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1. Введение 

В последнее время в связи с интенсивным развитием 
высоких технологий, в частности методов биофотоники, 
всё более широкое практическое применение находят 
оптические методы диагностики биотканей [1]. Особое 
место в задачах биомедицинской оптики занимает разра-
ботка и совершенствование методов диагностики крово-
тока. К числу наиболее известных оптических методов 
визуализации сосудистого русла и мониторинга кровото-
ка относятся лазерная доплеровская спектроскопия [2], 
лазерная доплеровская флоуметрия [3], конфокальная ми-
кроскопия [4], оптическая когерентная томография (ОКТ) 
[5], доплеровская ОКТ [6], цветовая доплеровская ОКТ 
[7], корреляционная ОКТ [8], оптическая доплеровская 
томография [9], ортогональная поляризация спектраль-
ных изображений [10], динамическое рассеяние света [11], 
диффузионно-волновая спектроскопия [12], лазерная спекл-
контрастная (ЛСК) визуализация [13] и др.

Было показано, что метод ЛСК визуализации позво-
ляет регистрировать самые минимальные изменения ми-
кроциркуляции кровотока, в том числе при полной оста-
новке сердца и окклюзии сосудов [14]. В настоящее время 
в сочетании с методом флуоресцентной интравитальной 
микроскопии (ФИМ) данный метод широко использует-
ся для визуализации сосудистого русла кожного покрова 

[15, 16], для изучения механизмов регуляции микрогемо-
циркуляции и реологических свойств в окружающих 
опухоль микрососудах и сосудистом русле [17], для изуче-
ния микроциркуляции  крови и лимфы в естественных 
условиях [18, 19].

В рамках настоящей работы впервые рассмотрена воз-
можность применения данного метода для прямой визуа-
лизации и количественной оценки острой и умеренной 
кожной реакции на локальное воздействие ирританта.  
Умеренная реакция кожи на локальное воздействие не-
специфического раздражителя или контактного аллер-
гена считается наиболее сложной для идентификации с 
помощью существующих в настоящее время диагности-
ческих методов. При этом стремительный рост числа 
больных с аллергическими заболеваниями и другими 
иммунными нарушениями акцентирует внимание иссле-
дователей именно на такой тип диагностики с целью изу-
чения причин и способов управления иммуноопосре-
дованными заболеваниями [20]. Разнообразные ксено-
биотики, поллютанты, профессиональные сенситизаторы, ле-
карственные препараты и многие другие факторы могут 
вызывать индивидуальные реакции в организме – от вы-
раженной иммуносупрессии до высокой гиперчувстви-
тельности. 

Для идентификации опасности сенсибилизации или 
риска иммуносупрессии совершенствуются доклинические 
методы оценки риска для человека. Развитие прогности-
ческих скрининговых тестов для выявления  иммунотокси-
ческих воздействий тесно связано с доклиническими ис-
следованиями в модельных экспериментах с использова-
нием лабораторных животных. 

В течение нескольких десятилетий в испытаниях сен-
сибилизирующего действия использовались морские свин-
ки. Для формирования у них реакций гиперчувствитель-
ности применяются два типа индукционной экспозиции: 
адъювантная, в которой сенсибилизация инициируется 
введением аллергена с полным адъювантом Фрейнда 
(ПАФ), и неадъювантная. Контрольная экспозиция ал-
лергена может осуществляться парэнтерально и апплика-
ционно. Метод требует больших временных затрат, для 
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стандартизации используется оценка реакций по описа-
тельной шкале полученных изменений в баллах у кон-
трольных и опытных животных. Оптимизированная мо-
дель в настоящее время известна как Максимизационный 
тест на морских свинках (Guinea Pig Maximization Test 
(GPMT)) [21].

При определенных обстоятельствах для получения 
необходимой информации о сенсибилизации могут ис-
пользоваться другие экспериментальные животные. При-
нимая во внимание тот факт, что 99 % генов мышей схо-
жи с человеческими, а также ввиду относительно низкой 
стоимости, лёгкости содержания, высокой скорости раз-
множения и небольших размеров, на сегодняшний день в 
качестве лабораторных животных наиболее часто использу-
ются мыши [22]. В связи с этим иммунная система мыши 
была исследована более подробно, чем иммунная систе-
ма морской свинки. Более того, с развитием технологий 
генной инженерии в настоящее время существует возмож-
ность создавать, фактически на заказ, генетически моди-
фицированных мышей с наличием степени определенно-
го заболевания [22].

