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Аннотация.Оптическая дифференциация патологий является перспективныминструментом биомедицинской диагностики благодаря,
прежде всего, своей неинвазивности и простоте реализации. Значения оптических параметров и кинетика их изменений отличаются
у здоровых и патологических тканей за счет изменений в их структуре. При сахарном диабете такие изменения особенно заметны.
При этом требуются детальные исследования и разработка количественных критериев для дифференциации патологических (глики-
рованных) тканей. В статье представлено ex vivo экспериментальное исследование оптических и геометрических параметров образцов
тканей головы крыс при действии иммерсионной жидкости в виде водного 70% раствора глицерина. Оптические и объемно-массовые
характеристики измеряли для образцов тканей головы крыс (кожи скальпа, кости черепа, твердой мозговой оболочки, серого и белого
вещества мозга) в норме и при модельном сахарном диабете. Спектры коллимированного пропускания образцов тканей измерялись
в диапазоне длин волн 450–900 нм. Анализ кинетики оптического пропускания за время до 60 мин показал, что все виды тканей головы
у диабетических крыс демонстрируют затрудненную диффузию пробных молекул глицерина по сравнению со здоровыми крысами.
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Введение

Методы оптической диагностики широко
используются в биомедицинских исследовани-
ях, так как являются неразрушающими, ма-
лоинвазивными и безопасными. Эти методы
надежны, функциональны и несут информацию
о физиологических или патологических измене-
ниях в биологических тканях [1].

Например, у пациентов с сахарным диа-
бетом наблюдается повышенный уровень сво-
бодной глюкозы в крови и, соответственно,
в интерстициальной жидкости, что вызывает
неферментативную реакцию Майяра с амино-
группами белковых молекул во всем организ-
ме [2–6]. Результатом протекания реакции яв-
ляется образование оснований Шиффа, которые
затем превращаются в обратимые промежуточ-
ные продукты гликирования Амадори, а затем
в долгоживущие необратимые конечные про-

дукты гликирования. Конечные продукты глики-
рования образуют дополнительные поперечные
молекулярные сшивки в соединительных тканях
и связываются со специфическими клеточными
рецепторами, что может приводить к генерации
активных форм кислорода. Оба механизма вли-
яют на нормальные физиологические функции
органов человека [7–10]. Накопление конечных
продуктов гликирования в тканях при сахар-
ном диабете приводит к тяжелым осложнениям
жизненно важных систем и органов организма,
таким как ретинопатия, нефропатия, нейропа-
тия, мышечная недостаточность и сердечно-со-
судистые заболевания, вызванные изменением
клеточных функций, ухудшением проницаемо-
сти биологических мембран, метаболическим
дисбалансом, нарушением функции тканей и ор-
ганов [2–10].
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Для мониторинга осложнений при сахарном
диабете и выявления их механизмов широ-
ко используются оптические методы разной
степени сложности [3, 4, 6, 11–14]: флуорес-
центная спектроскопия [12, 14], спектроско-
пия коллимированного пропускания [3, 6] или
спектроскопия отражения с пространственным
разрешением [12], гиперспектральная [12] или
лазерная спекл-контрастная визуализация [3, 6,
12, 13], конфокальная микроскопия [12], опти-
ческая когерентная томография [3, 6, 12], опто-
акустическая томография [12], спектроскопия
комбинационного рассеяния [4, 12], многофо-
тонная микроскопия [4, 11, 12] и терагерцовая
спектроскопия и визуализация [12].

Метод спектроскопии коллимированного
пропускания при оптическом просветлении
образца биоткани с помощью оптических
просветляющих агентов позволяет проводить
измерения с высокой скоростью и на различ-
ных типах биологических тканей с хорошей
воспроизводимостью результатов [3, 6]. Ско-
рость оптического просветления определяется
скоростями диффузии агента в ткань и интер-
стициальной жидкости из ткани. Поскольку
проницаемость ткани для потоков агента и во-
ды во многом определяется структурой ткани,
которая значительно изменяется при гликирова-
нии, то изменение скорости диффузии молекул
в ткани может быть использовано в качестве
биомаркера степени ее гликирования [3, 6]. Для
таких исследований используются различные
экспериментальные модели сахарного диабе-
та на животных [3, 15]. Наиболее часто – это
химические модели, вызванные внутримышеч-
ной инъекцией аллоксана или стрептозотоцина
[3, 15].

