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Аннотация. В статье представлены результаты экспериментального и аналитического определения 

оптических характеристик печени и её продукта жизнедеятельности – желчи, для задач дальнейшего 
моделирования взаимодействия света с паренхимой в норме и при структурно-функциональных изменениях 
вследствие механической желтухи и других патологий. Для измерения оптических характеристик печени без 
вклада гемоглобина, был разработан и протестирован протокол подготовки печени крысы путем 
перфузирования раствором Хэнкса с кальцием для снижения содержания крови в сосудах. Проведены 
спектрофотометрические измерения диффузного отражения, полного и коллимированного пропускания в 
срезах печени и образцах желчи человека с дальнейшим вычислением коэффициентов поглощения и рассеяния, а 
также фактора анизотропии методом обратного добавления-удвоения. Отмечена эффективность процедуры 
перфузирования для определения истинных оптических характеристик печени путем уменьшения влияния крови 
на измеренные спектры пропускания и отражения. Проведено сравнение экспериментальных данных с 
расчетными значениями коэффициента поглощения печени с учетом вклада основных хромофоров. 
Представленные результаты лягут в основу дальнейшей разработки технологии и критериев для оценки 
функционального состояния печени для своевременного определения степени и прогноза печеночной 
недостаточности. 
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Введение 
В настоящее время сохраняется тенденция к росту числа больных с обструкцией 

желчевыводящих путей, вызванной злокачественными или доброкачественными 
новообразованиями, желчнокаменной болезнью и прочими причинами. Развивающийся при 
этом синдром механической желтухи приводит к тяжелым нарушениям в функционировании 
печени [1,2]. Для улучшения результатов лечения важной задачей является диагностика 
печеночной функции и своевременное прогнозирование и выявление печеночной 
недостаточности. Вопрос определения степени нарушений в печеночной паренхиме, в свою 
очередь, требует поиска объективных количественных показателей и разработки новых 
диагностических технологий относительно быстрой и простой оценки функционального 
состояния печени.  

Перспективным источником новых диагностических параметров могут являться 
оптические методы исследований. Данные методы основаны на различных видах 
взаимодействия светового излучения с биологическими тканями, которые способны дать 
врачу дополнительную информацию о метаболических и структурных изменениях в 
биологических тканях, развивающихся, в том числе вследствие патологий [3–6]. В частности, 
спектроскопические методы зарекомендовали себя во многих направлениях биомедицинских 
исследований [7–9], в том числе в хирургии [10–12]. Немаловажными преимуществами 
оптических методов являются возможность получения диагностической информации в 
режиме реального времени через оптоволоконные зонды, совместимые со стандартными 
инструментами для малоинвазивной хирургии [10,13–16]. 

Важным этапом разработки новых диагностических оптических комплексов является 
определение оптических свойств (коэффициентов поглощения и рассеяния, фактора 
анизотропии, показателя преломления и т.д.) и моделирование взаимодействия света с 
тканями объекта исследования. К настоящему времени исследователями накоплено большое 
количество данных об оптических характеристиках различных биологических тканей [17–23], 
в том числе патологических [24,25]. В гепатологии информация об оптических свойствах 
используется для дифференциации здоровых и злокачественных тканей [10,26] и разработки 
подходов к оптимизации хирургического лечения [27,28].  

При исследовании оптических характеристик печени важно принимать во внимание, 
что данный орган отличается высоким кровенаполнением [20]. Гемоглобин и его производные 
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являются хромофорами, существенно поглощающими излучение в видимом диапазоне, что 
влияет на результаты измерений оптическими методами. Так как при исследовании 
патологических тканей не всегда существует возможность измерений в здоровых тканях, для 
интерпретации данных на этапе моделирования необходимо иметь представление об 
оптических характеристиках тканей с различным содержанием крови и других основных 
хромофоров (воды, липидов), а также о характеристиках желчи, вырабатываемой 
гепатоцитами. 

