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1. Введение

На	 протяжении	 многих	 лет	 для	 микроскопического	
анализа	кожных	срезов	и	волосяных	фолликулов	применя-
лись	разнообразные	оптические	методы.	Волосяные	фол-
ликулы	представляют	заметный	интерес,	т.	к.	они	содер-
жат	множество	компонентов	кожи	и	волоса,	находящих-
ся	в	непосредственной	близости	друг	от	друга,	и	являют-
ся	 важным	 путем	 проникновения	 препаратов	 местного	
применения	[1,	2].	Анатомически	фолликул	представляет	

собой	инвагинацию	эпидермиса,	которая	приводит	к	уве-
личению	площади	поверхности,	участвующей	в	поглоще-
нии	лекарств.	Более	того,	указанные	инвагинации	окру-
жены	 многочисленными	 капиллярами	 кровеносной	 си-
стемы,	 способствующими	 системному	 поглощению.	
Наличие	многочисленных	антиген-представляющих	кле-
ток	вокруг	верхней	части	волосяных	фолликулов	особен-
но	интересны	с	точки	зрения	иммунотерапии.	Более	того,	
недавние	исследования	показали,	что	волосяной	фолли-
кул	может	служить	резервуаром	для	длительного	(до	10	су-
ток)	хранения	местно	применяемых	наноносителей	[3].

Обычная	оптическая	микроскопия	–	быстрый	и	про-
стой	метод,	подходящий	для	морфологической	визуали-
зации	 и	 широко	 применяемый	 в	 гистологии.	 Конфо-
кальная	 лазерная	 сканирующая	 микроскопия	 (КЛСМ)	
может	использоваться	 в	 отражательном	и	флуоресцент-
ном	режимах	[4,	5].	Последний	также	позволяет	визуали-
зировать	 распределение	 флуоресцентного	 красителя	 в	
биологическом	образце.	Это	полезно,	например,	для	ана-
лиза	глубины	проникновения	препаратов	местного	при-
менения	в	кожу.	Таким	образом	достигаются	визуализа-
ция	 и	 даже	 количественное	 определение	 нанесенных	 на	
кожу	веществ	[6,	7].	Однако	проникновение	используемо-
го	вещества	может	отличаться	от	проникновения	добав-
ленных	флуоресцентных	красителей.

Существуют	 также	несколько	методов	 визуализации	
внутреннего	 молекулярного	 состава	 таких	 биологиче-
ских	 образцов,	 как	 кожа,	 без	 использования	 флуорес-
центных	меток	[8].	Для	исследования	проникновения	ве-
ществ	можно	применять	двухфотонную	микроскопию	в	
сочетании	с	техникой	визуализации	времени	жизни	флуо-
ресценции,	однако	существующие	при	этом	сильные	ог-
раничения	связаны	с	частым	наложением	характеристик	
кожи	 и	 рассматриваемого	 вещества	 [9,	 10].	 Очевидным	
достоинством	КЛСМ	и	двухфотонной	микроскопии	яв-
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ляется	 малое	 время	 накопления	 данных,	 что	 открывает	
возможность	измерений	на	коже	in	vivo.

Применение	 микроскопии	 вынужденного	 раманов-
ского	 рассеяния	 позволяет	 получать	 изображения	 раз-
личных	химических	компонентов	без	использования	ме-
ток	с	высоким	пространственным	разрешением	и	может	
использоваться	для	визуализации	проникновения	местно	
применяемых	веществ	[11,	12].

ИК	 микроспектроскопия	 и	 конфокальная	 раманов-
ская	 микроскопия	 (КРМ)	 содержат	 молекулярную	 ин-
формацию	и	пригодны	для	оценки	проникновения	мест-
но	применяемых	агентов	в	кожу	[13	–	17].	В	обоих	оптиче-
ских	методах	сочетаются	спектральная	и	пространствен-
ная	 информация,	 которую	можно	 использовать	 для	 ги-
перспектральной	визуализации.	Хотя	время	накопления	
данных	в	рамановском	методе	заметно	больше,	чем	при	
КЛСМ	с	использованием	изотопически	меченых	функци-
ональных	 групп,	 метод	 позволяет	 не	 только	 обнаружи-
вать	молекулярный	состав,	но	и	проводить	мониторинг	
состояния	водородных	 связей	молекул	воды	 [18],	 струк-
турных	 изменений	 (например,	 вторичных	 и	 третичных	
структур	 белка	 [18,	 19],	 и	 упорядочения	 липидной	 цепи	
[20,	21])	ex	vivo	и	in	vivo,	что	недавно	было	показано	на	
примере	 точечного	 профилирования	 рогового	 слоя,	 а	
также	 дает	 информацию	 о	 барьерной	 функции	 кожи	
[22	–	24].	Однако	из-за	медленного	накопления	данных	в	
процессе	 сканирования	 эти	методы	не	 вполне	 подходят	
для	3D	имиджинговых	измерений	кожи	 in	 vivo.	В	буду-
щем	возможно	ускорение	данного	метода	при	использо-
вании	мультиплексных	подходов	[25,	26].

