
Методы молекулярной оптической визуализации в дерматологии... 295	 Успехи биологической химии, т. 59, 2019, с. 295–322

	 Принятые сокращения: АФ – автофлуоресценция; ГКР – гигантское КР; 
ГВГ – генерация второй гармоники; ДМСО – диметилсульфоксид; КАСКР – 
когерентная антистоксова спектроскопия КР; КР – комбинационное рассеяние; 
МКР – микроскопия КР; МФТ – многофотонная томография; ОКТ –оптическая 
когерентная томография; ОП – оптическое просветление; ОПА – оптический 
просветляющий агент; ПЭГ – полиэтилен гликоль; СКР – спектроскопии КР; 
ФА – фотоакустика; ФАТ – ФА томография; TDE – 2,2' – тиодиэтанол.
	 Адрес для корреспонденции: sdobnovanton@mail.ru.
	 Работа выполнена при поддержке гранта Правительства РФ 14.W03.31.0023.
	 * Оба автора внесли одинаковый вклад в данную работу.

МЕТОДЫ МОЛЕКУЛЯРНОЙ ОПТИЧЕСКОЙ 
ВИЗУАЛИЗАЦИИ В ДЕРМАТОЛОГИИ ПРИ 
ОПТИЧЕСКОМ ПРОСВЕТЛЕНИИ КОЖИ 

A. Ю. СДОБНОВ1,2, Ю. ЛАДЕМАНН3,  
М. Е. ДАРВИН3,*, В. В. ТУЧИН2,4,5, *

1 Faculty of Information Technology and Electrical Engineering, 
University of Oulu, Оулу

2 Научно-образовательный институт оптики и биофотоники, 
Саратовский национальный исследовательский государственный 

университет, Саратов
3 Center of Experimental and Applied Cutaneous Physiology, Department 

of Dermatology, Venerology and Allergology, Charité – Universitätsmedizin 
Berlin, corporate member of Freie Universität Berlin, Humboldt-Universität 

zu Berlin, and Berlin Institute of Health, Берлин
4 Лаборатория лазерной диагностики технических и живых систем, 

Институт точной механики и управления РАН, Саратов
5 Междисциплинарная лаборатория биофотоники, Национальный 

исследовательский томский государственный университета, Томск

I. Введение. II. Основные механизмы оптического просветления. 
III. Оптические просветляющие агенты и их усилители. IV. Много­
фотонная томография. V. Спектроскопия КР. VI. Заключение.

I. ВВЕДЕНИЕ
Кожа – это внешний орган, покрывающий тело позвоночных живот­
ных, представляющий собой барьер между живым организмом и 
окружающей средой [1, 2]. Помимо защиты от внешних механических 
воздействий и предотвращения проникновения патогенов, кожа 
также участвует в терморегуляции, дыхании, обменных процессах и 
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регуляции испарения воды [3–5]. Кожа является самым большим по 
площади органом в человеческом организме. Изучение ее структуры, 
возможность раннего детектирования развития кожных болезней, 
мониторинг и контроль проникновения лекарственных препаратов, 
а также исследование изменений, связанных со старением, являются 
важными задачами для современной биомедицины, которые можно 
успешно решать с помощью средств молекулярной спектроскопии 
и визуализации. Как правило, первичная оценка состояния кожного 
покрова проводится дерматологами визуально «на глаз». Тем не 
менее, для точного диагностирования онкологических заболеваний 
кожи необходимо исследовать образцы биопсий. Поскольку биопсия 
является инвазивной и достаточно болезненной для пациента 
процедурой, представляющей собой мини операцию, разработка 
неинвазивных методов диагностики кожных заболеваний, а также 
методов мониторинга проникновения и воздействия лекарственных 
препаратов на те или иные структуры кожи, является перспективным 
направлением для современных научных исследований. 
	 На данный момент существует большой спектр неинвазивных 
оптических методов исследования кожи in vivo, таких как оптическая 
когерентная томография (ОКТ) [6, 7], спектроскопия комбинацион­
ного рассеяния (КР) [8–12], многофотонная томография (МФТ) [13–
16], лазерная спекл-визуализация [17, 18], флуоресцентная спектро­
скопия [19, 20], лазерная сканирующая микроскопия [21–23], и т.д. 
Все эти методы могут работать в режиме имиджинга. Наибольший 
интерес для клинических исследований представляет не отдельное 
использование каждого из этих методов, а совместное использование 
нескольких оптических методов, так называемая мульти-модальная 
визуализация [24]. Данный подход, комбинирующий несколько раз­
личных оптических методов изучения биологических тканей, позво­
ляет одновременно получать информацию на функциональном и 
молекулярном уровнях, значительно увеличивая эффективность диаг­
ностики и последующего контроля лечения кожных заболеваний. На 
данный момент уже существует множество методов мульти-модаль­
ной визуализации кожи, например комбинированное использование 
ОКТ и фотоакустической (ФА) томографии (ФАТ) [25], а также ОКТ 
и МФТ [26]. Совместное использование терагерцовой импульсной и 
поляризационной визуализации было применено для классификации 
клеток немеланомного рака кожи [27]. Конфокальная рефлектомет­
рия, комбинированная с автофлуоресцентной томографией были 
использованы для детектирования ранних стадий рака кожи [28]. 
Следует заметить, что при исследовании кожи методом МФТ, часто 
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используется совмещение независимых каналов детектирования, 
таких как автофлуоресценция (при возбуждении на разных длинах 
волн), время жизни автофлуоресценции, генерация второй гармоники, 
когерентная антистоксова спектроскопия КР (КАСКР) липидов и 
воды, что обеспечивает мультимодальность таких измерений [29–33]. 
Как правило, применение мультимодальных оптических методов в 
дерматологии направлено на увеличение порога чувствительности 
при диагностике различных видов рака кожи.
	 Тем не менее, все описанные оптические методы для исследова­
ния кожи имеют критическое ограничение, не позволяющее получать 
информацию из глубоких слоев кожи в видимом и инфракрасном 
диапазоне. Данное ограничение связано с тем, что роговой слой и 
живой эпидермис обладают особо сильным рассеянием света, в то 
же время и более глубокие слои кожи, такие как дерма и гипердерма, 
имеют достаточно большие коэффициенты рассеяния, в десятки и 
сотни раз превышающие коэффициенты поглощения [34, 35]. Для 
того, чтобы увеличить глубину детектирования оптических систем, а 
также пространственное разрешение и контраст получаемых изобра­
жений, в 90-е годы прошлого века был разработан метод оптичес­
кого просветления (ОП) [34, 36–38]. Влияние различных оптических 
просветляющих агентов (ОПА), таких как глицерин [39], глюкоза [40, 
41], диметилсульфоксид (ДМСО) [42], и т.д., на кожу и другие био­
логические ткани были исследованы с помощью таких оптических 
методов как ОКТ [43, 44], МФТ [45, 46], спектроскопия КР [47, 48], 
ФАТ [49–54], ФA пролетной цитометрии (ФАПЦ) [55], и т.д.
	 В данной обзорной статье представлены результаты исследований 
эффективности ОП при использовании методов оптического моле­
кулярного имиджинга для диагностики в дерматологии с помощью 
спектроскопии КР (СКР) и МФТ. Так же обсуждается возможность 
комбинированного применения СКР, МФТ и рентгеновской компью­
терной томографии для мульти-модальной визуализации патологи­
ческих тканей.

II. ОСНОВНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ОПТИЧЕСКОГО 
ПРОСВЕТЛЕНИЯ

Параметр анизотропии рассеяния (g) и коэффициент рассеяния (µs) био­
логических тканей определяются разницей показателей преломления 
(n) клеточных компонентов этих тканей (ядер, органелл, мембран, и 
цитоплазмы) или склеропротеиновых волокнистых структур дермы 
кожи, мышечной или хрящевой ткани и межтканевой жидкостью [56]. 
На данный момент известны показатели преломления в видимом и 
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инфракрасном диапазоне длин волн для ряда биологических тканей 
их основных компонентов, таких как ядра и цитоплазматические 
органеллы в клетках млекопитающих [57], оксигенированный и 
неоксигенированный гемоглобин [58, 59], коллаген соединительных 
тканей [60] и т.д. 
	 В настоящей работе мы ограничимся рассмотрением иммерсион­
ного ОП, когда согласование показателей преломления в ткани 
достигается за счет иммерсии исследуемой ткани в ОПА. На данный 
момент, в научном сообществе рассматриваются три основных гипо­
тетических механизма ОП [61]. Первый механизм заключается в урав­
нивании разницы между значениями показателей преломления раз­
личных компонентов биологических тканей и тканевых жидкостей за 
счет проникновения ОПА в ткани [34, 36, 41, 43, 61–66]. Второй меха­
низм ОП связан с дегидратацией биологической ткани, вызванной 
гиперосмолярными свойствами ОПА [34, 37, 41, 62, 66–68]. Третий 
процесс связан с взаимодействием ОПА с процессом обратимой 
диссоциации коллагеновых волокон в дерме [66, 69–72], который 
способствует дестабилизации коллагеновой структуры путем взаимо­
действия водородных связей коллагена и ОПА, что в итоге приводит 
к уменьшению светорассеяния коллагеновых структур за счет умень­
шения размера рассеивающих частиц [67, 73]. Важно отметить, 
что описанные механизмы ОП обычно реализуются не независимо 
друг от друга, а происходят совместно. Более того, относительный 
вклад каждого из механизмов чаще всего бывает неравнозначным 
и зависит от таких параметров как тип биологической ткани, моле­
кулярный состав ОПА, его концентрация, и т. д. В ряде работ было 
выдвинуто предположение о том, что дегидратация, вызванная приме­
нением ОПА может уменьшать рассеяние в мягких тканях за счет 
вытеснения воды из областей между коллагеновыми волокнами, тем 
самым уменьшая разницу между значениями показателей прелом­
ления компонентов ткани [34, 44, 74, 75]. Так, например, показатель 
преломления воды составляет 1.33 для длины волны 590 нм, в то 
время как для той же длины волны показатель преломления эпидер­
миса человека равен 1.44, дермиса 1.39, а 70% раствора глицерина 
в воде и 100% OmnipaqueTM – 1.43 [46, 76, 77]. В ряде работ была 
показана возможность чрезвычайно высокого уменьшения коэффи­
циента рассеяния за счет ОП [36, 75, 78–81]. Более того, струк­
турные изменения, вызванные дегидратацией приводят к сжатию 
биологической ткани и, как следствие, к увеличению ее прозрач­
ности за счет интерференционных явлений при рассеянии света на 
упорядоченных структурах.
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	 Таким образом, эффективность ОП биологических тканей может 
зависеть от множества факторов, таких как показатель преломления 
ОПА, его осмолярность, концентрация и т.д., а также изначальной 
мутности биоткани и ее проницаемости для молекул данного ОПА. 
Подбор оптимальных параметров ОПА является сложной и важной 
задачей, решение которой позволяет эффективно и неинвазивно иссле­
довать глубокие слои биологических тканей. Также, стоит учитывать, 
что для in vivo исследований, эффективность ОП может зависеть от 
таких физиологических особенностей тканей как метаболическая 
реакция на ОПА, температура и особенности функционирования 
(степень кровоснабжения, наличие развитой лимфатической системы) 
[34, 37, 61, 65, 67, 79, 82–85]. Более того, показатели преломления 
компонентов живой ткани зависят от ее физиологического и патологи­
ческого состояния. Стоит также учитывать, например, что инъекции 
глицерина и глюкозы непосредственно в кожу влияют на состояние 
микроциркуляции крови в дерме, причем величина данного влияния 
определяется концентрацией и продолжительностью действия ОПА 
[49, 86, 87].

