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1. Введение

Оптические методы диагностики находят все новые и 
новые области применения в различных биомедицинских 
приложениях, в том числе в таких, как тканевая инжене-
рия и клеточная трансплантология [1]. Для восстановле-
ния поврежденной ткани активно используется регенера-
тивная способность клеток, например фибробластов для 
кожи или хондроцитов для сухожилий [2]. Направленный 
рост и контролируемое развитие клеток реализуется по-
средством использования скаффолдов* [3, 4]. Питание кле
ток, а также изменение скорости их пролиферации вну-
три скаффолда осуществляется в режиме оптимального 
сдвигового напряжения, искусственно создаваемого ми-
кропотоками питательного вещества [5]. Для расчета оп
тимальных морфологических свойств скаффолдов обыч-
но используют уравнение Михаэлиса – Ментен, описыва-
ющее процессы поглощения клетками питательных веществ, 
и/или уравнение Навье – Стокса для моделирования ми-
кропотоков жидкости в скаффолде [6]. 

Для визуализации микроструктуры и оперативного 
контроля интенсивности микропотоков питательных ве-
ществ в скаффолдах могут быть использованы методы 
компьютерной томографии [7], а также традиционная мик
роскопия [8], обычно применяемая для контроля потоков 
в биологических объектах in situ, или конфокальная ла-
зерная микроскопия [9, 10]. Последняя активно использу
ется для морфологических исследований структуры био-
тканей с глубиной сканирования до 100 – 150 мкм и прост
ранственным разрешением ~1 мкм [11, 12]. Следует, однако, 
отметить, что возникающее вследствие сложной пори-
стой структуры скаффолдов многократное рассеяние зон-
дирующего излучения существенно ограничивает и силь-
но затрудняет возможность их оптической диагностики.

В настоящей работе сделана попытка использования 
оптической когерентной томографии (ОКТ) [13 – 16] и до-
плеровской ОКТ [11] для одновременной визуализации 
внутренней структуры скаффолда и количественного ана
лиза пространственного распределения микропотоков 
в его структуре. ОКТ позволяет получать структурные 
изображения биотканей толщиной до 1.5 мм с высоким 
пространственным разрешением (2 – 15 мкм) [17 – 22]. Кро
ме того показано, что ОКТ в сочетании с методами опти-
ческой иммерсии предоставляет реальную возможность 
увеличения глубины зондирования и пространственного 
разрешения [23, 24]. Также продемонстрировано, что до-
плеровская ОКТ позволяет количественно измерять ско-
рости рассеивающих частиц (с разрешением до 10 мкм/с) 
и восстанавливать пространственное распределение ско-
ростей в сложных потоках жидкости, включая ламинар-
ные и турбулентные потоки [24 – 26].

2. Основные положения метода ОКТ

Принцип работы ОКТ, заключающийся в использо-
вании свойств низкокогерентной оптической интерферо-
метрии, широко обсуждался ранее и детально описан во 
многих работах [14 – 16]. В этой связи мы представим 
только краткое описание основных положений метода 
ОКТ и будем акцентировать внимание только на неко
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торых аспектах теоретического описания формирования 
сигнала ОКТ, которые обычно не рассматриваются или 
обходятся стороной. В частности мы рассмотрим времен-
ное усреднение регистрируемого сигнала и явно опишем 
вклады, содержащие статистический шум и приводящие 
к искажению сигнала ОКТ, что в свою очередь сущест
венно ограничивает применение метода в практической 
диагностике случайно-неоднородных сред.