Для оценки сенсибилизационного потенциала на мы-
шах были разработаны модели, обладающие рядом преи-
муществ, в частности возможностью объективной оценки 
конечного результата испытания, малой продолжитель-
ностью и минимальной процедурой обработки животных. 
Это, например, метод оценки изменений в локальных лим-
фатических узлах (Local Lymph Node Assay (LLNA)) [23].

Однако наиболее перспективным в настоящее время 
можно считать тест по оценке степени отека уха мыши 
(Mouse Ear Swelling Test (MEST)) [24]. Этот тест,  разрабо-
танный в начале 1980-х гг. для обеспечения  более низкой 
стоимости, более короткой по времени и объективной ре-
гистрации, стал альтернативой тестам с использованием 
моделей на морских свинках. 

В силу простоты реализации и возможности отно-
сительно быстрого получения результатов во многих 
биологических и доклинических исследованиях принято 
считать MEST своего рода «золотым стандартом» не-
инвазивного аллергического теста, который широко ис-
пользуется в повседневной практике для тестирования 
новых антиаллергических материалов [24, 25]. В ходе дан-
ного теста исследуемое вещество (потенциальный аллер-
ген) наносится на кожу уха мыши in vivo. Иммунная ре-
акция организма на вещество определяется как степень 
отека, количественные оценки которой производятся по 
результатам измерения толщины уха мыши в месте нане-
сения вещества. Наличие или степень отека кожи в месте 
нанесения аллергена могут быть соотнесены с аллерген-
индуцированным локальным воспалением, ирритацией и 
реакцией гиперчувствительности. К сожалению, у MEST 
имеются довольно жесткие ограничения, а именно: высо-
кая вариабельность при использовании небольших доз 
аллергенов, сложность количественной оценки сильной 
аллергической реакции и др. [25]. 

В то же время с помощью MEST можно оценивать 
активность не только сенситизаторов и аллергенов, но и 
любых воздействий, меняющих микроциркуляцию. При 
условии стандартизации и повышения чувствительности 
метода сфера применения MEST может быть существен-
но расширена. Тест используется для оценки воспали-
тельного ответа в доиммунных реакциях, при действии 
ирритантов или провоспалительных препаратов [26 – 28]. 
Указанные реакции ассоциированы с локальными гемо-

дисциркуляторными процессами (нарушением кровоо-
бращения), обусловленными изменением микроциркуля-
ции крови, объёма крови в сосудистом русле, её реологи-
ческих свойств или выходом крови за пределы сосудов 
[29 – 31]. Как следствие, локальная скорость движения кро-
вотока в микрососудах существенно меняется во времени. 
Возможны ситуации, когда микропотоки полностью 
останавливаются, а затем начинают движение в обратную 
сторону. Иными словами, время корреляции флуктуиру-
ющих спеклов изменяется, как для всякого случайного 
нестационарного процесса. В связи с этим для получения 
изображения первичной острой сосудистой реакции кожи 
на локальное воздействие контактного аллергена мы ис-
пользовали метод ЛСК визуализации с длительным вре-
менем экспозиции фотодетектора, хорошо зарекомендо-
вавший себя в изучении сложных нестационарных микро-
циркуляций кровотока и лимфотока in vivo [14, 18, 19].

2. Методика проведения эксперимента

Используемая экспериментальная установка для ЛСК 
визуализации является частью мультимодальной оптиче-
ской диагностической системы, схематически представ-
ленной на рис.1. Уникальность данной диагностической 
системы заключается в том, что она позволяет одновре-
менно использовать оба режима визуализации, ЛСК и 
ФИМ, в естественных условиях [15 – 19].

В режиме ЛСК визуализации используется модуль ла-
зерного диода LDM 808/3 LJ (808 нм, 3 мВт, Roithner 
Lasertechnik, Австрия). Лазерный пучок проходит через 
диффузор Thorlabs – Newton (США) и освещает ухо мыши. 
Спеклы, возникающие в результате отражения диффузно 
рассеянного лазерного света, регистрируются при помо-
щи высококачественной ПЗС-камеры Pixelfly QE (PCO, 
Германия), позволяющей осуществлять захват изображе-
ния с различным временем экспозиции в диапазоне от 33 
до 650 мс. Захват последовательности изображений (обыч-
но 300) и управление камерой осуществляются посред-
ством стандартного программного обеспечения CamWare 
(PCO, Германия). Обработка и анализ последовательно-
стей изображений реализован на основе специального 
программного пакета обработки изображений eLSI для 
Fiji/ImageJ [32].

