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1. Введение

В настоящее время использование лазеров является 
неотъемлемой частью современной медицинской практи-
ки [1 – 4]. Наибольшее применение лазеры нашли в диаг
ностике, терапии и хирургии. Главными преимуществами 
лазерных методов являются малоинвазивность, высокая 
скорость проведения операций, малый период реабили-
тации и уменьшение числа послеоперационных осложне-
ний. Лазеры, работающие в различных областях спектра 

(УФ, видимая и ИК), находят применение в разных обла-
стях медицины. В офтальмологии сегодня активно ис-
пользуются импульсные лазеры, излучающие в УФ обла-
сти спектра (в основном это эксимерные лазеры и 4-я 
и 5-я гармоники Nd:YAG-лазеров). Разработаны различ-
ные методы, для реализации которых создано множество 
лазерных установок, получивших широчайшее распро-
странение [5]. Основные области применения лазеров в 
офтальмологии – это коррекции аномалий рефракции, 
лечение вирусных заболеваний, а также антиглаукомные 
операции. 

Лазерное лечение глаукомы давно зарекомендовало 
себя во всем мире как один из наиболее безболезненных и 
эффективных методов [6 –11]. Обычно различают три ста-
дии открытоугольной глаукомы. Как правило, 1-я стадия  
лечится медикаментозными способами. При развитии 2-й 
и 3-й стадий заболевания может применяться целый ком-
плекс процедур [12], включая использование лазеров. Не
зависимо от типа лазера лечение глаукомы направлено на 
нормализацию оттока внутриглазной жидкости и, следо-
вательно, снижение внутриглазного давления. При этом 
лазер может использоваться в качестве как самостоятель-
ного метода лечения глаукомы, так и в комбинации с ми-
крохирургической антиглаукоматозной операцией [13]. 
По способу проведения различают ab interno и ab externo 
операции, когда воздействие на соответствующие отделы 
и ткани глаза осуществляется с внутренней или с внешней 
стороны глаза соответственно. К первому способу можно 
отнести достаточно распространенные сегодня лазерную 
трабекулотомию [14] и лазерную трабекулопластику [15]. 
Операции выполняются обычно при помощи аргоновых 
или диодных лазеров видимого диапазона спектра. Ко 
второму способу относится лазерная непроникающая глу-
бокая склерэктомия [16]. Нами был предложен и реали
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зован новый метод лазерной хирургии открытоугольной 
глаукомы на основе подобной методики [17].

Проведение лазерных антиглаукомных операций свя-
зано с воздействием мощного лазерного излучения на 
различные участки глаза, являющиеся биологическими 
тканями. Поэтому при разработке методик проведения 
операций необходимо определить оптимальные характе-
ристики используемого излучения: длину волны, режим 
работы (импульсный или непрерывный), а также плот-
ность энергии и интенсивность излучения на поверхности 
обрабатываемой ткани в зависимости от ее оптических 
свойств. В работах [18, 19] мы показали, что при проведе-
нии лазерных антиглаукомных операций ab externo опти-
мальным является использование излучения эксимерного 
XeCl-лазера с длиной волны 308 нм. Были сделаны пред-
варительные оценки порога абляции и скорости испаре-
ния склеральной ткани глаза человека в зависимости от 
плотности лазерной энергии на поверхности.

Вместе с тем остается открытым ряд вопросов, связан-
ных с изменением оптических свойств склеральной ткани 
глаза при развитии открытоугольной глаукомы. В связи 
с этим целью настоящей работы является эксперименталь-
ное исследование оптических свойств склеральной ткани 
глаза больных открытоугольной глаукомой на ее различ-
ных стадиях. 

2. Экспериментальная установка

В работе исследовалось воздействие мощного корот-
коимпульсного лазерного УФ излучения на склеральные 
ткани глаза человека, а также оптические характеристи-
ки этих тканей с использованием слабоинтенсивного им-
пульсного лазерного УФ излучения, которое уже пока
зало свою перспективность для диагностики состояния 
тканей глаза [20].

В первом случае использовался эксимерный XeCl-ла
зер с l = 308 нм, энергией импульса излучения до 100 мДж 
и длительностью 15±2 нс на полувысоте. Проводились 
исследования зависимости скорости испарения для изо-
лированных лоскутов склеральной ткани двух больных 
открытоугольной глаукомой 2-й стадии. Оптическая схе-
ма экспериментальной установки представлена на рис.1. 

Излучение XeCl-лазера поворотным зеркалом направ-
лялось на фокусирующую линзу. Затем через щель шири-
ной ~0.05 мм излучение попадало на образец (склеральная 
ткань), торец которого был перпендикулярен лазерному 
пучку и находился максимально близко к щели, чтобы 
исключить изменение интенсивности лазерного излучения 

из-за его расходимости. Наблюдение за процессом абля-
ции осуществлялось при помощи микроскопа. Скорость 
испарения определялась путем подсчета числа лазерных 
импульсов, требуемого для испарения лоскута склеры на 
заданную глубину.

