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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность работы. Нарушение метаболических процессов в организме 

человека связано с развитием большого числа заболеваний. Одним из примеров та-

ких патологий являются нарушения, возникающие при прогрессировании и ослож-

нениях сахарного диабета, которые связаны с развитием гипоксии тканей, накопле-

нием токсичных продуктов углеводного обмена и т.п. Однако в арсенале клинициста 

имеется ограниченное количество инструментальных методов оценки подобных из-

менений. 

В настоящее время проводится множество исследований, направленных на 

изучение процессов тканевого или клеточного метаболизма с использованием раз-

личных методов, регистрирующих флуоресценцию флуорофоров, например, флуо-

ресцентная спектроскопия (ФС). Митохондриальная функция является важным па-

раметром жизнеспособности ткани. Так, например, по показателям активности ды-

хательной цепи имеется возможность предсказывать гибель клетки, диагностировать 

состояние тканевой ишемии или говорить о злокачественной активности. Одним из 

методов оценки митохондриальной функции является анализ содержания кофермен-

тов NADH и FAD, определяемого по интенсивности их эндогенной флуоресценции. 

Выявление изменений их концентраций методами флуоресцентной спектроскопии 

является одним из многообещающих направлений in vivo диагностики метаболиче-

ских нарушений в биотканях. 

Однако определение митохондриальной функции in vivo до сих пор является 

не полностью решенной задачей. Сравнительно мало исследований проводится на 

органном уровне. Между тем, результаты экспериментов на конкретном органе или 

участке организма имеют большие шансы быть успешно применены в клинической 

практике по сравнению с исследованиями на клеточном и субклеточном уровне. В 

данном направлении относительное распространение получили исследования в рам-

ках так называемого мультипараметрического или мультимодального подхода. Дан-

ный подход заключается в использовании нескольких измерительных каналов с це-

лью определения параметров дыхательной цепи (NADH/FAD) на фоне влияющих 

факторов. Группой А. Маевского были получены убедительные данные по опреде-

лению митохондриальной функции в тканях мозга. Множество работ в настоящее 

время направлено на изучение эндогенной флуоресценции миокарда для оценки по-

вреждений, индуцированных ишемией в условиях кардиохирургического вмеша-

тельства. 

Задача определения параметров дыхательной цепи по соотношению флуорес-

ценции коферментов NADH и FAD в эпителиально-стромальных или эпителиально-

дермальных тканях в настоящее время удовлетворительно не решена. Основная про-

блема, которая может влиять на результаты измерений, заключается в необходимо-

сти учитывать вклад других флуорофоров в итоговый сигнал. Так, например, при са-

харном диабете при длительно существующей гипергликемии наблюдается повыше-

ние гликирования белков, что сопровождается увеличением так называемых конеч-

ных продуктов гликирования (КПГ), участвующих в гликировании коллагена и дру-

гих белков капиллярной мембраны и кожи. Учитывая, что коллаген является основ-

ным компонентом соединительной ткани, накопление КПГ может увеличивать ин-

тенсивность флуоресценции исследуемого участка и это необходимо учитывать при 

интерпретации диагностического результата. Изменения флуоресценции основных 
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флуорофоров NADH и FAD тесно связаны с кровотоком в большинстве органов те-

ла, что требует также регистрации и анализа гемодинамических параметров. Данно-

му требованию в полной мере удовлетворяет лазерная допплеровская флоуметрия 

(ЛДФ) – метод оптической неинвазивной диагностики, позволяющий оценивать ин-

тенсивность кровотока в микроциркуляторном звене кровеносного русла, а также 

обнаруживать и исследовать ритмические процессы системы микроциркуляции кро-

ви. При этом дополнительные возможности оценки функционального состояния 

микроциркуляторного русла при исследованиях методами ЛДФ дает применение 

функциональных проб, например, холодовой, тепловой, окклюзионной и т.п. 

Таким образом, на сегодняшний день актуальными задачами диагностики 

нарушений метаболизма биологических тканей человека являются поиск и обосно-

вание диагностически значимых критериев оценки метаболического состояния био-

тканей, базирующихся на совместном использовании различных оптических техно-

логий, а также разработка методов, реализующих данный подход. 

Объектом исследования являются метаболические нарушения, возникающие 

в биологических тканях человека при сахарном диабете. 

Предметом исследования являются метод и средства диагностики метаболи-

ческих нарушений, возникающих в биологических тканях человека при сахарном 

диабете. 

Целью диссертации является повышение качества диагностики тканевого ме-

таболизма человека на примере нарушений, возникающих в нижних конечностях 

при сахарном диабете, за счет выявления патологических процессов с меньшей ве-

роятностью ложноотрицательного результата посредством разработки метода и 

устройства диагностики, основанных на совместном использовании методов флуо-

ресцентной спектроскопии и лазерной допплеровской флоуметрии при тепловых 

пробах. 

Задачами исследования являются: 

1) обзор и анализ существующих инструментальных методов оценки метабо-

лических процессов в биологических тканях человека; 

2) обоснование принципа получения диагностической информации о метабо-

лическом состоянии тканей человека, заключающегося в совместном использовании 

оптических технологий, таких как ФС и ЛДФ, в том числе при проведении локаль-

ных тепловых проб, на примере метаболических нарушений, возникающих в биот-

канях человека при сахарном диабете; 

3) разработка математической модели для анализа глубины проникновения 

зондирующего излучения измерительного устройства, описывающей распростране-

ние оптического излучения в мутных биологических средах и учитывающей их мно-

гослойность и различные морфологические свойства; 

4) проведение теоретических и экспериментальных исследований с целью со-

здания диагностического критерия выявления метаболических нарушений в биотка-

нях человека; 

5) разработка метода и устройства диагностики метаболических нарушений 

биотканей человека. 