Таким образом, целью данной работы явилось определение оптических характеристик 
печени и желчи, а также исследование влияния измерений содержания основных хромофоров 
паренхимы печени на данные характеристики в видимом и ближнем инфракрасном диапазоне.  

Материалы и методы 
Экспериментальная часть включала в себя измерения оптических характеристик 

печени крысы и образцов желчи человека.  
Эксперименты c лабораторными животными были одобрены этическим комитетом 

ОГУ имени И.С. Тургенева (протокол заседания №18 от 21.02.2020) и проводились в 
соответствии с принципами надлежащей лабораторной практики [29]. Для измерения 
оптических свойств были использованы срезы тканей печени 7 крыс линии Wistar. Для 
уменьшения влияния поглощающих свойств гемоглобина у 4 крыс проводилась процедура 
перфузирования для удаления крови из кровеносных сосудов печени. Для оценки 
эффективности процедуры перфузирования полученные оптические характеристики 
сравнивали с измерениями характеристик печени крыс контрольной группы, которые 
проводили на свежих срезах.  

Процедуру перфузирования проводили под наркозом. Для анестезии использовали 
препараты Zoletil 100 (Vibrac, Франция) и Xyla (Interchemie, Нидерланды) в стандартных 
дозировках. Крысу закрепляли на специальной платформе в положении на спине и 
осуществляли послойное рассечение передней брюшной стенки по срединной линии для 
обеспечения доступа к брюшной полости и выделения воротной вены печени из 
соединительнотканного пространства. Под воротную вену проводили лигатуры, одну из 
которых фиксировали для обеспечения препятствия притоку крови. После этого в вену по 
проводнику вводили сосудистый катетер (размер 22G), заполненный раствором гепарина 
(5000 ед/мл). Катетер фиксировался лигатурами и подключался к инфузионной системе, по 
которой в сосуд вводили раствор Хэнкса с кальцием (Hanks Balanced Salt Solution, HBSS), 
pH=7,4, 37℃). Нижнюю полую вену перфорировали для обеспечения оттока жидкости. 
Скорость потока раствора составляла 1000 мл/ч, общий объем раствора – около 1,5-2,0 л. В 
ряде случаев выполняли форсированное перфузирование печени для устранения вероятных 
стазов в мелких сосудах.  

Степень перфузии, достаточную для оптических измерений, определяли визуально. В 
процессе перфузии происходило изменение цвета печени с красно-коричневого на желто-
серый, а на поверхности органа становился заметен сосудистый рисунок. По окончанию 
процедуры катетер отсоединяли, животное выводили из эксперимента посредством эвтаназии, 
печень выделяли из брюшной полости и помещали в чашку Петри с раствором HBSS. Срезы 
печени выполняли ручным способом, а их толщину (0,9-1,0 мм) рассчитывали с учетом 
толщины предметного стекла, измеренной микрометром МК 0-25 (диапазон измерений 0-25 
мм, погрешность измерения 4 мкм). Полученные срезы тканей (N=8 образцов в исследуемой 
группе и N=11 в контрольной) помещались между двумя стандартными предметными 
стеклами толщиной 1 мм.  

Для измерения оптических характеристик желчи использовались 9 образцов желчи 
пациентов Орловской областной клинической больницы с диагнозом «механическая 
желтуха». Исследование было одобрено Этическим комитетом Орловского государственного 
университета (протокол заседания № 14 от 24.01.2019). Образцы желчи были получены при 
антеградной декомпрессии желчевыводящих путей под ультразвуковым и 
рентгенологическим контролем. Исследования проводились не позднее, чем через 5 часов 
после процедуры.  
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Спектральные характеристики (полное и коллимированное пропускание печени, 
полное пропускание желчи, диффузное отражение печени и желчи) измерялись с помощью 
двухлучевого спектрофотометра Shimadzu UV-2600 с интегрирующей сферой ISR-2600Plus 
(Shimadzu Corporation, Япония) в диапазоне 220-1400 нм. Для измерения коллимированного 
пропускания в диапазоне 185-900 нм был специально разработан держатель образцов с 
отверстиями диаметром 1,5 мм. Схема измерений представлена на рисунке 1.  