При	КРМ	относительное	содержание	различных	био-
молекул	в	объеме	измерения	можно	определить	по	интен-
сивности	рамановских	полос,	что	делает	возможной	диф-
ференциацию	клеток	и	тканей,	кожи	и	местно	применяе-
мых	веществ.	Выполнена	также	идентификация	пигмен-
тов	татуировки	в	случае	татуированной	кожи	[27].	Кроме	
спектроскопического	 анализа	 локального	 химического	
состава,	КРМ	позволяет	получить	изображение	при	ска-
нировании	образца,	дающем	распределение	компонентов	
с	 пространственным	 разрешением.	 Для	 получения	 изо-
бражений	с	помощью	спектров	комбинационного	рассея-
ния	использовалось	несколько	методов.	Для	молекуляр-
ного	имиджинга	вкладов	различных	компонентов	кожи	
или	 местно	 применяемых	 веществ,	 например	 кофеина	
[28],	в	разных	точках	можно	использовать	картирование	
проинтегрированной	площади	под	кривой	или	нелиней-
ную	регрессию	 гауссовой	функции	 отдельных	 раманов-
ских	полос.	Однако	различные	полосы	в	спектрах	комби-
национного	рассеяния,	как	правило,	не	могут	быть	ассо-
циированы	с	различными	компонентами	кожи,	т.	к.	одни	
и	те	же	вещества	присутствуют	в	разных	компонентах	в	
различных	 концентрациях.	 Полезность	 данного	 метода	
для	 визуализации	 фолликулярного	 проникновения	 мо-
жет	 ограничиваться	 также	 возможным	 наложением	 по-
лос	 от	 кожи	 и	 проникающего	 вещества.	 Достоинством	
таких	методов	является	их	простота,	но	в	случае	сильно-
го	наложения	компонентов	можно	ожидать	проявления	
артефактов,	 приводящих	 к	 неправильной	 идентифика-
ции.	Чтобы	обойти	указанные	трудности	и	получить	воз-
можность	 детектирования	 весьма	 малых	 спектральных	
различий,	существуют	несколько	методов	многомерного	
анализа,	 при	 использовании	 которых	 рассматривается	
информация	обо	всем	рамановском	спектре,	а	не	об	от-
дельных	его	полосах	[29].

В	работе	[30]	Zhang	и	др.	использовали	многомерный	
факторный	анализ,	чтобы	определить	области	сходства,	
которые	затем	на	основании	их	положения	относились	к	
компонентам	кожи,	 таким	как	роговой	 слой,	жизнеспо-
собный	эпителий	и	дерма.	Tsai	и	др.	[31]	применяли	ана-
лиз	 главных	компонентов	в	 сочетании	с	линейным	дис-
криминантным	 анализом	 для	 визуализации	 стволовых	
клеток	во	вздутии	волоса	в	фолликуле,	где	их	концентра-
ция	 сравнительно	 высока.	 Данный	 метод	 предназначен	
для	обнаружения	различий	между	двумя	классами	спек-
тров.	 На	 основе	 априорного	 знания	 принадлежности	 к	
классам	можно	рассчитать	чувствительность	и	специфич-
ность	метода.	Franzen	и	др.	[32]	использовали	метод	мно-
гомерного	анализа	для	молекулярного	имиджинга	воло-
сяных	фолликулов	и	дифференцировали	вклады	волоса,	
эпидермиса,	 дермы	и	 кожного	 сала	 [2].	 Были	 выявлены	
сходные	признаки	кожного	сала	в	волосяных	фолликулах	
человека	и	свиньи	и	получено	изображение	его	распреде-
ления	по	волосу.	Эта	информация	является	важной,	пото-
му	что	фолликулярное	кожное	сало	представляет	 собой	
среду	для	лекарств,	проникающих	в	кожу	по	фолликуляр-
ному	пути.	Поступление	лекарства	в	волосяные	фоллику-
лы	может	зависеть	от	его	физико-химических	свойств,	от	
сходства	липидных	составов	кожного	сала	и	лекарствен-
ного	препарата,	а	также	от	степени	активности,	размера	
и	плотности	волосяного	фолликула	[33,	34].