На рис.2 приведен типичный профиль каверны, остав-
ляемой лазерным излучением в результате испарения, так 
называемой лазерной раны.

Во втором случае проводилась регистрация спектров 
лазерно-индуцированной флуоресценции (ЛИФ) склераль-
ной ткани глаза, пораженной открытоугольной глауко-
мой на 2-й и 3-й стадиях. Для исследования ЛИФ образ-
цов использовался спектроскопический измерительный 
стенд (рис.3) на основе импульсно-периодического лазе-
ра 1 Vibrant HE 355 II + UV (Opotek, США) с оптопара-
метрическим преобразованием частоты, позволяющего 
получать перестраиваемое лазерное излучение в диапа
зоне длин волн 210 – 355 нм. После пространственного 
оптического фильтра на элементах 2 – 4 для контроля 
энергии импульса часть излучения (~5 %) с помощью по-
лупрозрачной пластины из кварца 5 отводилась на фото-
диод 7. После прохождения пластины 5 лазерный пучок 
направлялся зеркалом 8 на исследуемый образец 9, на
ходящийся кювете из слабо флуоресцирующего материа-
ла – нержавеющей стали, флуоресценция которого с по-
мощью сферического зеркала 10 направлялась на щель 
спектрометра 12 Action SP2300 (Princeton Instruments, 
США). Спектр регистрировался охлаждаемой ПЗС-ма
трицей с открытыми электродами Pixis 256 (Princeton 
Instruments, США). Входная щель спектрометра находи-
лась в фокусе зеркала 10, и таким образом измерялся сиг-
нал, усредненный по поверхности образца. Спектры ЛИФ 
образцов регистрировались при фиксированных длинах 

Рис.1.  Оптическая схема экспериментальной установки для иссле-
дования воздействия мощного короткоимпульсного УФ лазерного 
излучения на склеральную ткань глаза.

Рис.2.  Профиль каверны, оставляемой лазерным излучением с l = 
308 нм в склеральной ткани глаза.

Рис.3.  Схема экспериментальной установки по измерению матриц 
возбуждения-эмиссии ЛИФ:	
1 – лазер; 2 – сферическое зеркало-конденсор; 3 – диафрагма; 4 – 
сферическое зеркало-коллиматор; 5 – полупрозрачное зеркало; 
6 – матовая пластина; 7 – фотодиод ФД-24; 8 – зеркало; 9 – обра-
зец;  10 – собирающее сферическое зеркало; 11 – отсекающий ла
зерное излучение фильтр; 12 – спектрометр; 13 – компьютер.
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волн возбуждающего лазерного излучения, изменяющих-
ся в диапазоне 210 – 350 нм с шагом 10 нм. Проводить 
измерения с большим разрешением не было необходимо-
сти, поскольку характерная ширина линии возбуждения 
для биологических веществ составляет 40 нм и более. Для 
каждой длины волны возбуждения регистрация спектра 
каждого образца повторялась 5 раз. Затем каждый спектр 
нормировался на полную поглощенную энергию лазерно-
го излучения, усреднялся и нормировался на спектральную 
чувствительность прибора, измеренную с помощью дейте-
риевой и вольфрамовой ламп. Плотность энергии лазер-
ного импульса была ограничена величиной 200 мкДж/см2, 
поскольку при ее превышении интенсивность в максиму-
ме спектра флуоресценции начинала нелинейно зависеть 
от энергии лазерных импульсов, что делало нормировку 
на энергию лазерных импульсов некорректной. В нашем 
случае после нормировки на опорный сигнал среднеквад
ратичное отклонение интенсивностей измеренной флуо-
ресценции не превышало 5 %.

Для измерений матриц возбуждения-эмиссии исполь-
зовали высушенные резецированные фрагменты склеры. 
Каждый образец представлял собой лоскут неправиль-
ной формы с характерным размером 3 – 4 мм и толщиной 
несколько десятых миллиметра. Спектры каждого фраг-
мента измеряли с каждой стороны по два раза, расправ-
ляя его между измерениями, чтобы свести к минимуму 
флуктуации, вызванные непостоянством геометрии сбора 
излучения.