Сигнал ОКТ детектируется при наложении полей 
Er(r, t) и Es(r, t), приходящих соответственно из объектно-
го и опорного плеч интерферометра Майкельсона [27], 
когда при условии равенства длин оптических путей в 
обоих плечах в пределах длины временной когерентности 
зондирующего излучения наблюдается интерференция. Так, 
в случае отсутствия случайно-неоднородной среды, когда 
излучение в обьектном плече интерферометра отражает-
ся от зеркала, регистрируемый фотодетектором сигнал 
может быть записан следующим образом [27]:

( ) 2 ( )ReI z I I I Ir s r s g t= + + " ,.	 (1)

Здесь Ir =áE *r (t + t)Er(t + t)ñ = 2
1 I0 и Is =áE *s (t) Er(t)ñ – не зави-

сящие от разности оптических путей DL в плечах интер-
ферометра средние по времени регистрации интенсивно-
сти оптического излучения, приходящего соответственно 
из опорного и объектного плеч интерферометра; I0 – ин-
тенсивность падающего излучения; t = 2z/c – время сдви-
га интерферирующих полей, обусловленное дополнитель-
ной разностью хода 2z; z – смещение сканирующего зер-
кала в опорном плече; c – скорость света в вакууме; угловые 
cкобки означают усреднение по времени наблюдения. 

Временная функция когерентности g(t) = g(2z/c) содер-
жит зависимость от несущей частоты и спектральной 
формы излучения источника. Для источника с гауссовым 
спектром

( ) ( 2 ),exp
ln

exp iv v
2 2

2p pg t t tD
= - -c m; E 	 (2)

где Dv – полная спектральная ширина на полувысоте мак-
симума функции источника; v  – несущая частота излуче-
ния. При помещении в обьектное плечо интерферометра 
образца, представляющего собой случайно-неоднородную 
среду, конкретный вид интерференционного члена в урав
нении (1) зависит от модели рассеивания света в исследуе-
мом образце. Так, в случае простой модели образца при 
наличии только внутренних границ, способныx частично 
переотражать зондирующее излучение, уравнение (1) при
нимает следующий вид:

( ) 2 ( ) ( ) ,ReI z I I I I R Lr s r s s s7 g t= + + 6 @ 	 (3)

где R(Ls) – доля излучения, отражённого от внутренней 
границы, которая находится внутри исследуемой среды 
на глубине Ls; ts = DL/c – временная задержка излучения, 
обусловленная разностью оптических путей DL = Ls – Lr  
в опорном (Lr) и объектном (Ls) плечах интерферометра. 

Необходимо отметить, что, кроме отражений на вну-
тренних границах среды, каждое отдельно взятое скани-
рование I (z) реализуется и на некоторой случайной кон-
фигурации рассеивателей. Следовательно, в отличие от 
первого слагаемого в (3), интенсивность Is и функция g(ts) 
являются величинами, критическим образом зависящими 
не только от местоположения границ раздела среды, но и 
от конфигурации рассеивателей. Возникающий таким об

разом дополнительный фазовый набег, определяемый раз
ностью оптических путей, является причиной возникно-
вения спеклов. Для их устранения проводят повторные 
сканирования (25 – 1000 раз), что теоретически эквивален
тно статистическому усреднению (см., напр., [29]). 

Следует также отметить, что ОКТ не позволяет разли-
чить неоднородности, масштаб которых меньше длины 
когерентности зондирующего излучения

.lnl c
v

2 2 1
c p D= 	 (4)

Такие неоднородности проявляются в виде статистиче-
ского шума. 

Представим поле в среде в виде

( , ) ( , ) ( , ),E t E t E tr r rs s sd= + 	 (5)

где черта означает статистическое усреднение по мелко-
масштабным неоднородностям. Величина dEs(r, t) пред-
ставляет собой флуктуационную часть поля, определяю-
щую обусловленные многократным рассеянием спеклы. 
В нерассеивающей прозрачной среде dEs(r, t) = 0, и интер-
ференционный вклад в сигнале ОКТ определяется сред-
ним полем ( , )E trs .