III. ОПТИЧЕСКИЕ ПРОСВЕТЛЯЮЩИЕ АГЕНТЫ 
И ИХ УСИЛИТЕЛИ

С момента начала использования метода ОП, было протестировано 
большое количество веществ и их комбинаций, ряд из которых 
показали свою высокую эффективность в качестве агентов для 
визуализации биологических тканей. Все известные на данный 
момент ОПА для иммерсионного применения можно условно 
разбить на следующие группы: 1) многоатомные спирты (глицерин, 
полиэтилен гликоль (ПЭГ), полипропилен гликоль, а также растворы 
на основе сорбитола, полипропилен гликоля, полиэтилен гликоля, 
ксилита и маннита [44, 68, 78–80, 82, 86–95]; 2) сахара (глюкоза, 
фруктоза, рибоза, сахароза и декстроза) [41, 70, 71, 84–87, 96–99]; 3) 
органические кислоты (олеиновая и линолевая кислоты [50, 100]); 
4) прочие органические растворители, такие как ДМСО [39, 50, 66, 
100, 101] или тиазон [102–108]; 5) рентгеновские контрастные агенты 
(Verografin™, Trasograph™, Hypaque™, и Omnipaque™) [46, 48]. На 
данный момент, наиболее широко используемыми ОПА, особенно 
при просветлении кожи, являются глицерин, глюкоза и ПЭГ в силу 
их хорошей биосовместимости и фармокинетики относительно 
биологических тканей [43, 45, 62, 105, 109–111]. Данные ОПА 
принято рассматривать как нетоксичные. Тем не менее, чрезмерно 
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долгое их воздействие на живые ткани может вызывать такие 
негативные эффекты как локальный гемостаз и чрезмерное сжатие 
тканей, а в некоторых случаях даже некроз при инъекции в кожу. 
Было показано, что диссоциация коллагеновых волокон вызванная 
воздействием глицерина может привести к изменениям морфологии 
дермы кожи и сухожилия грызунов [71, 72]. Более того, глицерин 
оказывает влияние на кровеносные сосуды кожи. В частности, он 
вызвает венозный и артериальный застой [112]. Так же было показано, 
что применение таких ОПА как глюкоза и глицерин могут приводить 
к временной полной остановке кровотока в поверхностных сосудах 
[86, 87]. В ряде работ было отмечено, что некоторые ОПА могут 
вызывать отечность и раздражение тканей [68, 79, 81, 84, 85].
	 Таким образом, одной из важнейших задач для безопасной in 
vivo визуализации живых тканей является поиск оптимального ОПА, 
его концентрации и времени экспозиции. Недавние исследования 
показали, что перспективным ОПА для безопасных in vivo иссле­
дований является Йогексол (5-[Ацетил(2,3-дигидроксипропил)
амино]‑N,N'‑бис(2,3‑дигидроксипропил)-2,4,6-трийод-1,3-бензол­
дикарбоксамид) производимый под торговой маркой OmnipaqueTM. 
Растворы с концентрацией Йогексола 300 мг/мл (OmnipaqueTM(300)) 
[48, 113, 114] и 350 мг/мл (OmnipaqueTM(350)) [44] были успешно 
применены в качестве ОПА для эффективной визуализации глубоких 
слоев биологических тканей. Низкая осмолярность данного вещества 
(465 мОсм/л) позволяет избежать деформации слоев кожи. Кроме того, 
в сравнении с глицерином, OmnipaqueTM (300) вызывает значительно 
меньшую дегидратацию кожи [46, 48].
	 Как уже было сказано выше, эффективность ОП зависит от многих 
факторов. Среди них тип ОПА, его концентрация, а также время, в 
течении которого биологическая ткань подвергается обработке аген­
том. Например, в некоторых случаях просветление ткани до полной 
прозрачности занимает несколько недель [64]. Поскольку барьерная 
функция рогового слоя кожи в значительной степени препятствует 
проникновению ОПА с высокими концентрациями в глубокие слои 
дермы, ОП кожи занимает большее времени по сравнению с другими 
типами биологических тканей. Поскольку низкие концентрации ОПА 
не могут обеспечить достаточно эффективного ОП, а длительное при­
менение высококонцентрированных ОПА может вызвать негативное 
воздействие на кожу, были введены методы позволяющие ускорить 
процесс ОП.
	 Этанол, пропилен гликоль, ДМСО, линолевые и олеиновые 
кислоты широко используются в качестве химических усилителей 
проникающей способности для ОПА [39, 61, 66, 97, 101, 103, 104, 
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106–108, 111, 115–121]. Более того, ДМСО, пропилен гликоль, олеи­
новая кислота зачастую используется как отдельные ОПА [39, 50, 66, 
91, 122–125]. Предварительная обработка кожи этанолом позволяет 
модифицировать свойства кожного барьера рогового слоя, а также 
ускорить проникновение агента через придатки кожи и непосредст­
венно через эпидермис [95, 120]. Кроме того, этанол обезжиривает 
поверхность кожи, что также способствует ускоренному ОП.
	 Также, помимо применения химических усилителей, биологичес­
кие ткани зачастую подвергают физической обработке непосредст­
венно перед применением ОПА. Среди физических методов наиболее 
широко используются такие методы, как удаление поверхностных 
слоев рогового слоя с помощью липкой ленты (tape stripping) [126], 
микро-травмирование эпидермиса [127], микродермабразия [128], 
фототермическая и механическая перфорация [129], лазерное облу­
чение поверхности кожи [130, 131], электрофорез [132], ультразвук 
[133], и т.д.