3. Результаты и их обсуждение

Исследования воздействия мощного лазерного УФ 
излучения на склеральную ткань проводились в предпо-
ложении, что скорости испарения подсушенного и влажно-
го лоскутов ткани не будут сильно различаться, поскольку 
жидкость, смачивающая склеральную ткань, по большей 
части состоит из воды. Для подтверждения этого пред-
положения предварительно исследовалась зависимость 
коэффициента поглощения раствора внутриглазной жид-
кости (ВГЖ) в дистиллированной воде (miliQ) в соотно-
шении 1:10 от длины волны лазерного излучения с помо-
щью спектрофотометра Cary 300 bio (Varian Inc., США). 
По результатам исследования впервые был получен спектр 
пропускания ВГЖ в УФ и синей областях спектра. Было 
установлено, что на длине волны 308 нм она практически 
не поглощает лазерное излучение (рис.4). Таким обра-
зом, возможное наличие жидкости, смачивающей скле-
ральную ткань, не влияет на процесс абляции.

Порог абляции склеральной ткани для l = 308 нм 
был определен нами ранее [18, 19] и находится вблизи 
260 мДж/см2, поэтому в данном случае плотность энергии 
выбиралась заведомо большей – от 1 до 20 Дж/см2. Ре
зультаты исследований представлены на рис.5. Видно, что 
при плотности энергии 2 Дж/см2 и дальнейшем ее увели-
чении толщина испаряемого слоя склеральной ткани не-
прерывно растет. При этом у двух имевшихся образцов 
максимальные скорости испарения заметно различались. 
Для первого образца эта скорость составляла 14 мкм/имп. 
в диапазоне плотностей энергии 13 – 14 Дж/см2. При пре-
вышении плотности энергии 15 Дж/см2 толщина испарен-
ного за один импульс слоя начинала уменьшаться. В то 
же время для второго образца максимальная скорость 
испарения не превышала 9 – 10 мкм/имп. при плотности 
энергии 11 Дж/см2. Данный факт можно объяснить зави-

симостью оптических свойств тканей от индивидуальных 
особенностей пациентов. Поэтому для получения более 
полной и достоверной картины планируется проведение 
дополнительных исследований, связанных с набором ста-
тистических данных, по результатам которых можно бу-
дет определить средние скорости испарения ткани и со
ответствующую плотность энергии для 2-й стадии откры
тоугольной глаукомы. В то же время для проведения 
антиглаукомных операций можно ориентироваться на диа-
пазон плотности энергии 6 – 11 Дж/см2, поскольку при та-
ких значениях уже обеспечивается относительно высокая 
скорость испарения материала, которая мало повлияет 
на общую продолжительность операции.

Исследование ЛИФ склеральной ткани имело целью 
выявить влияние на спектр ЛИФ развития открытоуголь-
ной глаукомы. Для первых экспериментов было выбра-
но по три образца склеральной ткани больных открыто
угольной глаукомой 2-й и 3-й стадий. Типичные спектры 
ЛИФ представлены на рис.6. Полученные спектры были 
проанализированы методом главных компонент. Все они 

Рис.4.  Спектры пропускания нескольких образцов внутриглазной 
жидкости. Вертикальной штриховой линией отмечена длина вол-
ны 308 нм. Толщина кюветы 10 мм.

Рис.5.  Зависимости скоростей испарения склеральной ткани глаза 
больного открытоугольной глаукомой на 2-й стадии для двух раз-
ных образцов от плотности лазерной энергии.
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хорошо описывались суммой четырех компонент, пред-
ставленных на рис.7. Поскольку компоненты знакопере-
менные, то спектры реальных флуорофоров представля-
ют собой их линейные комбинации, а так как любая по-
ложительно определенная линейная комбинация спектров 
главных компонент может претендовать на роль спектра 
флуорофора, их выбор определялся некоторыми допол-
нительными факторами [21]. В качестве определяющего 
фактора была выбрана ширина пика получившейся функ-
ции (характеризуется отношением максимума функции к 
ее интегралу) – сплошные спектры получаются в резуль-
тате уширения отдельных линий, а значит, наиболее близ-
кими к исходным должны быть самые узкие пики. Мето
дом перебора были получены спектры в виде узких пиков, 
представленные на рис.7,б. 

Типичные вклады компонент в спектры ЛИФ в зависи-
мости от длины волны возбуждения приведены на рис.8. 
Видно, что спектры возбуждения для 3-й и 4-й компонент 
достаточно близки, при этом провалы в спектрах флуо-
ресценции для 2-й и 4-й компонент совпадают с пиком 3-й. 
Опираясь на эти факты, а также на литературные данные, 
можно отнести этот пик (3-й) к реабсорбции флуоресцен-
ции в оксигемоглобине. Реабсорбция является нелиней-
ным эффектом, поэтому спектр ЛИФ представляет собой 
результат перемножения спектров поглощения и флуо-
ресценции, и для каждого образца наличие реабсорбции 
должно приводить к возникновению независимой ком
поненты. Однако в данном случае вклад реабсорбции в 

спектры ЛИФ мал и дает лишь усредненную поправку, 
равную в первом приближении для всех спектров. Таким 
образом, суммарный вклад 3-й компоненты должен быть 
отрицательным, а спектры реальных флуорофоров пред-
ставляют собой линейные комбинации 3-й компоненты 
с  любой из остальных. Однако, поскольку это – линей-
ные преобразования, которые не влияют на соотношения 
прочих компонент, а реабсорбция связана с присутствием 
остаточной крови в образцах и не связана с патологией, 
3-ю компоненту можно просто исключить из рассмот
рения.

