция зависит 

от многих факторов: концентрации флуорофоров, их локализации, 

рассеяния и поглощения других хромофоров, геометрии зонда возбуж-

дения/сбора и др. Эти эффекты могут искажать форму спектра и реги-

стрируемую интенсивность излучения. 

Например, при флуоресцентной спектроскопии двух образцов 

ткани с одинаковым составом и концентрацией флуорофоров, но с раз-

ным объемом крови будут регистрироваться существенно различаю-

щиеся спектры из-за поглощающих свойств гемоглобина. Без коррек-

ции измерений точное определение концентрации флуорофора не мо-

жет быть достигнуто. 

Различные экспериментальные подходы были использованы для 

уменьшения влияния рассеяния и поглощения различных хромофоров 

на измеренные спектры флуоресценции. Но все они имеют ограниче-

ния в части особых условий проведения измерений. В качестве альтер-

нативы для описания флуоресценции могут использоваться математи-

ческие модели.  

Математическое описание характеристик поглощения и рассея-

ния света может быть проведено двумя способами – с помощью ана-

литической теории и с помощью теории переноса. Первая основыва-

ется на уравнениях Максвелла и является наиболее фундаментальным 
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подходом. Однако его использование ограничено сложностью получе-

ния точных аналитических решений. С другой стороны, теория пере-

носа в основном рассматривает перенос фотонов через поглощающие 

и рассеивающие среды, не основываясь на уравнениях Максвелла. Она 

имеет эвристический характер и ей не хватает строгости аналитиче-

ских теорий. Тем не менее, теория переноса широко используется для 

описания взаимодействий оптического излучения с тканью, и экспери-

ментально подтверждено, что во многих случаях ее прогнозы являются 

достаточными [137, 138]. 

Уравнение переноса является интегрально-дифференциальным 

уравнением лучевой интенсивности и записывается следующим образом: 

 

 
4

ˆd ( , )
ˆ ˆ ˆ ˆ ˆ( ) ( , ) ( , ) ( , ) ( , ),

d
t s

L r s
r L r s p s s L r s d S r s

s


         (3.1) 

 

где t a s     – полный коэффициент затухания; 

a  – коэффициент поглощения, [м-1]; 

s  – коэффициент рассеяния, [м-1]; 

ˆ ˆ( , )p s s  – фазовая функция или функция рассеяния; 

ˆ( , )S r s  – функция источников, 
3

Вт ср

м

 
 
 

; 

d   – элемент телесного угла вдоль направления единичного век-

тора ŝ . 

Главная проблема, с которой имеет дело теория переноса, опре-

деление диффузной составляющей лучевой интенсивности, так как 

рассеяние фотонов носит случайных характер. Поэтому применяются 

различные приближения, в соответствии с которыми доминирующим 

процессом ослабления света является либо поглощение, либо рассея-

ние. 

Несколько классов приближений были предложены в течение по-

следних 30 лет, в том числе аналитические модели, основанные на тео-

рии вероятностной миграции фотонов, теории Кубелки-Мунка, теории 

диффузионного приближения, а также комбинации различных анали-

тических методов. Аналитические модели имеют преимущество обес-

печения относительно простых формы решения. Однако часто требует 

определенных граничных условий. Также были использованы различ-

ные модификации метода Монте-Карло. Этот подход имеет то преиму-



52  Гл. 3. Разработка модели регистрируемой интенсивности флуоресценции  

щество, что способен учитывать произвольную геометрию измери-

тельного зонда, сложную структуру ткани. Вместе с тем этот метод 

требует относительно высокой вычислительной мощности. Рассмот-

рим каждый из подходов более подробно. 

 

3.1.1 Теория вероятностной миграции фотонов 

Теория миграции фотонов представляет собой подход, основан-

ный на модели, которая использует функции распределения для опи-

сания взаимодействия фотонов в мутных средах [139, 140]. Этот метод 

моделирования рассматривает фотоны как частицы, которые испыты-

вают акты поглощения, рассеяния или флуоресцентного взаимодей-

ствия. Этот метод отличается от метода Монте-Карло тем, что отдель-

ные пути каждого фотона не моделируются и не записываются. Одним 

из существенных преимуществ данной модели является то, что она мо-

жет обеспечить сравнительно простые аналитические выражения для 

рассеяния, поглощения и эффектов анизотропии. Первоначальное при-

менение в биомедицинской оптике данной модели было в области 

спектроскопии диффузного отражения [141]. Используя эту модель, 

оптические свойства, μs и μa, можно легко рассчитать на основе изме-

рений отражательной способности. Wu и др. расширил эту модель для 

описания флуоресценции в видимом диапазоне длин волн, где погло-

щение гемоглобина и воды не имеет существенного влияния (> 500 нм) 

[142]. Эта модель впоследствии была модифицирована для широкого 

диапазона длин волн излучения: 370-700 нм [143, 144]. Путем измере-

ния диффузного отражения и флуоресценции ткани, «чистая» флуо-

ресценции может быть извлечена с помощью этой модели. Этот под-

ход может дать представление, например, о биохимических измене-

ниях, происходящих в процессе злокачественной пролиферации. 

Данная модель для описания флуоресценции ограничена тем, что 

она основывается на предположении, что флуоресценция и диффузное 

отражение имеют схожие пути фотонов [144]. Это предположение мо-

жет не выполняться, когда поглощение значительно выше, чем рассе-

яние (μa >> μs). Модель также может иметь ограничения, когда флуо-

рофоры в измеряемой среды способствуют высокой степени рассеяния 

и поглощения (например, родамин, триптофан). Дополнительным 

ограничением является то, что данные модели рассматривают случай 

однослойной гомогенной среды. 
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Muller и др. экспериментально проверили эту модель на образцах 
ткани ротовой полости [144, 145]. На рисунке 3.1 показаны матрицы 
возбуждения-эмиссии флуоресценции измеренных образцов. На ри-
сунке 3.1a виден пик поглощения гемоглобина в области 420 нм. Рису-
нок 3.1б демонстрирует способность модели компенсировать влияние 
поглотителя на измеренную флуоресценцию. 

 

 
 

Рисунок 3.1 – Матрицы возбуждения-эмиссии измеренной (а)  
и скомпенсированной (б) флуоресценции тканей ротовой полости [144] 

 
Georgakoudi и др. [146] использовал эту модель для описания эн-

догенной флуоресценции in vivo резекций шейки матки и тканей пи-
щевода. Измерения проводились с помощью флуоресцентного зонда, 
интегрированного в биопсийный канал эндоскопа. Характерные спек-
тры флуоресценции от обоих типов тканей были представлены в виде 
линейной комбинации флуоресценции NADH и коллагена. Измерения, 
проведенные до и после перевязки варикозно расширенных вен пище-
вода или увеличенных кровеносных сосудов, показали снижение ин-
тенсивности флуоресценции и красное смещение пиковой длины 
волны спектра излучения. Авторы связывают эти изменения с индуци-
рованным снижением метаболизма, вызванным асфиксией и последу-
ющим снижением флуоресценции NADH. 

Аналогичный анализ был проведен в ткани ротовой полости, где 
было обнаружено, что вклады коллагена и NADH могли бы помочь 
различить здоровую ткань от дисплазии и раковой ткани, а также 
в меньшей степени дисплазии от раковой ткани [147]. Когда флуорес-
центная спектроскопия (ФС) сочеталась со спектроскопией диффуз-
ного отражения, чувствительность 96 % и специфичность 96 % были 
достигнуты при дифференциации нормальных и пораженных тканей 
полости рта. Этот метод также был применен при анализе данных ди-
агностики рака молочной железы [148]. 

А Б 
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3.1.2 Теория Кубелки-Мунка 

В 30-х годах XX века была разработана теория, основанная на мо-

дели двух световых потоков, распространяющихся в прямом и обрат-

ном направлениях [149]. Впоследствии многие авторы улучшали эту 

теорию и сравнивали ее выводы с данными эксперимента. Было 

найдено, что двухпотоковая теория хорошо описывает эксперимен-

тальные результаты, если освещение диффузно и среда достаточно за-

мутнена, так что свет рассеивается диффузно. Двухпотоковая теория 

неприменима для описания падающего на среду коллимированного 

пучка, что в условиях интенсивного применения лазерных источников 

критично. В этом случае надо использовать четырехпотоковую теорию. 

Аналитический метод решения для задачи моделирования флуо-

ресценции на основе двухпотокового приближения Кубелки-Мунка 

был предложен A. Kokhanovsky [150, 151]. В последствие различные 

группы в своих работах использовали и развивали данный подход 

[152-155]. 