IV. МНОГОФОТОННАЯ ТОМОГРАФИЯ.
Многофотонная томография (МФТ) является эффективным инстру­
ментом для неинвазивного in vivo исследования кожи [134]. Осно­
вываясь на двух- или трех-фотонном возбуждении флуорофоров, 
данный метод позволяет исследовать 3D распределение флуоро­
форов в толстых биологических образцах. В общих чертах, подоб­
ного рода визуализация возможна за счет того, что возбуждение 
флуорофоров в ультрафиолетовом диапазоне, например на длине 
волны 380 нм, осуществляется за счет облучения исследуемой 
ткани фемтосекундными лазерными импульсами с длиной волны 
760 нм. Поскольку биологические ткани имеют высокую проницае­
мость для данной длины волны, МФТ позволяет получить изобра­
жения глубоких слоев кожи, до глубины ≈200 мкм. Сигнал авто­
флуоресценции, вызванный двух-фотонным возбуждением (далее 
автофлуоресценция (АФ)) при исследовании кожи формируется за 
счет NAD(P)H, эластина, меланина и в меньшей степени кератина. 
Сигнал же для генерации второй гармоники (ГВГ) формируется за 
счет отклика молекул коллагена I типа. Как правило, в МФТ, для 
возбуждения сигнала используются длины волн большие чем длины 
волн самих излучаемых сигналов АФ и ГВГ. Основной недостаток 
МФТ заключается в том, что сильное рассеяние в биологических 
тканях критически снижает глубину проникновения жестко сфоку­
сированного лазерного излучения до глубин даже меньших, чем для 
эквивалентной однофотонной флуоресцентной микроскопии [135]. 
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Таким образом, применение ОПА при работе с биологическими 
объектами может быть полезным инструментом, значительно увели­
чивающим возможности данного нелинейно-оптического метода 
визуализации.
	 Результаты изучения одного из механизмов ОП представлены в 
работе [72], где авторы предложили молекулярный механизм ОП. 
Данное предположение было основано на том факте, что насыщение 
дермы и хвостового сухожилия грызунов обезвоженным (100%) 
глицерином привело к последующей временной и обратимой потере 
организации фибрилл в этих тканях. Такого рода изменения в органи­
зации коллагеновых структур, а также уменьшение их диаметра, 
может приводить к снижению рассеяния в биологических тканях. 
	 Исследование возможности увеличения глубины визуализации с 
помощью двухфотонной томографии (ДФТ) путем применения ОПА 
было впервые описано в работе Чиччи и др. [45]. В данной работе, 
дерма кожи человека подвергалась воздействию гиперосмотических 
агентов (глюкоза, глицерин и полипропилен гликоль) в течении нес­
кольких минут. В результате проведенных исследований глицерин 
проявил себя как наиболее эффективный, но, в тоже время, наиболее 
медленный ОПА (относительный контраст для него составил 16.3 на 
глубине 20 мкм). Близким к глицерину по эффективности показал 
себя раствор пропилен гликоля (для него относительный контраст 
составил 12.6 на глубине 20 мкм). Наименее же эффективным оказа­
лось воздействие глюкозы (при относительном контрасте 5.1 на 
глубине 20 мкм). Тем не менее, было обнаружено что процесс ОП 
при применении глюкозы происходит в три раза быстрее чем при 
применении глицерина.
	 В работе [135] было показано, что мультимодальный подход, 
комбинирующий одновременное использование конфокальной и 
ДФТ с последующей 3-D визуализацией может обеспечить неинва­
зивное исследование коллагеновых структур. В данной работе авторы 
использовали смесь из ДМСО, диатризоатной кислоты и глюкамина 
в качестве ОПА. Описанная смесь широко известна как FocusClear и 
была запатентована в 2002 [136]. Более того, в [135] было показано, 
что в сравнении с чистым ДМСО и глицерином, FocusClear обес­
печивает в значительной степени лучшее пропускание на 488, 543 
и 633 нм, и более интенсивное флуоресцентное излучение на 505 
нм. Кроме того, комбинированное использование двух-фотонной 
томографии и флуоресцентной микроскопии позволило присвоить 
уникальные морфологические и спектроскопические характеристики 
различным составляющим кожи человека [137]. Наиболее важно то, 
что в данной работе было показано, что полученные данные позво­



