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1. Введение

При сердечно-сосудистых осложнениях, атеросклеро-
зе, сахарном диабете, хронической венозной недостаточ-
ности и других заболеваниях происходят функциональ-
ные и морфологические изменения в микроциркулятор-
ном русле. В современной медицине вопросы, связанные 
с исследованием механизмов микроциркуляции, являют-
ся одними из основных при изучении системы кровообра-
щения в целом. Это объясняется тем, что процессы, про-
исходящие между микрососудами и тканями в различ-
ных органах, направлены на доставку кислорода и других 
необходимых веществ к отдельным органам, а также на 
удаление отработанных в процессе их функционирования 
продуктов. Плодотворность изучения системы микроцир-
куляции была обеспечена гармоничным сочетанием тра-
диционных и новых морфологических и функциональных 
методов анализа. Применяемые морфологами методы изуче-
ния микроциркуляторного русла на аутопсийном и био
псийном материалах имеют ряд недостатков, связанных с 
определением состояния интрамуральных сосудов преи-
мущественно на поперечных и косых срезах, а также боль-
шими трудностями при исследовании одновременно со-
судов гемо- и  лимфоциркуляции. Морфологические ис-
следования микроциркуляции, проводящиеся в большин-
стве случаев биопсийным методом, отражают состояние 
микроциркуляции только в конкретной точке и не могут 
отражать динамические процессы. 

С развитием методов лазерной доплеровской флуоме-
трии [1, 2], капилляроскопии [3, 4], интравиальной микро-
скопии [5], оптической когерентной томографии [6], маг
нитно-резонансной томографии [7], радиоизотопной арте-
риографии и др. появились возможности прижизненного 
динамического исследования состояния микроциркуля-
ции. Некоторые из этих методов имеют ряд ограничений, 
таких как пространственное и временное разрешение, 
недостаточное количество информации о потоке частиц, 
неполнота получаемой информации при сканировании по 
глубине из-за возможностей инвазивности измерений и др. 
В настоящее время к наиболее эффективным диагности-
ческим методам определения основных параметров микро-
циркуляции относятся методы динамического рассеяния 
света – лазерная доплеровская флуометрия (ЛДФ), спекл-
визуализация, а также методы компьютерной биомикро-
скопии.

Физической основой методов динамического рассея-
ния света (ДРС) является доплеровская модуляция часто-
ты рассеянного излучения при взаимодействии когерент-
ного светового поля с движущимися рассеивающими цен-
трами. При рассеянии когерентного излучения ансамблем 
движущихся частиц рассеянное световое поле представ-
ляет собой суперпозицию парциальных частотно-моду
лированных полей, рассеянных на отдельных частицах в 
зондируемом объеме. Общепринятым подходом к иссле-
дованию динамики рассеивателей в зондируемом объеме 
является спектральный или корреляционный анализ флук-
туаций интенсивности рассеянного излучения в фиксиро-
ванной точке наблюдения. 

С помощью метода ЛДФ проводится, например, оцен-
ка состояния микроциркуляции крови у больных с раз-
личными заболеваниями сердечно-сосудистой системы, а 
также с поражениями системы микроциркуляции в диабе-
тологии, кардиологии, гастроэнтерологии, дерматологии, 
стоматологии. В клинической практике успешно приме-
няется прибор ЛАКК-01, действие которого основано на 
использовании ЛДФ [8]. Главным недостатком такого 
подхода является невозможность определять скорости 
движения клеток крови в капиллярах в физических еди-
ницах.
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Одним из широко используемых для мониторинга со-
стояния микроциркуляции микроскопических подходов 
с  высокой разрешающей способностью является метод 
видеокапилляроскопии, который успешно применяется 
в клинических и дерматологических исследованиях [3, 4]. 
Данный метод позволяет проводить визуализацию в режи-
ме реального времени (например, для капилляров, распо-
ложенных в дерме кожи), что является клинически важным 
при некоторых патологиях, таких как поражение кожи, 
пролежневая язва или диабет [9, 10]. Как правило, в клини-
ческой диагностике видеокапилляроскопия используется 
для определенных участков кожи (ногтевое ложе, пигмен-
тированные области), где капилляры расположены близ-
ко к поверхности. Для снижения эффекта многократного 
рассеяния и повышения эффективности часто применяют 
различные просветляющие агенты [11 – 14]. Данный метод 
предназначен для оценки различных морфологических и 
функциональных параметров капиллярного русла, напри-
мер для измерения диаметра капилляров, плотности ка-
пиллярной сети и ее извитости. Однако для определенных 
типов пигментированной кожи, где меланин очень силь-
но поглощает свет в видимой области спектра, примене-
ние такого подхода затруднительно. В подобных случаях 
используют флуоресцентные маркеры, что делает метод 
в определенной степени инвазивным. Другой недостаток 
метода видеокапилляроскопии заключается в невозмож-
ности получения информации по глубине. 

