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1. Введение

Рибофлавин/УФ-фотосшивание является методом це-
ленаправленного увеличения уровня поперечного связы-
вания коллагеновой структуры биологической ткани в 
результате УФ облучения в присутствии фотосенсибили-
затора – рибофлавина [1 – 12]. Одним из результатов такого 
воздействия является увеличение механической прочности 
ткани [2, 3, 6, 8 – 11]. Метод рибофлавин/УФ-фотосшивания 
уже используется в офтальмологии для укрепления рого-
вицы при кератэктазиях [2 – 5]. В настоящее время в экспе-
риментах на животных и ткани склеры ex vivo изучаются 
возможности применения этого метода для модификации 
свойств склеры [6 – 13]. Реализация рибофлавин/УФ-фо
тосшивания коллагена склеры сопряжена с определенны-
ми сложностями [11, 14], одна из которых связана с тем, 
что в нативной склере, в отличие от роговицы, имеет место 
сильное рассеяние света, приводящее к резкому падению 
интенсивности УФ излучения и, как следствие, к сниже-
нию скорости фотохимических реакций в глубине ткани. 
Возможным способом увеличения глубины проникно-
вения УФ излучения в ткань при фотосшивании склеры 
является иммерсионное оптическое просветление склеры 
перед облучением ультрафиолетом, поскольку известно, 

что такое просветление склеры позволяет значительно 
увеличить ее прозрачность, в том числе и в УФ области 
[14 – 18].

Цель настоящей работы – сравнение интенсивности 
фотохимических процессов рибофлавин/УФ-фотосшива
ния коллагена склеры без иммерсионного просветления 
и с иммерсионным просветлением по данным монито-
ринга изменений относительного содержания рибофла-
вина в ткани, обусловленных фотохимическими процес-
сами, связанными с фотосшиванием.

Диффузия флуоресцирующего при УФ возбуждении  
[19, 20] рибофлавина в ткань и его фотохимические пре-
вращения, происходящие при рибофлавин/УФ-фотосши
вании, приводят к существенным изменениям интенсив-
ности флуоресценции ткани [21 – 25]. В случае роговицы 
это используется для оценки как средней концентрации 
рибофлавина в ткани, так и распределения рибофлавина 
по ее толще на разных этапах фотосшивания [22 – 25]. 
Локальная концентрация рибофлавина в роговице в 
[22 – 23, 25] оценивалась с помощью двухфотонной флуо-
ресцентной конфокальной микроскопии. Для оценки со-
держания рибофлавина использовались измеренные за-
висимости средней по времени интенсивности регистри-
руемого сигнала флуоресценции от глубины. В случае 
склеры использовать этот подход не позволяет сильное 
рассеяние света в ткани. В настоящей работе вклад флуо-
ресценции экзогенных флуорофоров (рибофлавина и флуо
ресцирующих продуктов его фотопревращений) на раз-
ных этапах рибофлавин/УФ-фотосшивания оценивался 
по величине среднего времени затухании флуоресценции 
зондируемого объема ткани, определяемого по данным 
FLIM (fluorescence lifetime imaging microscopy).
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2. Методика эксперимента. Образцы

Эксперименты проводились на препаратах склеры 
свиньи. Перед экспериментами склера тщательно очища-
лась от сетчатки и разрезалась в сагиттальном направле-
нии на полоски размером 0.5 ́  1.3 см. Использовались 
тканевые блоки, взятые из экваториальной области глаз-
ного яблока. До измерений и между ними образцы храни-
лись в физрастворе (0.9 %-ный водный раствор NaCl) при 
температуре 4 °C.

На первом этапе обработки образцы склеры пропи-
тывались 0.1 %-ным раствором рибофлавина в течение 
20 мин в соответствии с методикой фотосшивания, опи-
санной в работах [8 – 11]. Часть образцов подвергалась 
иммерсионному просветлению. В качестве иммерсионно-
го агента нами использовался 88 %-ный водный раствор 
глицерина, в котором образцы выдерживались 20  мин. 
Предварительные эксперименты показали, что за это вре-
мя объем образцов склеры становится минимальным [26]. 
Затем образцы 30 мин облучались УФ светодиодом с 
максимумом излучения при длине волны 370 нм; интен-
сивность облучения образца составляла 3 мВт/см2. После 
такой УФ обработки образцы находились в физрастворе 
в течение суток.

