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1. Введение

Одной из быстроразвивающихся областей современ-
ной медицины является тканевая инженерия [1, 2], осно-
ванная на использовании скаффолдов с соответствую-
щими клетками для замещения дефектов поврежденных 
тканей или целых органов. Первоначально создается тка-
неинженерная конструкция [3], которой и является скаф-
фолд; она обеспечивает необходимые биомеханические 
свойства соответствующей ткани, создает структурную 
поддержку для клеток, обеспечивает условия для их мета-
болизма и дифференцировки [4].

Метаболизм клеток в скаффолдах во многом опреде-
ляется рядом химических и физических факторов: хи-
мической структурой материала, локальной топографи-
ей, архитектурой и механическими свойствами. На кле-
точную жизнь внутри тканеинженерной конструкции вли-
яют диффузионные ограничения на доставку кислорода и 
питательных веществ внутрь скаффолда из окружающей 
культуральной среды. Так, на глубинах от поверхности, 
превышающих характерное расстояние для диффузии кис-
лорода (~100 мкм [5]), наблюдается снижение жизнеспо-
собности клеток, падение плотности клеточной популя-
ции и даже гибель клеток, как правило, по типу некроза [6].

Для преодоления диффузионных ограничений обыч-
но осуществляется прокачка жидкости (перфузия) через 
скаффолд. Другим эффективным методом, позволяющим 
улучшить жизнеспособность находящихся в объеме кон-
структа клеток, является метод фотобиомодуляции, за-
ключающийся в кратковременном воздействии на био-

логические объекты низкоинтенсивным монохромати-
ческим (лазерным) или немонохроматическим (светоди-
одным) излучением в видимой и ближней ИК областях 
спектра [7 – 10]. Установлено, что результат фотобиомо-
дуляции зависит от типа клеток, а также от дозы, интен-
сивности, временных и спектральных характеристик воз-
действия [11]. Показано, что низкоинтенсивное воздействие 
в терапевтическом диапазоне доз обладает протектор-
ным эффектом против различных негативных (кислород-
ное [12] и пищевое [13] голодание) и повреждающих фак-
торов (от ультрафиолета до ионизирующих излучений) 
[14, 15]. Низкоинтенсивное (не приводящее к влияющему 
на метаболизм клеток повышению температуры) опти-
ческое облучение может вызывать изменение скорости 
пролиферации клеток и влияет на их дифференцировку. 
Так, в работе [16] показано, что при воздействии низко-
интенсивным лазерным излучением с l = 635 нм дозой 
62.5 Дж/см2 на стволовые нейрональные клетки, поме-
щенные в желатин – метакрилатную матрицу, пролифе-
рация клеток значительно (на 44 %) возрастает, и на 
поздних сроках культивирования усиливается диффе-
ренцировка. Мы полагаем, что негативное влияние на 
находящиеся в глубине скаффолда клетки, связанное с 
диффузионным ограничением на доставку кислорода и 
питательных веществ из окружающей культуральной 
среды, может быть в значительной степени нивелирова-
но с помощью фотобиомодуляции.

В процессе фотобиомодуляции воздействие на образ-
цы низкоинтенсивным излучением, как правило, осущест-
вляется путем их облучения с одной стороны. Из-за по-
глощения и рассеяния света в объеме матрицы уровни об-
лучения светом находящихся в трехмерном скаффолде 
клеток могут значительно различаться. В этом случае часть 
клеток нередко подвергается воздействию вне «терапев-
тического диапазона» фотобиостимуляции. Для припо-
верхностных клеток интенсивность падающего излуче-
ния может оказаться выше оптимальной, а для сильно 
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удаленных от поверхности клеток, наоборот, – ниже. Для 
оценки этого эффекта необходимо знать распределение 
плотности светового потока во всем объеме скаффолда. 
По сути, это количество квантов света, проходящих через 
элемент объема в единицу времени. Такая задача решает-
ся путем численного расчета с привлечением эксперимен-
тально полученной информации об эффективных оптиче-
ских свойствах материала скаффолда [17 – 20]. Подобные 
расчеты многократно выполнялись ранее для различных 
сильно рассеивающих сред. В настоящей работе выпол-
нено моделирование распределения плотности потока из-
лучения в скаффолдах, предназначенных для тканевой 
инженерии. В качестве двух модельных матриц выбраны 
скаффолды, сформированные на основе полилактида ме-
тодами сверхкритического флюидного (СКФ) вспенива-
ния в среде сверхкритического CO2 (СК CO2) и поверх-
ностного селективного лазерного спекания (ПСЛС) [6, 21, 22]. 
В обоих случаях использовались классические модели мат-
риц, обладающих взаимосвязанной системой пор. При 
этом если в первом случае поры формируются хаотиче-
ски в результате выхода флюида из набухшего полимера, 
то во втором – образование полимерного скаффолда про-
исходит по заданной компьютерной модели. Для форми-
рования обоих типов структур (вспенивание в СК СО2 и 
спекание) применялся полилактид – один из наиболее ис-
пользуемых материалов для формирования тканеинже-
нерных конструктов [23 – 27].