Выделяя статистические средние, представим интен-
сивность в объектном плече как

2 ( ) ( ) ( ) ( ) .ReI I E t E t E t E t* *
s s s s s s

0 d d d= + + 	 (6)

В случае однослойной среды средняя интенсивность света

,expI R I
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d

2
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0= -F c m 	 (7)

где RF – коэффициент отражения Френеля от дальней гра
ницы среды; d – толщина слоя; l – средняя длина свобод-
ного пробега фотона в среде, или длина экстинкции. Ве
личина I 0s   постоянна и мала из-за сильного затухания 
вследствие прохождения излучением слоя среды дважды 
– до границы и обратно. Линейный по флуктуациям поля 
член 2 ( ) ( )Re E t E ts sd *  практически не наблюдается в силу 
случайности фазовых сдвигов. Квадратичная по флукту-
ациям форма ádEs(t)dE *s(t)ñ определяет основной вклад в 
спеклы. Ее статистическое среднее, т. е. среднее по мелко-
масштабным неоднородностям,

( ) ( ) ,D E t E ts sd d= 	 (8)

представляет собой дисперсию спеклов [30], а ее средне-
квадратичное отклонение Ds =  – среднюю величину 
спеклов. Интерференционный член

2 ( ) ( )Re E t E t*
r st+

	 2 ( ) ( ) ( ) ( ) .Re E t E t E t E t* *
r s r sdt t= + + + 	 (9)

Оптические свойства реальных биологических сред 
существенно отличаются от свойств идеализированных 
моделей, используемых при теоретическом анализе [31]. 
Несмотря на это принципиальные оценки пределов при-
менимости для среды, рассматриваемой в данной работе, 
остаются справедливыми. Амплитуда детектируемого ОКТ-
сигнала оказывается пропорциональной скачкообразно-
му изменению разности показателя преломления на гра-
нице раздела слоев или структурных элементов среды, 
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находящихся на глубине, которая соответствует длине оп
тического пути в опорном плече. Таким образом реализу-
ется зондирование среды по глубине с определением ме-
стоположения скачка показателя преломления. 

Следует отметить, что скачком показателя преломле-
ния могут характеризоваться различные объекты и неод-
нородности среды, включая плоские границы раздела еë 
слоев, макро- и микронеоднородности, а также совокуп-
ности рассеивающих свет частиц, размеры которых суще-
ственно меньше ширины зондирующего пучка. При этом 
скачки показателя преломления будут проявляться в ре-
гистрируемом сигнале ОКТ (так называемый A-скан) по-
разному – в зависимости от типа неоднородности. Изобра
жение границы раздела слоёв или контуры макронеод
нородности можно получить при условии, что границы 
раздела перпендикулярны направлению зондирования. 
Кроме того, существенное влияние на формирование сиг-
нала ОКТ и ограничение зондирования по глубине ока-
зывает многократное рассеяние [32].

Детектирование скорости рассеивающих частиц, осу-
ществляемое по схеме ОКТ, базируется на измерении сдви
га центральной частоты доплеровского сигнала, обуслов
ленного направленным движением локализованных вну-
три скаффолда частиц. Скорость движущихся частиц в 
ламинарном потоке в прямых каналах в приближении од-
нократного рассеяния света [27]

,
cos

V
n
f
2D

D
z

0

a
l

= 	 (10)

где f D – центральная частота доплеровского сигнала; l0 – 
длина волны падающего излучения; a – угол между век-
тором скорости в потоке и направлением распростране-
ния зондирующего излучения. Однако в случае скаффол-
дов форма сечения каналов является нерегулярной и на-
правление вектора скорости потока меняется. Кроме того, 
из-за многократного рассеяния света на частицах интра-
липида волновой вектор зондирующего излучения также 
становится разнонаправленным. Вследствие этого угол a 
в вышеупомянутой формуле становится плохо опреде-
лённым, в результате чего и спектр доплеровских сдвигов 
частоты имеет нерегулярную форму.

В этом случае доплеровский сдвиг оценивается путем 
сравнения последовательно измеренных A-сканов и пред-
ставляется в виде [33]
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где I и R  – мнимая и действительная части произведения 
комплексно-сопряжённых функций ( , )S z Tj

u  и ( , )S z T*
j

u  со-
ответственно, отвечающих последовательно измеренным 
A-сканам; звёздочкой обозначен комплексно-сопря
женный оператор; Т – интервал времени между двумя по-
следовательными j и j + 1 A-сканами; N – число А-сканов, 
используемых для усреднения. 