В данном подходе рассматривается случай распространения 

в среде вдоль оси х двух разнонаправленных потоков i(x) и j(x) с ис-

ходной длиной волны при освещении внешним потоком излучения Φ0. 

Вследствие наличия поглощения рассеяния света в среде эти потоки 

частично поглощаются, конвертируются друг в друга, а также вызы-

вают вынужденное излучение флуоресценции находящихся в среде 

флуорофоров, что приводит к образованию в среде дополнительных 

аналогичных потоков флуоресценции I(x) и J(x). Для потоков i(x), j(x), 

I(x) и J(x) можно записать две связанные системы линейных диффе-

ренциальных уравнений 1-го порядка [150, 152]: 
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где β1 и β2 – коэффициент ослабления и коэффициент обратного рас-

сеяния излучения соответственно. В зависимости от конкретного ре-

шения могут представлять собой функции различной сложности. 

Через функцию F(x), описывающую формирование излучения флу-

оресценции внутри среды, осуществляется связь между системами урав-

нений (3.2) и (3.3): 

 

  0

1
( ) ( ) ( )) ,

2
afF x i x j x     (3.4) 

 

где μaf – коэффициент поглощения исходного излучения флуорофором;  

ϕ – квантовый выход флуоресценции. 

В целом эта теория не требует сложных алгебраических операций 

и, как было показано, дает сравнительно хорошее согласие с экспери-

ментом. Недостатки же этих методов заключаются в том, что некото-

рые коэффициенты приходится подбирать эмпирически, границы при-

менимости недостаточно хорошо установлены и нет полного теорети-

ческого обоснования. Другим неудобством теории Кубелки-Мунка яв-

ляется то, что она может быть применена только для одномерной гео-

метрии системы. 

 

3.1.3 Диффузионное приближение 

Данное приближение предполагает, что диффузная интенсив-

ность встречает много частиц и рассеивается на них почти равномерно 

во всех направлениях, поэтому ее угловое распределение почти изо-

тропно [156]. Но угловая зависимость не может сводиться к константе, 

так как поток при этом обращается в нуль и распространение мощно-

сти отсутствует. Поэтому диффузная компонента интенсивности 

должна быть немного больше для направления полного потока, чем 

для обратного направления. 

В средах, где рассеяние преобладает над поглощением, распро-

странение света может быть описано с использованием уравнения 

диффузии. Это приближение, как правило, удовлетворяет случаю рас-

пространения света в тканях человека в видимом и ИК диапазоне.  

Биоткани рассеивают свет преимущественно в направлении впе-
ред. В результате диффузионное приближение не всегда является хо-
рошей аппроксимацией теории переноса излучения вблизи источников 
или границ. Улучшением ситуации является включение δ-функции 
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в определение фазовой функции [157]. Это представление названо 
приближением δ-Эддингтона. Приближение δ-Эддингтона уменьшает 
степень направленности рассеяния. Интенсивность становится менее 
анизотропной, что приводит к улучшению ситуации вблизи границ и 
источников. 

Аналитические решения уравнения диффузии были использо-
ваны для описания распространения флуоресценции тканях груди 
[158, 159]. Nair и др. и Hyde и др. использовали парные измерения от-
ражения и флуоресценции для извлечения истинной флуоресценции из 
ткани. Nair и др. анализировали характерные спектры флуоресценции 
на радиальных расстояниях от источника, в то время как Hyde и др. 
были проанализированы концентрации флуорофора в зависимости 
от глубины в слоистой ткани. Важно отметить, что эти краевые задачи 
сильно зависят от геометрии системы освещения/сбора. 

 

3.1.4 Комбинированные аналитические методы 

Часто в эпителиальных тканях может быть необходимо учиты-
вать дифференциальные биохимические и морфологические измене-
ния, происходящие в каждом слое с целью выяснения диагностической 
информации. Были разработаны двухслойные модели на основе тео-
рии диффузии, но сравнительно слабое рассеяние тонкого эпителиаль-
ного слоя препятствовало точному описанию распространения света 
в этом слое [158]. Для решения этой проблемы, были предложены мо-
дели с использованием сочетания аналитических методов. 

Chang и др. предложил двухслойную модель для видимой и ИК 
областей с оптическими свойствами эпителия в верхнем слое и стромы 
в нижнем [160]. Распространение света в эпителии было смоделиро-
вано с помощью закона Бера и это было оправдано тем, что альбедо 
в эпителии является относительно небольшим, и толщина эпителия 
сравнима со средней длиной свободного пробега. Диффузионная тео-
рия была использована для моделирования распространения света 
в более рассеивающей строме. 

Результаты модели были сопоставлены с моделированием мето-
дом Монте-Карло с хорошим согласованием. Эта модель была исполь-
зована для анализа in vivo флуоресценции от больных с цервикальной 
интраэпителиальной дисплазией [161]. NADH, FAD, кератин и три 
компонента коллагена рассматривались как флуорофоры в модели, 
а концентрации были определены из измеренных данных. Было уста-
новлено, что произошло увеличение эпителиальной флуоресценции 
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от FAD и уменьшение от кератина в измерениях с дисплазией ткани 
по сравнению с нормальными. Стромальная флуоресценция от колла-
гена также уменьшалась. Эти результаты согласуются с предыдущими 
исследованиями [162, 163]. 

 

3.1.5 Метод Монте-Карло 

Монте-Карло (МК) методы являются категорией вычислитель-
ных методов, которые предполагают случайное моделирование физи-
ческой величины [164, 165]. Благодаря своей универсальности, этот 
метод находит применение во многих областях, включая оптику ткани. 
Метод MК способен решить уравнение переноса излучения с любой 
заданной точностью, при условии, что требуемая вычислительная 
нагрузка является доступной. По этой причине этот метод рассматри-
вается как метод золотого стандарта для моделирования транспорта 
света в тканях и используется для верификации других менее строгих 
методов. Метод MК используется для решения как прямых, так и об-
ратных задач. В прямой задаче распространение света моделируется 
для заданных оптических свойств, в то время как в обратной задаче оп-
тические свойства оцениваются путем сопоставления (подгонки) мо-
дельных данных с экспериментально измеренными значениями. 

В настоящее время с помощью метода МК моделируются про-
цессы поглощения света, упругого и комбинационного рассеяния, флу-
оресценции. Коэффициент поглощения и коэффициент рассеяния ис-
пользуются для описания вероятности поглощения и рассеяния, соот-
ветственно. Коэффициент анизотропии g определяет средний косинус 
углов рассеяния. Кроме того, преломление света между любыми двумя 
областями в модели ткани или на границе раздела воздух-ткань будет 
определять угол преломления. Доля пакета фотонов, которая после 
прохождения в среде выходит со стороны падающего света, оценива-
ется как диффузно отраженная составляющая. Доля, которая проходит 
через среду, оценивается в виде коэффициента пропускания. 

Для имитации флуоресцентного излучения необходимо вклю-
чить дополнительный параметр – квантовый выход флуоресценции, 
чтобы описать вероятность того, что поглощенный фотон может быть 
преобразован в флуоресцентный фотон на другой длине волны [166]. 
Если моделируется флуоресценция с временным разрешением, также 
время жизни флуоресценции должно быть определено. На рисунке 3.2 
представлена последовательность шагов для реализации МК кода флу-
оресценции. 
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Рисунок 3.2 – Блок-схема возбуждения (а) и флуоресценции (б),  

поясняющая принцип МК моделирования 

 

Несмотря на то, что метод МК является золотым стандартом для 

моделирования распространения света в мутных средах, основным его 

недостатком является требование интенсивных вычислений для дости-

жения результатов с желаемой точностью из-за стохастической при-

роды самого моделирования, что делает его чрезвычайно времязатрат-

ным по сравнению с другими аналитическими или эмпирическими ме-

тодами. Значительные усилия были предприняты, чтобы ускорить про-

цесс моделирования в течение последних десятилетий. Эти методы 

ускорения можно условно разделить на несколько категорий. В таб-

лице 3.1 приведен сравнительный анализ этих методов по отношению 

к их производительности, относительной погрешности, соответствую-

щим преимуществам и ограничениям. Следует отметить, что парал-

лельные методы расчета не приведены в этой таблице, так как их про-

изводительность сильно зависит от вычислительной архитектуры, 

и скорость всех методов, суммированных в этой таблице может быть 

дополнительно увеличена применением параллельных вычислений. 