Методы исследования. Результаты работы получены на основе математиче-

ских теорий дифференциального и интегрального исчислений, теории переноса из-
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лучения, стохастического моделирования Монте-Карло, диффузионной теории, при-

кладной математической статистики, экспертного оценивания, методов регрессион-

ного, корреляционного и линейного дискриминантного анализа, методов клиниче-

ских исследований. 

Научная новизна работы заключается в том, что при решении задач выявле-

ния тканевых метаболических нарушений предложены: 

1) математическая модель процесса распространения оптического излучения 

в мутных биологических средах, основанная на законе Бугера-Ламберта-Бера и тео-

рии диффузионного приближения, отличающаяся учетом многослойности структуры 

биологической ткани и верифицированная с помощью адаптированного к конкрет-

ной задаче моделирования Монте-Карло; 

2) диагностический критерий оценки метаболического состояния биологиче-

ских тканей, базирующийся на дискриминантной функции, включающей значение 

перфузии и амплитуд сигналов флуоресценции на выбранных длинах волн, вычис-

ляемые по данным ФС и ЛДФ, и позволяющий классифицировать состояние кожных 

покровов нижних конечностей при сахарном диабете на классы отсутствия, наличия 

или более тяжелой формы метаболических нарушений; 

3) метод диагностики нарушений тканевого метаболизма, базирующийся на 

совместном применении технологий ФС и ЛДФ при локальных тепловых пробах и 

отличающийся возможностью выявления нарушений с помощью предложенного ди-

агностического критерия с меньшей вероятностью ложноотрицательного результата 

диагностики. 

Теоретическая значимость работы состоит в том, что предложена математи-
ческая модель процесса распространения оптического излучения в мутных биологи-
ческих средах, а также метод диагностики нарушений тканевого метаболизма ниж-
них конечностей при сахарном диабете. 

Разработанные математическая модель и метод диагностики составили основу 
для получения результатов, представляющих практическую значимость: 

 методика диагностики нарушений тканевого метаболизма нижних конечно-
стей, позволяющая классифицировать состояние кожных покровов нижних конечно-
стей при сахарном диабете; 

 устройство диагностики нарушений тканевого метаболизма, позволяющее 
совместно регистрировать интенсивность флуоресценции тканевых флуорофоров и 
показатель микроциркуляции крови и классифицировать состояние кожных покро-
вов нижних конечностей при сахарном диабете. 

Результаты диссертационного исследования использованы в БУЗ Орловской 
области «Орловская областная клиническая больница», а также приняты к внедре-
нию в ООО НПП «ЛАЗМА» (г. Москва) и ООО «НПП «АСТРОН ЭЛЕКТРОНИКА»                         
(г. Орел), а также в учебный процесс ФГБОУ ВО «ОГУ имени И.С. Тургенева» при 
подготовке бакалавров и магистров по направлению «Биотехнические системы и 
технологии». Отдельные результаты, полученные соискателем, использованы при 
выполнении работ по темам: «Разработка прибора неинвазивной диагностики для 
флюоресцентной спектроскопии биоткани» (Договор (Соглашение) № 2249ГУ1/2014 
от 18.06.2014; Договор (Соглашение) № 7678ГУ2/2015 от 08.10.2015), финансируе-
мой Фондом содействия развитию малых форм предприятий в научно-технической 
сфере; ГЗ-14/9 «Разработка методов и средств контроля для диагностики функцио-
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нального состояния системы микроциркуляции крови и концентраций ферментов 
биоткани» (2014-2016 гг.), выполняемой в рамках базовой части государственного 
задания Минобрнауки РФ № 310 Госуниверситету-УНПК; № МК-
7168.2016.8 «Разработка технологии визуализации метаболической активности био-
логических тканей in-vivo на основе методов флуоресцентной спектроскопии и 
спектроскопии диффузного отражения» (2016-2017 гг.), выполняемой в рамках 
гранта Президента Российской Федерации; № 16-32-00662 мол_а «Разработка науч-
ных основ оценки митохондриальной функции в эпителиальных тканях методом 
флуоресцентной диагностики in vivo» (2016-2017 гг.) и № 16-32-50144 мол_нр «Ис-
следование влияния морфологии капилляров и скорости кровотока на регистрируе-
мые спектры эндогенной флуоресценции биологических тканей» (2016 г.), выполня-
емые в рамках грантов РФФИ. 

Личный вклад автора заключается в проведении обзора текущего состояния 
вопросов диагностики метаболических процессов в биологических тканях человека, 
разработке математических моделей, планировании и проведении эксперименталь-
ных исследований, разработке аппаратных и программных средств эксперименталь-
ных макетов предложенных устройств, формулировке требований и разработке ме-
тода диагностики нарушений тканевого метаболизма на основании проведенной 
аналитической работы и математического моделирования. 

Положения, выносимые на защиту: 
1) математическая модель процесса распространения оптического излучения 

в мутных биологических средах, основанная на законе Бугера-Ламберта-Бера и тео-
рии диффузионного приближения и верифицированная с помощью адаптированного 
к конкретной задаче моделирования Монте-Карло, отличающаяся учетом много-
слойности структуры биологической ткани, позволяет решать задачу определения 
глубины зондирования диагностическим устройством. 