 

 
 

Рисунок 1 – Схема измерений оптических характеристик срезов печени и образцов желчи 
 
Коэффициент поглощения, транспортный коэффициент рассеяния и фактор 

анизотропии рассчитывались методом обратного добавления-удвоения [30]. Используемый 
алгоритм учитывает взаимодействие излучения с образцом, находящимся между 
предметными стеклами. Таким образом, при расчете учитывается зеркальное отражение от 
границ воздуха, стекла и ткани. 

Полученные зависимости транспортного коэффициента рассеяния и фактора 
анизотропии были нелинейно аппроксимированы в Origin 2021 с использованием уравнений 
для диапазона 350-1300 нм [17]:  

𝜇′ = 𝑎       (1) 

где  𝜇′  – транспортный коэффициент рассеяния в печени; 
𝑎 – транспортный коэффициент рассеяния в печени контрольной группы на длине 

волны 500 нм; 
𝑏 – степень рассеяния (scattering power); 
𝜆 – длина волны. 

𝑔перфузированная = 𝑎 − 𝑏 ∙ 𝑐      (2) 
где  𝑔перфузированная – фактор анизотропии перфузированной печени; 

𝑎, 𝑏, 𝑐 – коэффициенты функции асимптотической регрессии; 
𝜆 – длина волны. 
Результаты и обсуждение 
В спектрах срезов печени (рисунок 2) наблюдается увеличение общего пропускания и 

отражения с увеличением длины волны, а также небольшое снижение в диапазоне 500-600 нм. 
Что касается видимого диапазона, то наблюдаемая картина в основном обусловлена наличием 
в ткани билирубина – одного из основных компонентов желчи, вырабатываемой гепатоцитами 
[31–33] а также оксигемоглобина и дезоксигемоглобина [21]. В ближней инфракрасной 
области спектральный состав в значительной степени определяется пересечением полос 
поглощения липидов и воды [34,35]. 
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а б в 

 
Рисунок 2 – Усредненные измеренные спектры оптических характеристик печени и желчи:  

а – полное пропускание; б – диффузное отражение; в – коллимированное пропускание 
 
Высоко оксигенированная кровь отличается двумя характерными пиками в спектре 

поглощения на 415 нм и при 542 и 578 нм; у дезоксигенированной крови эти пики находятся 
на длинах волн 425, 554 и 760 нм [36]. Срезы печени контрольной группы имели характерный 
пик поглощения только на длине волны 554 нм. Также наблюдалось характерное снижение в 
полосе поглощения дезоксигемоглобина 760 нм. Особенностью кровоснабжения печени 
является повышенное содержание венозной крови [37], что и обуславливает большую 
выраженность поглощения света дезоксигемоглобином. После проведения перфузирования в 
срезах печени крыс экспериментальной группы поглощение оксигемоглобина стало 
преобладающим, но наблюдалось смещение данной части спектра в сторону уменьшения 
длины волны на 15-20 нм. Это может быть обусловлено влиянием спектральных 
характеристик желчи с локальными максимумами поглощения на длинах волн 409 и 605 нм.  

В ближнем инфракрасном диапазоне после перфузирования значения полного 
пропускания снизились, в то время как полное отражение повысилось, но при этом не 
наблюдалось изменений в форме спектров, что может указывать в большей степени на 
количественные изменения, нежели качественные, которые наблюдаются в диапазоне длин 
волн поглощения окси- и дезоксигемоглобина.  

Спектры полного пропускания и отражения желчи демонстрируют более высокие 
значения в ближнем инфракрасном диапазоне и значительное снижение в видимом диапазоне. 
Содержание билирубина обуславливает высокий коэффициент поглощения в диапазоне 350-
500 нм [31]. Форма спектров в ближнем инфракрасном диапазоне в основном определяется 
содержанием воды [32]. Менее значимые различия по сравнению с видимым диапазоном 
могут свидетельствовать о том, что их содержание в исследованных образцах варьируется в 
меньшей степени. 