Цель настоящей работы – оценка распределения ин-
тенсивности низкоинтенсивного излучения в видимой и 
ближней ИК областях спектра в трехмерных пористых 
скаффолдах из полилактида, изготовленных методами 
вспенивания в СК СО2 и поверхностного селективного 
лазерного спекания.

2. Материалы и методы

В эксперименте использовались скаффолды из поли-
лактида, изготовленные двумя методами [6]: СКФ вспе-
ниванием в среде СК СО2 [21] и поверхностным селектив-
ным лазерным спеканием [22].

В первом случае пористые полимерные скаффолды 
получали путем вспенивания сополимеров D,L-лактида и 
e-капролактона (4 мол. %) в среде СК СО2 в соответствии 
с методикой [21]. Формирование вспененных образцов в 
среде СК СО2 осуществлялось на установке, разработан-
ной в ИФТ РАН [6, 21, 28]. Исходный сополимер в виде 
порошка с частицами размером 100 – 200 мкм и массой 
400 мг помещали в фторполимерную форму, которую 
устанавливали в реактор установки. Для оптических экс-
периментов из образца вырезали скаффолд диаметром 
8 мм и толщиной 1.2 мм.

В качестве материала для создания скаффолдов ме-
тодом ПСЛС [6, 22] применялся полилактид марки PDL 
02A (Corbion) в виде порошка с размером частиц до 
100 мкм. Для увеличения гидрофильности материал вы-
держивался в 1 %-ном растворе гиалуроновой кислоты и 
высушивался с помощью лиофильной сушки FreeZone 
Plus 2.5 (LABCONCO). В качестве сенсибилизатора ис-
пользовалась вода. Для оптических экспериментов фор-
мировали образец диаметром 8 мм и толщиной 1.2 мм.

Исследовались оптические характеристики сухих и 
влажных образцов. Влажные образцы получали путем вы-
держивания в дистиллированной воде в течение 24 ч. 
Изменения за несколько минут проведения эксперимента 

оптических характеристик влажных образцов, вызванные 
испарением воды, не учитывались.

Схема оригинальной установки для определения оп-
тических характеристик скаффолдов [6, 29] приведена на 
рис.1.

Основу установки составляют две интегрирующие сфе-
ры 1 и 2 диаметром 75 мм, покрытые изнутри стандарт-
ным диффузно рассеивающим материалом. Сферы уста-
навливались строго соосно с коллиматорами 5 и 6. Образец 
скаффолда 7 с помощью специального держателя 8 рас-
полагался между сферами и освещался равномерным пуч-
ком света диаметром 4.8 мм от источника 3, соединенно-
го с коллиматором 5 волоконным световодом. В качестве 
источника света использовался галогеновый источник 
HL-2000 (Ocean Optics, США). Отраженный от передней 
поверхности образца и обратно рассеянный свет соби-
рался интегрирующей сферой 1. Диффузно прошедший 
через образец свет собирался интегрирующей сферой 2. 
Свет, прошедший через образец без отклонения, попадал 
на коллиматор 6. С помощью спектрометра USB4000 
(Ocean Optics, США) с диапазоном длин волн 200 – 1100 нм 
измерялись спектры излучений в двух сферах и на выходе 
коллиматора 6.