2) метод диагностики нарушений  тканевого метаболизма нижних конечно-
стей пациентов с сахарным диабетом, включающий регистрацию спектров интен-
сивности флуоресценции и сигналов ЛДФ при проведении локальных тепловых 
проб с дорсальной поверхности стопы, а также последующую математическую об-
работку полученных данных с вычислением диагностических критериев, базирую-
щихся на дискриминантной функции, позволяет классифицировать состояние биоло-
гических тканей на классы отсутствия, наличия или более тяжелой формы метабо-
лических нарушений с вероятностью ложноотрицательного результата диагностики 
менее 0,2; 

3) устройство, основанное на совместном использовании методов ФС и ЛДФ 
при локальных тепловых пробах, позволяет выявлять метаболические нарушения 
биотканей человека. 

Степень достоверности и апробация результатов 
Достоверность результатов обоснована использованием апробированных и 

подтвержденных методов и методик обработки результатов измерений, сравнением 
результатов аналитического моделирования с результатами стохастического модели-
рования Монте-Карло. Апробация результатов диссертационной работы проводилась 
на базе эндокринологического отделения БУЗ Орловской области «Орловская об-
ластная клиническая больница». 

Материалы диссертационного исследования доложены и обсуждены на 23 
международных и 5 всероссийских конференциях, в том числе: III, IV, V-м Всерос-
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сийском конгрессе молодых учёных (Санкт-Петербург, 2014-2016); XXIII-м Между-
народном научно-техническом семинаре «Современные технологии в задачах управ-
ления, автоматики и обработки информации» (Алушта, 2014); II, III, IV Symposium: 
Optics and Biophotonics – Saratov Fall Meeting (Саратов, 2014-2016); International 
Congress SPIE «Photonics West», Conference BiOS (Сан-Франциско, США, 2015-
2017); 19-й Международной Пущинской школе-конференции молодых ученых – 
Биология – наука ХХI века (Пущино, 2015); X-й Международной конференции 
«Микроциркуляция и гемореология (Клиника и эксперимент: из лаборатории к по-
стели больного)» (Ярославль, 2015); V International School and Conference on 
Photonics «PHOTONICA2015» (Белград, Сербия, 2015), 3RD Fast-Dot Summer School 
«Photonics Meets Biology» (Крит, 2015); VI-й Всероссийской с международным уча-
стием школе-конференции по физиологии кровообращения (Москва, 2016); XII-й 
Международной научной конференция «Физика и радиоэлектроника в медицине и 
экологии» ФРЭМЭ’2016 (Суздаль, 2016); International conference Physica.SPb/2016 
(Санкт-Петербург, 2016); Summer School on Optics & Photonics (Оулу, Финляндия, 
2017); European Conferences on Biomedical Optics (Мюнхен, Германия, 2017); Все-
российской научно-практической конференции с международным участием «Акту-
альные проблемы эндокринологии» (Санкт-Петербург, 2017); IV MESO-BRAIN 
Summer School «Photonics Meets Biology» (Таррагона, Испания, 2017). 

Публикации. По теме диссертации опубликовано более 40 научных работы, в 
том числе 21 публикация в ведущих рецензируемых научных изданиях, рекомендо-
ванных ВАК, получено свидетельство о регистрации программы для ЭВМ. 

Структура и объем диссертационной работы. Работа состоит из введения, 
четырех глав, заключения, списка использованных источников, включающего 170 
наименований, 6 приложений и изложена на 195 страницах машинописного текста, 
содержит 70 иллюстраций, 20 таблиц. 

 
СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Во введении обоснована актуальность темы диссертационного исследования, 
сформулированы цель и задачи работы, а также научная новизна и положения, выно-
симые на защиту. 

Первая глава посвящена обзору, краткому описанию и классификации мето-
дов и устройств диагностики тканевого метаболизма человека, а также проведению 
предварительных теоретических и экспериментальных исследований с целью опре-
деления основных флуорофоров, формирующих сигнал флуоресценции биологиче-
ских тканей. 

На этапе аналитического обзора были рассмотрены современные подходы к 
изучению интенсивности флуоресценции в живых тканях. Проведенный обзор 
включает анализ физических основ, лежащих в основе диагностики. Рассмотрены 
основные физические параметры флуоресценции главных флуорофоров эпители-
ально-стромальных тканей, а также основные факторы, которые могут влиять на ре-
зультат измерений. Особое внимание в обзоре уделено методам оценки митохон-
дриальной функции в эпителиально-стромальных тканях по данным эндогенной 
флуоресценции коферментов NADH и FAD. Проанализированы вопросы клиниче-
ского применения измерения интенсивности флуоресценции и изучены основные 
проблемы методологического обеспечения рассматриваемой технологии. Показаны 
перспективы использования мультипараметрического подхода объединения методов 
ФС и ЛДФ в оценке жизнеспособности биоткани, заключающегося в синергетиче-
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ском эффекте и обладающего хорошим потенциалом для сбора детальной информа-
ции о биохимических, функциональных и структурных изменениях биомолекуляр-
ных комплексов непосредственно в живых тканях. 

Вторая глава посвящена разработке математической модели распространения 
оптического излучения через мутную рассеивающую среду. Правильная интерпре-
тация измерений интенсивности флуоресценции в здоровых тканях и областях пато-
логии возможна, если известны глубина проникновения излучения, а также диагно-
стический объем биоткани. Кроме того, важно, чтобы исследователь или практику-
ющий врач понимали глубину проникновения зондирующего излучения при лазер-
ных допплеровских измерениях для конкретного измерительного устройства. Это 
давало бы информацию о типах кровеносных сосудов, участвующих в формирова-
нии сигнала. Как для ЛДФ измерений, так и для измерений флуоресценции диагно-
стический объем биоткани рассчитывали посредством оценки распределения зонди-
рующего излучения. Для измерений флуоресценции справедливость такого подхода 
основана на том, что по правилу Стоксова сдвига спектр флуоресценции смещается 
в длинноволновую область. Известно также, что поглощение света в большинстве 
биологических тканей для длин волн видимого спектра падает с увеличением длины 
волны. Таким образом, чтобы получить оценку нижней границы диагностического 
объема измерений, достаточно оценить объем выборки излучения для длины волны 
возбуждения флуоресценции. 