Еще	одним	методом	идентификации	различных	ком-
понентов	является	классическая	регрессия	с	применением	
метода	наименьших	квадратов	(МНК).	Для	этого	требу-
ется	 эталонный	 спектр	 каждого	 чистого	 вещества	 в	 об-
разце	(матрица	нагрузок),	используемый	для	вычисления	
их	вкладов	в	наборы	данных	(матрица	весовых	множите-
лей).	 Этот	 алгоритм	 аппроксимирует	 спектр	 в	 каждой	
пространственной	точке	линейной	комбинацией	эталон-
ных	 спектров.	 Весовые	 множители,	 соответствующие	
вкладу	 каждого	 эталонного	 спектра,	 оптимизируются	
для	достижения	наилучшего	соответствия	оригинально-
му	спектру.	Полученные	множители	затем	используются	
для	создания	карты,	отражающей	распределение	чистых	
веществ.	 Метод	 МНК	 считается	 наиболее	 надежным	 в	
том	случае,	когда	все	эталонные	спектры	чистых	веществ	
в	 образце	 известны,	 как,	 например,	 при	 визуализации	
распределения	химических	веществ	в	фармацевтических	
преператах	 (таблетки)	 на	 основе	 данных	 комбинацион-
ного	рассеяния	[35,	36]	или	глубины	проникновения	мест-
но	наносимых	веществ	[37].	Однако	доступность	эталон-
ных	спектров	чистых	веществ	может	быть	проблематич-
ной	при	измерениях	с	биологическим	клетками	или	тка-
нями	 сложного	 состава,	 когда	 известен	 только	 ограни-
ченный	 набор	 необходимых	 эталонных	 спектров.	 Для	
кожи	Caspers	и	др.	[38]	улучшили	количественный	анализ	
путем	использования	спектров	чистых	веществ,	образую-
щих	роговой	слой.	Эффективность	МНК	еще	более	сни-
жается	в	присутствии	сдвигов	или	изменений	ширины	ра-
мановских	линий,	что	может	произойти	при	взаимодей-
ствии	чистых	веществ	друг	с	другом.	Одна	из	возможно-
стей	улучшения	метода	МНК	состоит	в	выборе	при	ана-
лизе	определенных	диапазонов	длин	волн	[39].

Альтернативным	методом	является	метод	многомер-
ного	разрешения	кривых	с	использованием	ограниченно-
го	 алгоритма	 чередующихся	 наименьших	 квадратов	
(MCR-ALS)	[40],	который	широко	применялся	в	различ-
ных	 приложениях	 гиперспектрального	 имиджинга	 на	
основе	 комбинационного	 (рамановского)	 рассеяния	
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[41,	42]	и	в	исследованиях	проникновения	веществ	в	кожу	
[43].	Как	и	МНК,	алгоритм	MCR-ALS	способен	восста-
навливать	 концентрацию	 и	 спектры	 чистых	 веществ,	
определяемых	при	анализе,	а	также	дополнительно	оце-
нивать	спектральные	проявления	их	возможных	взаимо-
действий.	Метод	оказался	особенно	полезным	в	случаях,	
когда	спектры	чистых	веществ	недоступны	[44	–	47].	С	по-
мощью	MCR-ALS,	например,	была	выполнена	визуали-
зация	нескольких	форм	кожного	рака	[48]	с	разрешением	
компонентов.	Математически	все	спектры	коллективной	
смеси	раскладываются	на	 две	матрицы:	матрицу	нагру-
зок	и	матрицу	весовых	множителей.	Нагрузками	называ-
ется	 химически	 интерпретируемый	 базис,	 отражающий	
спектры	компонентов,	а	весовые	множители	представля-
ют	собой	профили	концентрации	соответствующего	ком-
понента.	Данное	разложение	проводится	с	использовани-
ем	 итерационного	 метода	 чередующихся	 наименьших	
квадратов	[49	–	51].	Число	вносящих	вклад	чистых	компо-
нентов	можно	оценить	с	помощью	разложения	по	сингу-
лярным	числам	матрицы.	В	отличие	от	МНК,	при	MCR-
ALS	знания	чистых	спектров	компонентов	не	требуется.	
Вместо	этого	их	можно	первоначально	оценить	с	помо-
щью	алгоритма	SIMPLISMA	 [52].	Тем	не	менее	доступ-
ные	эталонные	спектры	могут	служить	в	качестве	отправ-
ной	 точки	 для	 итерационной	 процедуры	 оптимизации.	
Основным	 преимуществом	 методов	 МНК	 и	 MCR-ALS	
является	возможность	с	их	помощью	анализировать	спек-
тры	в	целом,	а	не	интенсивности	отдельных	полос.