А Б 
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Таблица 3.1 – Сравнение различных методов ускорения МК моделирования 

Метод* 

Ускорение 

по отноше-

нию к стан-

дартному 

MК 

Относитель-

ная погреш-

ность 

Преимущества Ограничения 

Scaling  

Monte 

Carlo 

~200 [167] Меньше 4 % 

[167] 

Не использует 

приближения, 

точен, имеет 

высокую ско-

рость. 

Применим только 

к моделям слои-

стых тканей. 

Perturbation 

Monte 

Carlo 

~1300 [168] Может быть 

меньше 4 % 

в зависимо-

сти от вели-

чины возму-

щения [168] 

Применим к 

тканям со 

сложными 

структурами. 

Чувствителен к 

искажениям в 

рассеивающих 

свойствах. 

Hybrid  

Monte 

Carlo 

~300 [169] Около 5 % 

[169] 

Имеет боль-

ший допусти-

мый диапазон, 

чем PMC. 

Относительно 

сложное вычисле-

ние. Конкретный 

регион должен 

быть однород-

ным. 

Variance 

reduction 

~300 [170, 

171] 

Около 5 % 

[170, 171] 

Имеет множе-

ство доступ-

ных вариантов. 

Ограничения ва-

рьируются в зави-

симости от кон-

кретного метода. 

*Примечание: Методы на основе GPU не были перечислены в этой таблице, 

так как все перечисленные в таблице методы могут быть дополнительно уско-

рены с использованием GPU. 

 

По сравнению с диффузным отражением, моделирование флуо-

ресценции является более сложным и гораздо более времязатратным 

процессом за счет генерации фотонов флуоресценции при каждом со-

бытии поглощения фотона возбуждения. Ряд групп [172-179] исполь-

зовали MК моделирование для имитации флуоресценции в тканях из-

за растущего интереса к флуоресцентной спектроскопии и визуализа-

ции для медицинских приложений. Как следствие, некоторые группы 

исследовали различные методы для ускорения MК моделирования 

флуоресценции в биологических тканях. Swartling и др. [180] предло-

жил метод для ускорения моделирование спектров флуоресценции 

слоистых тканей. В отличие от обычного флуоресцентного MК кода, 
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этот метод вычисляет возбуждение и испускание света по отдельно-

сти. Метод Swartling был использован Palmer и др. [175] для создания 

MК базы данных для оценки флуоресцентных свойств модели ткани 

молочной железы. 

Последние достижения в области компьютерного моделирования 

являются важным инструментом изучения биологических основ 

наблюдаемых сигналов во флуоресцентных исследованиях. Они спо-

собствуют более качественной идентификации важных флуорофоров, 

присутствующих в конкретных тканях. В зависимости от задачи 

и ограничений исследователь сам может выбирать необходимый ин-

струмент моделирования и прибегнуть либо к аналитическому под-

ходу, либо использовать модели на основе метода Монте-Карло. 

 

3.2 Разработка аналитической модели 

флуоресценции кожи 

Кожа принимается двухслойной средой, состоящий из слоя эпи-

дермиса толщиной D и полубесконечного дермального слоя. Каждый 

из этих двух слоев предполагается однородными по отношению к оп-

тическим свойствам, таким как коэффициент рассеяния, поглощения 

и эффективность флуоресценции. 

Волоконно-оптический зонд, находящийся на одном уровне с по-

верхностью ткани, обеспечивает возбуждение и сбор флуоресценции. 

Зонд состоит из пучка оптических волокон (числовая апертура 

NA = 0,22) (рисунок 3.3). 

 

 
 

Рисунок 3.3 – Модель кожи 

Эпидермис 

Дерма 

Источник Детектор 
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Общая флуоресценция ткани может быть рассчитана как сумма 

вкладов от двух слоев. В пределах каждого слоя модель должна учи-

тывать распространение возбуждающего света, поглощение флуоро-

форов (задается коэффициентом поглощения μaf), преобразование во 

флуоресценцию (описывается квантовой эффективностью ϕf флуоро-

фора) и далее распространение флуоресцирующего излучения. 

Распространение излучения возбуждения и эмиссии зависит 

от общего поглощения и рассеяния (задается коэффициентами μa и μs, 

соответственно), а также фактора анизотропии в пределах каждого 

слоя g. В диапазоне длин волн интереса (~350 нм до 650 нм) эти свой-

ства весьма различны для эпидермиса и дермы. Было рассмотрено две 

различных модели для описания распространения света в двух слоях. 

Учитывая, что средняя длина свободного пробега δ = 1/(μa + μs) для 

эпидермиса (приблизительно 100-200 мкм) сравнима с его толщиной 

(как правило, 100-200 мкм), распространение света может быть ап-

проксимировано с помощью закона Бера [181]. В противоположность 

этому дермальный слой имеет относительно высокий уровень рассея-

ния с уменьшением альбедо порядка 0,9 и средней длиной свободного 

пробега приблизительно 30-50 мкм. В этих условиях теория диффузии 

обеспечивает хорошее описание распространения света. 
Для упрощения рассматривается одномерная геометрия с направ-

лением распространения света перпендикулярно к поверхности ткани. 
Когда коллимированный возбуждающий свет с интенсивностью I0 па-
дает на эпителиальную поверхность, интенсивность света затухает 
экспоненциально. Флуоресценция генерируется изотропно на каждом 
точечном источнике, причем половина лучей распространяется 
по направлению к поверхности ткани (в –z направлении) и половина 
в дерму (в +z направлении). Результирующая флуоресценция направ-

ляется к поверхности ткани, (z 0)epiF   , и может быть рассчитана 

по формуле: 
 

0 1

0

1
( 0) exp[ ( ) ]

2

D

epi eff exF z I z         

 1( ) 1( ) 1

1

[ ( ) ( , )] exp( ( ) )d .
N

af k ex f k ex em eff em

k

z z


           (3.5) 

 
Индекс 1 для всех оптических параметров относится к эпидер-

мису. Дермальные оптические параметры указаны с индексом 2. 
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Эффективность флуоресценции (μaf · ϕf = εf · Cf ·ϕf) является ад-
дитивной, когда присутствуют несколько флуорофоров. В уравнении 

(3.5) разные флуорофоры обозначены индексом k. (z 0)epiF    является 

фактически полусферическим потоком в направлении +z, и доля этого 
света, который собирается с помощью волоконно-оптического зонда 
F1

detected, аппроксимируется отношением RNA телесного угла с числовой 
апертурой волокна к телесному углу полусферы π/2. 

 

 
detected

1 ( , ) ( 0).x m NA epiF R F z      (3.6) 

 
Часть направленной вниз флуоресценции достигает дермы: 
 

0 1
0

1
( ) exp[ ( ) ]

2

D

epi eff exF z D I z         

1( ) 1( ) 1

1

[ ( ) ( , )] exp[ ( ) ( )]d ,
N

af k ex f k ex em eff em

k

D z z


            

 
где она может быть рассеяна обратно к поверхности ткани. Часть этой 

флуоресценции, которая рассеяна вверх, ( )epiF z D  , является просто ре-

зультатом ( )epiF z D   и диффузного отражения полубесконечного 

дермального слоя. С помощью 1-D теории диффузии ( )epiF z D   зада-

ется формулой: 
 

2( ) [ ( ) ( )]epi em emF z D A C          

1 2 2 2 2

2 2

3 ( ) ( ) 4 [ ( ) ( ) ( ) ( )]
.

6 ( )

s em epi em t em em eff em

a s

g F z D A C              


   
 (3.7) 

 

При выведении формулы было использовано приближение δ-Эд-

дингтона для того, чтобы достичь лучшего описания фазовой функции 

рассеяния вперед в дермальном слое [157]. 

А(λem) и C2(λem) являются общим и частным решением уравнения 

диффузии [142, 156, 160, 161]. Свет затем затухает, возвращаясь об-

ратно через эпидермис на поверхность ткани. 