Рис.1. Схема эксперимента. Поверхность уха мыши в месте ло-
кального применения метилсалицилата одновременно освещается 
ртутной лампой флуоресцентного микроскопа и диффузно рассеян-
ным лазерным светом. Детектирование изображения в режимах ЛСК 
визуализации и/или ФИМ осуществляется ПЗС-камерой, управля-
емой персональным компьютером.
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Метод ЛСК визуализации основан на статистическом 
анализе флуктуаций интенсивности лазерного излучения, 
рассеянного биологической тканью, которая содержит такие 
движущиеся, рассеивающие свет частицы, как эритроциты 
и лимфоциты. При наличии кровотока и лимфотока, и 
следовательно, движения рассеивающих частиц, интен-
сивность рассеянного лазерного излучения флуктуирует, 
образуя нестационарные спекл-картины, меняющиеся во 
времени. Количественно движение рассеивающих свет 
частиц анализируется по степени контраста спеклов [33]: 

K(T) = s/áIñ, (1)

где s – стандартное отклонение от средней интенсивности 
áIñ в заданной точке спекл-картины. Степень контраста 
спеклов является функцией времени экспозиции детекто-
ра Т и времени корреляции t, обратно пропорционально-
го средней скорости движения рассеивающих частиц, и 
может быть представлена в виде [34]
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где x = Т/t; параметр b определяется отношением средне-
го размера спекла к размеру пикселя на детекторе (0 £ b 
£ 1) и зависит от степени поляризации и когерентности 
зондирующего лазерного излучения; r – порционная со-
ставляющая динамически рассеянного света (т. е. света, 
рассеянного на движущихся частицах); n – пространст-
венно-дисперсионный  параметр, определяющий погреш-
ность эксперимента, включая шумовые характеристики 
детектора (ПЗС-камеры в нашем случае), дробовый шум, 
стабильность лазера и т. д. В случае практического ис-
пользования методики ЛСК визуализации для диагно-
стики и визуализации кровотока параметры Т и х обычно 
не принимаются во внимание. Априори считается, что T 
превышает t (T > t). Однако при длительном времени 
экспозиции детектора (T >> t) чувствительность метода 
ЛСК визуализации еще более возрастает [18, 19]. В настоя-

щей работе мы использовали метод ЛСК визуализации с 
большим временем экспозиции детектора (Т = 650 мс). 

В режиме ФИМ, в отличие от ЛСК, в качестве источ-
ника света используется специально предназначенная для 
флуоресцентных микроскопов ртутная лампа с короткой 
дугой. Корректируемый посредством оптического филь-
тра с окном прозрачности 460 – 490 нм свет направляется 
через дихроичное зеркало на ту же поверхность уха мыши, 
что и в методе ЛСК визуализации. Детектируемый флуо-
ресцентный свет попадает через полосовой оптический 
фильтр с окном прозрачности 510 – 550 нм на матрицу ПЗС- 
камеры (см. рис.1). Для получения флуоресцентного изо-
бражения кровеносных сосудов наружного уха мыши в 
режиме ФИМ предварительно осуществляется внутри-
венная инъекция 50 мкл декстрана FITC  (0.5 М, 10 мг/мл). 
В экспериментах использовались самки «голых» мышей 
(nude линии CD-1 из лаборатории Harlan (Pexoвот, Из-
раиль)) в возрасте 6 – 8 недель. После анестезии, осущест-
вляемой посредством внутрибрюшной инъекции смеси 
кетамина (Fort Dodge, США) и ксилазина (Kepro, 
Нидерланды) из расчета 10 мг/кг и 100 мг/кг соответ-
ственно, животное помещалось на обогреваемую плат-
форму с термоконтроллером. Во избежание возможных 
непроизвольных движений животного во время экспери-
мента наружное ухо мыши фиксировалось двухсторон-
ней клейкой лентой.

Несмотря на принципиальное различие используемых 
оптических методов диагностики, области простран-
ственной локализации детектируемых сигналов ЛСК ви-
зуализации и ФИМ-метода оказываются практически 
одинаковыми (рис.2). Приведенные на рис.2 распределе-
ния получены методом Монте-Карло (MK) [35, 36], спе-
циально разработанным для оценки плотности вероят-
ности пространственного распределения (локализации) 
детектируемого оптического сигнала в исследуемой, рас-
сеивающей свет среде для существующих в настоящее вре-
мя экспериментальных установок с возможностью осу-
ществлять расчеты дистанционно.