Для характеризации образцов использовался мульти-
фотонный томограф JenLab MPTflex (Германия) с пере-
страиваемым титан-сапфировым фемтосекундным лазе-
ром ближнего ИК диапазона. Данный прибор регистри-

рует сигналы флуоресценции образца, возбуждаемой при 
двухфотонном поглощении излучения лазера, при помо-
щи ФЭУ, позволяя измерять время затухания флуорес-
ценции образцов и использовать технику FLIM. Образцы 
освещались излучением с длительностью импульса 200 фс 
и частотой следования 80 МГц. Центральная длина волны 
лазера составляла 760 нм, мощность излучения – 50 мВт. 
Числовая апертура объектива NA = 1.3 обеспечивала 
пространственное разрешение 0.5 мкм в латеральном на-
правлении и 2 мкм – в аксиальном. Регистрируемый сиг-
нал флуоресценции является интегральным по спектраль-
ному диапазону 409 – 680 нм.

При фотосшивании без просветления образцов FLIM-
измерения проводились на следующих стадиях: 1) после 
выдерживания образца в растворе рибофлавина; 2) сразу 
же после УФ обработки; 3) после длительного (одни сут-
ки) выдерживания образцов в физрастворе (для вымыва-
ния рибофлавина и продуктов фотолиза из образца). При 
фотосшивании с просветлением образцов FLIM-изме
рения осуществлялись: 1) после выдерживания образца в 
растворе рибофлавина; 2) после выдерживания в раство-
ре глицерина (оптическое просветление); 3) сразу же по-
сле УФ обработки; 4) после выдерживания образцов в 
физрастворе в течение суток.

На рис.1 представлены FLIM-изображения образцов 
склеры в нативном состоянии и на разных стадиях ри-
бофлавин/УФ-фотосшивания без оптического просветле-
ния (рис.1, а) и с оптическим просветлением (рис.1, б) на 

Рис.1.  FLIM-изображения склеры в нативном состоянии и на разных этапах рибофлавин/УФ-фотосшивания без оптического просветле-
ния (а) и с оптическим просветлением (б ) на глубинах 42, 59 и 76 мкм. Цветной вариант рис.1 помещен на сайте нашего журнала http://
www.quantum-electron.ru.
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разных глубинах. Эти изображения позволяют визуали-
зировать значение среднего времени затухания флуорес-
ценции ti (см. ниже).

На первой стадии (после выдерживания образца в 
растворе рибофлавина) флуоресценция образцов опре-
деляется главным образом флуоресценцией эндогенных 
флуорофоров и рибофлавина. В ходе оптического про-
светления из ткани выходит некоторое количество воды, 
а небольшое количество глицерина (не флуоресцирую-
щего при возбуждении на длине волны l = 380 нм) прони-
кает в ткань. В ходе УФ обработки при интенсивном те-
чении фотохимических реакций, связанных с фотосшива-
нием, вклад флуоресценции рибофлавина в суммарную 
флуоресценцию должен существенно уменьшиться. Хоро
шо известно, что под действием УФ излучения растворы 
рибофлавина могут частично обесцвечиваться в резуль-
тате превращения некоторой части рибофлавина в лей-
кофлавин (1.5-дигидрорибофлавин) [19 – 21]. Лейкофлавин 
бесцветен, имеет значительно меньший коэффициент экс-
тинкции при l = 380  нм, чем рибофлавин [19, 21], и не 
флуоресцирует [20, 27]. Последним обусловлен тот факт, 
что частичное превращение рибофлавина в лейкофлавин 
приводит к уменьшению флуоресценции раствора, и это 
уменьшение тем больше, чем больше рибофлавина пре-
вратилось в лейкофлавин и чем большей является теку-
щая концентрация лейкофлавина в растворе – лейко
флавин, взаимодействуя с молекулярным кислородом, 
может превращаться во флуоресцирующие вещества, 
такие как формилметилфлавин, люмифлавин, люмихром 
[20, 21,  27 – 29], а также обратно в рибофлавин [28]. Фор
милметилфлавин и люмифлавин имеют аналогичные 
рибофлавину свойства поглощения и флуоресценции 
[30 – 34]. Люмихром при рассматриваемых условиях воз-
буждения, в отличие от рибофлавина, максимально 
флуоресцирует не в зеленой, а в синей области спектра 
[27, 31, 33, 35, 36]. Эксперименты по фотосшиванию рого-
вицы показывают, что при стандартных концентрациях 
используемого раствора рибофлавина и плотности УФ 
облучения интенсивность флуоресценции пропитанной 
рибофлавином ткани в процессе УФ обработки в области 
500 – 600 нм существенно уменьшается [22 – 24]. Также су-
щественно уменьшается и поглощение ткани в ближней 
УФ области [37]. Так, в эксперименте, описанном в рабо-
те [37], непосредственно после пропитывания роговицы 
рибофлавином и через 5 и 30 мин от начала УФ обработ-
ки измеренные значения коэффициента пропускания об-
разца на длине волны 370 нм составили соответственно 
24 %, 75 % и 94 % относительно его исходного значения 
(до пропитывания рибофлавином). Такие изменения ко-
эффициента пропускания образца указывают на резкое 
увеличение концентрации лейкофлавина в экспонируемой 
области за счет превращения рибофлавин®лейкофлавин 
и малость вклада в оптические свойства образца на вре-
менном интервале 5 – 30  мин от начала УФ обработки 
других производных рибофлавина из-за их малой кон-
центрации (при l = 380  нм коэффициенты экстинкции 
формилметилфлавина, люмифлавина и люмихрома сравни-
мы с коэффициентом экстинкции рибофлавина). Это дает 
основания полагать, что в качестве одного из признаков ин-
тенсивного хода фотохимических реакций, предшествую-
щих сшиванию коллагена, может рассматриваться значи-
тельное уменьшение вклада (интенсивности) флуоресцен-
ции экзогенных флуорофоров в ткани в процессе ее УФ об-
работки.