В	настоящей	работе	мы	исследовали	пространствен-
ное	распределение	компонентов	кожи	в	срезах,	содержа-
щих	волосяные	фолликулы,	 с	использованием	раманов-
ской	микроскопической	визуализации	в	сочетании	с	ме-
тодами	МНК	и	MCR-ALS.	Мы	сравнили	эти	методы	по	
их	 способности	 извлекать	 полуколичественную	 инфор-
мацию	о	компонентах	кожи	с	пространственным	разре-
шением.	Показано,	что	компоненты	кожи	можно	разли-
чать	 по	 их	 молекулярной	 структуре,	 выявляемой	 рама-
новскими	спектрами.	Это	обеспечивает	дополнительную	
информацию,	 которую	нельзя	 извлечь	 обычными	мето-
дами	 визуализации,	 такими	 как	 лазерная	 сканирующая	
микроскопия.	 Кроме	 того,	 возможно	 дальнейшее	 улуч-
шение	 результатов	 за	 счет	 включения	 предварительной	
дифференциации	различных	компонентов	кожи.	Работа	
демонстрирует	 потенциал	 рамановской	 микроскопиче-
ской	визуализации	в	сочетании	с	методами	МНК	и	MCR-
ALS	при	определении	характеристик	проникновения	ве-
ществ	местного	применения,	что	является	сложной	зада-
чей	по	причине	низких	концентраций	этих	веществ	и	мно-
гообразия	собственных	компонентов	кожи.

2. Методы исследования

2.1. Приготовление кожных образцов

В	настоящей	работе	для	исследований	была	выбрана	
кожа	свиньи	из-за	ее	морфологического	сходства	с	кожей	
человека	[5]	и	удобства	измерений	ex	vivo	[5,	53].	Сходство	
рамановских	спектроскопических	свойств	кожи	человека	
и	свиньи	неоднократно	отмечалось	в	литературе	 [9,	54].	
Ухо	свиньи,	полученное	от	местного	мясника	и	использо-
ванное	в	экспериментах	в	день	забоя,	было	очищено	хо-
лодной	проточной	водой	и	высушено	бумажными	поло-
тенцами.	Щетинки	были	аккуратно	укорочены	ножница-
ми,	так,	чтобы	не	нарушить	целостность	рогового	слоя.	

Образцы	кожи	для	биопсии	отделялись	от	нижележащих	
тканей	с	помощью	скальпеля.	Для	облегчения	их	отделе-
ния	 наносился	 криоспрей	 (Cryo-Spray,	 SLEE	 medical	
GmbH,	 Германия).	 Образцы	 зажимались	 между	 двумя	
стеклянными	 пластинками,	 снова	 фиксировались	 крио-
спреем,	помещались	в	жидкий	азот	и	затем	хранились	в	
морозильной	камере	при	температуре	–20	°C	до	дальней-
шей	обработки.	Эксперименты	были	одобрены	Инспек-
цией	 по	 ветеринарии	 и	 пищевым	 продуктам	 (Даме	
Шпреевальд,	Германия).

2.2. Криогистологические поперечные срезы 

Приготовление	 образцов	 поперечных	 срезов	 прово-
дилось	 с	 помощью	 криомикротома	 (Cryostat	 Microm	
HM	560,	Microm	International	GmbH,	Германия).	Каждый	
образец	 после	 биопсии	 помещался	 в	 замораживающую	
среду	(Leica	Biosystems	Nussloch	GmbH,	Германия)	на	ме-
таллическом	 держателе	 внутри	 криомикротома	 при	
–30	°C.	 Лезвиями	 микротома	 кожа	 разрезалась	 на	 слои	
толщиной	 30	мкм,	 которые	 затем	 помещались	 на	 пред-
метные	 стекла	 Superfrost	 (Carl	 Roth	 GmbH	 +	 Co	 KG,	
Германия)	 и	 хранились	 для	 дальнейшего	 анализа	 при	
–20	°C.	Для	последующих	измерений	выбирались	 срезы,	
содержащие	волосяные	фолликулы.