Был проведен обзор, анализ и классификация математических моделей, опи-
сывающих распространения оптического излучения через мутную рассеивающую 
среду. 

В настоящее время для описания процессов распространения оптического 
излучения в ткани применяют теорию переноса излучения, которая берет свое нача-
ло с работы Шустера 1903 г. Согласно данной теории уравнение переноса может 
быть представлено в следующем виде: 

),ˆ,(εωd)ˆ,()ˆ,ˆ(
π4

μ
)ˆ,()(μ

d

)ˆ,(d

4

srsrIsspsrIr
s

srI t

t




 


                            (1) 

где sat μμμ   – полный коэффициент затухания; aμ  – коэффициент поглощения;       

sμ  – коэффициент рассеяния; )ˆ,ˆ( ssp   – фазовая функция или функция рассеяния;               

)ˆ,ε( sr


 – функция источников; ωd   – элемент телесного угла вдоль направления еди-

ничного вектора ŝ . 
Полную интенсивность I удобно разделить на две части: ослабленную пада-

ющую интенсивность Iri и диффузную интенсивность Id. Если ослабленная падаю-
щая интенсивность затухает по тривиальному экспоненциальному закону за счет по-
глощения и рассеяния, то главная проблема, с которой имеет дело теория переноса – 
определение диффузной составляющей интенсивности, так как рассеяние фотонов 
носит случайных характер. Поэтому применяются различные приближения: теория 
Кубелки-Мунка, диффузионное приближение, метод Монте-Карло и др. 

Как один из наиболее часто используемых методов был рассмотрен метод 
стохастического моделирования Монте-Карло, а именно подходов с использованием 
объектно-ориентированного моделирования, которое позволяет описывать фотоны и 
структурные компоненты биоткани в качестве независимых объектов, взаимодей-
ствующих друг с другом. Для ускорения моделирования были реализованы парал-
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лельные вычисления. В качестве основы расчетов использовалась технология парал-
лельных вычислений CUDA (NVIDIA Corporation). 

Для моделирования диагностического объема и глубины проникновения зон-
дирующего излучения была использована модифицированная семислойная модель 
ткани, изначально предложенная Дорониным и Меглинским. На рисунке 1а показано 
распределение зондирующего излучения, полученное для параметров моделирова-
ния, соответствующих параметрам приборной части, задействованной в экспери-
ментальных исследованиях, для длины волны 365 нм. Диагностическая глубина со-
ставляет по меньшей мере несколько сотен мкм и включает эпидермис, слой папил-
лярной дермы и небольшую часть верхнего кровеносного сплетения. Диагностиче-
ский объем биоткани, оцененный с помощью моделирования, составляет порядка 0,2 
мм3.  

Для длины волны возбуждения 450 нм диагностическая глубина достигает 
450-500 мкм и проникает в эпидермис, папиллярную дерму и большую часть верх-
него кровеносного сплетения (рисунок 1б). В этом случае диагностический объем 
биоткани приблизительно оценивается как 0,35 мм3. 

 
а) б) 

Рисунок 1 – Результат моделирования диагностического объема биоткани 

для флуоресцентных измерений 
 
Проведенное моделирование показывает, что предлагаемый в эксперименталь-

ных исследованиях зонд позволяет ре-
гистрировать флуоресценцию из эпи-
дермиса, основными флуорофорами ко-
торого являются NADH и FAD, и из 
дермы от коллагена. 

Результаты моделирования диа-
гностического объема биоткани для ка-
нала ЛДФ показывают, что значение со-
ставляет около 1,8 мм3. Это подтвержда-
ет, что зонд разработанного устройства 
очень чувствителен к изменениям кро-
вотока в папиллярной дерме, верхнем 
кровеносном сплетении и способен по-
крывать верхнюю часть ретикулярной 
дермы (рисунок 2). 

  
Рисунок 2 – Результат моделирования 

диагностического объема биоткани 

для ЛДФ-измерений 
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Однако метод Монте-Карло требует длительных компьютерных вычислений 

и не позволяют получать решение в виде конечного аналитического выражения, ко-
торое могло бы быть легко проанализировано на предмет влияния того или иного 
параметра на конечный диагностический результат. 

В этой связи по результатам анализа с позиций возможности применения для 
оценки распространения оптического излучения наиболее перспективной нестоха-
стической моделью признана модель, основанная на решении уравнения диффузии. 
Модифицированная форма данного уравнения легла в основу разработанной матема-
тической двухслойной модели биологической ткани, состоящей из эпителиального 
слоя и слоя соединительной ткани – дермы. Биоткань принимается двухслойной сре-
дой, состоящий из слоя эпителия толщиной D и полубесконечного слоя соедини-
тельной ткани – дермы. Каждый из этих двух слоев предполагается однородными по 
отношению к оптическим свойствам, таким как коэффициент рассеяния и поглоще-
ния. Волоконно-оптический зонд, находящийся на одном уровне с поверхностью 
ткани, обеспечивает зондирование и сбор излучения. Зонд состоит из пучка оптиче-
ских волокон с числовой апертурой NA = 0,22. 