Методы молекулярной оптической визуализации в дерматологии... 303

ляют отличить здоровые участки кожи от тканей с меланомой и 
базально-клеточной карциномой. Была также продемонстрирована 
возможность диагностировать и различать плоскоклеточный рак 
и предшествующий ему актинический кератоз по полученным с 
помощью МФТ морфологическим параметрам эпидермиса in vivo 
не используя ОП [138]. 
	 В работе [139] было показано, что использование МФТ позволяет 
разделить по времени процессы, происходящие во время воздействия 
глицерина на ткани, содержащие коллагеновые структуры. Было 
выяснено, что первый процесс – это быстрая дегидратация ткани, 
сопровождаемая сжатием коллагеновых структур. Второй процесс – 
это процесс относительно медленного проникновения ОПА в меж­
фибрилярное пространство коллагена. В ходе исследований также 
было выяснено, что использование растворов глицерина с низкой 
концентрацией вызывает значительно меньший эффект ОП. Было 
предположено, что это связано с тем фактом, что в процессе ОП 
молекулы воды в ткани частично заменяются молекулами глицерина, 
поэтому чем больше молекул глицерина в ОПА, тем эффективнее 
ОП. Также авторы показали, что эффекты, вызванные применением 
100% глицерина и фосфатного буферного раствора смешанного с 
глицерином (50% / 50%) в течении нескольких минут, являются обра­
тимыми. 
	 В работе [68] было продемонстрированно, что применение 
глицерина в качестве ОПА приводит к снижению коэффициента 
диффузного отражения кожи крысы in vivo. Кроме того, обработка 
кожи 75%-раствором глицерина в течении 30 мин позволило просвет­
лить кожу до состояния прозрачности. Данному процессу также 
сопутствовало уменьшение толщины дермы с 1459 мкм до 1287 мкм и 
уменьшение диаметра коллагеновых волокон с 109 нм до 79 нм за счет 
вытеснения воды из ткани, вызванного применением глицерина. Тем 
не менее, коллагеновые волокна не обрывались и не растворялись в 
ходе эксперимента. В связи с этим фактом, авторы сделали предполо­
жение о том, что один из важнейших механизмов ОП связан с изме­
нением толщины (сжатием) слоя ткани и сопутствующей более 
плотной и регулярной упаковкой волокон и уменьшением диаметра 
волокон за счет дегидратации межфибриллярного вещества и самих 
коллагеновых волокон. 
	 Важно отметить, что уменьшение рассеяния в следствии ОП 
эффективно помогает выходу флуоресценции до тех пор, пока фронт 
просветления не дойдет до изучаемых флуорофоров. Поскольку в 
отсутствии рассеяния полная длина пути фотона, возбуждающего 
флуоресценцию, уменьшается, то снижается и вероятность встретить 
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флуорофор и вызвать его возбуждение. Тем не менее, в случае его 
возбуждения, он с большой вероятностью дойдет до детектора в 
следствии малого рассеяния. Таким образом, нужно учитывать, что 
чрезмерно сильное ОП приводит к потере сигнала [140].
	 С целью изучения возможности применения метода in vivo нами 
были проведены исследования эффективности ОП на свиной коже 
после ее краткой обработки биологически совместимыми агентами 
такими, как глицерин или йогексол (OmnipaqueTM(300)) [46]. Было 
показано, что применение обоих ОПА в течении 1 часа, что является 
приемлемым для in vivo применений, может значительно улучшить 
глубину визуализации и контраст АФ и ГВГ изображений. Пример 
АФ изображений для различных глубин представлен на рисунке 1 
для контрольного образца кожи и образцов обработанных 60% и 
100% растворами глицерина и 100% раствором OmnipaqueTM(300). В 
ходе исследований были успешно сравнены эффекты ОП для 40%, 
60% и 100% растворов глицерина и 60% и 100% растворов Omni­
paqueTM(300). Нами было обнаружено, что 100% раствор глицерина 
оказывает меньший эффект на интенсивность ГВГ сигнала чем 
растворы с концентрацией 40% и 60%, что было естественно связать 
с большей вязкостью высоко-концентрированного раствора глице­
рина, препятствующей его проникновению в кожу. Кроме того, 
более сильная дегидратация ткани в этом случае, также могла спо­
собствовать несколько меньшей эффективности. Несмотря на то, 
что оба агента обеспечивают значительное ОП, глицерин проявил 
себя как более эффективный агент, хотя за счет сильной дегидра­
тации ткани вызывал сжатие тканей кожи и изменение клеточной 
морфологии. Для растворов OmnipaqueTM(300) подобных эффектов 
не наблюдалось, в связи с чем нами было выдвинуто предположение 
о его потенциальной высокой эффективности в качестве безопасного 
и быстродействующего ОПА для клинических измерений.

V. СПЕКТРОСКОПИЯ КР
В основе спектроскопии КР (СКР) лежит детектирование неупругого 
рассеянного света, при обмене колебательной и вращательной энергий 
между зондирующим излучением и молекулами облучаемого образца. 
КР спектр биологической ткани можно назвать его молекуляр­
ным отпечатком содержащим информацию о химическом составе. 
Любые незначительные изменения в клетках и тканях могут приво­
дить к сильным изменениям в спектре КР. Таким образом, СКР 
является удобной техникой позволяющей измерять химический 
состав различных типов биологических тканей [141–143]. СКР и 
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микроскопия КР (МКР) интенсивно используются в дерматологии 
для in vivo анализа эпидермиса (в большей степени рогового слоя) 
кожи [144–147]. Также СКР активно используется для мониторинга 
проникновения ксенобиотиков в кожу [148–150]. Тем не менее, за 
счет сильного рассеяния света кожей, СКР имеет строгое ограничение 
для in vivo измерений (допустимые глубины как правило ограничены 
толщиной эпидермиса, т.е глубиной ≈40–50 мкм). Поскольку процессу 
ОП должно сопутствовать уменьшение упругого рассеяния света, 
это позволяет достичь более эффективного взаимодействия зонди­
рующего лазерного пучка с исследуемыми тканями. Таким образом, 
применение ОП совместно с СКР позволяет значительно улучшить 
качество клинических измерений.
	 В своей работе, Энейдер и др. [151] предоставил результаты изме­
рений спектров КР при различных концентрациях глюкозы у добро­
вольцев не страдающих диабетом. Для данного эксперимента был 
использован пероральный глюкозотолерантный тест. Для простоты 