2.3. Конфокальная рамановская микроскопия

2.3.1. Накопление данных.	Измерения	срезов	кожи,	со-
держащих	 волосяные	 фолликулы,	 выполнялись	 при	 по-
мощи	 системы	 Labram	 HR800	 Evolution	 CRM	 (Horiba	
Jobin	 Yvon,	 Франция)	 в	 области	 отпечатков	 пальцев	
(400	–	2500	см–1)	с	возбуждением	излучением	на	длине	вол-
ны	473	нм	с	оптической	мощностью	6.1	мВт	на	поверхно-
сти	образца,	дифракционной	решеткой	600	штрих./мм	и	
спектральным	разрешением	менее	4	см–1.	Преимуществом	
синего	света	для	данного	применения	является	меньший	
по	 сравнению	 с	 ИК	 возбуждением	 размер	 пятна.	 По-
скольку	 измерения	 проводились	 исключительно	 на	 по-
верхности	 образца,	 снижением	 проникновения	 света	
внутрь	кожи	из-за	поглощения	и	рассеяния	[55,	56]	можно	
пренебречь.	Микроскопические	изображения	волосяных	
фолликулов	получались	с	10´-объективом,	а	для	раманов-
ских	 измерений	 использовался	 100´-объектив.	 Участки	
изображаемой	поверхности	 выбирались	 сообразно	про-
тяженности	каждого	волосяного	фолликула.	Карты	воло-
сяного	фолликула	включали	80	́ 	90	спектров	на	площади	
в	1	мм2.	При	экспозиции	5	с	на	один	спектр	полное	время	
накопления	данных	для	одного	среза	составляло	несколь-
ко	часов,	так	что	процесс	занимал	всю	ночь.

Для	нахождения	поверхности	образца	в	каждой	точке	
применялся	 режим	 автофокусировки	 отражения,	 вклю-
ченный	 в	 пакет	 математического	 обеспечения	 Labspec	
(Horiba	Jobin	Yvon,	Франция),	с	использованием	интен-
сивности	отраженного	света,	а	не	рамановского	сигнала	
[57].	 Это	 сокращало	 полное	 время	 накопления	 данных,	
поскольку	для	каждой	координаты	x,	y	записывался	толь-
ко	один	спектр.	Автофокусировка	устанавливалась	инди-
видуально	для	каждого	волосяного	фолликула	согласно	
следующей	 процедуре.	 Путем	 визуальной	 фокусировки	
на	образец	значение	z	=	0	приписывалось	низшей	точке	
образца	 (стекло).	 Затем	 получали	 значение	 z	 в	 высшей	
точки	образца	(в	норме	–	волос).	Таким	образом	устанав-
ливался	 диапазон	 автофокусировки,	 который	 сканиро-
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вался	 с	шагом	1	мкм	для	определения	поверхности	при	
формировании	изображения.

2.3.2. Эталонные спектры компонентов.	 Эталонные	
спектры	чистых	веществ	использовались	в	методах	МНК	
и	MCR-ALS	для	определения	распределения	соединения	
по	волосяному	фолликулу.	Эталонные	спектры	рогового	
слоя,	жизнеспособного	 эпидермиса,	 дермы,	 волоса,	 сте-
клянной	подложки	и	капель	криоспрея	были	получены	в	
тех	точках	криосреза,	в	которых	однозначно	определялся	
характер	компонента.

За	 исключением	 пятикратного	 увеличения	 времени	
интегрирования,	все	эталонные	измерения	выполнялись	с	
теми	же	параметрами,	которые	использовались	при	нако-
плении	данных	для	построения	изображения.

2.4. Анализ данных методами МНК и MCR-ALS

2.4.1. Метод МНК.	Расчеты	методом	МНК	произво-
дились	 с	 помощью	 программного	 пакета	 Labspec.	Кос-
мические	всплески	исключались,	а	флуоресцентный	фон	
аппроксимировался	полиномом	седьмого	порядка	и	вы-
читался	 из	 рамановских	 спектров.	 Затем	 выполнялась	
многомерная	МНК-регрессия	с	применением	эталонных	
спектров	компонентов.	Вклады	нормировались	так,	что-
бы	сумма	весовых	множителей	равнялась	100	%,	а	их	зна-
чения	были	неотрицательными.	Наконец,	вклады	различ-
ных	 компонентов	 отображались	 на	 микроскопическом	
изображении	 интенсивностью	 определенного	 цвета.	
Поскольку	каждый	рамановский	спектр	является	харак-
теристическим	признаком	химического	состава	образца,	
можно	проанализировать	пространственное	распределе-
ние	 различных	 веществ.	 Обозначая	 условным	 цветом	
каждый	компонент,	можно	получить	распределение	всех	
эталонных	спектров	в	пределах	исследуемого	среза,	что	
дает	изображение	сканируемой	области	с	цветовым	коди-
рованием	 состава.	 Смесь	 веществ	 отображается	 смесью	
цветов.