В настоящей работе методом спектроскопии
коллимированного пропускания исследуются ки-
нетические зависимости пропускания ex vivo
тканей головы крыс (кожи скальпа, кости чере-
па, твердой мозговой оболочки, серого и белого
вещества мозга) в норме и при модельном диа-
бете при воздействии 70% раствора глицерина
в качестве оптического просветляющего агента.
Целью работы является определение характер-
ного времени диффузии глицерина в этих тка-
нях и нахождение различий, ассоциированных
с их гликированием. Кроме того, полученные
экспериментальные данные по времени и эф-
фективности оптического просветления имеют
самостоятельное значение для применения в оп-
тических исследованиях биоптатов тканей голо-

вы без использования тонких гистологических
срезов и окрашивания.

1. Материалы иметоды

1.1. Подготовка образцов тканей головы

Экспериментальный сахарный диабет моде-
лировался на аутбредных белых крысах-самцах
путем внутримышечного введения аллоксана
в соответствии с протоколом из статьи [15]. Мо-
дель сахарного диабета 2 типа воспроизводили
с помощью внутримышечного введения аллок-
сана тетрагидрата («LaChema», Чехия) в дозе
65 мг/кг с предварительным внутримышечным
введением никотинамида (230 мг/кг). В качестве
группы сравнения использовали животных без
какого-либо воздействия. Через 2 недели после
введения аллоксана измеряли уровень глюкозы
у крыс в крови с помощью глюкометра (Акку-Чек
Перформа Нано, Германия). Животные содержа-
лись в стандартных условиях вивария, пищевой
режим стандартный, с использованием комби-
корма для грызунов. Все экспериментальные
исследования проводили в соответствии с Реко-
мендациями № 33 от 14.11.23 ЕЭК о руководстве
по работе с лабораторными (экспериментальны-
ми) животными при проведении доклинических
(неклинических) исследований, а также в соот-
ветствии с рекомендациями комитета по эти-
ке Саратовского государственного медицинского
университета им. В. И. Разумовского.

В исследованиях использовались 8 лабора-
торных крыс, 4 из которых были здоровыми
и 4 – с модельным диабетом. Для выявле-
ния кинетики изменения оптических и объемно-
массовых характеристик тканей головы (массы,
толщины, площади и объема) готовились сре-
зы тканей кожи скальпа, кости черепа, твердой
мозговой оболочки, серого и белого вещества
мозга прямоугольной формы площадью не ме-
нее, чем 8×8 мм2. Толщину каждого образца,
помещенного между двумя предметными стекла-
ми, измеряли с помощью микрометра в 5 точках
по поверхности образца и результаты усредняли.
Образцы для здоровых крыс и крыс с модельным
сахарным диабетом имели начальную толщину
в следующих пределах 0.12–0.15 мм для бе-
лого вещества мозга, 0.21–0.22 мм для серого
вещества мозга, 0.21–0.25 для твердой мозго-
вой оболочки, 0.44–0.45 мм для кожи скальпа
и 0.91–0.94 мм для кости черепа. Массу измеряли
с помощью электронных весов (Scientech, SA210,
США) с точностью ±1 мг. Перед измерениями
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образцы помещали в физиологический раствор
на 30 мин, после чего осторожно сушили филь-
тровальной бумагой и приступали к основным
измерениям. Каждый параметр измеряли сначала
перед помещением образцов в глицерин, а затем
каждые 5 минут после помещения их в глице-
рин для объемно-массовых измерений и каждую
минуту для спектральных измерений в течение
60 мин.

1.2. Оптический просветляющий агент

В исследовании в качестве иммерсионного
оптического просветляющего агента (ОПА) ис-
пользовался водный 70%-ный раствор глицерина
(далее глицерин) [16].

1.3. Измерение объемно-массовых
характеристик образцов

Получены временные зависимости толщи-
ны, массы и площади образцов тканей головы
в процессе воздействия на них глицерина, кото-
рые были нормированы на исходные значения.
Объем образца рассчитывался на основе изме-
рений толщины и площади. Были получены
зависимости массы, толщины, площади и объема
образцов различных тканей как функция от вре-
мени иммерсии в глицерине. Усреднение для
каждого параметра образца производили по трем
измерениям.