Распространение излучения зависит от общего поглощения и рассеяния (за-

дается коэффициентами aμ и sμ , соответственно) и фактора анизотропии в пределах 

каждого слоя g. В диапазоне длин волн интереса (от 350 нм до 650 нм) эти свойства 
весьма различны для двух слоев. Были рассмотрены две различные модели для опи-
сания распространения света в двух слоях. Учитывая, что средняя длина свободного 

пробега δ = 1/( sμ + aμ ) для эпителиальных тканей (приблизительно 100-200 мкм) 

сравнима с его толщиной, распространение света может быть аппроксимировано с 
помощью закона Бугера-Ламберта-Бера. В противоположность этому слой соедини-
тельной ткани имеет относительно высокий уровень рассеяния с альбедо порядка 0,9 
и средней длиной свободного пробега приблизительно 30-50 мкм. В этих условиях 
теория диффузии обеспечивает хорошее описание распространения света. 

Для упрощения рассматривается одномерная геометрия с направлением рас-
пространения света перпендикулярно к поверхности ткани. Когда коллимированный 
возбуждающий свет с интенсивностью I0 падает на эпидермис, интенсивность света 
затухает экспоненциально: 

),μexp( 10 DII d                                                 (2) 

где tad μμ3μ  – диффузионный коэффициент (эффективный коэффициент ослаб-

ления); sat μμμ  ; )1(μμ gss  . Индекс 1 для всех оптических параметров относится 

к эпидермису. Дермальные оптические параметры указаны с индексом 2. 
Часть направленного вниз зондирующего излучения достигает дермы, где оно 

может быть рассеянно обратно к поверхности ткани. Часть этого излучения, которое 
рассеянно вверх Id, является результатом диффузного отражения I от полубесконеч-
ного дермального слоя. Согласно теории диффузионного приближения диффузная 
интенсивность может быть представлена как: 
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Для случая падения коллимированного пучка на слой рассеивающих частиц 

средняя интенсивность может быть представлена как: 
),μexp()μexp()( 22 zCzAzU dtd                                         (5) 

где А и C2 являются общим и частным решением уравнения диффузии: 
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После всех преобразований Id можно задать формулой: 
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При выведении формулы было использовано приближение δ-Эддингтона для 
достижения лучшего описания фазовой функции рассеяния вперед в дермальном 
слое. 

Излучение затем ещё раз затуха-
ет, возвращаясь обратно через эпидер-
мис на поверхность ткани. Id является 
фактически полусферическим потоком в 
направлении к поверхности ткани, и до-
ля этого излучения, которая собирается 
с помощью волоконно-оптического зон-
да Ibs, аппроксимируется отношением 
RNA телесного угла с числовой апертурой 
волокна к телесному углу полусферы: 

).μexp( 1 DIRI ddNAbs           (12) 

На рисунке 3 представлены ре-
зультаты предложенной аналитической 
модели по описанию глубины проник-
новения зондирующего излучения. 
Наибольшая глубина проникновения оценивалась в момент достижения модельной 
интенсивности излучения постоянного значения. Разница в результатах в сопостав-
ление с результатами Монте-Карло моделирования составляет не более 5 %. Таким 
образом, предложенная модель адекватна и может быть использована для теоретиче-
ского исследования глубин проникновения оптического излучения в биоткань. 

Третья глава посвящена проведению теоретических и экспериментальных 
исследований с целью обоснования метода диагностики тканевого метаболизма, за-
ключающегося в совместном использовании методов ФС и ЛДФ при проведении 
тепловой пробы на примере нарушений, возникающих в биотканях при осложнени-
ях сахарного диабета. 

  
Рисунок 3 – Результаты аналитического 

моделирования глубины зондирования 



12 

 
В комплексных экспериментальных исследованиях оценивались флуоресцен-

ция биоткани методом ФС и перфузия ткани кровью методом ЛДФ при тепловой 
функциональной пробе. 

Регистрация параметров перфузии и амплитуд флуоресценции биоткани обес-
печивалась разработанным анализатором (ООО НПП «ЛАЗМА», г. Москва, Россия) 
одновременно и в одном объеме ткани. В допплеровском канале применялся лазер-
ный модуль с длиной волны излучения 1064 нм, для возбуждения флуоресценции 
использовались источники на длинах волн излучения 365 нм и 450 нм. Доставка 
зондирующего излучения и прием обратно отраженного от ткани вторичного излу-
чения осуществлялась одним оптическим волоконным зондом. Тепловые пробы 
осуществлялись при помощи аппарата «ЛАЗМА-ТЕСТ» (ООО НПП «ЛАЗМА», г. 
Москва, Россия). В процессе экспериментальных исследований оптический зонд 
устанавливался на дорсальной поверхности стопы в точке, расположенной на плато 
между 1-й и 2-й плюсневыми костями. Схема экспериментальной установки для ис-
следования гемодинамических параметров и флуоресценции биоткани, приведена на 
рисунке 4. 

Каждое исследование 
включало в себя 4 этапа по 4 
минуты каждый: базовый 
тест, охлаждение до 25 °C и 
локальные тепловые пробы с 
температурами 35 °С и          
42 °С. Применение охлажде-
ния до 25 °С было обуслов-
лено различиями исходной 
температуры в исследуемой 
зоне и необходимостью при-
ведения температуры кожи в 
зоне обследования у всех ис-
пытуемых к одинаковым 
начальным условиям. 