Поскольку вклад каждой из оставшихся компонент 
относительно вклада других может быть практически ну-
левым, можно сделать вывод, что их спектры с точностью 
до реабсорбции совпадают со спектрами реальных флуо-
рофоров. Максимумы 1-й и 2-й компонент приходятся на 
l = 321 нм и l = 332 нм соответственно и обусловливают-
ся различными состояниями триптофана (в зависимости 
от окружения пик флуоресценции триптофана может на-
ходиться на любой длине волны в диапазоне 320 – 360 нм). 
Четвертая компонента, скорее всего, принадлежит эла-
стичной составляющей тканей. Ее спектр не похож на 
спектры известных поперечных связей в коллагене и эла-
стине (максимум на l = 380 нм), однако также встречает-
ся в спектрах эластичных тканей [22].

Поскольку возбуждающее лазерное излучение в биоло-
гических тканях также поглощается нефлуоресцирующи-
ми хромофорами, спектры возбуждения каждого флуоро-

Рис.6.  Примеры матриц возбуждения – эмиссии склеральных тка-
ней при открытоугольной глаукоме 2-й (а) и 3-й (б) стадий.

Рис.7.  Спектры главных компонент (а) и полученные из них узкие 
пики интенсивности флуоресценции (б).
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фора зависят от вкладов как хромофоров, так и других 
флуорофоров и поэтому не имеют простого представле-
ния. Таким образом, имеет смысл сравнивать только от-
носительные вклады компонент. Как видно из рис.8, наи-
большие различия вкладов компонент в спектры ЛИФ 
образцов, пораженных заболеванием на разной стадии, 
имеют место для длин волн возбуждения 230 и 280 нм. 
Предполагая, что эластичный каркас является базовой 
составляющей ткани, будем сравнивать вклады 4-й и двух 
других компонент. Это просто представить графически, 
выбрав отношения интенсивностей вкладов компонен-
ты 4 (I4) к компонентам 1 (I1) и 2 (I2)  в качестве коорди-
нат, описывающих спектр ЛИФ (рис.9).

При таком представлении можно достаточно надеж-
но разделить спектры ЛИФ в зависимости от стадий от-
крытоугольной глаукомы (в данном случае – 2-я и 3-я). 
Кроме того, полученные данные о различиях в спектрах 
ЛИФ позволяют предположить, что при развитии откры-
тоугольной глаукомы происходит структурное измене-
ние и склеральной ткани. Для повышения достоверности 
использованного метода планируется проведение даль-
нейших исследований по накоплению статистических 
данных.

Рис.8.  Примеры вкладов узких пиков в спектры ЛИФ образцов 
склеральных тканей, взятых у трех больных открытоугольной гла-
укомой 2-й (а) и 3-й (б, в) стадий в зависимости от длины волны 
возбуждения.

Рис.9.  Относительный вклад флуоресцирующих компонент в спек-
тры ЛИФ склеральных тканей больных глаукомой 2-й ( ) и 3-й ( ) 
стадий при lex = 230 (а), 270 (б) и 280 нм (в).
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4. Заключение

В работе экспериментально исследованы оптические 
свойства склеральной ткани глаза больных открытоуголь-
ной глаукомой различных стадий. Впервые получен спектр 
пропускания внутриглазной жидкости в УФ и синей обла-
стях спектра. Показано, что на длине волны 308 нм ВГЖ 
практически не поглощает лазерное излучение. Таким 
образом, возможное наличие смачивающей склеральную 
ткань жидкости не влияет на процесс абляции ткани из
лучением эксимерного XeCl-лазера. 

Исследования процесса абляции склеральной ткани 
глаза человека под действием излучения с длиной волны 
308 нм показали, что скорость испарения материала в за-
висимости от стадии глаукомы и с учетом индивидуаль-
ных особенностей пациентов может изменяться в преде-
лах 25 % – 30 % при плотности энергии свыше 7 Дж/см2.

Проведены экспериментальные исследования матриц 
возбуждения-эмиссии ЛИФ склеральной ткани глаза че-
ловека с использованием излучения лазера с длиной вол-
ны, перестраиваемой в области 210 – 355 нм. Продемон
стрированы различия в спектрах ЛИФ склеральной тка-
ни в зависимости от длины волны возбуждения и стадии 
открытоугольной глаукомы, что может свидетельствовать 
о соответствующих структурных изменениях склеральной 
ткани. 

Работа выполнена при поддержке интеграционного 
проекта № 68. 
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