Пространственное распределение детектируемого сиг-
нала называется объемом выборки. В общем случае объ-
ем выборки зависит от оптических свойств биотканей и 
будет различным при разных пространственных положе-

Рис.2. Пространственные распределения области локализации детектируемого сигнала в приповерхностных тканях кожи уха мыши, рас-
считанные методом Монте-Карло [35, 36] для ЛСК визуализации (а) и ФИМ (б).



«Квантовая электроника», 44, № 8 (2014) Ю.Л.Кузнецов, В.В.Кальченко, Н.Г.Астафьева, И.В.Меглинский716

ниях источника и детектора оптического излучения. 
Показано, что если объем выборки J представить как 
функцию глубины r' в среде, то его можно интерпретиро-
вать как меру (условно, функцию плотности вероятно-
сти) чувствительности измерения на поверхности среды 
для исследуемого объема ткани, расположенного на глу-
бине r' [37]. Тогда объем выборки определяется как

¶
¶

( , , )
( )
( , )

J r r r
r

A r r

a
q m

q m

m
=l

l
, (3)

где ¶ma(r' ) – изменение коэффициента поглощения на глу-
бине r' , а ¶A(rq, rm) – изменение амплитуды затухания в 
точке детектора с координатой  rm при условии, что ис-
точник излучения находится в точке с координатой rq. 
Амплитуда затухания определяется как

( , )
( )
( )

lnA r r
I r
I r

q m
q

m

0
=- c m. (4)

Здесь I0(rq) – интенсивность падающего излучения в точке 
с координатой rq, а I(rm) – интенсивность обнаруженного 
отраженного излучения в точке с координатой rm. Объ-
единяя (3) и (4), получаем

¶
¶

( , , )
( ) ( )

( )
J r r r

I r r
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q m
m

m

m
=-l

l
. (5)

Таким образом, объем выборки определяется как гра-
диент удельного потока излучения, регистрируемого де-
тектором, по отношению к коэффициенту поглощения 
небольшого объема dV(r' ) среды на глубине r'. Функция 
J(r' ) характеризует полное пространственное распределе-
ние детектируемого оптического излучения в среде и 
определяется пространственным распределением эффек-
тивных оптических путей. Для гетерогенной среды, со-
стоящей из нескольких однородных компонент с различ-
ными оптическими параметрами, например из несколь-
ких оптически однородных слоев кожи, компонента 
объема выборки имеет вид [38]
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m k

m

m
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l
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где mak – коэффициент поглощения k-го слоя среды. 
Объем выборки Jk (r' ) равен средней длине пробега фото-
нов L̄  (r) оптического излучения, проходящего через не-
большой объем dV(r' ). 

Численное моделирование методом МК является наи-
более оптимальным методом оценки плотности вероят-
ности распределения эффективных оптических путей (т. е. 
объема выборки). Разработанная методика МК [35, 36] 
содержит концепцию статистического веса (меры задан-
ной траектории пакета фотонов), позволяющую описать 
естественный путь движения фотонов в среде. Это обе-
спечивает возможность ввести при расчетах понятие эф-
фективных оптических путей. После того как пакет фото-
нов попадает на детектор, его траектории от источника 
до детектора взвешиваются по его окончательному ста-
тистическому весу W. Разбив моделируемую среду на эле-
ментарные объемы, характерный размер которых состав-
ляет 10 ´ 10 ´ 10 мкм, и проследив траекторию каждого 
пакета фотонов от объема к объему, можно выразить 
объем выборки следующим образом:
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Здесь Wdi – конечный вес i-го обнаруженного пакета фо-
тонов; Nph – общее число детектируемых пакетов фото-
нов; Li (r' ) – длина пути, пройденного i-м пакетом фото-
нов в элементарном объеме с центром на глубине r'; l0 – 
размер этого объема. 

Таким образом, объем выборки (см. рис.2) представ-
ляет собой двумерную прямоугольную сетку J(x, z), полу-
ченную из 3D распределения J(r' ), где x – горизонтальная 
ось (ширина), а z – глубина. Для определения длины пути 
в элементарном объеме был реализован алгоритм на осно-
ве метода Коэна – Сазерленда отсечения линии. Более 
подробно методика расчета J(r' ) представлена и обсуж-
дается в работе [38].