В исследованиях при-
няли участие 76 пациентов 
(28 мужчин и 48 женщин) с 
сахарным диабетом в воз-
расте 53±13 лет эндокрино-
логического отделения БУЗ Орловской области «Орловская областная клиническая 
больница». В исследование включали пациентов с СД 2 типа с длительным перио-
дом заболевания и высоким уровнем гликированного гемоглобина, находящихся в 
зоне риска развития диабетической стопы. Из этой группы 14 человек имели види-
мые трофические нарушения на ногах, а также повышенные значения лабораторных 
показателей (8 мужчин и 6 женщин). Критериями исключения при проведении экс-
периментальных исследований являлись: острый период заболеваний сердечно-
сосудистой, бронхолегочной систем, желудочно-кишечного тракта, печени, почек, 
крови, диагностированные отеки, варикозное расширение вен, тромбофлебит, т.е. 
состояния, которые могли оказывать влияние на диагностический результат. Кон-
трольную группу составили 48 условно здоровых добровольцев (16 женщин, 32 
мужчины) со средним возрастом 46±6 лет. 

 

Рисунок 4 – Общая схема измерительной системы 
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Экспериментальные исследования были проведены в соответствии с разрабо-

танным протоколом исследования, утвержденным на заседании этического комитета 
при ФГБОУ ВО «Орловский государственный университет имени И.С. Тургенева» 
от 03.11.2015 (протокол заседания № 7). Все участники экспериментальных исследо-
ваний были ознакомлены с содержанием исследования и подписывали бланк инфор-
мированного согласия с указанием их готовности к участию в измерениях. 

Исследования показали, что у больных СД наблюдаются повышенные значе-
ния нормированных амплитуд флуоресценции If (λ), а также более низкий отклик 
перфузии при локальном нагреве до 35 и 42 оС. При этом у выделенной группы с 
наличием выраженных осложнений эти параметры также достоверно отличаются от 
контроля и общей группы пациентов с диабетом (рисунок 5). 

 

 
а) б) 

* – статистическая значимость различий по отношению к условно-здоровым добровольцам с веро-

ятностью p <0,01; 

** статистическая значимость различий по отношению к группе пациентов эндокринологического 

профиля без язв с вероятностью p <0,01 

Рисунок 5 – Сравнение измеренных параметров: нормализованная амплитуда               

флуоресценции (а) и средняя перфузия на этапах нагрева до 35 и 42 oC (б) 

 

Статистически значимые различия параметров могут быть связаны с рядом 
причин. При сахарном диабете может возникать гипоксия в тканях. При возникнове-
нии гипоксии аэробный путь дыхания клеток нарушается и замедляется окисление 
NADH в митохондриях клеток, при этом активируется гликолизный путь образова-
ния NADH. В этой связи накопление NADH может выступать признаком гипоксии 
тканей и его вклад в общий сигнал флуоресценции, как показатель общего кисло-
родного голодания в тканях. 

Конечные продукты гликирования также участвуют в механизмах развития 
осложнений диабета. Быстрое образование внутриклеточных КПГ способствует 
нарушению функции белков, и их накопление может служить объективным марке-
ром конечного гликозилирования в тканях. При этом общепринятый показатель гли-
козилирования в тканях HbA1c характеризует процессы гликирования, произошед-
шие за короткий период (около 3-х месяцев), изменения же в накоплении КПГ в коже 
характеризуют более длительный период. Учитывая большую продолжительность 
жизни молекул коллагена и стабильность КПГ, возможно использовать флуоресцен-
цию кожи как показатель суммарного воздействия гипергликемии в течение жизни. 
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Также показано, что накопление КПГ может подавлять синтез NO в эндотелиальных 
клетках. В том числе этим объясняется различия ответа перфузии на стимуляцион-
ное воздействие. При локальной тепловой пробе прирост перфузии происходит пре-
имущественно за счет двух механизмов. При нагреве кожи до 35 °С происходит ак-
тивация сенсорных пептидергических нервных волокон за счет активации термочув-
ствительных ваниллоидных рецепторов сенсорных волокон TRPV1. При нагреве ко-
жи до 42 °С вазодилатация связана с освобождением NO из эндотелия сосудов. То-
пографически при локальном нагреве участвуют как артериолы, так и капилляры. 
При СД закономерно происходит дисфункция всех звеньев микроциркуляторного 
русла и тканевых систем, в том числе эндотелия сосудов и периваскулярных нерв-
ных волокон. Поэтому тепловая проба патогенетически обоснована для диагностики 
этих расстройств при СД. Снижение прироста перфузии при нагреве кожи до 35 °С – 
объективный критерий дисфункции сенсорных нервных волокон как компонента 
диабетической невропатии. Снижение прироста перфузии при нагреве кожи до 42 °С 
отражает дефицит эндотелий-зависимых механизмов вазодилатации. 

Флуоресценция кожи и уровень перфузии тканей кровью при тепловой пробе 
может быть маркером различной степени осложнений, от начала течения СД до об-
разования трофических язв. 

Для синтеза решающего правила в качестве анализируемых параметров пред-
лагается использовать нормированные амплитуды флуоресценции кожи и среднюю 
перфузию в этапы локальной тепловой пробы. Предварительно было установлено, 
что эти параметры удовлетворяют принципам статистической независимости, а так-
же значимости различий их значений, вычисленных для групп пациентов и кон-
троля. Несмотря на то, что в базальном состоянии предложенные параметры могут 
быть физиологически связаны, в представленных результатах анализируются пара-
метры, полученные в разные этапы исследований – флуоресценция базального со-
стояния и микроциркуляция в разные этапы локальных тепловых проб. Причем уро-
вень ошибки второго рода, установленный на основе экспертного анализа с привле-
чением ведущих врачей-специалистов в данной области, должен быть менее 0,2. 