К приложениям данного метода можно отнести его 
интересную модификацию, названную авторами поляри
зационно-чувствительной капилляроскопией (ПЧК). Так, 
в работах [15, 16] для выявления патологий в микроцир-
куляторном русле при серповидной клеточной анемии 
исследования проводились с помощью поляризационно-
чувствительного капилляроскопа. Причиной серповидной 
клеточной анемии является мутация гена бета гемоглоби-
на, которая приводит к появлению аномального гемогло-
бина HbS. Изменение свойств цепи полимеризованного 
гемоглобина при такой мутации влечет за собой измене-
ние свойств всей молекулы и формирование на поверх-
ности гемоглобина «липкого» участка. При дезоксигена-
ции гемоглобина участок «раскрывается» и связывает одну 
молекулу гемоглобина S с другими подобными. Резуль
татом является полимеризация гемоглобиновых молекул 
и образование крупных белковых тяжей, вызывающих де-
формацию эритроцита и гемолиз при прохождении капил-
ляров. Для мониторинга таких изменений проводились 
измерения состояния поляризации при полимеризации 
гемоглобина у изолированных эритроцитов, а также из-
мерения изменений скорости кровотока, вызванных сер-
повидной формой клеток, затрудняющей свободный про-
ход по капиллярам.

Совмещение методов ДРС и микроскопии позволяет 
получить высокоэффективный инструмент для опреде
ления параметров микроциркуляции. Подобные попыт-
ки  предпринимаются с начала 70-х годов прошлого ве
ка  [15, 17]. С помощью спекл-микроскопии проводится 
оценка изменений контраста спекл-картин для отдель-
ных капилляров. Так, в работе [18] для выявления влия-
ния  токсичности препаратов на состояние микроцирку-
ляции использовался спекл-микроскоп со сверхвысоким 
пространственным разрешением. В результате удалось не 
только оценить продолжительность токсического дей-
ствия фотоинактивированных вакцин, но и природу их 
воздействия.

Для мониторинга гемодинамики крови в капиллярах 
ногтевого ложа в настоящей работе выбран спекл-кон
трастный метод, который относится к методам лазерной 
спекл-визуализации. Этот простой и высокоэффектив-
ный метод, применяемый в том числе для визуализации 
кровотока, был предложен в середине 90-х годов прошло-
го века и получил название LASCA (LAser Speckle Contrast 
Analysis) [19]. Он основан на близости значений статисти-
ческих моментов пространственно-временных флуктуаций 
интенсивности эргодических и статистически однородных 
спекл-полей, оцениваемых путем усреднения во времени 
и пространстве [20 – 22]. В данном методе предполагается 
оценка контраста усредняемых по времени динамических 
спеклов в зависимости от времени усреднения спекл-мо
дулированных изображений: V(T ) = dI(T )/áI ñ, где áI ñ и 
dI(T ) – соответственно среднее и среднеквадратичное зна-
чение флуктуаций яркости спекл-модулированного изо-
бражения при заданном времени усреднения T. 

Для осуществления измерений в режиме реального вре-
мени необходимо проводить усреднение спекл-изображе
ний за время от 5 до 30 мс. Скорость убывания контраста 
регистрируемых спеклов при увеличении времени усред-
нения зависит от среднего времени смещения подвижных 
рассеивающих центров в зондируемом объеме на расстоя-
ние, равное длине волны зондирующего излучения в сре-
де, а также от среднего числа актов рассеяния при рас-
пространении излучения в зондируемом объеме. Анализ 
локальных оценок контраста спекл-модулированных изо-
бражений поверхности объекта при фиксированном вре-
мени экспозиции по зонам, покрывающим заданное число 
спеклов, позволяет визуализировать участки, в которых 
характеристики подвижности рассеивающих центров су-
щественно отличаются от усредненных по зондируемой 
области значений. Максимальная чувствительность дан-
ного метода к вариациям подвижности динамических рас-
сеивающих центров по зондируемой области достигается 
при выборе времени экспозиции, соответствующему мак-
симальному по модулю значению производной V(T )/dT. 
Метод спекл-коррелометрии полного поля на основе ана-
лиза контраста усредненных по времени спекл-модулиро
ванных изображений успешно применялся в лаборатор-
ных и клинических условиях для исследований микроцир-
куляции крови в областях ожоговых поражений кожи [23], 
в коре головного мозга лабораторных животных при воз-
действии лекарственных препаратов [24], для исследований 
кинетики термической модификации хрящевых тканей при 
воздействии ИК лазерного излучения [25 – 27] и др. [28].