2.4.2. Метод MCR-ALS. Записанные	спектры	анали-
зировались	также	с	помощью	метода	MCR-ALS.	Для	это-
го	 использовались	 собственные	 алгоритмы	 на	 основе	
языка	программирования	Gnu	R	[58].	Все	спектры	пред-
варительно	 обрабатывались,	 включая	 удаление	 вспле-
сков,	коррекцию	нуля	и	нормировку	векторов	[59,	60].	В	
частности,	 коррекция	 нулевого	 уровня	 достигалась	 с	
применением	 асимметричного	МНК,	 реализованного	 в	
пакете	«baseline»	[61].	Вычисления	с	применением	метода	
MCR-ALS	 выполнялись	 с	 помощью	 пакета	 «ALS»	 [62].	
Эталонные	спектры	компонентов	брались	в	качестве	на-
чальных	оценок	для	MCR-ALS.	Единственным	ограниче-
нием	при	проведении	оптимизации	было	условие	неотри-
цательности	весовых	множителей	и	нагрузок	[63].	Весовой	
множитель	каждого	компонента	делился	на	их	сумму	для	
каждой	точки	измерений	с	целью	получения	полуколиче-
ственных	 параметров	 соответствующего	 компонента	 по-
добно	тому,	как	это	было	сделано	в	работе	Vajna	и	др.	[36].

3. Результаты и их обсуждение

3.1. Эталонные спектры компонентов

На	 рис.1	 показаны	 предварительно	 обработанные	
спектры	компонентов	волосяного	фолликула	и	внешних	
компонентов.	Видны	заметные	различия	между	спектра-
ми	тканей	(роговой	слой,	волос,	жизнеспособный	эпидер-

мис	и	дерма).	Главным	отличием	спектра	волоса	от	спек-
тров	остальных	тканей	является	содержание	серы	[64],	ко-
торое	обнаруживается	по	сравнительно	высоким	интен-
сивностям	 полосы	 S	–	S	 в	 области	 510	–	530	 см–1	 [65].	
По	вышенное	количество	серы	вызвано	повышенным	ко-
личеством	 серосодержащих	 аминокислот	 (цистеин)	 в	
твердых	кератинах	волоса.	В	составе	волоса	7	%	–	8	%	ами-
нокислот	представляют	собой	цистеин,	тогда	как	в	рого-
вом	слое	(ткань	с	большим	содержанием	кератина)	он	со-
ставляет	только	0.5	%	[66].	Высокое	содержание	кератина	
в	волосе	отражается	также	в	наличии	более	сильной	по-
лосы	амид-I	на	частоте	1650	см–1	по	сравнению	с	другими	
спектрами.

По	сравнению	с	волосом,	роговой	слой	имеет	некото-
рые	особенности:	не	только	более	низкую	интенсивность	
уже	 отмеченных	 выше	полос,	 связанных	 с	 содержанием	
серы	 (505	и	 1650	 см–1),	 но	и	присутствие	выделяющейся	
полосы	на	частоте	1064	см–1,	связанной	со	скелетным	ва-
лентным	колебанием	C	–	C	липидов	[67].

Спектр	дермы	можно	отличить	от	спектра	эпидерми-
са	по	двум	двойным	полосам	в	областях	815	–	850	см–1	и	
920	–	940	см–1.	Эти	полосы	соответствуют	коллагену	[68],	
который	 локализован	 в	 папиллярной	 и	 ретикулярной	
дерме	[69	–	71],	и	чувствительны	к	его	гидратации	[72].