 

0

2 2

2

( ) ,em
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Q
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2 23 ,d a trk     



 Разработка аналитической модели флуоресценции кожи 63 

2 1
2

( )(1 )
( ) ,

1 2 (1 )

em t
em

d d

A h Q
C

k h k h

 
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  
 

2 2
1 0

2

,s

tr

g
Q I

 
  

 
 2

2
,

3
trh    2 2 2 2(1 ) .tr s ag        

 

Детектируемый сигнал снова зависит от численной апертуры во-

локонно-оптического зонда и определяется как: 

 

 detected

2 1( , ) ( ) exp[ ( ) ].ex em NA epi eff emF R F z D D          (3.8) 

 

Возбуждающий свет, который достигает нижней части эпителия, за-

дается как: 

 

0 1( ) exp[ ( ) ].s eff exI z D I D        

 

Часть возбуждающего света, попадающего в дерму, отражается 

обратно к поверхности ткани. Обратно рассеянный свет возбуждения 

sI   может быть вычислен по формуле (3.7) с дермальными оптиче-

скими параметрами при длине волны возбуждения. Так как свет про-

ходит обратно через эпидермис, он может возбудить дополнительную 

эпидермальную флуоресценцию. Долю этой флуоресценции можно 

рассчитать по формуле: 

 

detected

3 1

0

( , ) ( ) exp[ ( ) ]

D

ex em NA s eff exF R I z D z          

 1( ) 1( ) 1

1

[ ( ) ( , )] exp[ ( ) ( )]d .
N

af k ex f k ex em eff em

k

D z z


            (3.9) 

 

Возбуждающий свет, попадающий в дерму, может возбудить 

флуоресценцию в этом слое ткани. С помощью одномерной теории 

диффузии для описания флуоресценции в однородной однослойной 

среде флуоресценция дермы, ослабляемая на эпидермально-дермаль-

ной границе 
derF  , может быть описана: 

 

2 2( , ) ( ) ( , )der ex em af ex f ex emF            
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 0 2

2 2 2 2

4 ( ) 4 ( )
( ),

( ) ( ) ( ) ( )

ex ex
em

t ex eff em eff ex eff em

A I C
C

       
   

           
 (3.10) 

 

где 0 0 1exp[ ( ) ],eff exI I D       

 

2 2 2 2 2( ) 3[ ( ) ( )] / (3[ ( ) ( ) 2 ( )])em a em s em a em s em eff emC                  

 

и 2 2 2( ) ( ) ( ).t ex a ex s ex         

 

Флуоресценция затухает, проходя через эпидермис. Доля этой 

флуоресценции может быть выражена следующим образом: 

 

 detected

4 1( , ) [ ( , )] exp[ ( ) ].ex em NA der ex em eff emF R F D           (3.11) 

 

Общая флуоресценция может быть вычислена как сумма всех 

вкладов: 

 

 1 2 3 4 .detected detected detected detected detected

totalF F F F F     (3.12) 

 

Применимость двухслойной модели обосновывается небольшой 

глубиной зондирования излучения возбуждения флуоресценции с дли-

нами волн возбуждения компонентов дыхательной цепи клетки 

(NADH, FAD). Также двухслойная модель с применением алгоритмов 

фиттинга экспериментальных данных позволяет решать обратную за-

дачу оценки концентрации флуорофоров.
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ГЛАВА 4 

РАЗРАБОТКА МОДЕЛИ ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ОБЪЕМА 

И МОДЕЛИ ДЛЯ ОЦЕНКИ СООТНОШЕНИЯ СИГНАЛ-ШУМ 

РЕГИСТРИРУЕМОГО СИГНАЛА В ЗАВИСИМОСТИ 

ОТ КРОВЕНАПОЛНЕНИЯ ЭПИТЕЛИАЛЬНОЙ ТКАНИ 

4.1 Численное моделирование 

параметров диагностирования кожи 

Для количественной регистрации оптическими методами объем-
ной концентрации различных биохимических веществ в толще ткани, 
при проведении сравнительных измерений в области патологии и/или 
в выбранной интактной (реперной) точке на теле пациента необхо-
димо, чтобы глубина проникновения излучения, а также диагностиче-
ский объем в исследуемый объект была во всех этих ситуациях из-
вестна и постоянна. В крайнем случае, у врача должна быть возмож-
ность для конкретного типа измерений на данном типе биоткани знать 
эффективный диагностический объем (ЭДО). Диагностический объем 
определяется как объем биологической ткани, который формирует за-
данную долю регистрируемого детектором сигнала. 

Вследствие сложности реальных условий зондирования, а также 
сложной комбинированной структуры эпителиальных тканей, не пред-
ставляется возможным получить общее аналитическое решение для 
оценки объема диагностируемой биологической ткани, которое могло 
бы имитировать регистрируемое рассеянное оптическое излучение 
и его взаимодействие с тканями, их структурными аномалиями и/или 
физиологическими изменениями. В этой связи в исследованиях был 
применен метод стохастического МК моделирования. В настоящее 
время известно ряд реализаций данного метода, используемых для мо-
делирования распространения оптического излучения в оптических 
тканях. Одним из подходов является использование объектно-ориен-
тированной модели МК [130], которая позволяет описывать фотоны 
и структурные компоненты ткани как взаимодействующие друг с дру-
гом независимые объекты. Таким образом, объект-фотон распростра-
няется через объект-среду (или слой среды) и взаимодействует 
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с ее структурными компонентами, такими как клетки, кровеносные со-
суды, коллагеновые волокна и т.д. Такое представление среды объек-
тами позволяет разрабатывать реалистичные модели ткани с трехмер-
ной вариацией биологических структур. Для достижения оптимальной 
производительности моделирования целесообразно реализовывать па-
раллельную структура вычислений. Это позволяет получить значи-
тельный прирост производительности за счет использования таких 
технологий параллельных вычислений как CUDA (Computer Unified 
Device Architecture), NVIDIA Corporation. С ее помощью появляется 
возможность моделировать одновременно тысячи фотонов и не не-
сколько порядков ускорить процесс моделирования. 

Необходимо отметить, что диагностический объем при измере-

ниях флуоресценции определяется распределением зондирующего из-

лучения. Это обусловлено тем фактом, что по правилу Стокса, спектр 

флуоресценции сдвинут в длинноволновую область относительно 

спектра поглощения того же соединения. При этом известно, что в оп-

тическом диапазоне поглощение излучения в биологической ткани па-

дает с ростом длины волны. Таким образом, для оценки диагностиче-

ского объема достаточно оценить распределение излучения на длине 

волны возбуждения флуоресценции.  

Для моделирования диагностического объема и глубины проник-

новения зондирующего излучения применялась модель ткани, имею-

щая 7 слоев. Данная модель, первоначально была предложена в работе 

[130]. В таблице 4.1 представлены основные параметры используемой 

7-слойной модели кожи. 

 
Таблица 4.1 – Параметры модели Монте-Карло 

Слой Название слоя 

Номиналь-

ное крове-

наполне-

ние, % 

Номиналь-

ная сату-

рация, 

% 

Номиналь-

ное содер-

жание 

воды, % 

Глубина 

залегания 

границы 

слоя, мкм 

1 Роговой слой 0 0 5 20,0 

2 Эпидермис 0 0 20 100,0 

3 Папиллярная дерма 4 70 50 250,0 

4 
Верхнее сосудистое 

сплетение 
30 70 60 330,0 

5 Ретикулярная дерма 4 70 70 1830,0 

6 
Нижнее сосудистое 

сплетение 
10 70 70 1910,0 

7 Подкожный жир 5 70 30 8000,0 
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Для расчета параметров поглощения каждого слоя использова-

лись следующие выражения: 

 

 
2 2

.

H O H O( ) (1 ) ( ) ( ),Strat corneum baseline water

a a aC C          (4.6) 

 

2

.

H O( ) (1 ) ( ( ) (1 ) ( ))Epidermis mel ph mel

a mel mel a mel aC C B B            

      
2H O1 ,baseline water

mel a aC C        (4.7) 

 

2
( ) (1 ) ( )( ( ) (1 ) ( ))Layer oxy deoxy

a H O blood Hb RBC a aC C F F Ht S S              

2H O(1 ) 1 ( ) ( ))baseline

blood Hb RBC aC C F F Ht         

  
2H O ,water

aC    (4.8) 

  

где ( )mel

a   – поглощение эумеланина; 
. ( )ph mel

a   – поглощение феомеланина; 

Bmel – коэффициент соотношения фракций меланина; 

( )deoxy

a   – поглощение дезоксигемоглобина; 

( )oxy

a   – поглощение оксигемоглобина; 

( )baseline

a   – поглощение фоновое поглощение ткани; 

Ht – гематокрит, принимается равным 45 %; 

FHb – объемная доля гемоглобина в эритроците; 

FRBC – фракция эритроцитов. 