1.4. Экспериментальная установка и методы
измерения

Измерения спектров коллимированного про-
пускания образцов проводили с использованием
оптоволоконного спектрометра USB 4000-VIZ-
NIR (Ocean Optics, США) при комнатной тем-
пературе (~21°С). Регистрация уже усредненных
спектров проводилась каждую минуту в тече-
ние 60 мин. Схема экспериментальной установки
представлена на рис. 1. Галогенная лампа HL-
2000-CAL (Ocean Optics, США) использовалась
в качестве источника света. Оптические волокон-
ные кабели P400-1-UV-VIZ-NIR (Ocean Optics,
США) с диаметром сердцевины 400 мкм исполь-
зовались для доставки света к образцу и сбора
пропускаемого света в спектральном диапазоне
450–900 нм. Для обеспечения коллимированности
пучка на торцах оптических волокон с помощью
стандартных разъемов SMA-905 закреплялись
коллиматоры 74-ACR (Ocean Optics, США). Обра-
зец закрепляли на пластинке размером 17×38 мм
с отверстием 8×8 мм и помещали в стеклянную
кювету объемом 5 мл, заполненную ОПА. Кювета
помещалась между коллиматорами.

2. Результаты и их обсуждение

2.1. Объемно-массовые характеристики образцов

Было обнаружено, что по мере действия
глицерина значения всех объемно-массовых ха-

Рис. 1. Схема экспериментальной установки для измерения коллимированного пропускания образцов тканей головы
Fig. 1. Experimental setup for measuring the collimated transmittance of head tissue samples
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рактеристик тканей головы крыс постепенно
снижается на 25–30% в первые 30 мин, что объ-
ясняется дегидратацией тканей и соответствует
результатам работы [17]. При этом продольная
и поперечная усадка образцов тканей обуслов-
лена изменениями в упаковке волокон матрикса
ткани, которые сближаются по мере обезвожива-
ния. После 30 мин действия агента начиналась
регидратация (набухание) тканей с частичным
восстановлением объемно-массовых характери-
стик к концу исследования, которое заканчива-
лось к 60-й мин. При этом разница в кинетике
объемно-массовых характеристик для здоровых
и гликированных тканей головы была за преде-
лами ошибок измерений, поскольку для каждого
измерения было необходимо извлечь образец
из глицерина, провести ряд измерений в течение

нескольких минут. Для оптических измерений
не было необходимости извлечения образцов
из измерительной кюветы, заполненной глице-
рином, поэтому ожидается более высокая досто-
верность обнаружения различий в кинетике для
нормы и патологии. Однако, учитывая получен-
ные результаты для кинетики объемно-массовых
характеристик образцов, в протокол оптических
измерений было заложено измерение этих харак-
теристик до и после измерений.

2.2. Исследование кинетики спектров
коллимированного пропускания

На рис. 2–6 представлены типичные спектры
(450–900 нм) и соответствующая кинетика кол-
лимированного пропускания на ряде длин волн
для образцов тканей головы крыс при действии

а/а б/b

в/c г/d

Рис. 2. Спектры коллимированного пропускания образцов кожи скальпа здоровых (а) и диабетических (в) крыс, из-
меренные в разные моменты действия 70% глицерина; соответствующая кинетика коллимированного пропускания (б)
и (г). Толщина образца от здоровой крысы до действия агента – 0.45 мм, а после 60 мин действия – 0.50 мм и, соответ-

ственно, для диабетического образца – 0.44 и 0.50 мм (цвет онлайн)
Fig. 2. Collimated transmittance spectra of scalp skin samples from healthy (a) and diabetic (c) rats, measured at different
moments of exposure to 70% glycerol; the corresponding collimated transmittance kinetics (b) and (d). The thickness of the
sample from a healthy rat before measurement was 0.45 mm, and after 60 min of exposure to the agent 0.50 mm, and for a

diabetic rat – 0.44 and 0.50 mm, respectively (color online)
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а/а б/b
Рис. 3. Спектры коллимированного пропускания образцов кости черепа здоровых (а) и диабетических (в) крыс, измерен