Рис. 1. Изображения автофлуоресценции контрольного образца и образцов 
свиной кожи, обработанных 60% и 100% растворами глицерина и 100% раство­
ром OmnipaqueTM (300), полученные ex vivo на различных глубинах. Длина волны 
возбуждения 760 нм.
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предоставления и сравнения результатов измерений учеными было 
принято использовать спектральную область между 400 и 2000 см–1 
при возбуждении на 785 нм. Различные колебания молекул приво­
дят к возникновению сигнала КР в данной области волновых чисел. 
В большинстве случаев пики КР соответствуют конкретным моле­
кулярным колебаниям или типам молекул, что позволяет получить 
информацию о биохимическом составе исследуемой биологической 
ткани [152, 153]. В работе [117] была показана возможность монито­
ринга проникновения и распределения ОПА в коже человека за счет 
уникальных свойств спектра КР используемого агента. В качестве 
ОПА использовался ДМСО. В ходе исследований было установлено, 
что основная часть раствора проникала через роговой слой кожи в 
течении 20 мин. 
	 Важным открытием стало то, что применение ОПА может уве­
личить отношение сигнал/шум, а также в значительной степени 
усилить сигнал КР и уменьшить систематическую ошибку, которая 
может возникнуть из-за неточного определения поверхностных и 
суб-поверхностных спектров [152]. 
	 В работе [154] был описан мульти-модальный подход комбини­
рующий МФТ (в частности используя сигнал ГВГ) и КАСКР – коге­
рентная антистоксова спектроскопия КР для исследования эффекта 
ОП вызываемого применением ДМСО на кожу человека. На осно­
вании своих исследований авторы высказали предположение о том, 
что ДМСО взаимодействует с коллагеновыми волокнами, изменяя 
межфибриллярное расстояние в субмикронном масштабе. Было 
показано, что рассеяние кожи уменьшалось при применении 40% 
водного раствора ДМСО, в то время как для более низких концент­
раций (20%), значение рассеяния оставалось неизменным. Таким 
образом, данная работа стала важным подтверждением того, что 
механизмы согласования показателей преломления компонентов 
тканей и структурные изменения коллагеновых волокон играют 
значительную роль в процессе ОП. Кроме того, было показано, что 
концентрация ДМСО меняется со временем на различной глубине 
кожи, что позволило определить коэффициент диффузии ДМСО в 
коже. Максимальная концентрация раствора ДМСО уменьшилась с 
40% до 10% на глубине 25 мкм (эпидермис) в течении 3 часов. Данное 
снижение сопровождалось дегидратацией кожного покрова и умень­
шением барьерной функции рогового слоя. Данная работа показала, 
что КАСКР может быть эффективным методом для численного ана­
лиза процессов ОП.
	 В работе [155] представлены исследования ОП свиной кожи 
при местной аппликации раствора глицерина с водой (40%, 60% и 
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80%) на интервале времени от 0 до 75 мин. Авторы показали, что 
применение глицерина позволяет в значительной степени увеличить 
глубину детектирования спектров КР. Также было показано, что 
увеличение концентрации глицерина 40% до 80% приводит к более 
эффективному ОП.
	 Ким и др. экспериментально показали, что спектр КР свиной кожи 
зависит от содержания в ней воды. В частности, было показано, что 
соотношение пиков протеина на 1450 см–1 и 1660 см–1 значительно 
отличается для кожи с 40%, 45%, 50% и 55% содержанием воды 
[156]. Этот факт был подтвержден при моделировании процесса 
методом Монте-Карло. Увеличение содержания воды в большей 
степени приводит к распределению обратного рассеяния в большей 
угловой области, нежели чем к увеличению его интенсивности. Таким 
образом авторы предположили, что для точной диагностики кожных 
заболеваний с использованием КР нужно контролировать содержание 
воды в коже во время измерений. Подробный сравнительный анализ 
распределения концентрации воды в роговом слое в зависимости от 
силы водородных связей для свиной кожи ex vivo и кожи человека in 
vivo приведен в работе [157].
	 Поскольку сигнал КР очень сильно зависит от наличия упругого 
рассеяния [158, 159], то необходимо учитывать тот факт, что приме­
нение высококонцентрированных ОПА способно настолько сильно 
снизить рассеяние, что может привести к потере сигнала КР. По 
этой причине, при измерениях в условиях ОП необходимо искать 
компромисс между усилением сигнала КР при сильном рассеянии 
исследуемой ткани и потерей сигнала КР при его отсутствии [158, 
160]. Таким образом, для измерений КР на живых тканях важно 
найти биосовместимый ОПА, оптимизировать его концентрацию и 
длительность воздействия, так чтобы сигнал КР с заданной глубины 
имел максимальное значение.
	 Поскольку сильное рассеяние биологических тканей и слабая 
интенсивность КР в значительной степени уменьшают разрешение 
и контраст спектров КР, то получили развитие методы на основе 
гигантского КР (ГКР) [161–165], позволяющие значительно увеличить 
чувствительность измерений КР в коже. В работе [166] была показана 
возможность дальнейшего повышения чувствительности ГКР при 
исследованиях кожи мыши с помощью применения ряда ОПА. 
Наибольшую эффективность показал агент ФПТ, представляющий 
собой смесь фруктозы, ПЭГ-400 и тиазона. Максимальный эффект 
был зафиксирован через 15 мин после применения и был в 3.5 раза 
больше, чем после применения раствора фруктозы.
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	 В недавней работе Дарвина и соавт. [167], был представлен in vivo 
метод определения различных типов чернил в татуированной коже 
при использовании микроскопии КР в комбинации с оптическим 
просветлением глицерином, что позволило увеличить глубину зон­
дирования с 50 до 400 мкм.
	 В недавней работе нами было изучено действие 70% раствора 
глицерина и 100% раствора OmnipaqueTM(300) в течение 30 и 60 
мин на образцы свиной кожи [48]. На рис. 2 представлены примеры 
полученных спектров КР в диапазоне волновых чисел 400–2000 
см–1 на различных глубинах для контрольного образца и образ­
цов, обработанных раствором глицерина и OmnipaqueTM(300). 
Мы показали, что интенсивность пиков КР, соответствующих 
молекулярным компонентам кожи, значительно увеличилась на 
глубинах более 160 мкм после 60 мин действия OmnipaqueTM(300). 
Для глицерина, увеличение пиков было заметно уже начиная с 
глубины 40 мкм. Нами было проведено исследование влияния 
ОПА на гидратацию коллагена в дерме. Было установлено, что оба 
ОПА так или иначе вызывали дегидратацию кожи. Тем не менее, 
OmnipaqueTM(300) оказывал в значительной степени меньший эффект. 
Для лучшего понимания влияния ОПА на содержание воды в коже 
нами были дополнительно проанализированы спектры КР в диапа­
зоне волновых чисел 2000–4000 см–1. Для каждого спектра КР была 
проведена процедура деконволюции с использованием 10 функций 
Гаусса. Данная процедура подробно описана в работе [168]. Далее, 
для анализа состава воды, в зависимости от силы водородных связей, 
нами были выбраны 4 функции Гаусса центрированные на 3005, 
3277, 3458 и 3604 см–1. Данные пики соответствуют 4 типам воды 
содержащимся в коже: 3005 см–1 – жестко связанная вода (DAA–OH: 