Для расчета параметров рассеяния излучения в каждом слое ис-

пользовались следующие выражения: 

 

 
11 4( ) 2,2 10 ,Rayleigh

s

      (4.9) 

 

 0,22( ) 11,74 ,Mie

s

     (4.10) 

 

 ( ) ( ( ) ( )).Layer Rayleigh Mie

s s sN         (4.11) 

 

Пусть Nph – количество пакетов фотонов, соответствующих мощ-

ности зондирующего излучения. Из соображений безопасности, 

а также приемлемого уровня фотообесцвечивания ткани для длины 

волны зондирующего излучения 365 нм мощность на выходе волокон-

ного зонда не должна превышать 1,5 мВт, что при апертуре 400 мкм 
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дает допустимый для полосы УФА уровень энергетической облучен-

ности 1,2 Вт/cм2. Для длины волны 450 нм уровень мощности на выход 

аналогичного оптического волокна не должна превышать 3,5 мВт 

(2,7 Вт/см2). В данной области оптического диапазона для задач флуо-

ресцентной диагностики данная величина ограничивается главным об-

разом порогом фотообесцвечивания. Для оценки уровня шума зада-

димся уровнем шума Nnoise = 100 фотонов, что соответствует уровню 

собственных шумов рядового детектора с зарядовой связью (CCD) 

на временах экспозиции порядка нескольких миллисекунд и комнат-

ной температуре окружающей среды.  

Моделирование по методу МК позволяет делать подсчет фото-

нов, проходящих через данный объем биологической ткани, а также 

фотонов, детектируемых данной геометрией приемника. В данном рас-

чете моделирование проводилось на объемной сетке с шагом 2 мкм. 

Диаметры зондирующего и приемного волокон 400 мкм, приемный 

апертурный угол 0,22. Расстояние между волокнами – 1 мм. Пронор-

мировав количество фотонов, проходящих через данную ячейку обла-

сти моделирования на уровень шума детектора, возможно построить 

качественную карту оценки объемного распределения величины сиг-

нал-шум по объему моделируемой ткани. На рисунке 4.1 представлен 

пример полученного распределения для вышеописанных параметров 

моделирования. 

Отношение уровня детектируемого сигнала на приемнике 

к уровню шумов детектора дает количественную оценку типового до-

стижимого соотношения сигнал-шум. Для длины волны 365 нм опи-

санного моделирования уровень сигнал-шум был оценен на уровне 

250. Таким образом, глубина диагностирования составляет порядка не-

скольких сотен микрометров и затрагивает эпидермис, а также 2 верх-

них слоя дермы. Оцененный таким образом диагностический объем 

составляет величину порядка 0,1 мм3. 

Для длины волны 450 нм описанного моделирования уровень со-

отношение сигнал-шум был оценен на уровне 370. Глубина диагности-

рования достигает 500 мкм проникает сквозь эпидермис, 2 верхних 

слоя дермы, а также затрагивает верхнее сосудистое сплетение (рису-

нок 4.2). Оцененный таким образом диагностический объем составляет 

величину порядка 0,35 мм3. 
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Рисунок 4.1 – Качественная оценка распределения величины сигнал-шум  

для измерений флуоресценции на длине волны 365 нм при параметрах  

оптического волоконного пробника: расстояние между волокнами – 1 мм,  

диаметр волокон 400 мкм, приемный апертурный угол – 0,22 

 

 
 

Рисунок 4.2 – Качественная оценка распределения величины сигнал-шум  

для измерений флуоресценции на длине волны 450 нм при параметрах  

оптического волоконного пробника: расстояние между волокнами – 1 мм,  

диаметр волокон 400 мкм, приемный апертурный угол – 0,22 
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Также был разработан вариант МК моделирования флуоресцен-

ции с использованием возможностей программной среды TracePro 

(Lambda Research Corporation), предназначенной для анализа распро-

странения света в оптико-механических системах. 
При данном моделировании на основе заданных оптических па-

раметров биоткани поглощение учитывается законом Бера: 
 

  (4.1) 

 
где Ф и Ф0 – пропущенный и падающий потоки; 

μа – коэффициент поглощения; 
t – толщина образца. 
Для учета преломления или отражения на границе раздела двух 

слоев используется закон Френеля. 
В качестве фазовой функции рассеяния выбрана наиболее часто 

применяемая функция Хени-Гринштейна: 
 

  (4.2) 

 
где g – фактор анизотропии. 

Параметр g может принимать значения от -1 до 1. При положи-
тельном g лучи в большей степени рассеиваются в прямом направле-
нии, при отрицательном – в обратном направлении. Когда g равен 
нулю, рассеяние изотропно, т.е. одинаково во всех направлениях. 

Когда луч проходит рассеивающую среду, он распространяется 
на случайное расстояние х, регулируемое распределением вероятностей: 

 

  (4.3) 

 
где μs – коэффициент рассеяния. 

Когда луч взаимодействует с материалом, который является тон-

ким по сравнению с длиной свободного пробега, он проходит через ма-

териал без рассеяния. Если толщина материала велика, луч с большой 

вероятностью рассеется. 

Флуоресценция моделируется в TracePro за счет использования 

флуоресцентных свойств в сочетании со свойствами материала объ-

екта и описанными выше законами. Задаваемые параметры включают 

в себя относительное поглощение ab(λ) и относительное возбуждение 

0 exp( μ ),at  

2

2

1
(θ) ,

4 (1 2 cosθ)

g
SDF p

g g


 

  

( )d exp( μ )d ,sP x x x x 
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ex(λ), нормированные на молярный коэффициент экстинкции Kpeak, 

и относительную эмиссию em(λ). Концентрация флуоресцирующего 

материала устанавливается путем ввода молярной концентрации Cmolar. 

Коэффициент поглощения флуорофоров определяется в среде 

как: 

  (4.4) 

 

Длина пути до поглощения: 

 

  (4.5) 

 

где x случайное число от 0 до 1. 

Число фотонов, участвующих в процессе, к числу фотонов, пред-

варительно поглощенных системой, определяется заданием в среде 

квантовой эффективности QE. 

Была построена упрощенная четырехслойная оптическая модель 

кожи. Падающее излучение, проходя через эпидермис, поглощается в 

большей степени меланином и возбуждает флуоресценцию NADH. 

Прошедшая часть попадает в дерму, где поглощается преимуще-

ственно фракциями гемоглобина и возбуждает флуоресценцию колла-

гена. Оставшееся зондирующее излучение и вторичное излучение флу-

оресценции диффузно отражается от волокон коллагена и вновь про-

ходит через слои кожи, поглощаясь гемоглобином и меланином. 

На рисунке 4.3 представлены основные параметры, определяю-

щие оптические свойства биотканей и связи между ними [129]. 

Расчет транспортных коэффициентов, определяющих оптические 

свойства биологических тканей, проводился на основе данных, пред-

ставленных в [129]. Граничные условия, представленные в [182], были 

численно смоделированы методом МК.  

 

 
Рисунок 4.3 – Основные оптические параметры биотканей 

peak molarμ (λ) (λ) .a ab K C

d(λ) log10( ) / μ (λ),ax 
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В целом интенсивность флуоресценции кожи в основном опреде-

ляется флуоресценцией эпидермиса (NADH) и флуоресценцией дермы 

(коллаген) [128]. NADH обладает характерными спектрами поглоще-

ния, включающими две полосы в ультрафиолетовой области (при 

 = 260 нм и  = 340 нм), а также типичным спектром собственной флу-

оресценции с максимумом на интервале от 460 до 480 нм [128, 183, 

184]. В [185] показано возбуждение и излучение максимумов для кол-

лагена соответственно в 280 и 310 нм, 265 нм и 385, 330 и 390 нм и 450 

и 530 нм. Спектры поглощения и флуоресценции NADH и коллагена 

для длины волны возбуждения 365 нм представлены на рисунке 4.4. 

  

  
 

Рисунок 4.4 – Спектры поглощения (1) и флуоресценции (2)  

NADH (а) и коллагена (б) 

 

Параметры используемых в модели флуорофоров приведены 

в таблице 4.2. 

 
Таблица 4.2 – Параметры флуорофоров 

Флуорофор s, см–1 ϕf εf, М–1см–1 

NADH 3,15 0,05 6220 

Коллаген 0,9 0,3 52940 

 

Одновременное присутствие в тканях нескольких флуорофоров 

приводит к сложному регистрируемому суммарному спектру флуорес-

ценции этих веществ, с разным количеством максимумов и миниму-

мов [186]. В модели предлагается учитывать сигналы флуоресценции 

от основных флуорофоров биоткани – NADH и коллагена, при этом, 
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как видно из рисунка 4.4, часть спектра коллагена перекрывается спек-

тром NADH. В результате в анализируемом диапазоне 400-550 нм бу-

дет регистрироваться суммарный сигнал. В зависимости от интенсив-

ности флуоресценции каждого из учитываемых флуорофоров вид сум-

марного спектра может изменяться. 

На рисунке 4.5 показаны возможности предлагаемого метода для 

моделирования распространения оптического излучения в коже чело-

века. 
 

 

 

 

Рисунок 4.5 – Вид сбоку (а) и полный вид 3D-модели (б).  