 

   
а б в 

 
Рисунок 3 – Результаты расчета оптических характеристик:  

а – коэффициенты поглощения срезов тканей печени и образцов желчи; б – рассеяние срезов контрольной и 
перфузированной печени и результаты аппроксимации; в –факторы анизотропии крови и тканей печени 
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На рисунке 3а приведены результаты расчета коэффициента поглощения для тканей 
печени до и после перфузирования, а также для образцов желчи. Коэффициент поглощения 
показал ожидаемые соотношения значений в полосах различных основных хромофоров. В 
перфузированных тканях наблюдалось снижение поглощения для полос, обусловленных 
содержанием гемоглобина (415, 500-600 и 760 нм), в частности двукратное снижение на 
длинах волн 540-560 нм. В спектре коэффициента поглощения образцов желчи выделяется 
характерный пик билирубина в диапазоне 350-500 нм  

При аппроксимации зависимостей транспортного коэффициента рассеяния (рисунок 
3б) паренхимы печени уравнением (1) были подобраны следующие значения коэффициентов 
для аппроксимирующей функции:  

𝜇′
контроль

= 1,13
𝜆

500

,

 

𝜇′
перфузированная

= 1,86
𝜆

500

,

 

Результаты расчета транспортного коэффициента рассеяния демонстрируют эффект 
процедуры перфузирования, особенно для длин волн ниже 600 нм. Из-за высокого содержания 
крови и, соответственно, низких значений суммарного коэффициента пропускания и 
отражения в полосах поглощения гемоглобина рассчитанный коэффициент рассеяния имеет 
более низкие значения, чем после перфузирования. Значения транспортного коэффициента 
рассеяния демонстрируют ожидаемое снижение при увеличении длины волны [20,38].  

Для расчета фактора анизотропии были использованы известные из литературы данные 
о факторе анизотропии крови [21] и аппроксимированные данные для срезов тканей 
перфузированной печени, суммированные по формуле:  

𝑔печень = 𝐶кровь ∙ 𝑔кровь + (1 − 𝐶кровь)𝑔перфузированная    (3) 
где 𝑔печень – фактор анизотропии ткани печени; 

𝐶кровь – доля крови в ткани печени; 
𝑔перфузированная – фактор анизотропии перфузированной печени; 
Для численного моделирования оптических характеристик были использованы 

измеренные коэффициенты поглощения паренхимы печени и желчи, а также известные 
литературные данные для основных тканевых хромофоров (рисунок 4а) [17,21,26,39].  

 

  
а б 

 
Рисунок 4 – Коэффициенты поглощения:  

а – для основных хромофоров тканей печени; б – сравнение рассчитанного спектра поглощения с 
результатами измерений 

 
Суммарные зависимости коэффициента поглощения тканей печени (рисунок 4б) были 

рассчитаны по формуле [17]:  
𝜇 =  𝐶 𝜇 + 𝐶 𝜇 + ⋯ + 𝐶 𝜇 + 𝐶 𝜇     (4) 
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где 𝜇  – коэффициент поглощения биологической ткани;  
𝜇 . . 𝜇  – коэффициенты поглощения компонентов в биологической ткани; 
𝐶 . . 𝐶  – доли компонентов в биологической ткани; 
𝑛 – количество компонентов в биологической ткани. 
Для расчета суммарного спектра поглощения тканей печени были использованы 

следующие значения содержания хромофоров и тканевой сатурации [26,40–42]: тканевая 
сатурация StO2 = 80%; кровь – 10%, вода – 70%, липиды – 3%, желчь – 6%. С учетом 
количества компонентов уравнение (5) принимает следующий вид:  

𝜇печень = 𝐶кровь(𝑆𝑡𝑂 𝜇 + (1 − 𝑆𝑡𝑂 )𝜇 ) +  𝐶вода𝜇вода + 𝐶липиды𝜇липиды + 𝐶желчь𝜇желчь

+ (1 − 𝐶кровь − 𝐶вода − 𝐶липиды − 𝐶желчь)𝜇
перфузированная 

где 𝜇печень  – коэффициент поглощения тканей печени; 
𝐶кровь, 𝐶вода,  𝐶липиды, 𝐶желчь – доли крови, воды, липидов и желчи в тканях печени, 

соотвественно; 
𝑆𝑡𝑂  – тканевая сатурация печени; 

𝜇 , 𝜇 , 𝜇вода,  𝜇липиды, 𝜇желчь, 𝜇
перфузированная – коэффициенты поглощения 

оксигемоглобина, дезоксигемоглобина, воды, липидов, желчи и тканей печени после 
перфузирования. 