Полученные данные позволяли рассчитать спектры 
коэффициентов диффузного рассеяния Rd, диффузного 
пропускания Td и коллимированного пропускания Tc:

Rd = I1/I10, Td = I2/I10, Tc = I3/I30, (1)

где I1 – интенсивность света в сфере 1 с образцом; I10 – ин-
тенсивность в сфере 1, когда ее выходное отверстие за-
крыто стандартной заглушкой с диффузно рассеивающим 
покрытием; I2 – интенсивность в сфере 2 (с образцом), 
когда ее выходное отверстие закрыто стандартной за-
глушкой; I3 – интенсивность на выходе коллиматора 6; 

Рис.1. Установка для определения оптических характеристик об-
разцов скаффолдов: а – внешний вид; б – образец скаффолда в дер-
жателе; в – схема установки (1, 2 – интегрирующие сферы, 3 – ис-
точник широкополосного излучения, 4 – спектрометр, 5, 6 – колли-
маторы, 7 – образец, 8 – держатель образца, 9 – нейтральный фильтр); 
г – расположение образца в увеличенном масштабе (стрелками ус-
ловно показаны диффузные, отраженные и диффузно прошедшие 
через образец излучения, по интенсивностям которых рассчитыва-
ются спектры диффузного рассеяния Rd, диффузного пропускания 
Td и коллимированного пропускания Tc).
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I30 – интенсивность на выходе коллиматора 6 в отсутствие 
образца. При измерении I30 для ослабления излучения пе-
ред коллиматором 6 устанавливался нейтральный фильтр 
NGG10 (9). Затем результаты измерений пересчитывали с 
учетом спектра пропускания нейтрального фильтра.

Из-за малой величины коэффициента поглощения 
ma полилактида коэффициент рассеяния ms определяли по 
величине коэффициента коллимированного пропуска-
ния Tc: ms = ln(Tc)/d, где d – толщина образца скаффолда. 
Затем с помощью модернизированного метода Монте-
Карло [18, 20] в пакете программ Матлаб решалась пря-
мая задача. Для этого рассчитывались стохастические 
траектории пакетов фотонов, падающих на образец пер-
пендикулярно к его поверхности и образующих однород-
ный пучок диаметром 5.0 мм. Предполагалось, что плот-
ность вероятности угла рассеяния описывается функцией 
Хейни – Гринштейна [18, 20], зависящей лишь от среднего 
косинуса угла рассеяния (фактора анизотропии g). Про-
грамма позволяла по заданным значениям кооффициен-
тов ms и ma, показателей преломления полилактида, воды 
и воздуха, пористости скаффолдов найти распределение 
поглощенной энергии света в объеме образца и опреде-
лить Rd и Td. При малых значениях ma поглощенная 
энергия в каждом элементе объема соответствует искомой 
плотности светового потока. Варьируя g, можно найти 
значения Rdl  и dT l , дающие наилучшее согласие с экспе-
риментом. Для этого необходимо определить минимум 
выражения
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Проводилось сравнение распределений плотности по-
глощенной энергии света в объеме образца, рассчитан-
ных с использованием функции Хейни – Гринштейна и 
геометрической функции рассеяния на сферических поло-
стях. В случае пористой структуры (с мелкими сфериче-
скими пузырьками) плотность вероятности угла рассея-
ния зависит только от показателей преломления матери-
ала и пузырьков в предположении, что рассеяние фото-
нов происходит по закону Френеля.

Показатель преломления полилактида вычислялся с 
использованием известного выражения [27], справедли-
вого в диапазоне длин волн 300 – 1300 нм:

n = (1.44500 ± 0.00075) + (4892 ± 143) (нм2/l2). (3)

В диапазоне значений l = 500 – 900 нм, в соответствии с 
(3), показатель преломления полилактида n = 1.4559 ± 
0.0038. Во всем исследуемом диапазоне изменения n не 
превышали ± 0.26 %, что существенно меньше ошибки 
экспериментальных измерений.