Как было отмечено выше, в рассматриваемом нами 
эксперименте вклад флуоресценции экзогенных флуоро-
форов на разных стадиях оценивался по величине средне-
го времени затухания флуоресценции, определяемого по 
данным FLIM. Как показали измерения, среднее время 
затухания флуоресценции стромы нативной склеры при 
возбуждении на длине волны 380 нм составляет порядка 
2.03 ± 0.24 ( ± SD) нс. Среднее время затухания флуорес-
ценции рибофлавина при таких условиях возбуждения 
значительно больше и составляет около 4  нс (по дан-
ным наших измерений – 4.03 ± 0.02  нс). Для образцов 
склеры, пропитанных рибофлавином, среднее время зату-
хания флуоресценции составило 3.98 ± 0.15 нс. Исходя из 
этого можно ожидать, что при интенсивном течении фо-
тохимических реакций среднее время затухания флуо-
ресценции образца будет значительно уменьшаться, при-
ближаясь к его значению для нативного состояния. В 
противном случае после фотообработки образца оно дол
жно изменяться мало.

Среднее время затухания флуоресценции для образ-
цов склеры на разных стадиях эксперимента оценивалось 
с использованием аппроксимации экспериментальной ло
кальной функции затухания флуоресценции двухэкспо-
ненциальной функцией [38]

( ) e eF t a a/ /t t
1 2

1 2= +x x- -u ,	 (1)

где t1 и t2 – характерные времена затухания флуоресцен-
ции компонент двухкомпонентной системы; а1 и а2 – ин-
тенсивности флуоресценции компонент в начальный мо-
мент времени. Локальное значение среднего времени за-
тухания флуоресценции рассчитывалось по следующей 
формуле [38]:
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Расчеты проводились с помощью программы обра-
ботки данных SPCImage 6.4. На каждом FLIM-изобра
жении выделялась область площадью приблизительно 
0.023  мм2 (~28000  пикселей), для которой рассчитыва-
лось среднее по площади значение ti. Конечное среднее 
значение, áti ñ, рассчитывалось путем усреднения получен-
ных таким образом средних по площади значений ti по 
разным участкам образца и разным образцам. Представ
ленные ниже значения áti ñ были получены как средние 
для диапазона глубин 40 – 75 мкм.

3. Результаты эксперимента

На рис.2,а представлены полученные значения áti ñ 
(усреднение производилось по 15 областям двух образ-
цов) ткани на разных стадиях процесса фотосшивания 
без оптического просветления. Видно, что УФ обработка 
образцов привела к небольшому уменьшению среднего 
времени затухания флуоресценции áti ñ – с 3.97 ± 0.35 нс до 
3.48 ± 0.02 нс, что свидетельствует о некотором уменьше-
нии вклада экзогенных флуорофоров в суммарную флуо-
ресценцию образца. После выдерживания этих образцов в 
физрастворе в течение суток áti ñ значительно приблизи-
лось к его среднему значению для образцов в нативном 
состоянии (2.03 ± 0.24 нс) и составило 2.48 ± 0.02 нс. Раз
личие этих времен свидетельствует о присутствии в тка-
ни после ее выдерживания в физрастворе некоторого 
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остаточного количества экзогенных флуорофоров (ри-
бофлавина и его флуоресцирующих производных).