Толщина образца от здоровой крысы до действия агента – 0.91 мм, а после 60 мин действия

Fig. 3. Collimated transmission spectra of skull bone samples from healthy (a) and diabetic (c) rats, measured at different
sample from a healthy rat before measurement was 0.91 mm, and after 60 minutes of exposure

а/а б/b
Рис. 4. Спектры коллимированного пропускания образцов твердой мозговой оболочки здоровых (а)

коллимированного пропускания (б) и (г). Толщина образца от здоровой крысы до действия агента – 0.25 мм,

Fig. 4. Collimated transmission spectra of dura mater samples from healthy (a) and diabetic (c) rats, measured at different
sample from a healthy rat before measurement was 0.25 mm, and after 60 minutes of exposure

а/а б/b
Рис. 5. Спектры коллимированного пропускания образцов серого вещества мозга здоровых (а) и диабетических (в)

пропускания (б) и (г). Толщина образца от здоровой крысы до действия агента – 0.21 мм, а после 60 мин

Fig. 5. Collimated transmission spectra of gray matter samples from the brains of healthy (a) and diabetic (c) rats, measured
thickness of the sample from a healthy rat before measurement was 0.21 mm, and after 60 minutes of exposure
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в/c г/d
ные в разные моменты действия 70%-го глицерина; соответствующая кинетика коллимированного пропускания (б) и (г).
– 0.94 мм и, соответственно, для диабетического образца – 0.94 и 0.97 мм (цвет онлайн)

moments of exposure to 70% glycerol; the corresponding collimated transmission kinetics (b) and (d). The thickness of the
to the agent 0.94 mm, and for a diabetic rat – 0.94 and 0.97 mm, respectively (color online)

в/c г/d
и диабетических (в) крыс, измеренные в разные моменты действия 70%-ного глицерина; соответствующая кинетика
а после 60 мин действия – 0.27 мм и, соответственно, для диабетического образца – 0.21 и 0.23 мм (цвет онлайн)

moments of exposure to 70% glycerol; the corresponding kinetics of collimated transmission (b) and (d). The thickness of the
to the agent 0.27 mm, and for a diabetic rat – 0.21 mm and 0.23 mm, respectively (color online)

в/c г/d
крыс, измеренные в разные моменты действия 70%-ного глицерина; соответствующая кинетика коллимированного
действия – 0.23 мм и, соответственно, для диабетического образца – 0.22 и 0.24 мм (цвет онлайн)

at different moments of exposure to 70% glycerol; the corresponding kinetics of collimated transmission (b) and (d). The
to the agent 0.23 mm, and for a diabetic rat – 0.22 mm and 0.24 mm, respectively (color online)
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а/а б/b

в/c г/d

Рис. 6. Спектры коллимированного пропускания образцов белого вещества мозга здоровых (а) и диабетических (в)
крыс, измеренные в разные моменты действия 70%-ного глицерина; соответствующая кинетика коллимированного
пропускания (б) и (г). Толщина образца от здоровой крысы до действия агента – 0.15 мм, а после 60 мин действия –

0.17 мм и, соответственно, для диабетического образца – 0.12 мм и 0.14 мм (цвет онлайн)
Fig. 6. Collimated transmission spectra of white matter samples from the brains of healthy (a) and diabetic (c) rats, measured at
different moments of exposure to 70% glycerol; the corresponding kinetics of collimated transmission (b) and (d). The thickness
of the sample from a healthy rat before measurement was 0.15 mm, and after 60 minutes of exposure to the agent 0.17 mm, and

for a diabetic rat – 0.12 and 0.14 mm, respectively (color online)

70%-ного раствора глицерина в течение 60 минут.
На рисунках с литерами а и б представлены ткани
головы здоровых крыс, а на рисунках с литерами
в и г – ткани головы крыс с диабетом.