Был определен показатель поглощения пленки по-
лилактида. Для этого крошки полилактида растворили 
в дихлорметане, раствор нанесли на покровное стекло и 
высушили на воздухе до образования пленки толщиной 
125 мкм. На спектрофотометре Varian Cary 50 Scan 
измерили спектр поглощения; средняя величина пока-
зателя поглощения в диапазоне 500 – 900 нм составила 
0.28 ± 0.11 см–1.

Для визуализации пористой структуры материала об-
разцов использовался сканирующий электронный ми-
кроскоп PHENOM ProX (Phenom World, Нидерланды).

3. Результаты и их обсуждение

На рис.2 показаны внешний вид двух образцов ма-
триц в держателях и СЭМ-изображения их срезов. Видно, 
что структуры образцов, полученных разными методами, 
значительно различаются. В скаффолде 1 (вспенивание в 
СК СО2) выделяются поры относительно большого раз-
мера – до 300 мкм (рис.2,а); при этом вне этих пор 
структура полилактида достаточно однородная. В образ-
це 2 (спекание) выделяются зерна полилактида округлой 
формы (рис.2,б ). Поры между этими зернами достигают 
~100 мкм. При этом структура полилактида в самих зер-
нах, как видно по нескольким их срезам, мелкопористая. 
Пористость материала матриц, определенная по СЭМ-
изображениям срезов, составила 70 % ± 4 % для образца 1 
и 62 % ± 3 % для образца 2.

Рассчитанные по спектрам коэффициентов колли-
мированного пропускания Tc спектры ms представлены 
на рис.3. Как видно из рисунка, для разных образцов, на-
ходящихся в сухом и влажном состояниях, формы полу-
ченных спектров качественно совпадают, но их уровни 
существенно различаются. При переходе от сухих образ-
цов к влажным ms во всем спектральном диапазоне умень-
шается для каждого из образцов примерно на одну и ту 
же величину. В среднем это уменьшение для образца 1 со-
ставляет 17 %, а для образца 2 – 10 %. Наибольшие значе-
ния ms зарегистрированы для сухого образца 2, получен-
ного методом поверхностного селективного лазерного 
спекания, наименьшие – для влажного образца 1, создан-
ного методом вспенивания в СК СО2.

Рис.2. Образцы скаффолдов, полученные методами вспенивания 
(а) и спекания (б ) (приведены оптические изображения образцов в 
держателях и участки СЭМ-изображений).

Рис.3. Спектры ms для сухих и влажных матриц, полученных мето-
дами вспенивания в СК СО2 (а) и лазерного спекания (б).
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Спектры коэффициентов диффузного рассеяния Rd и 
диффузного пропускания Td, полученные с помощью ин-
тегрирующей сферы, приведены на рис.4. Видно, что по-
лученные значения Rd и Td для сухих и влажных образцов 
слабо зависят от длины волны. При этом их величины су-
щественно различаются. При переходе от сухих образцов 
к влажным Rd во всем спектральном диапазоне уменьша-
ется, а Td – увеличивается. В среднем уменьшение Rd для 
образца 1 существенно и составляет 67 %, а для образца 2 
– только 12 %. Увеличение Td в среднем составило 73 % 
для образца 1 и 104 % для образца 2. Наибольшие значе-
ния Rd зарегистрированы для сухого образца 2, наимень-
шие – для влажного образца 1. В то же время наибольшие 
значения Td зарегистрированы для влажного образца 1, а 
наименьшие – для сухого образца 2.

В табл.1 приведены полученные экспериментально 
значения коэффициентов диффузного рассеяния Rd, диф-
фузного пропускания Td и коллимированного пропуска-
ния Tc, а также рассчитанные значения фактора анизо-

тропии g для образцов сухих и влажных скаффолдов, 
изготовленных различными методами. Наименьшие зна-
чения фактора анизотропии ( g = 0.3 ± 0.05) получены для 
сухого образца 2, а наибольшие ( g = 0.85 ± 0.1) – для 
влажного образца 1.