К числу возможных приложений метода LASCA от-
носится, например, обследование состояния больных са-
харным диабетом на основе мониторинга микроциркуля-
ции крови в ногтевом ложе. Сахарный диабет – хрониче-
ское полиэтилогичное заболевание, характеризующееся 
глубокими нарушениями углеводного, жирового, белко-
вого и минерального обменов, что ведет к нарушению 
микроциркуляции. Например, у детей при лабильном те-
чении сахарного диабета отмечается характерный румя-
нец (диабетический рубеоз) — результат расширения ка-
пилляров кожи [29]. Наиболее глубокие изменения при 
диабете происходят на уровне микроциркуляторного рус-
ла. Они характеризуются замедлением линейной скорости 
кровотока, агрегацией и стазом форменных элементов 
крови, повышением проницаемости сосудов. Микроцир
куляторные нарушения носят генерализованный харак-
тер, имеют определенную стадийность и, как правило, за-
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висят от формы диабета и тяжести вызванных им деструк-
тивных изменений тканей. Мониторинг микрогемодина-
мики в капиллярах ногтевого ложа позволил бы выявить 
закономерности течения патологического процесса при 
диабете и контролировать адекватность проводимого ле-
чения. 

2. Методика проведения эксперимента

Спекл-коррелометрический мониторинг вариаций ми-
крогемодинамики в ногтевом ложе проводился с помощью 
лабораторного образца спекл-коррелометрического ка-
пилляроскопа полного поля (рис.1). В качестве источни-
ка излучения применялся одномодовый гелий-неоновый 
лазер ГН-5П. Для расширения лазерного пучка исполь
зовался микрообъектив ЛОМО (20´, NA = 0.40). Спекл-
модулированные изображения поверхности анализируе-
мого участка регистрировались монохромной КМОП-
камерой Basler A602f (число пикселей в матрице 656 ́  491, 
размер пикселя 9.9 ́  9.9 мкм; 8 бит/пиксель), оснащенной 
объективом ЛОМО с фокусным расстоянием f = 30 мм. 
Управление камерой в процессе ее настройки и последу-
ющей регистрации видеоданных осуществлялось с помо-
щью специализированной программы, разработанной в 
среде программирования LabView; видеоданные сохра-
нялись на жесткий диск для последующего анализа в 
формате AVI без сжатия, что обеспечивало постоянство 
межкадрового интервала при последующем разбиении 
видеоданных на последовательности изображений дина-
мических спеклов. Регистрация данных осуществлялась 
с  кадровой частотой 40 Гц в режиме неполного кадра 
(subframe mode) с размерами «окна» 1 ́  5 пикселей и време-
нем экспозиции кадра 20 мс. Параметры камеры (усиле-
ние, яркость) в зависимости от оптических характеристик 
анализируемой биоткани автоматически выбирались та-
ким образом, чтобы обеспечить максимальный разброс 
значений яркости пикселей по анализируемому участку 
при отсутствии насыщения отдельных элементов изобра-
жения (максимальная яркость пикселей в пределах ана
лизируемого участка не превышала 200 единиц). На рис.2 
в качестве примера приведены полнокадровые изображе-
ния регистрируемых спекл-структур для ногтевого ложа 
человека в условиях кратковременного подавления гемо-
динамики и при нормальном кровообращении.