3. Материалы и методы

Для морфологического исследования внутренней струк
туры скаффолда была использована установка ОКТ на 
основе волоконно-оптического интерферометра Майкель
сона (рис.1). Низкокогерентное оптическое излучение су-

перлюминесцентного лазерного диода СЛД с централь-
ной длиной волны l0 = 1298 нм, Dl = 52 нм и мощностью 
на выходе 0.5 мВт (Superlum, Россия) делится на две рав-
ные составляющие, одна из которых попадает в объект-
ное плечо интерферометра, другая – в опорное. Сопря
женное диафрагмирование посредством оптического во-
локна источника излучения СЛД и поля зрения фотоде-
тектора ФД1 в сочетании с малой длиной когерентности 
зондирующего излучения (20 – 30 мкм) позволяет локали-
зовать область измерений в малом объеме (8 – 50 мкм3). 
Кроме того, данная оптическая система позволяет осу-
ществлять фактически мгновенное сканирование иссле-
дуемой среды по глубине, которое проводится посредст
вом движения уголкового отражателя УО в опорном пле-
че интерферометра.

В результате, как уже было отмечено, амплитуда 
детектируемого фотоприемником сигнала меняется про
порционально скачкам коэффициента преломления струк
турных элементов исследуемого образца, позволяя восста
новить пространственное распределение границ неодно
родностей по глубине. Фотодетектор ФД2 регистрирует 
интерференционный сигнал, формируемый излучением из 
опорного и объектного плеч интерферометра. Таким об-
разом, формируется 130000 цифровых отсчетов, или один 
отсчет за 1 мкс. Однако в работе использовались только 
40000 отсчетов, что соответствует участку скаффолда ши-
риной ~1.5 мм. При формировании изображения вну-
тренней структуры скаффолда с помощью ОКТ произво-
дилось усреднение по 20 А-сканам для каждой из 80 точек 
на поверхности скаффолда, общее время получения одно-
го изображения составило ~64 с.

Используемая доплеровская модификация ОКТ, реа-
лизованная и детально представленная в [24, 25], позволя-
ет детектировать скорость потока движущихся в образце 
рассеивающих частиц в пределах ±65 мм/с. Измерения 
скорости микропотоков осуществляются на той же экс-
периментальной установке ОКТ (рис.1) посредством при-
менения быстрого преобразования Фурье [25].

Исследуемые скаффолды были изготовлены из поли-
сахаридного полимера хитозана [19]. Двухпроцентный 
раствор данного вещества, полученный растворением хи-

Рис.1.  Традиционная схема волоконно-оптической ОКТ: 	
СЛД – суперлюминесцентный диод; ФД1 и ФД2 – фотодетекторы; 
УО – уголковый отражатель; К – коллиматор; З – неподвижное 
зеркало; ЦП – цифровой преобразователь, устройство сбора дан-
ных; ПК – персональный компьютер.
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тозановых частиц в однопроцентной безводной уксусной 
кислоте, был залит в шаблоны диаметром 1.5 мм цилин-
дрической формы и подвергнут заморозке в течение не-
скольких часов с последующей сублимацией. Синтезиро
ванные таким образом скаффолды (рис.2) после гради-
ентной регидратации этанолом (100 %, 70 % и 50 %) были 
помещены в физиологический раствор.

В качестве модели клеток и питательной жидкости, по
ставляемой клеточным структурам внутри скаффолда, мы 
использовали однопроцентный водный раствор интра
липида (10 %, Sigma-Aldrich, Великобритания), представ-
ляющий собой водную эмульсию фосфолипидных мицелл, 
диаметр которых распределен по нормальному закону с 
максимумом на 300 мкм. Выбор этого раствора в качестве 
модельной жидкости обусловлен тем, что его оптические 
свойства хорошо согласуются с оптическими свойствами 
клеток биотканей [34]. Доставка интралипида осущест-
влялась шприцевым насосом (Harward, mod. 975, Велико
британия), создающим на входе в скаффолд устойчивый 
ламинарный поток (максимальная скорость 16 мм/с).