С использованием полученных оптических параме-
тров материалов образцов были рассчитаны распределе-
ния плотности поглощенной энергии света внутри образ-
цов, которые линейно связаны с плотностью светового 
потока. В дальнейшем под термином интенсивность бу-
дем подразумевать плотность светового потока (рис.5).

Полученные зависимости интенсивности света в об-
разцах от глубины (расстояния от поверхности, на кото-
рую падает свет с интенсивностью I = 1) качественно схо-
жи. Видно, что с увеличением глубины интенсивность 
растет, а затем, достигнув максимального значения, мо-
нотонно уменьшается. Смачивание скаффолдов приво-
дит к уменьшению максимального значения интенсивно-
сти, увеличению глубины достижения этого максимума 
и меньшему наклону кривой в области монотонного 
уменьшения интенсивности. Для скаффолда 1 эти изме-
нения таковы: максимальное значение интенсивности 
уменьшилось с 1.28 до 1.21 (на 5 %), глубина достижения 
максимальной интенсивности света увеличилась с 0.23 до 
0.40 мм (на 73 %), угол наклона кривой в области моно-
тонного уменьшения интенсивности уменьшился с 40° до 
29° (на 28 %). Для скаффолда 2 изменения составили: мак-
симальная интенсивность уменьшилась с 1.28 до 1.24 (на 
3 %), глубина достижения максимальной интенсивности 
света увеличилась с 0.15 до 0.20 мм (на 33 %), угол накло-
на кривой в области монотонного уменьшения интенсив-
ности уменьшился с 40° до 39° (на 2.5 %).

Полученные закономерности распределения интен-
сивности падающего света в скаффолдах из полилактида 
находятся в качественном соответствии с результатами 

Рис.4. Спектры коэффициентов диффузного рассеяния Rd (а, б ) и пропускания Td (в, г) для сухих и влажных скаффолдов, полученных ме-
тодами вспенивания в СК CO2 (а, в) и лазерного спекания (б, г).

Табл.1. Полученные экспериментально значения коэффициентов 
рассеяния ms, диффузного рассеяния Rd, диффузного пропускания 
Td, коллимированного пропускания Tc и рассчитанные значения 
фактора анизотропии g для сухих и влажных образцов, изготов-
ленных различными методами ( l = 633 нм).

Параметр

Образец 1  
(вспенивание в СК CO2)

Образец 2  
(лазерное спекание)

Сухой Влажный Сухой Влажный

ms (см–1) 61 ± 1 50 ± 2 69 ± 1 61 ± 2
Rd 0.59 ± 0.01 0.20 ± 0.01 0.69 ± 0.02 0.60 ± 0.01

Td 0.45 ± 0.02 0.76 ± 0.01 0.14 ± 0.01 0.28 ± 0.01

Tc (10–5) 64 ± 2 240 ± 10 27 ± 1 67 ± 2

g 0.6 ± 0.1 0.85 ± 0.10 0.30 ± 0.05 0.45 ± 0.11
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для других сильно рассеивающих сред, полученными пу-
тем расчета по методу Монте-Карло [17 – 20] или прямы-
ми измерениями [30]. В случае преобладающего рассея-
ния с увеличением расстояния от поверхности интенсив-
ность света первоначально нарастает, а затем, достигнув 
максимума, монотонно уменьшается. В случае влажных 
образцов, когда поры заполнены водой, ms уменьшается, 
что приводит к увеличению фактора анизотропии g и 
«просветлению» образца. На первый взгляд парадоксаль-
ным является тот факт, что при примерно одинаковой 
пористости (70 % ± 4 % для образца 1 и 62 % ± 3 % для об-
разца 2) смачивание образца 2 привело к существенно 
меньшему изменению ms (см. рис.3, табл.1) и меньшему 
отличию профиля распределения интенсивности света по 
глубине образца (рис.5). Однако если обратиться к СЭМ-
изобра жениям образцов (см. рис.2), то можно увидеть су-
щественное различие в их структурах. Если в образце 1 
вне крупных (до 300 мкм) пор структура полилактида од-
нородная, то в образце 2 структура в зернах (вне круп-
ных) мелкопористая. Пористость этой мелкозернистой 
структуры второго образца, оцененная по СЭМ-изобра-
жениям, составила 30 % ± 3 %. Если при смачивании этого 
образца водой заполняются только крупные поры, а мел-
кие поры в зернах остаются незаполненными, то этим можно 
объяснить не столь существенное изменение оптического 
рассеяния во втором образце при его смачивании водой.