Рис. 2. Спектры КР, полученные ex vivo на различных глубинах для контрольного 
образца свиной кожи (а); образца кожи, обработанного 100% раствором Omni­
paqueTM (300) в течение 1 часа (б); образца кожи, обработанного 70% раствором 
глицерина в течение 1 часа (в). Длина волны возбуждения 785 нм.
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один донор, два акцептора); 3277 см–1 – сильно связанная вода 
(DDAA–OH: два донора, два акцептора); 3458 см–1 – слабо связанная 
вода (DA–OH: один донор, один акцептор); 3604 см–1 – несвязанная 
вода (суперпозиция очень слабо связанной воды DDA–OH: два 
донора, один акцептор и свободной воды). Далее рассчитывались 
площади под кривой для каждой из этих функций Гаусса. Полученные 
значения нормировались на значение площади под кривой для 
функции Гаусса центрированной на 2930 см–1 (протеины, [169]). 

Рис. 3. Значение пиков жестко связанной (а), сильно связанной (б), слабо свя­
занной (в) и несвязанной (г) воды нормированной на пик протеина для разных 
глубин в свиной коже ex vivo. 
	 Красный цвет – кожа без ОП. Синий цвет – кожа после 30 мин применения 
OmnipaqueTM(300). Зеленый цвет – кожа после 60 мин применения Omnipa­
queTM(300). Фиолетовый цвет – кожа после 30 мин применения глицерина. Оран­
жевый цвет – кожа после 60 мин применения глицерина. На графике представ­
лены средние значения. Квадрат соответствует незначительному различию между 
контрольным образцом и образцом обработанным ОПА при p>0.05. Треугольник 
соответствует значительному различию между контрольным образцом и образ­
цом обработанным ОПА при p<0.05. Круг соответствует значительному различию 
между контрольным образцом и образцом обработанным ОПА при p<0.01.
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Результаты проведенных вычислений для образцов обработанных 
в течении 30 и 60 мин 70% раствором глицерина и 100% раствором 
OmnipaqueTM(300) на различных глубинах представлены на рис. 3. 
Также на рис. 3 приведены контрольные данные, полученные на коже 
не подвергавшейся обработке ОПА. 
	 Из рисунка 3а видно, что содержание жестко связанной воды 
падает после применения обоих просветляющих агентов. Тем не 
менее, глицерин оказывает в значительной степени больший эффект, 
чем OmnipaqueTM(300). Из рисунка 3б видно, что OmnipaqueTM(300) 
вызывает значительное снижение сильно связанной воды только 
после 60 мин применения на глубинах 80–200 мкм. Глицерин 
оказывает намного большее влияние начиная с глубины 40 мкм. 
Важно отметить рост сильно связанной и слабо связанной воды на 
глубине 40 мкм при 30 и 60 мин воздействии OmnipaqueTM(300). 
Так же, подобный эффект виден для несвязанной воды после 60 
мин применения OmnipaqueTM(300). Данные результаты подробно 
представлены в недавней работе авторов [170]. Поскольку Omnipa­
queTM(300) проникает в глубины 35–40 мкм в течении 1 часа взаимо­
действия, данный рост может быть связан с тем что вода, содер­
жащаяся в растворе OmnipaqueTM(300) дополняет содержащуюся 
в коже воду. Другим объяснением может являться тот факт, что 
нормировка на пик протеинов для глубины 40 мкм не совсем кор­
ректна, поскольку глубина 40 мкм соответствует шиповатому слою, 
в котором наблюдается относительный дефицит протеина по срав­
нению с роговым слоем и дермой [171]. Из рисунка 3в видно, что 
применение обоих ОПА в целом оказывает схожие изменения на 
слабо связанную и сильно связанную типы воды. Из рисунка 3г видно, 
что применение глицерина уменьшает содержание несвязанной воды 
начиная с глубины 40 мкм. OmnipaqueTM(300) оказывает значительное 
влияние только после часового воздействия начиная с глубины 80 
мкм. В целом, оба ОПА оказали наибольшее воздействие на сильно 
связанную и слабо связанную типы воды кожи. Полученные данные 
показали, что применение глицерина оказывает в значительной 
степени большую дегидратацию кожного покрова, чем применение 
OmnipaqueTM(300). Данный вывод хорошо коррелирует с нашими 
предыдущими исследованиями [48] и в очередной раз подтверждает 
перспективность использования OmnipaqueTM(300) для клинических 
измерений. Также с его помощью возможна количественная оценка 
эффекта оказываемого ОПА на отдельные компоненты кожи, напри­
мер, коллаген. Более того, возможен мониторинг перемещения пото­
ков жидкостей, вызванных применением ОПА. 
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	 Используя метод МФТ, нами также было изучено влияние ОПА 
на флуоресценцию свиной кожи [46]. На рис. 4 представлены для 
сравнения данные для МКР (рис. 4а) и МФТ (рис. 4б). Для МКР 
флуоресценция рассчитывалась как интегральное значение фоновой 
флуоресценции. Для МФТ брался сигнал АФ. 
	 Из рисунка 4а видно, что применение обоих ОПА приводит к 
значительному снижению фоновой флуоресценции на глубинах до 
50 мкм за счет иммерсии ОПА. На больших глубинах фоновая флуо­
ресценция для образцов, обработанных OmnipaqueTM(300) сравнима 
с флуоресценцией для контрольных образцов, в то время как приме­
нение глицерина вызывает рост фоновой флуоресценции. Данный 
эффект для глицерина связан с тем, что больше возбуждающего света 
попадает к глубоко лежащим флуорофорам за счет снижения рассея­
ния, в следствии чего выход наружу флуоресценции также выше за 
счет снижения рассеяния. Из рисунка 4б видно, что применение Omni­
paqueTM(300) также вызывает значительное снижение сигнала АФ на 
глубинах (до 50 мкм) за счет иммерсии ОПА. На глубинах 50–160 
мкм сигнал АФ для образцов, обработанных OmnipaqueTM(300), 