В ходе обработки спекл-модулированных изображе-
ний анализируемого участка поверхности внутренних ор-
ганов вычислялись значения контраста Vk = sIk/

–
Ik, где k – 

номер кадра в последовательности спекл-модулирован
ных изображений, 
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Здесь M и N – соответственно количество пикселей в стро-
ках и столбцах анализируемого фрагмента; Ik(m, n) – яр-
кость m, n-го пикселя в k-м кадре. При использовании Vk 
в качестве диагностического параметра анализируются 
вариации контраста усредненных за время экспозиции 
спекл-модулированных изображений; для статистически 
однородных эргодических динамических спекл-структур 
контраст усредняемых по времени спеклов связан с нор-
мированной временной корреляционной функцией флук-
туаций интенсивности g2(t) следующим образом [22, 30]:

,dV T
T

g1 /T
2

0

1 2
t t=^ ^h h; Ey 	 (1)

где t – время экспозиции; 

g2(t) = á[I (t + t) – áI ñ] [I (t) – áI ñ] ñ/á[I (t) – áI ñ]2ñ.

Как показано в ряде работ (см., например, [15, 24]), в слу-
чае детектирования лазерного излучения, обратно рассе-
янного поверхностными слоями биологических тканей с 
выраженной микрогемодинамикой, временная корреля-
ционная функция флуктуаций интенсивности рассеянно-
го света с приемлемой точностью допускает экспоненци-
альную аппроксимацию вида g2(t) » exp(–t/tc), где время 
корреляции флуктуаций интенсивности tc определяется 
характерным временем смещения динамических рассеива-
телей (эритроцитов) на расстояние порядка длины волны 
зондирующего излучения l и оптическими характеристи-
ками зондируемой среды: tc » Kl/ –u (здесь K – коэффици-
ент, зависящий от геометрии детектирования и оптиче-
ских характеристик биоткани в анализируемой области, 
–u – средняя скорость движения эритроцитов по системе 
микрокапилляров). 
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Рис.1.  Экспериментальная установка:	
1 – гелий-неоновый лазер ГН-5П; 2 – расширитель пучка; 3 – объ-
ектив камеры; 4 – КМОП-камера Basler A602f; 5 – компьютер; 6 – 
объект исследований.

а б

Рис.2.  Полнокадровые изображения регистрируемых спекл-струк
тур в условиях кратковременного подавления гемодинамики (а) и 
нормального кровообращения (б).
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При использовании спекл-коррелометрии полного по
ля на основе анализа контраста усредненных по времени 
спекл-модулированных изображений может быть уста-
новлена следующая взаимосвязь между вариациями кон-
траста и средней скоростью эритроцитов в зондируемом 
объеме [20]:
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Для модели динамического рассеяния зондирующего 
лазерного излучения с экспоненциально затухающей авто-
корреляционной функцией флуктуаций интенсивности 
g2(t) = exp(–t –u/Kl) данное выражение может быть преоб-
разовано к виду: dV(T ) = {C(T )/[2KlV(T )]}d –u; параметр 
C(T ) = (1/T )ò0

Ttg2(t)dt можно интерпретировать как оцен-
ку по конечному времени выборки данных T отношения 
первого момента корреляционной функции g2(t) к време-
ни выборки. Для принятой модели динамического рассе-
яния можно показать, что C(T ) ® 0 при T << tc и T >> tc; 
данный параметр достигает максимального значения при 
T ~ tc, что определяет оптимальный режим регистрации 
спекл-модулированных изображений, при котором дости-
гается максимальная чувствительность спекл-корреляци
онного метода полного поля.

Для участия в эксперименте были отобраны 5 добро-
вольцев, не страдающих заболеваниями, связанными с 
сердечно-сосудистой системой. У каждого добровольца ис-
следовался безымянный палец левой руки в случае нормаль-
ного кровообращения кисти руки и в случае его частич-
ной блокады. Блокада кровотока осуществлялась путем 
пережатия магистральных артерий с помощью эластич-
ной манжеты тонометра Medica CS-105. Степень пережа-
тия контролировалась встроенным манометром. Следует 
отметить, что во всех экспериментах степень пережатия 
была одинакова. Эксперименты проводились при посто-
янной температуре в помещении (23 – 25 °С).

Результатом блокады кровотока является снижение 
микроциркуляции. Сразу после прекращения блокады раз-
вивается реактивная постокклюзионная гиперемия, кото-
рая при нормальных условиях выражается в увеличении 
кровотока до уровня, превышающего исходный. Для кон-
троля морфологических изменений капилляров при ча-
стичной блокаде кровотока проведены микроскопические 
исследования, основанные на визуализации капилляров с 
помощью компьютерного капилляроскопа, содержащего 
монохромную КМОП-камеру Basler A602f, а также ми-
крообъектив ЛОМО (8´, NA = 0.20). Диаметр освещае-
мой области (0.5 мм) был фиксированный, время экспози-
ции видеокамеры составляло 25 мс. 