3.2. Результаты визуализации

3.2.2. Метод МНК.	 После	 обработки	 спектральных	
данных	 методом	МНК	 для	 идентификации	 распределе-
ния	компонентов,	получалось	рамановское	изображение	
в	условных	цветах,	представляющих	вклад	каждого	эта-
лонного	 рамановского	 спектра	 в	 области	 отпечатков	
пальцев.	На	рис.2,а	представлено	микроскопическое	об-
зорное	изображение	кожного	среза,	содержащего	волося-
ной	фолликул	с	интактным	волосом,	сшитое	из	двух	фо-
тографических	изображений.	На	рис.2,б	дерма	показана	
красным,	жизнеспособный	эпидермис	–	желтым,	волос	–		
коричневым,	роговой	слой	–		зеленым,	покровное	стекло	–	
темно-синим,	а	капли	криоспрея	–	светло-синим	цветом.	
Такой	подход	отражает	различия	в	интенсивностях	и	по-
зволяет	 отметить	 одновременное	 присутствие	 разных	

Рис.1.	 Эталонные	рамановские	спектры	криоспрея	(1),	волоса	(2),	
жизнеспособного	 эпидермиса	 (3),	 дермы	 (4),	 рогового	 слоя	 (5),	 а	
также	стеклянной	подложки	(6)	в	области	отпечатков	пальцев.	Для	
ясности	 спектры	 показаны	 с	 отступом.	 Цветные	 изображения	
рис.1	–	4	помещены	на	сайте	нашего	журнала	http://www.quantum-
electron.ru.
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компонентов	в	одном	месте.	Таким	образом	обеспечива-
ется	 детальное	 изображение	 распределения	 различных	
компонентов.

На	рис.2,б	волос	правильно	определяется	на	криосре-
зе.	Жизнеспособный	эпидермис	и	дерма	ясно	дифферен-
цируются	 как	 два	 разных	 слоя.	 При	 непосредственном	
сравнении	 расположенные	 рядом	 изображения	 расчет-
ных	распределений	трех	компонентов	(волос,	жизнеспо-
собный	эпидермис	и	дерма)	соответствуют	их	распреде-
лениям	 на	 микрофотографии.	 Корректность	 отображе-
ния	рогового	слоя	более	проблематична,	полученные	ве-
совые	 множители	 оказываются	 не	 только	 распределен-

ными	на	поверхности	кожи,	но	и	рассеянными	по	волосу	
и	по	наиболее	глубокой	области	волосяного	фолликула.	
Роговой	слой	правильно	идентифицируется	в	воронке	и	
на	наружной	поверхности	кожи,	где	его	толщина	состав-
ляет	10	–	20	мкм	[73].	Ниже	воронки	изображение	рогово-
го	слоя	имеет	много	разрывов	и	меньшую	интенсивность.	
Одно	из	возможных	объяснений	этого	состоит	в	том,	что	
если	в	верхней	части	воронки	эпителий	покрыт	интакт-
ным	роговым	слоем,	барьер	в	нижней	ее	части	прерывает-
ся	по	мере	переключения	дифференциального	паттерна	с	
эпидермальной	 дифференциации	 на	 трихолеммальную	
[74].	В	связи	с	этим	накопленные	в	данных	областях	спек-

Рис.2.	 Микроскопическое	обзорное	изображение	кожного	 среза,	 содержащего	 волосяной	фолликул	 с	 интактным	волосом,	 сшитое	из	
двух	фотографических	изображений	(а),	и	результат	обработки	методом	МНК	рамановских	спектров	того	же	волосяного	фолликула	(б).	

Рис.3.	 Тепловые	карты	распределения	компонентов	при	расчете	методом	MCR-ALS	для	дермы	(a),	жизнеспособного	эпидермиса	(б),	ро-
гового	слоя	(в)	и	волоса	(г)	относительно	положения	волосяного	фолликула.
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тры	постепенно	приобретают	«эпидермообразные»	при-
знаки.	Ложные	признаки	рогового	слоя	видны	и	вблизи	
капель	криоспрея	на	большой	глубине.	Нужно	отметить,	
что	в	этой	области	локализация	других	компонентов	так-
же	 определяется	 недостаточно	 хорошо.	 Расчетные	 рас-
пределения	волоса,	рогового	слоя	и	стекла	отображаются	
в	этой	области,	хотя	ни	один	из	этих	компонентов	не	на-
блюдается	 там	 на	 микроскопической	 фотографии.	 Мы	
предполагаем,	 что	 помехи	 для	 измерений	 могут	 созда-
ваться	 каплями	 криоспрея,	 что	 нарушает	 правильную	
идентификацию	 компонентов	 в	 указанной	 области.	
Продолговатая	 область	 справа	 от	 волоса,	 расположен-
ная	на	стеклянной	подложке,	связана	с	процессом	крио-
томии	и	содержит	вклады	различных	компонентов.	