Временная зависимость коллимированного
пропускания TC(λ, t) после нормировки кинети-
ческих кривых достаточно хорошо описывается
уравнением [1, 6]

TC(λ, t)∼= 1− exp
(
− t

τ(λ)

)
, (1)

которое показывает связь с характерным вре-
менем диффузии иммерсионного агента τ(λ)
в ткани для каждой длины волны в диапазоне
450–900 нм. Нормировка кинетических кривых
проводилась на исходные значения таким об-
разом, чтобы коэффициенты коллимированного

пропускания для каждой отдельной длины вол-
ны, варьировались между 0 и 1. Это уравнение
использовалось для нахождения времени диффу-
зии глицерина в образцах тканей головы в норме
и при диабете. Результаты представлены в таб-
лице. Расчеты проводились для спектральных
линий вдали от сильных полос поглощения, там,
где доминирует рассеяние, а именно в диапазоне
от 600 до 800 нм с интервалом в 50 нм.

Как следует из результатов таблицы, несмот-
ря на достаточно сильные различия в толщинах
используемых образцов, удалось выявить ха-
рактерные свойства исследуемых тканей при
воздействии глицерина. Самая замедленная диф-
фузия наблюдается для костной ткани черепа,
остальные мягкие ткани имеют близкие вре-
мена диффузии. Для всех типов тканей время
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Экспериментальные значения характеристического времени диффузии 70%-ного раствора глицерина в об-
разцах тканей головы здоровых (З) и диабетических (Д) крыс, значения роста времени диффузии τ
и соответствующие средние значения толщины l образцов до и после иммерсии в глицерине, полученные в про-

цессе оптических измерений
Table. Experimental values of the characteristic diffusion time of a 70% glycerol solution in head tissue samples of
healthy (H) and diabetic (D) rats, values of the growth of the diffusion time τ and the corresponding average values of
the thickness l of the samples before and after immersion in glycerol, obtained in the process of optical measurements

Ткани головы /
Tissues of the head

З/Д / H/D τ, мин / τ, min Рост τ,% /
Growth τ,%

l, мм (до/после) /
l, mm

(before/after)

Кожа скальпа / Scalp skin
З / H 14 ± 10

14
0.45/0.51

Д / D 16 ± 11 0.44/0.50

Кость черепа / Skull bone
З / H 32 ± 15

12.5
0.90/0.94

Д / D 36 ± 15 0.94/0.97
Твердая мозговая оболочка /
Dura mater

З / H 13 ± 10
15

0.25/0.27
Д / D 15 ± 11 0.21/0.23

Серое вещество мозга / Gray
matter of the brain

З / H 11 ± 5
18

0.21/0.23
Д / D 13 ± 8 0.22/0.24

Белое вещество мозга / White
matter of the brain

З / H 12 ± 8
17

0.15/0.17
Д / D 14 ± 6 0.12/0.14

диффузии удлиняется для диабетических крыс.
Наименьшие различия порядка 12.5% наблюда-
ются для костной ткани, а наибольшие для серого
(18%) и белого (17 %) вещества мозга, что со-
ответствует сильными различиям в метаболизме
этих типов тканей. При этом ткани кожи (дерма)
и твердая мозговая оболочка, близкие по своему
строению на основе коллагеновых волокон, име-
ют близкие значения – 14 и 15% соответственно.
Эти данные говорят о том, что в целом все тка-
ни головы гликируются при диабете, но скорость
гликирования тканей мозга несколько выше. Это
обстоятельство следует учитывать при прогнози-
ровании степени гликированности тканей мозга
по изменению скорости диффузии пробных мо-
лекул типа глицерина в коже пациента [3, 6].

Выводы

Анализ кинетики коллимированного про-
пускания исследуемых тканей головы показал
затрудненную диффузию пробных молекул гли-
церина для всех типов твердых и мягких тканей
у диабетических крыс по сравнению со здоровы-
ми. Важно, что наименьшие различия во времени
диффузии (12,5%) наблюдаются для костной тка-
ни, а наибольшие – для серого (18%) и белого
(17%) вещества мозга. Это очевидно объясняется
сильными различиями в метаболизме этих типов
тканей. В тоже время для тканей более или менее
близких по метаболизму, таких как кожа и твер-
дая мозговая оболочка, различия составляют

14 и 15% соответственно. Это важное обстоя-
тельство следует учитывать при неинвазивном
прогнозировании степени гликированности тка-
ней мозга по оптическим измерениям скорости
диффузии пробных молекул в коже диабетиче-
ского больного.
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