3. Результаты и их обсуждение 

Положительная реакция теста LLNA наблюдается в 
результате воздействия на кожу уха мыши раствором ме-
тилсалицилата в течение 30 мин в естественных условиях 
(рис.3). Воздействие метилсалицилатом осуществлялось 
локально на кожу наружного уха мыши, и в конечном 
счете сосудистая реакция была идентифицирована как 
отчетливо наблюдаемый отек тканей. Хорошо виден про-
цесс выхода флуоресцентного контрастного вещества за 
пределы сосудистого русла и его накопление в окружаю-
щих тканях наружного уха в месте воздействия контакт-
ного ирританта. В данной работе основное внимание 
было сфокусировано на возможности количественной 
оценки острой сосудистой реакции на локальное воздей-
ствие на кожу уха мыши метилсалицилатом без предва-
рительной сенсибилизации. 

Установлено, что острая сосудистая реакция на воз-
действие аллергена/ирританта на ранних стадиях прояв-
ляется в повышенной сосудистой проницаемости, что вы-
зывает массивный отток плазмы из капилляров в близле-
жащие интерстициальные пространства, вазодилатацию 
и отек [39]. Это существенно снижает кровоток в мелких 
сосудах, таких как венулы, артериолы и капилляры. 
Показано, что замедление движения эритроцитов на ран-
них стадиях этого процесса можно эффективно наблю-
дать методом ЛСК визуализации [14, 15]. В действитель-
ности, отечная реакция – не единственный процесс, про-
исходящий в результате увеличения проницаемости 
кровеносных сосудов. В большинстве случаев воспали-
тельный процесс, в том числе и аллергическая реакция, 
вызывает местную лимфатическую дисфункцию, которая 
характеризуется замедлением лимфотока, лимфедемой и 
др. [39, 40]. В работах [18, 19] было показано, что метод 
ЛСК визуализации с большим временем экспозиции де-
тектора является чувствительным к локальным измене-
ниям интенсивности лимфотока и может быть использо-
ван для визуализации последнего. Представленные на 
рис.3 результаты также получены методом ЛСК визуали-
зации с использованием длительного времени экспози-
ции (Т = 650 мс) и хорошо согласуются с результатами 
упомянутых выше исследований. 

Учитывая тот факт, что мониторинг проницаемости 
сосудов может оказаться ключевым моментом в рамках 
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оценки острой сосудистой реакции, а также для верифи-
кации результатов, полученных методом ЛСК визуализа-
ции, мы повторно провели эксперимент с использовани-
ем визуализации ФИМ-методом. Повышенная проницае-
мость сосудов была отчетливо видна через 30 с после 
введения декстрана FITC. Она выглядит как светлая об-
ласть (рис.3,г), расположенная в окрестности кровенос-
ных сосудов. Таким образом, результаты визуализации 
реакции кожного покрова уха мыши на воздействие ир-
ританта (потенциального аллергена или сенсибилизиру-
ющего агента), полученные ФИМ-методом, подтвержда-
ют результаты ЛСК визуализации.

4. Заключение

В работе показано, что метод ЛСК визуализации с 
большим временем экспозиции детектора (Т » 650 мс) 
может быть использован для неинвазивного наблюдения 
острой сосудистой реакции кожи на воздействие метилса-
лицилата. Режим визуализации ФИМ в рамках данного 
эксперимента используется в основном в качестве прове-
рочного метода. Полученные результаты демонстрируют 
существенный потенциал разработанной методики для 
внедрения в повседневную практику доклинических ис-
следований. Метод также имеет значительные перспекти-
вы в повседневной диагностической практике для оценки 
контактной гиперчувствительности, прогноза реакций 
кожи на потенциальные аллергены, сенситизаторы и на 

взаимодействие с широким спектром ксенобиотиков, ве-
ществ, загрязняющих окружающую среду, различных хи-
микатов, лекарственных препаратов и других материа-
лов, которые можно использовать для аппликации. 
Метод поможет прогнозировать трансдермальный 
транспорт лекарственных препаратов и оценивать эффек-
тивность трансдермальных лекарственных форм. 

Следует также отметить сравнительную простоту и 
относительную дешевизну практического внедрения мето-
да ЛСК визуализации в повседневную клиническую 
практику. Авторы выражают уверенность, что адаптация 
описанной методики к повседневной практике аллерги-
ческих тестов, проводимых на коже человека, позволит 
использовать меньшее количество аллергена за счет вы-
сокой чувствительности метода ЛСК визуализации. 
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