несколько больше, чем для контрольных образцов. На глубинах более 
160 мкм их значение сравнивается. Важно отметить, что обработка 
кожи 60% раствором глицерина приводит к увеличению сигнала 
АФ по сравнению с контрольными образцами на всех глубинах 
за исключением поверхности кожи. Применение 100% раствора 
глицерина также приводит к росту сигнала АФ вплоть до глубины 

Рис. 4. Значение фоновой флуоресценции спектров КР (длина волны возбужде­
ния 785 нм) для образцов кожи, обработанных 70% раствором глицерина, 100% 
раствором OmnipaqueTM и контрольных образцов (а); значение флуоресценции 
МФТ (длина волны возбуждения 760 нм) для образцов кожи обработанных 70% 
и 100% растворами глицерина, 100% раствором OmnipaqueTM и контрольных 
образцов (б).
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160 мкм. Подобный эффект оказываемый глицерином, возможно, 
возникает за счет уменьшения рассеяния за счет сильной дегидрата­
ции кожного покрова. 
	 Таким образом, полученные данные позволяют сделать вывод 
о том, что OmnipaqueTM(300) является крайне эффективным ОПА. 
Помимо того, что он вызывает в значительной степени меньшую 
дегидратацию по сравнению с глицерином, он сильнее снижает фоно­
вую флуоресценцию в верхних слоях кожи, которая является конку­
рирующим эффектом в МКР. Более того, поскольку OmnipaqueTM(300) 
является рентгеновским контрастным агентом, это потенциально 
позволяет использовать его для мульти-модальной визуализации, 
комбинирующей оптические методы и микро-рентгеновскую визуа­
лизацию кожи. 

VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Оптическое просветление является эффективным методом для 
контроля оптических свойств исследуемого биологического объекта, 
что позволяет увеличить глубину зондирования с помощью оптичес­
ких систем, а также улучшить качество получаемой информации. 
Поиск новых безопасных и эффективных оптических агентов и 
изучение методов их воздействия на биологические ткани оста­
ется актуальной задачей. В данной работе приведен краткий обзор 
результатов исследований по воздействию оптического просвет­
ления на улучшение качества оптической диагностики в дермато­
логии с акцентом на микроскопию КР и МФТ кожи. Так же приве­
дены результаты исследования воздействия глицерина и Omnip­
aqueTM(300) на жестко связанную, сильно связанную, слабо связанную 
и несвязанную воду. В частности, было показано, что применение 
обоих ОПА оказывает наибольшее влияние на сильно связанную и 
слабо связанную воду. Тем не менее, глицерин оказывает в значи­
тельной степени больший дегидратационный эффект, чем Omni­
paqueTM(300). Так же приведены исследования влияния этих ОПА на 
флуоресценцию в МКР и МФТ. На основе полученных данных был 
сделан вывод о том, что OmnipaqueTM(300) является крайне эффектив­
ным ОПА, способным в значительной мере снизить фоновую флуо­
ресценцию в верхних слоях кожи. 
	 Помимо КР и МФТ существует большое количество оптических 
методов для исследования биологических тканей на молекулярном 
уровне, которые теряют эффективность при сильном рассеянии. При 
этом многие биологические ткани до сих пор остаются малоизучен­
ными в контексте оптического просветления, особенно в условиях 
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