Линии указывают прохождение отдельных фотонов через ткань 

 

На рисунке 4.6 показано, как содержание в крови может влиять 

на спектр флуоресценции коллагена, а именно, на смещение пика 

в длинноволновую область. 

Данная модель также была использована для описания и прогно-

зирования влияния меланина на сигнал флуоресценции. Кровенапол-

нение для дермы при моделировании находилось на постоянном сред-

нем уровне в 0,2 % [187]. 

 

 
 

Рисунок 4.6 – Экспериментальные спектры флуоресценции чистого коллагена 

в пробирке (1), кожи в естественных условиях (2), а также смоделированного 

спектра флуоресценции коллагена с 5 %-ным содержанием в крови в дерме (3) 

А 
Б 

Эпидермис 

Роговой слой 

Папиллярная дерма 

Ретикулярная дерма 

Источник Детектор 

Длина волны, нм 

Нормированная инт. флуоресценции 
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По результатам моделирования было получено семейство мо-

дельных спектров при изменении меланина в диапазоне 1-43 % (рису-

нок 4.7а). Как видно, после 15 %-ого содержания меланина сигнал флу-

оресценции практически отсутствует. 

 

   
 

Рисунок 4.7 – Семейство модельных спектров, рассчитанных методом  

Монте-Карло (а), сравнение экспериментального и модельного спектров (б)  

для европейского типа кожи с 1 %-ным содержанием меланина 

 

Стоит отметить некоторое отличие представленных модельных 

спектров от полученных экспериментальным путем суммарных спек-

тров различных компонент (рисунок 4.6б). Более интенсивный экспе-

риментальный сигнал в области 500-570 нм может быть обусловлен 

тем, что в суммарный спектр флуоресценции кожи в реальных усло-

виях могут вносить вклад другие различные флуорофоры (FAD, пири-

доксин и др.), не учитываемые при моделировании. Также в модифи-

кацию вида реального экспериментального спектра в диапазоне 400-

480 нм вносят вклад и другие хромофоры (билирубин, порфирины, ка-

ратиноиды и др.), не включенные в моделирование, что также может 

вносить отличия в модельные и экспериментальные спектры [188]. 

Одной из проблем метода ФС является учет потерь интенсивно-

сти возбуждающего излучения, что в конечном итоге затрудняет ка-

либровку данного типа диагностических устройств, а именно установ-

лению зависимости между показаниями прибора и размером измеряе-

мой величины. Таким образом, влияние меланина следует учитывать, 

как при калибровке средств регистрации сигнала флуоресценции, так 

и при обосновании медико-технических требований к приборам ФС. 

Полученные результаты необходимо учитывать при проектиро-

вании электронных узлов устройства. Так, например, необходимо 

А Б 
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предъявлять особые требования к выбору фотоприемника, так как 

необходима высокая фотометрическая точность. 

Ниже приведен сравнительный анализ ПЗС-фотоприемников 

TCD1304AP и ILX511, широко применяемых в современной спектро-

скопии, и оценено отношение сигнал/шум (SNR) регистрируемого де-

тектором сигнала. Целью расчета являлось определение пороговых 

(минимальных) значений потока излучения, попадающего на прием-

ник, при которых уровень полезного сигнала равен значению темно-

вого шума ПЗС, так как предполагается, что он вносит доминирующий 

вклад в общий шум фотоприемника. Проведенные расчеты показали, 

что при малом содержании меланина в коже на уровне 1 % SNR при 

времени накопления 10 мс составляет 60-70 дБ. При увеличении пиг-

ментации SNR уменьшается и на уровне 11-12 % составляет 0-5 дБ, что 

в итоге затрудняет выделение полезного низкоинтенсивного сигнала 

флуоресценции на фоне шумов. В абсолютных фотометрических вели-

чинах этому соответствует значение потока излучения 2,92·10–15 Вт 

для TCD1304AP и 6,15·10–15 Вт для ILX511. ПЗС-линейка ILX511 не-

смотря на более высокую чувствительность в целом обладает более 

худшим соотношением сигнал/шум, что иллюстрирует рисунок 4.8. 

Таким образом, полученные результаты подтверждают необхо-

димость обоснования медико-технических требований при проектиро-

вании оптико-электронных узлов приборов как в частности для ФС, 

так и в целом для неинвазивной диагностики в медицине. 

 

 
 

Рисунок 4.8 – Зависимость соотношения сигнал/шум от содержания меланина 
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На основе разработанной оптической модели и дальнейшего мо-

делирования методом Монте-Карло, можно предсказать общее распро-

странение света в ткани. Это может представлять интерес для различ-

ных неинвазивных оптических методов исследования и, в конечном 

счете, привести к развитию потенциально новых направлений модели-

рования и диагностики. 

 

4.2 Численное моделирование 

параметров диагностирования мочевого пузыря 

Были исследованы секции свежего мочевого пузыря свиньи, 

предоставленные поставщиком (WETLAB) (рисунок 4.9). 

 

 
 

Рисунок 4.9 – Образцы мочевого пузыря свиньи 

 

Исследование оптических свойств цельной стенки мочевого пу-

зыря было выполнено в спектральном диапазоне 350-1800 нм на спек-

трофотометре Lambda 1050 (PerkinElmer, USA) с интегрирующей сфе-

рой, представляющем собой двухканальный двойной дифракционный 

монохроматор со встроенной системой управления и регистрации сиг-

нала. 

На рисунке 4.10 показаны спектры полного пропускания и диф-

фузного отражения образца мочевого пузыря свиньи, измеренные 

на спектрофотометре Lambda 1050. 
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Рисунок 4.10 – Спектры полного пропускания (Tt)  

и диффузного отражения (Rd) образца мочевого пузыря свиньи 

 

Помимо спектрофотометрического анализа образцы подверга-

лись флуоресцентному анализу с помощью вышеописанного диагно-

стического устройства «ЛАКК-М». Волоконный зонд устройства уста-

навливался в непосредственный контакт с тканью мочевого пузыря. 

Ткань сканировалась последовательно с помощью четырех различных 

источников возбуждения (365, 450, 532, 635 нм). Результирующая флу-

оресценция тканей была записана в диапазоне длин волн 300-800 нм. 

Вся процедура проводилась при комнатной температуре в темном по-

мещении без окон, чтобы ограничить погрешность шумовой засветки. 

Для обработки результатов экспериментов и определения опти-

ческих параметров использовался инверсный метод «добавления-

удвоения» (ИДУ) [189], широко применяемый в оптике биотканей для 

обработки данных спектрофотометрии с использованием интегрирую-

щих сфер. 

Метод ИДУ позволяет определять коэффициент поглощения и 

транспортный коэффициент рассеяния биоткани, используя значения 

коэффициентов диффузного отражения и полного пропускания. При 

проведении расчетов фиксировался фактор анизотропии g. Для дан-

ного случая g полагалось равным 0,9, поскольку такое значение наибо-

лее типично для большинства биотканей в видимом и ближнем инфра-

красном (ИК) спектральных диапазонах [190].  

Для корректировки потерь света на краях образца в последней 

версии программы используется расчет методом Монте-Карло. Поте-

рянный свет учитывается в следующей итерации оценки оптических 

свойств инверсным методом «добавления-удвоения». Этот процесс по-

вторяется до тех пор, пока оптические свойства не стабилизируются. 
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На рисунках 4.11 и 4.12 показаны спектры транспортных коэффи-

циентов поглощения и рассеяния, полученные с помощью моделирова-

ния по методу ИДУ. 

Для сравнения на рисунках 4.11 и 4.12 приведены эксперимен-

тальные данные, представленные в [191]. Видно, что они достаточно 

хорошо согласуются с полученными нами. Некоторые несоответствия 

обусловлены использованием различных методов обработки экспери-

ментальных данных, а также различием свойств конкретных образцов 

биоткани. 

 
 

Рисунок 4.11 – Коэффициент поглощения образца 

мочевого пузыря свиньи 

 
 

Рисунок 4.12 – Транспортный коэффициент рассеяния  

образца мочевого пузыря свиньи 

 

В спектрах поглощения хорошо видны полосы поглощения гемо-

глобина крови (420, 540 и 580 нм) и воды (1195 нм). Менее выражены 

пики поглощения воды на 975 и 1195 нм. Для коэффициента рассеяния 

видно, как он спадает с увеличением длины волны, что согласуется с 
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общим поведением рассеивающих характеристик биотканей. Отклоне-

ние от монотонности обусловлено влиянием сильного поглощения в 

этих областях. 