На рисунке 6a представлены результаты проведенного линейного дискрими-
нантного анализа в виде графика рассеяния экспериментальных данных с нанесени-
ем дискриминантных линий, которые делят экспериментальные точки на три группы 
(здоровые, диабетические и диабетические с язвами пациенты). Наименьший уро-
вень ошибки удается получить при комбинации интенсивности флуоресценции при 
возбуждении длиной волны 365 нм и уровнем перфузии при стимуляции микроцир-
куляции при 42 оС. Непосредственным диагностическим критерием является модель 
классификации в виде дискриминантной функции, позволяющая классифицировать 
отсутствие, наличие или более тяжелую форму метаболических нарушений: 

 












.18.016.18.12

,23.045.055.21

42

460

42

460

C

m

C

m

O

O

IID

IID
                                   (13) 



15 

 

 
а) б) 

Рисунок 6 – Результаты линейного дискриминантного анализа (а); ROC-кривые для 
оценки эффективности классификатора (б) 

 
Дискриминантные функции синтезированы таким образом, чтобы обеспечить 

высокую чувствительность при обеспечении хорошей специфичности. Для первого 
классифицирующего правила по разделению контрольной группы и группы пациен-
тов с диабетом без язв были получены чувствительность и специфичность равные 
0,92 и 0,90, соответственно. Для второго классифицирующего правила для группы 
пациентов с диабетом и группы с язвами – 0,86 и 0,85. Как видно из рисунка 6а, 
сдвиг влево-вверх характеризует ухудшение состояния пациента и увеличивает риск 
развития язв стопы. 

На рисунке 6б представлены ROC-кривые, вычисленные для полученных дис-

криминантных функций. Для сравнения качества различных классифицирующих 

правил удобно использовать интегральную характеристику AUC (Area Under Curve) 

– площадь под ROC-кривой.  В нашем случае для обоих классифицирующих правил 

AUC=0,93. Это говорит о высоком уровне качества классификатора. 
Таким образом, результаты обработки совместных неинвазивных исследова-

ний нижних конечностей методами оптической спектроскопии позволяют осуществ-
лять комплексный подход к диагностике нарушений тканевого метаболизма у боль-
ных СД и разработать соответствующий метод диагностики. 

Четвертая глава посвящена разработке метода и принципов построения 

устройства диагностики метаболического состояния биотканей пациентов с СД. 

Предложенный метод диагностики заключается в одновременной регистрации 

флуоресценции кожных флуорофоров методом ФС и показателя микроциркуляции 

крови методом ЛДФ при проведении локальных тепловых проб в области дорсаль-

ной поверхности стопы и последующем анализе полученных данных с вычислением 

диагностического критерия, базирующегося на модели классификации в виде дис-

криминантной функции и позволяющего классифицировать отсутствие, наличие или 

более тяжелую форму метаболических нарушений. 

Предложена структура реализации устройства диагностики нарушений мета-

болического состояния биотканей человека (рисунок 7). 
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1 – светофильтр; 
2 – полихроматор с плоской дифракцион-
ной решеткой; 
3 – ПЗС-линейка; 
4 – усилитель сигнала с ПЗС; 
5 – ПЗС сигнальный процессор; 
6 – блок управления; 
7 – интерфейс связи с ПК; 
8 – ПК; 
9 – драйверы тактирования ПЗС; 
10 – светодиод с длиной волны 365 нм; 
11 – лазерный излучатель с длиной волны 
450 нм; 
12 – лазерный излучатель с длиной волны 
1064 нм; 
13, 14, 15 – драйвер излучателя; 
16, 17 – фотоприемник; 
18, 19 – преобразователь ток-напряжение; 
20, 21 – усилитель сигнала; 
22, 23 – АЦП; 
24 – волоконный жгут; 
25 – элемент Пельтье с водяным охла-
ждением; 
26 – блок управления элементом Пельтье; 
БО – биологический объект. 

Рисунок 7 – Функциональная схема устройства диагностики  

 

Разработана методика диагностики нарушений тканевого метаболизма нижних 

конечностей пациентов с СД согласно предлагаемому методу, заключающаяся в сле-

дующей последовательности действий: 

1) после предварительной адаптации к условиям помещения испытуемый 

принимает положение лежа на спине; 

2) фиксация оптического волокна с насадкой элемента Пельтье в области ис-

следования; 

3) этапами исследования являются: 

 регистрация пары спектров флуоресценции при возбуждении 365 или 450 

нм в начале записи фонового показателя микроциркуляции; 

 регистрация фоновой записи показателя микроциркуляции методом ЛДФ в 

течение времени 4 мин; 

 регистрация показателя микроциркуляции методом ЛДФ в течение времени 

4 мин при локальном нагреве области исследования до 42 °C; 

4) по зарегистрированной спектрам флуоресценции производят расчет нор-

мированных амплитуд, как отношение максимальной амплитуды флуоресценции к 

максимуму обратно отраженного излучения источника; 

5) производят расчет среднего показателя микроциркуляции крови на каждом 

этапе исследования; 

6) с помощью модели классификации (13) делают вывод об отсутствии, 

наличии или более тяжелой форме метаболических нарушений. 

В четвертой главе рассмотрены приборные особенности и проблемы предлага-

емого устройства диагностики. 