3.2.3. Метод MCR-ALS.	Те	же	фолликулы	анализиро-
вались	с	применением	метода	MCR-ALS.	Полученные	ре-
зультаты	отображены	в	виде	тепловых	карт	относитель-
но	 соответствующих	 микроскопических	 изображений	
(см.	рис.2,а).	Рамановские	спектры	дермы,	жизнеспособ-
ного	эпидермиса,	рогового	слоя,	волоса,	стеклянной	под-
ложки	и	капель	криоспрея	использовались	как	начальные	
оценки	для	вычислений.

На	рис.3	представлены	тепловые	карты	собственных	
компонентов:	 дермы,	жизнеспособного	 эпидермиса,	 ро-
гового	 слоя	 и	 волоса.	 Внешние	 компоненты	 (стекло	 и	
криоспрей)	показаны	на	рис.4.	Области	дермы,	рогового	
слоя	 и	 волоса	 определяются	 правильно.	 Значительный	
вклад	волоса	виден	также	в	окружающих	областях	ниж-
ней	части	волосяного	фолликула.	В	силу	спектрального	
сходства	 волоса	 и	 эпидермиса,	 эпидермальные	 области	
также	демонстрируют	некоторый	вклад	волосяного	ком-
понента,	 сниженный	 примерно	 вдвое.	 Роговой	 слой	 по	
большей	части	определяется	корректно,	но	есть	некото-
рые	 артефакты	 в	 области	 ниже	 волосяного	 фолликула,	
чаще	всего	вносимые	криоспреем,	как	видно	из	рис.4,б. 
Капли	криоспрея	и	стеклянная	подложка	идентифициру-
ются	 наиболее	 четко.	 Это	 можно	 объяснить	 их	 сильно	
выраженными	 спектральными	 отличиями	 от	 остальных	
компонентов.

4. Заключение

Кожные	 срезы,	 содержащие	 волосяные	 фолликулы,	
проанализированы	методом	конфокальной	рамановской	
микроскопии	с	применением	техники	анализа	многомер-

ных	данных	для	определения	пространственного	распре-
деления	компонентов	кожи	(рогового	слоя,	жизнеспособ-
ного	эпидермиса,	дермы,	волоса).

Метод	МНК	 отображает	 распределение	 выбранных	
компонентов	достаточно	хорошо.	Некоторые	помехи	на-
блюдаются	в	местах	обнаружения	капель	криоспрея,	од-
нако	основные	структуры	волосяного	фолликула	изобра-
жены	правильно.	Следовательно,	пространственное	рас-
пределение	кожных	структур	можно	получать	этим	мето-
дом.	Результаты,	полученные	методом	MCR-ALS,	пока-
зали	такое	же	распределение	компонентов	фолликул,	как	
и	при	использовании	МНК.

Таким	 образом,	 конфокальная	 рамановская	 микро-
скопия	 в	 сочетании	 с	 анализом	 данных	 методом	МНК	
или	MCR-ALS	позволяет	визуализировать	и	охарактери-
зовать	наиболее	важные	компоненты	фолликула	без	при-
менения	меток	или	окрашивания.	Более	того,	данные	ме-
тоды	имеют	большой	потенциал	для	отслеживания	про-
никновения	лекарств	и	систем	их	доставки	по	фоллику-
лярному	или	трансфолликулярному	пути.	Для	 точного	
определения	 распределения	 местно	 применяемых	 ве-
ществ	перспективными	представляются	более	совершен-
ные	 методы	 дискриминантного	 анализа.	 Однако	 они	
нуждаются	в	обучающих	наборах	данных	с	известными	
распределениями	 веществ,	 что	 позволило	 бы	 сделать	
важный	шаг	к	дальнейшему	обоснованию	использован-
ных	методов.	Одним	из	подходов	к	решению	данной	за-
дачи	могла	бы	стать	длительная	иммерсия	кожных	срезов	
в	 ве	ществе,	 обеспечивающая	 равномерность	 распреде-
ления.	

Наш	 соавтор	 Виктор	 Каррер	 внес	 значительный	
вклад	в	настоящую	работу.	Он	погиб	до	ее	окончания	в	
июле	 2018	 года	 в	 результате	 трагического	 дорожно-
транспортного	происшествия.	Мы	всегда	будем	хранить	
память	о	нем.
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