Стоит отметить, что полученную зависимость для транспортного 

коэффициента рассеяния в рассматриваемом диапазоне с большой точ-

ностью (R2 = 0,97) можно аппроксимировать степенной функцией Гу-

нари: 

 .
9140,944 23,064 911,384

s


 

    
  (4.12) 

 

Глубина проникновения света является одной из важнейших ха-

рактеристик для определения возможностей различных методов неин-

вазивной оптической диагностики, в том числе и флуоресцентной 

спектроскопии. Оценка глубины проникновения излучения в биоткань 

осуществлялась с использованием нижеприведенной формулы: 

 

 
s

1
.

3 ( )a a '
 

   
 (4.13) 

Результат приведен на рисунке 4.13. 

 

 
 

Рисунок 4.13 – Глубина проникновения излучения  

в ткань мочевого пузыря (диагностический объем) 

 

В области спектра, представляющей интерес для флуоресцентной 

спектроскопии (350-600 нм), глубина проникновения излучения со-

ставляет 0,5-2 мм, что позволяет возбуждать флуоресценцию основ-

ных биомаркеров (NADH, FAD, коллаген и др.). 

Далее полученные коэффициенты использовались при построе-

нии модели в программной среде TracePro. Было проведено численное 
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моделирование по методу Монте-Карло. В настоящее время это один 

из самых часто используемых методов для описания распространения 

света в биотканях. Главной идеей метода является учет явлений погло-

щения и рассеяния на всем оптическом пути фотона через непрозрач-

ную среду. Для интересующего диапазона длин волн (360-610 нм) для 

ткани были заданы показатель преломления n, коэффициенты рассея-

ния s, поглощения a и фактор анизотропии g. 

Ткань мочевого пузыря имеет сложную структуру и, следова-

тельно, для теоретического моделирования, была построена упрощен-

ная двухслойная оптическая модель. Падающее излучение, проходя 

через слизистую, частично поглощается и возбуждает флуоресценцию 

NADH. Прошедшая часть попадает в мышечный слой, где также по-

глощается и диффузно отражается от волокон коллагена и других 

структурных компонент и вновь проходит через слои, поглощаясь и 

достигая детектора. 

В итоге была получена модель, представленная на рисунке 4.14. 

 

  
 

    
 

Рисунок 4.14 – Вид сбоку и полный вид 3D-модели, имитирующей  

прохождение излучения флуоресценции в ткани при возбуждении УФ (365 нм) 

длиной волны (а); вид сбоку и полный вид 3D-модели, имитирующей  

прохождение излучения флуоресценции в ткани при возбуждении синей  

(450 нм) длиной волны (б) 

А Б 
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Расстояние между излучателем и приемником (так называемая, 

база измерений) было выбрано r = 1 мм. Диаметр приемника 

d = 0,06 мм (аналог волокна МЛНДК «ЛАКК-М»). 

Из представленного рисунка видно, что диагностический объем 

составляет около 1-1,3 мм. 

По результатам моделирования были получены спектры флуорес-

ценции. Сравнение данных спектров с экспериментально получен-

ными представлено на рисунке 4.15. 

Наблюдается хорошая согласованность модельного и экспери-

ментального спектров. Некоторые различия могут быть обусловлены 

наличием в реальной ткани флуоресценции других флуорофоров, ко-

торые не учитывались при моделировании. Также в модификацию 

вида реального экспериментального спектра могут вносить вклад 

и другие различные хромофоры-поглотители. 

 

  
 

Рисунок 4.15 – Сравнение экспериментальных спектров (1) и модельных (2), 

рассчитанных с помощью метода Монте-Карло. Модель имитирует  

присутствие NADH + коллагена (а) и FAD + коллагена (б) 

 

Кроме того, можно сделать вывод, что форма эксперименталь-

ного спектра флуоресценции мочевого пузыря тканей во многом зави-

сит от флуоресценции NADH и коллагена (при возбуждении 365 нм) 

или FAD и коллагена (при возбуждении 450 нм). Аналогичный вывод 

был сделан в [192, 193] при изучении ткани шейки матки с помощью 

флуоресцентной микроскопии. Исследования указывают, что мито-

хондриальные NADH и FAD доминируют при флуоресценции эпите-

лиальных клеток. 

А Б 



82  Гл. 3. Разработка модели регистрируемой интенсивности флуоресценции  

Таким образом, предложенная модель может быть использована 

для прямого сравнения с данными ФС in vivo для определения клини-

ческой ценности исследований. Также она позволяет моделировать 

влияние прогрессирования рака мочевого пузыря на оптические свой-

ства ткани, обеспечивая диагностические критерии, по которым сле-

дует исследовать опухоли и проводить их классификацию.
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ГЛАВА 5 

РАЗРАБОТКА МОДЕЛИ ВРЕМЕНИ ЖИЗНИ 

ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОЙ ОЦЕНКИ 

СООТНОШЕНИЯ ФЛУОРЕСЦИРУЮЩИХ КОМПОНЕНТОВ 

В ЭПИТЕЛИАЛЬНОЙ ТКАНИ 

Предположим, что образец биоткани содержит флуорофор, кото-

рый возбуждается δ-импульсом возбуждающего излучения. Это при-

ведет к появлению молекул населенностью (n0), находящихся в воз-

бужденном состоянии. Переход молекул в основное состояние описы-

вается уравнением: 

 

 
d ( )

( ) ( ),
d

nr

n t
k n t

t
    (5.1) 

 

где n(t) – число молекул, находящихся в возбужденном состоянии, 

Г – коэффициент перехода молекул из возбужденного состояния 

в основное с излучением квантов флуоресценции; 

knr – коэффициент безызлучательного перехода молекул в основ-

ное состояние. 

Решением данного уравнения является экспоненциальная функ-

ция 0n( ) exp( / )t n t   . С учетом того, что интенсивность излучения 

флуоресценции пропорциональна I(t) ~ n(t), можно записать: 

 

 0( ) exp( / ).I t I t    (5.2) 

 

Время жизни флуоресценции является величиной обратной пол-

ному коэффициенту интенсивности перехода флуоресцирующих объ-

ектов из возбужденного состояния в основное: 

 

 
1( ) .nrk      (5.3) 

 



84  Гл. 5. Разработка модели времени жизни флуоресценции 

Одним из двух основных методов определения времени жизни 

флуоресценции является метод определения в частотной области 

(frequency-domain method). Пусть интенсивность возбуждающего из-

лучения изменяется по синусоидальному закону с соотношением b/a, 

где a – средняя интенсивность возбуждающего излучения, b – размах 

колебания от пика до пика. В таком случае интенсивность флуоресцен-

ции будет изменяться также по синусоидальному закону с парамет-

рами модуляции, задаваемыми отношением B/A, где A – это средний 

уровень интенсивности флуоресценции, B – размах колебания интен-

сивности флуоресценции от пика до пика. Коэффициент модуляции 

флуоресценции измеряется относительно изменения интенсивности 

возбуждения: 

 

 ( / ) / ( / ).m B A b a  (5.4) 

 

Кроме коэффициента модуляции, другим важным показателем, 

характеризующим время жизни флуоресценции, является наблюдае-

мый фазовый сдвиг изменения интенсивности флуоресценции относи-

тельно изменения интенсивности возбуждающего излучения (чаще 

всего отсчитывается по моментам времени перехода переменной со-

ставляющей сигнала через нуль).  

Оба показателя фазовый угол ϕ и коэффициент модуляции m мо-

гут быть использованы для получения двух различных оценок времени 

жизни флуоресценции τ с помощью следующих основных выражений: 

 

 
1 tan( ),

     (5.5) 

 

 
1/2

21/ 1/ 1 .m m        (5.6) 

 

Таким образом, метод определения времени жизни флуоресцен-

ции в частотной области в рамках одного измерения позволяет полу-

чить сразу две оценки процесса спада флуоресценции во времени. Две 

данные величины далее естественным образом позволяют применить 

метод анализа комплексных амплитуд. 

Одним из современных методов определения количественного 

содержания флуоресцирующих компонентов в смеси является метод, 

базирующийся на применении комплексных амплитуд в анализе спек-
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тров интенсивности и времени жизни. Данный метод находит относи-

тельно широкое применение в анализе данных, полученных методами 

флуоресцентной микроскопии. Одним из перспективных направлений 

является применение данной группы методов в анализе спектров, по-

лучаемых в измерениях in vivo и in situ для задач количественного 

определения метаболической активности эпителиальных тканей.  

Для случая одноэкспонентного спада флуоресценции после им-

пульсного возбуждения оценки τm и τϕ равны. Однако для случая флу-

оресцирующей смеси компонентов это утверждение несправедливо. 