Для уменьшения влияния рассеяния оптического из-
лучения в клеточных структурах и биотканях при микро-
скопических измерениях использовался метод оптичес
кого просветления, который заключается в нанесении на 
ткань иммерсионного вещества – просветляющего аген-
та, имеющего высокую осмолярность и более высокий по-
казатель преломления, чем у внутритканевой жидкости. 
В его состав в равных долях входили 95%-ный глицерин, 
диметилсульфоксид (ДМСО) и вода. Мониторинг состоя-
ния микроциркуляции проводился через 4 мин после на-
несения просветляющего агента. 

На рис.3 приведены изображения участка капилляр-
ного русла ногтевого ложа до и после введения просвет-
ляющего агента. Снимки сделаны с промежутком в 4 мин. 

Такой промежуток времени был выбран исходя из дан-
ных, полученных другими исследователями.* 

Толщина рогового слоя эпидермиса на исследуемом 
в нашей работе участке ногтевого ложа добровольца со-
ставляла 0.19±0.12 мм. ДМСО использовался для увели-
чения трансдермального переноса действующих веществ 
(раствор глицерина), поскольку, как биполярный апротон-
ный растворитель, он является эффективным проводни-
ком разнообразных молекул через роговой слой кожи.

3. Спекл-корреляционный анализ  
капиллярного кровотока ногтевого ложа

По данным микроскопических измерений диаметр ви-
димого капилляра до блокады кровотока составлял 7.5 мкм, 
а после – 11 мкм, что свидетельствовало о частичном сни-
жении уровня микроциркуляции в ткани. Аналогичные 
выводы можно сделать из рис.4, на котором представле-
на временная зависимость контраста усредненных дина-
мических спекл-полей (усреднение проводилось по пяти не-
зависимым измерениям контраста микроциркуляции для 
пяти добровольцев). 

Данные по контрасту получены для трех установивших-
ся физиологических режимов. В течение первых 10 с во 

* В работах [16, 31] рассматривались спектры коэффициента диф
фузного отражения кожи крысы in vivo, снятые в различные мо-
менты времени после подкожной инъекции раствора глицерина. 
В первые 3.5 – 4 мин авторы наблюдали снижение коэффициента диф-
фузного отражения участка кожи (бедро, средняя толщина кожи на 
данном участке составляла 0.57±0.16 мм) в среднем на 16 % без из-
менения формы спектра. В течение последующих 5 – 6 мин наблю-
далось повышение коэффициента диффузного отражения прибли-
зительно на 20 % также без изменения формы спектров. В дальней-
шем вплоть до окончания измерений уровень сигнала сохранялся.

а б

100 мкм

Рис.3.  Изображения участка капиллярного русла ногтевого ложа 
до (а) и после (б) введения просветляющего агента.
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Рис.4.  Временная зависимость контраста усредненных динамиче-
ских спекл-полей.
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время блокады кровотока (1-й физиологический режим) 
контраст соответствовал уровню 0.6, затем с 11 по 20 с 
наблюдалась постоокклюзионная гиперемия (2-й физио-
логический режим) и снижение контраста до 0.38, далее по-
следующее восстановление микроциркуляции (3-й физиоло-
гический режим) до начального уровня с незначительным 
снижением контраста до уровня 0.42. Следует отметить, 
что использование просветляющего агента не повлияло на 
отношение полученных значений контраста спекл-изобра
жений до и после блокады кровотока, но исключило влия-
ние многократного рассеяния (увеличение контраста при 
нулевых скоростях рассеивателей). Применение просвет-
ляющего агента также позволило провести микроскопи-
ческие измерения с более высокой точностью и чувстви-
тельностью. 

4. Заключение

Продемонстрирована эффективность мониторинга ми-
крогемодинамики капилляров ногтевого ложа методом 
спекл-коррелометрии полного поля с целью выявления 
возможности применения данного метода в лаборатор-
ных и клинических условиях. Контраст усредненных по 
времени динамических спеклов, используемый в качестве 
диагностического параметра, характеризуется достаточно 
высокой чувствительностью к изменениям микроцирку-
ляции крови под воздействие внешних факторов. Одним 
из возможных перспективных направлений применения 
данного метода в клинической практике является мони-
торинг микрогемодинамики при диабете и других забо-
леваниях, влияющих на микроциркуляцию, с целью диаг
ностики и контроля осуществляемой терапии.
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