В целом на результат регистрации спектров флуоресценции оказывают влия-

ние различные приборные особенности, которые могут быть представлены как не-

стабильностью и качеством источника возбуждающего излучения, так и погрешно-

стями фотоприемной части (светофильтры, дифракционная решетка, ПЗС-приемник 

и т.д.), загрязнением рабочего конца волоконного световода и т.п. Так эксперимен-

тальные исследования имеющегося на рынке оборудования показали необходимость 
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применения более точных входных оптических фильтров с узкой полосой фильтра-

ции и высоким процентом пропускания на других длинах волн. Также оценено вли-

яние температуры на результат измерений флуоресценции в виде увеличения темно-

вого тока ПЗС-приемника и сформулированы требования по решению данной про-

блемы. 

В диссертационной работе произведен выбор оптимального ПЗС-приемника. 

Рассмотрены ПЗС TCD1304AP и ILX511, широко применяемые в современной спек-

троскопии. С использованием моделирования Монте-Карло была выполнена оценка 

мощности потока регистрируемой флуоресценции, и далее, сделана оценка соотно-

шения сигнал-шум (SNR) выходного сигнала ПЗС в приложении к задаче диагно-

стики кожных покровов человека. Целью расчета являлось определение пороговых 

(минимальных) значений потока излучения, попадающего на приемник, при которых 

уровень полезного сигнала равен значению темнового шума ПЗС, так как предпола-

гается, что он вносит доминирующий вклад в общий уровень шумов. Проведенные 

расчеты показали, что при малом содержании меланина в коже на уровне 1 % SNR 

при времени накопления 10 мс составляет 60-70 дБ. При увеличении пигментации 

SNR уменьшается и на уровне 11-12 % составляет 0-5 дБ, что в итоге затрудняет вы-

деление полезного низкоинтенсивного 

сигнала флуоресценции на фоне шумов. 

ПЗС-приемник ILX511 несмотря на бо-

лее высокую чувствительность в целом 

обладает более худшим соотношением 

сигнал/шум, что иллюстрирует рисунок 

8. В связи с этим для реализации пред-

лагаемого устройства предложено ис-

пользовать ПЗС-приемник TCD1304AP. 

Также в четвертой главе представ-

лена модель, являющаяся расширенным 

вариантом модели, описанной во второй 

главе, которую возможно использовать 

для решения обратной задачи количе-

ственного анализа экспериментальных 

спектров флуоресценции. 

В заключении сформулированы основные результаты диссертационной рабо-

ты, рекомендации и перспективы дальнейшей разработки темы. 

 

ОСНОВНЫЕ РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

Диссертационная работа посвящена решению научно-технической задачи раз-

работки метода и устройства диагностики нарушений тканевого метаболизма на ос-

нове оптической спектроскопии (на примере сахарного диабета). 

В диссертационной работе получены следующие основные научные результа-

ты: 

1) Анализ общего состояния проблем неинвазивной диагностики нарушений 

тканевого метаболизма показал, что существующие методы в полной мере не удо-

  
Рисунок 8 – Соотношение сигнал/шум 

для рассматриваемых ПЗС-приемников 
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влетворяют предъявляемым требованиям, главным образом в части информативно-

сти, достоверности, доступности и комфорта для пациента. 

2) Предложенный метод получения диагностической информации, основан-

ный на совместном использовании методов ФС и ЛДФ при проведении локальных 

тепловых проб, получил теоретическое и экспериментальное обоснование и признан 

перспективным с позиций диагностики нарушений тканевого метаболизма. 

3) Разработана математическая модель процесса распространения оптическо-

го излучения в мутной биологической среде, позволяющая производить валидацию 

диагностической значимости применяемого оборудования. 

4) Обоснован принцип получения диагностической информации о тканевом 

метаболизме, заключающийся в регистрации сигналов ФС и ЛДФ.  

5) На основе теоретических исследований и анализа экспериментальных дан-

ных (на 48 условно здоровых добровольцах и 76 пациентах эндокринологического 

профиля) выявлены параметры ФС и ЛДФ, имеющие наибольший потенциал 

(наименьший уровень ошибки второго рода) в диагностике нарушений тканевого 

метаболизма нижних конечностей: нормированные амплитуды флуоресценции при 

возбуждении 365 нм и средний уровень перфузии при локальной тепловой пробе 42 
оС. 

6) С помощью предложенных параметров сформулировано решающее прави-

ло, позволяющее классифицировать принадлежность обследуемого объекта к кате-

гории лиц с отсутствием, наличием или более тяжелой формой метаболических 

нарушений. 

7) Разработан метод диагностики тканевого метаболизма нижних конечно-

стей, а также методика реализации метода для пациентов эндокринологического 

профиля, позволяющая определять отсутствие, наличие или более тяжелую форму 

метаболических нарушений с вероятностью ложноотрицательного результата диа-

гностики менее 0,2. 

8) Разработан принцип построения устройства диагностики нарушений тка-

невого метаболизма нижних конечностей. 

9) Рассмотрены основные вопросы метрологического и методологического 

обеспечения данного типа устройств. 

Рекомендации. Результаты диссертационного исследования могут быть ис-

пользованы в различных областях медицины при разработке многофункциональных 

неинвазивных диагностических комплексов для диагностики и профилактики 

осложнений, связанных с изменением метаболического состояния биотканей при 

сахарном диабете, а также потенциально при других заболеваниях. 

Перспективы дальнейшей разработки темы. Создание базы данных типич-

ных совместных записей спектров ФС и сигналов ЛДФ с их расшифровкой и интер-

претацией для случаев различных патологий. Применение предложенных принци-

пов спектроскопической диагностики в приложениях биоимиджинга. 
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