Было проведено сравнение световых полей, рассчи-
танных с помощью фазовой функции рассеяния Хейни –
Гринштейна и численной модели рассеяния света сфери-
ческой полостью при одинаковых g = 0.56 (рис.6); это 
значение соответствует показателю преломления поли-
лактида n = 1.4559. Модельная фазовая функция рассея-

ния представляет собой плотность вероятности угла от-
клонения пучка света сферической полостью, рассчитан-
ная из геометрических представлений хода световых 
лучей и формул Френеля для коэффициентов преломле-
ния и отражения. При этом учитываются многократные 
отражения внутри полости. Индикатрисы рассеяния для 
функции Хейни – Гринштейна и численной модели рассе-
яния света сферической полостью при среднем косинусе 
угла отклонения 0.56 представлены на вставке к рис.6,а. 
Отметим, что модельная фазовая функция рассеяния на 
сферической полости зависит лишь от относительного по-
казателя преломления и не зависит от диаметра полости.

Рис.5. Рассчитанные по методу Монте-Карло распределения интен-
сивности лазерного излучения с l = 633 нм внутри сухих и влажных 
образцов, полученных методами вспенивания в СК CO2 (а) и лазер-
ного спекания (б ).

Рис.6. Распределения интенсивности лазерного излучения в сухом 
скаффолде 1, полученные с использованием функции Хейни – Грин-
штейна (штриховые кривые) и численной модели рассеяния света 
сферической полостью (сплошные кривые) с g = 0.56: а – изменение 
интенсивностей с расстоянием от поверхности (на вставке даны ин-
дикатрисы рассеяния для двух методов); б – распределение интенсив-
ности на глубине 0.54 мм, построенное на основе численной модели 
рассеяния света сферической полостью; в – профили распределений ин-
тенсивности на глубине 0.54 мм, рассчитанных двумя методами.
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Как следует из рис.6, распределения интенсивностей 
световых полей, рассчитанные двумя методами, практи-
чески не различаются. Максимальное расхождение, кото-
рое наблюдается в районе максимумов кривых (рис.6,а, в), 
не превышает 4 %. Такой результат в принципе ожидаем 
для многократного рассеяния света в слабо поглощаю-
щей среде. Важным обстоятельством в этом случае стано-
вится равенство средних косинусов углов отклонения све-
тового пучка. По-видимому, распределение энергии пуч-
ка света в слабо поглощающей, но сильно рассеивающей 
среде определяется главным образом средним углом от-
клонения света при рассеянии, а прочие детали фазовой 
функции рассеяния становятся не столь значительными 
или пренебрежимо малыми. Феноменологическая фазо-
вая функция рассеяния Хейни – Гринштейна довольно ча-
сто применяется для оценки распространения света в рас-
сеивающих средах, особенно в биологических тканях. 
Для сравнения мы использовали также численную мо-
дель рассеяния света сферической полостью, которая в 
определенной степени физически обоснована. Доступны 
и другие фазовые функции рассеяния оптически неодно-
родных сред, среди которых может представлять инте-
рес плотность вероятности угла отклонения света случай-
но-ориентированной поверхностью раздела двух сред с 
разными показателями преломления [31, 32].

4. Заключение

Определены распределения плотности светового по-
тока в трехмерных пористых матрицах из полилактида, 
изготовленных методами СКФ-вспенивания и поверх-
ностного селективного лазерного спекания, при облуче-
нии образцов коллимированным пучком света. Такая ин-
формация актуальна для тканевой инженерии при выбо-
ре оптимальных параметров лазерной стимуляции кле-
ток, находящихся в полимерных скаффолдах. Показано, 
что при формировании светового поля в случае сильно 
рассеивающих сред определяющими параметрами явля-
ются фактор анизотропии g и коэффициент рассеяния ms.
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