4. Обсуждение результатов

Полученное ОКТ-изображение внутренней структуры 
скаффолда представлено на рис.3. Согласно результатам 
электронной микроскопии (см. рис.2) средний размер не-
однородности скаффолда оказывается сравнимым с дли

ной когерентности зондирующего излучения, т. е. 20 – 30 
мкм. По этой причине, а также в связи с выравниванием 
показателей преломления структурных элементов скаф-
фолда и заполнившего его водного раствора интралипи-
да пористая структура данного образца, хорошо видная 
на микрофотографии (рис.2), в случае ОКТ выявляется, в 
основном, только в приповерхностных слоях. С увеличе-
нием глубины пористость структуры скаффолда стано-
вится крайне слабо различимой или не различается вовсе. 
Пространственное поперечное распределение микропо-
токов жидкости в скаффолде (рис.4), получаемое мето-
дом доплеровской ОКТ, показало, что течение жидкости 
существенно затруднено или полностью отсутствует. По
следнее, по-видимому, обусловлено тем, что размер ли-
пидных частиц, присутствующих в растворе интрали
пида, значительно превышает диаметр пор скаффолда 
(рис.2), что приводит к блокированию пор и частичной 
или полной остановке потоков жидкости. В этой связи 
раствор интралипида был дважды профильтрован по-
средством тисненой фильтровальной бумаги (плотность 
78 г/м2, толщина 0.17 мм, размер пор 15 мкм), а экспери-
мент повторили еще раз с полученным новым раствором. 

Рис.2.  Микрофотография внутренней структуры скаффолда, по-
лученная с помощью сканирующего электронного микроскопа 
(ISI ABT-55, Великобритания).

Рис.3.  ОКТ-изображение внутренней структуры скаффолда. 

Рис.4.  Пространственное распределение скорости микропотоков ин
тралипида в скаффолде, получаемое с помощью доплеровской ОКТ.

Рис.5.  Пространственное поперечное распределение скорости ми-
кропотоков профильтрованного интралипида в скаффолде.
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Результаты, представленные на рис.5, показывают, что 
после фильтрации интралипида пространственное попе-
речное распределение скоростей возникающих микропо-
токов оказывается сильно неравномерным, с высокими (до 
±5 мм/с) флуктуациями скоростей. Сопоставление струк-
турного ОКТ-изображения скаффолда (рис.3) и прост
ранственного распределения скоростей микропотоков, 
полученного доплеровской ОКТ (рис.5), позволяет, как 
показано в [35], контролировать создаваемое сдвиговое 
напряжение в заданном участке скаффолда по глубине и 
оптимизировать таким образом подачу питательной жид
кости.

5. Заключение

Рассмотрены временное усреднение регистрируемого 
сигнала и указаны принципы, приводящие к искажению 
сигнала ОКТ. На базе модельного эксперимента показа-
на практическая возможность использования ОКТ для 
решения задач тканевой инженерии и клеточной транс-
плантологии. Исследование внутренней структуры скаф-
фолдов реализовано на основе традиционной схемы 
волоконно-оптической ОКТ; одновременно методом доп
леровской ОКТ в нем определялось пространственное рас
пределение скорости микропотоков интралипида. Уста
новлено, что совместное использование ОКТ и ее допле-
ровской модификации действительно позволяет выявить 
участки субстрата с оптимальным воздействием сдви
гового напряжения, являющегося механическим факто-
ром роста клеток. Предполагается, что данный подход в 
комплексе с компьютерным моделированием позволит 
существенно улучшить качество изготовления скаффол-
дов и оптимизировать доставку питательных веществ, а 
также направленный рост клеток.
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