На рис.2,б представлены средние значения áti ñ (по 15 
областям двух образцов), полученные на разных стадиях 
процесса фотосшивания с оптическим просветлением. Им
мерсионное просветление образца в растворе глицерина 
приводило к небольшому уменьшению áti ñ, до 3.86 ± 0.03 нс. 
Вероятнее всего, это связано с частичным вымыванием 
рибофлавина при дегидратации ткани под действием им-
мерсионного агента. УФ обработка образца в условиях 
иммерсионного просветления приводила к значительно-
му уменьшению среднего времени затухания флуоресцен-
ции, до 2.67 ± 0.05 нс, существенно большему, чем в случае, 
когда просветление не использовалось (3.48 ± 0.02  нс). 
Это свидетельствует о том, что при УФ обработке об-
разца в условиях иммерсионного просветления фотохи-
мические реакции, предшествующие сшиванию коллаге-
на, протекают более интенсивно.

На основе представленных данных мы оценили отно-
шение количества рибофлавина в ткани после УФ обра-
ботки при фотосшивании на непросветленных образцах 
к количеству рибофлавина в ткани после УФ обработки 
просветленных образцов. Если для двух состояний ткани, 
различающихся содержанием рибофлавина, – состояния 
1 с содержанием рибофлавина Q1 и состояния 2 с содер-
жанием рибофлавина Q2 – известны средние времена за-
тухания флуоресценции, обозначим их ( )ct

i
1t  и ( )ct

i
2t , то 

в предположении о неизменности времен затухания флу-
оресценции эндогенных компонентов и рибофлавина в 
ткани отношение Q2/Q1 может быть приближенно оцене-
но с помощью формулы

Q
Q

( ) ( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( ) ( )

r ct ct nt

ct nt r ct

i i i i

i i i i
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2

2 1

2 1
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,
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	 (3)

где ( )nt
it  – среднее время затухания флуоресценции для 

ткани в нативном состоянии (эндогенных флуорофоров); 
( )r
it  – среднее время затухания флуоресценции рибофла-

вина. К сожалению, в нашем случае при рассмотрении со-
стояний до УФ обработки (сразу после выдерживания в 
растворе рибофлавина) и после нее формула (3) не позво-
ляет корректно оценить изменение количества рибофла-
вина в ткани из-за очень малого различия значений áti ñ 

для раствора рибофлавина и для ткани, пропитанной 
раствором рибофлавина (их разность имеет тот же поря-
док, что и погрешность экспериментальной оценки этих 
времен). Однако данная формула может быть использова-
на для сравнения содержания рибофлавина в ткани после 
УФ обработки в случае фотосшивания без оптического 
просветления и с предварительным оптическим просвет-
лением ткани. Из (3) следует, что в первом случае содер-
жание рибофлавина в ткани после УФ обработки при-
близительно в 5.6 раза (среднее по 15 областям двух об-
разцов) больше, чем во втором.

4. Заключение

Таким образом, с использованием техники FLIM на 
образцах склеры свиньи нами экспериментально пока-
зано, что применение иммерсионного просветления пе-
ред УФ облучением при рибофлавин/УФ-фотосшивании 
склеры позволяет повысить интенсивность протекания в 
ее толще фотохимических процессов, связанных с фото
сшиванием коллагена, – тем самым продемонстрирована 
принципиальная возможность повышения эффективно-
сти рибофлавин/УФ-фотосшивания склеры посредством 
использования иммерсионного просветления ткани. Пред
ложена применимая in vivo методика FLIM-мониторинга 
содержания рибофлавина в ткани после УФ обработки. 
Оценка реального потенциала введения этапа иммерси-
онного просветления в протокол рибофлавин/УФ-укреп
ления склеры человека требует многих дополнительных 
исследований, прежде всего связанных с вопросами безо-
пасности, в частности с обеспечением сохранности сет-
чатки глаза при УФ облучении в условиях просветления. 
Последнее, по всей видимости, делает допустимой только 
небольшую степень оптического просветления склеры, 
которая может быть достигнута с помощью менее кон-
центрированных растворов глицерина, чем использовав-
шийся в настоящей работе. Вообще говоря, практическое 
применение для просветления склеры in vivo высококон-
центрированных растворов глицерина вряд ли возможно 
из-за многих негативных побочных действий, таких как 
обезвоживание сосудистой сети [39], снижение скорости 
кровотока, частичная диссоциация коллагена ткани [40, 41]. 
Относительная безопасность использования для оптиче-

Рис.2.  Среднее время затухания флуоресценции в образцах склеры на разных стадиях процесса рибофлавин/УФ-фотосшивания, проводи-
мого без иммерсионного просветления (а) и с иммерсионным просветлением (б ).
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ского просветления ткани in vivo растворов глицерина 
умеренной концентрации (не более 30 %) эксперимен-
тально продемонстрирована в [42] на коже крысы. Также 
перспективным для просветления склеры представляется 
препарат OmnipaqueTM (он широко используется в ме-
дицинской практике в качестве ренгеноконтрастного ве-
щества), способный выполнять роль биосовместимого им
мерсионного просветляющего агента [43].
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