Сравнение рассчитанного спектра с экспериментальными данными показывает 
сходство теоретического спектра с измеренным в срезах контрольной группы крыс в видимом 
диапазоне. После перфузирования отмечено значительное снижение вследствие ослабления 
вклада поглощения света гемоглобином крови. Также отмечено снижение поглощения в 
ближнем инфракрасном диапазоне по сравнению с измеренными и рассчитанными спектрами. 
Различия в рассчитанных и экспериментальных зависимостях коэффициента поглощения 
могут быть обусловлены индивидуальными различиями в измеряемых образцах, которые 
возможно скорректировать изменением содержания воды и остальных хромофоров, что 
представляет интерес для дальнейшего изучения, в том числе с отдельным исследованием 
оптических характеристик остальных хромофоров.  

Заключение 
В настоящее время важным шагом в развитии биомедицинской оптики является 

переход от теоретических и доклинических исследований к внедрению технологий в 
клиническую практику. Для адекватного и эффективного применения оптических методов в 
диагностике, хирургии и терапии необходимы надежные данные об оптических свойствах 
тканей человека, в том числе печени. В данной работе, в частности было рассмотрено 
измерение оптических характеристик желчи и тканей печени, в том числе с уменьшением 
влияния оптических характеристик крови. 

Полученные результаты спектрофотометрических измерений и расчетов представляют 
практическую ценность для разработки диагностических критериев оценки функционального 
состояния печени при механической желтухе и других патологиях (онкозаболевания, стеатоз, 
цирроз и др.). Представленные в работе результаты показали, что предварительное 
перфузирование печени позволяет снизить влияние гемоглобина на регистрируемые и 
рассчитываемые оптические параметры.  

В дальнейшем при разработке мультимодальных технологий оценки функционального 
состояния печени планируется уточнить исходные данные для хромофоров и перейти к 
аналитическому и вероятностному моделированию спектров диффузного отражения и 
распространения оптического излучения в тканях печени (в том числе с учетом геометрии 
тонкоигольных волоконно-оптических зондов). 

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта Российского научного фонда № 23-25-00487, 
https://rscf.ru/en/project/23-25-00487. 
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SPECTROPHOTOMETRIC MEASUREMENTS OF THE OPTICAL 

PROPERTIES OF LIVER IN THE 350-1300 NM RANGE 
 

Abstract. The article presents the results of experimental and analytical determination of optical characteristics 
of liver for further modeling of light interaction with parenchyma under normal conditions and in case of structural and 
functional changes due to obstructive jaundice and other pathologies. In order to measure the optical properties of liver 
without hemoglobin contribution, we developed and tested a procedure for preparation of rat liver by perfusion with 
Hanks balanced salt solution with calcium to reduce the blood content in the vessels. Spectrophotometric measurements 
of diffuse reflectance, total and collimated transmittance in tissue slices and human bile samples were performed with 
further calculation of absorption and scattering coefficients and anisotropy factor by the inverse addition-doubling 
method. The efficiency of the perfusion method in determining the real optical properties of the liver by reducing the 
influence of blood on the measured transmittance and reflectance spectra was determined. The experimental data were 
compared with the calculated values of the liver absorption coefficient, taking into account the contribution of the major 
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chromophores. The presented results will be the basis for further development of the technology and criteria for 
assessment of the functional state of the liver for timely determination of the degree and prognosis of liver failure. 

Keywords: liver, bile, optical properties, spectrophotometry 
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