На комплексной плоскости, если спад флуоресценции – одноэкспонен-

циальный 
/( ) tI t Ae  , координаты точки можно представить в виде из-

вестных выражений для комплексной передаточной функции инерци-

онного звена первого порядка (апериодического звена): 

 

 2

1
( ) ,

1 ( )
g  

 
 (5.7) 

 

 2
( ) ,

1 ( )
s


 

 
 (5.8) 

 

где τ – время жизни (постоянная времени спада) флуоресценции, 

ω – частота модуляции возбуждающего излучения.  

Можно показать, что существует зависимость между видом годо-

графа, описываемого выражениями (5.7), (5.8), и параметром τ. Все 

возможные времена τ будут лежать на полуокружности проходящей 

через точки (0,0) и (1,0) с радиусом 0,5. Точка (1,0) соответствует τ = 0, 

в то время как точка (0,0) соответствует τ = ∞. На комплексно плоско-

сти времена жизни флуоресценции складываются в соответствии 

с правилами векторной алгебры. Так смесь из двух различных флуо-

ресцирующих компонентов с одноэкспоненциальным спадом интен-

сивности флуоресценции (точки которых лежат на различных участках 

полуокружности комплексной плоскости), дают результирующую 

точку, которая находится внутри полуокружности и лежит на прямой, 

соединяющей точки исходных компонентов смеси. В системах с боль-

шим количеством компонентов, координаты g и s могут быть найдены 

как: 
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где hk – доля вклада компонента с временем жизни τk в общую реги-

стрируемую интенсивность на данной длине волны. 

С другой стороны, для смеси компонентов τm и τϕ в общем случае 

не равны друг другу. При их оценке в частотной области g(ω) и s(ω) 

могут быть оценены с помощью простых выражений: 

 

 ( ) cos( ),g m    (5.11) 
 

 ( ) sin( ).s m    (5.12) 

 

Таким образом, для количественного определения соотношения 

флуоресцирующих компонентов необходим анализ не только времени 

жизни флуоресценции, но и также интенсивность регистрируемого из-

лучения. Как известно, на интенсивность регистрируемой флуоресцен-

ции также сильное влияние оказывают поглощающие компоненты 

биологической ткани, наиболее важными из которых являются компо-

ненты крови (гемоглобин, оксигемоглобин), а также пигмент меланин.  

Для общего случая с учетом (5.9), (5.10) можно записать: 

 

 ( ) ( ),n n

n

G f g    (5.13) 

 

 ( ) ( ),n n

n

S f s    (5.14) 

 

где fn – доля вклада каждого компонента, характеризуемая фазовыми 

координатами gn(ω) и sn(ω). 

Для двухкомпонентных смесей все возможные сочетания смеси 

приведут к тому, что все возможные соответствующие точки на фазо-

вой комплексной плоскости будут лежать на прямой, соединяющей 

две точки, лежащие на главной полуокружности и соответствующие 

фазовым точкам исходных компонентов смеси (рисунок 5.1). 
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Рисунок 5.1 – К пояснению расположения фазовых точек  

для смеси флуоресцирующих компонентов 

 

На рисунке 5.1 предоставлено расположения фазовых точек для 

смеси различных флуоресцирующих компонентов. Пусть регистриру-

емое время жизни флуоресценции 3 нс. Этому случаю, например, мо-

жет соответствовать одно вещество с временем жизни 3 нс, либо смесь 

из двух компонентов временами жизни 5 и 2 нс, 5 нс и 1 нс, 5 нс 

и 0,5 нс. На рисунке 5.1 представлены соответствующие случаи. 

 Для смеси из трех компонентов возможные точки фазовой плос-

кости будут лежать в соответствующем треугольнике. Фазовые точки 

для n-компонентной смеси будут располагаться в пределах соответ-

ствующего n-угольника.  

Таким образом, в рамках представленного подхода расчет соот-

ношения флуоресцирующих компонентов в смеси наиболее есте-

ственно решается посредством решения системы уравнений (5.13), 

(5.14). Исходными данными для подобного анализа являются априор-

ная информация о составе смеси, известные параметры флуоресцен-

ции компонентов (время жизни, квантовый выход), а также результаты 

измерения интенсивности и времени жизни флуоресценции для дан-

ной смеси на данной длине волны.  

Следует отметить, что измерения с использованием различных 

частот модуляции позволяют разрешить состав более сложных смесей. 

Например, точке 1 на рисунке 4.2, а, измеренной с частотой модуляции 

80 МГц, может соответствовать смесь из двух флуоресцирующих ком-
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понентов с временами жизни 8 нс и 0,3 нс или 3 нс и 0,1 нс. Последу-

ющее измерение с частотой 160 МГц позволяет идентифицировать и 

разделить оба случая. Как видно из рисунка 5.2 увеличение частоты 

модуляции позволяет лучше идентифицировать компоненты с мень-

шим временем жизни (например, коллагены различных типов). 

 

  
 

Рисунок 5.2 – Разделение компонентов с использованием различных частот 

 

 Таким образом, измерения на различных частотах модуляции 

возбуждающего излучения позволяют составить систему уравнений 

на базе выражений (5.13), (5.14), решив которую удается получить ко-

личественную оценку соотношения флуоресцирующих компонентов 

в эпителиальной ткани. Перед тем как выполнять данную стадию об-

работки экспериментальных данных необходимо произвести компен-

сацию влияния сильно поглощающих хроматофоров ткани (главным 

образом гемоглобина, оксигемоглобина, меланина). Применение по-

добного подхода позволяет избежать процедуры фиттинга с использо-

ванием аналитических моделей. Таким образом удается избежать про-

блем, связанных с использованием фиттинга: значительных затрат вре-

мени, проблемы сходимости и связанной с этим не высокой точности.

А Б 
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Создание и применение компактных оптических приборов для 

измерения параметров флуоресценции биологических тканей, в том 

числе с использованием технологий визуализации, является одним 

из многообещающих направлений in vivo диагностики границ опухоли 

при скрининге и оперативном лечении. 

В настоящее время научную и практическую новизну представ-

ляет разработка научных основ проработки технологии оптической ди-

агностики с измерением интенсивности и времени жизни флуоресцен-

ции (в частотной области) в спектральном диапазоне 400-700 нм, со-

провождающихся дополнительными оптическими измерениями пара-

метров кровенаполнения, что позволит впервые реализовать достовер-

ное измерение митохондриальной функции в эпителиальных тканях. 

В монографии проведен комплексный аналитический обзор, 

включающий в себя анализ научно-технической литературы и науч-

ных публикаций и ориентированный на рассмотрение современных 

подходов к изучению интенсивности и времени жизни флуоресценции 

в живых тканях. Особое внимание в обзоре уделено методам оценки 

митохондриальной функции в эпителиальных тканях по данным эндо-

генной флуоресценции коферментов NADH и FAD. Кроме того, про-

анализированы вопросы клинического применения спектрально-раз-

решенной диагностики времени жизни флуоресценции. 

Был проведен ряд экспериментальных исследований, направлен-

ных на изучение влияния основных поглощающих хромофоров кожи 

на регистрируемые сигналы флуоресценции. Продемонстрировано, 

что такие факторы как кровоток и меланин оказывают существенное 

влияние на регистрируемый уровень интенсивности флуоресценции 

при возбуждении на длинах волн 365 и 450 нм. 

Предложена модель регистрируемой интенсивности флуоресцен-

ции, покидающей биологическую ткань. С помощью Монте-Карло мо-

делирования, а также экспериментально, исследованы глубина и диа-

гностический объем проводимой диагностики на примере эпителиаль-

ных тканей – кожи человека и мочевого пузыря свиньи. Исследовано 
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влияние параметров биоткани на соотношение сигнал-шум регистри-

руемого сигнала в случае использования детектора с зарядовой свя-

зью. 

Разработаны теоретические основы определения времени жизни 

флуоресценции с разделением компонентов в смеси в приложении 

к диагностике эпителиальных тканей. 

Выполнены исследования влияния хромофоров ткани на реги-

стрируемый спектр флуоресценции. Теоретически и эксперимен-

тально исследовано влияние кровенаполнения, а также содержащихся 

в ткани фракций меланина. 

Монография может стать научной основой при разработке диа-

гностических методов для оценки митохондриальной функции в эпи-

телиальных тканях с помощью флуоресцентной спектроскопии in vivo.  

Монография предназначена практикующим врачам, специали-

стам в области медицинского приборостроения и биологической фи-

зики, а также может быть полезна учащимся высших учебных заведе-

ний, интересующимся проблемами разработки новых медицинских 

диагностических устройств.
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