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Перспективным и малоинвазивным методом лечения широкого круга кожных заболеваний является

фотодинамическая терапия. Для определения оптимальных протоколов фотодинамической терапии и

контроля ее эффективности рассмотрена возможность визуализации и количественной оценки параметров

микроциркуляции крови единовременно в опухоли и в окружающих ее тканей в ходе фотодинамической

терапии методом фотоплетизмографии. Разработаны и описаны экспериментальный стенд, протокол прове-

дения исследования и алгоритмы цифровой обработки данных. На модельном животном продемонстрирована

возможность получения пространственного распределения изменений интенсивности рассеяния электромаг-

нитного излучения и параметров пульсовой волны, связанных с кровенаполнением и оксигенацией тканей.

Продемонстрированы временные зависимости отдельных параметров микроциркуляции крови в здоровых и

опухолевых тканях в ходе фотодинамического воздействия и в период восстановления. Описаны ограничения

предложенного подхода и пути их преодоления, направленные на повышение качества измерений.
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1. Введение

Кожные заболевания встречаются почти у трети на-

селения Земли и остаются четвертой по распространен-

ности причиной инвалидности пациентов в мире [1,2].
Клинически востребованным и наиболее перспективным

методом лечения таких заболеваний считается фотоди-

намическая терапия (ФДТ), отличающаяся значитель-

ным лечебным и косметическим эффектом в сочетании

с малой инвазивностью, высокой селективностью к пато-

логическим тканям и практически полным отсутствием

побочных эффектов [3,4]. Процедура ФДТ включает

введение пациенту фотосенсибилизатора (ФС) — све-

топоглощающего соединения, накапливающегося пре-

имущественно в атипичных клетках-мишенях, и его

последующую фотоактивацию (ФА), заключающуюся в

облучении патологической области и окружающих ее

здоровых тканей излучением определенного спектраль-

ного состава [5].
Для определения оптимальных протоколов проведе-

ния ФДТ и контроля эффективности лечения в клини-

ческой практике требуется проведение комплексной ко-

личественной оценки реакции тканей на фотодинамиче-

ское воздействие [6–8]. В большинстве протоколов ФДТ

наибольший вклад в лечебный эффект дает воздействие

на сосудистую сеть [9,10], поэтому изучение реакции

микроциркуляторного русла на фотодинамическое воз-

действие на всех его этапах процедуры является наи-

более надежным и информативным подходом к оценке

результата ФДТ.

Широко применяемые контактные приборы на осно-

ве методов лазерной [11] и ультразвуковой [12] до-

пплеровской флоуметрии отличаются простотой про-

ведения исследования, однако требуют контроля уси-

лия и расположения датчика. К наиболее информа-

тивным методам визуализации характеристик микро-

циркуляторного русла при ФДТ можно отнести оп-

тическую когерентную томографию/ангиографию [13],
магнитно-резонансную томографию [14], конфокальную

микроскопию [15], фотоакустическую микроскопию [16],
двухфотонную микроскопию [17]. Для реализации этих

методов, как правило, необходимо дорогостоящее обо-

рудование и значительные вычислительные мощности,

что затрудняет их широкое внедрение в клиническую

практику. Кроме того, с их помощью не проводится
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мониторинг микроциркуляции крови непосредственно

во время фотодинамического воздействия. При этом

ранние изменения в работе микроциркуляторного русла

оказывают прямое влияние на результат ФДТ [18]. По-

этому анализ микроциркуляции крови в процессе ФДТ

может служить источником ценных данных для оцен-

ки эффективности протоколов и клинического мони-

торинга.

Неинвазивный контроль микроциркуляции крови с

высоким пространственным и временным разрешением,

в том числе в ходе ФДТ, может быть осуществлен

с помощью фотоплетизмографии. Этот метод позволяет

количественно оценивать перфузию тканей на основе

анализа временного периодического сигнала, пропорци-

онального интенсивности отраженного от кожи излуче-

ния — фотоплетизмограммы (ФПГ) [19],и используется

для получения формы и количественных характеристик

пульсовой волны микроциркуляции крови при реше-

нии многих биомедицинских задач [20,21]. С помощью

фотоплетизмографии осуществляют мониторинг насы-

щения кислородом, частоты сердечных сокращений и

дыхания, артериального давления, сердечного выброса

и пр. [20,22,23].

Одним из наиболее информативных способов реали-

зации исследования ткани с помощью фотоплетизмо-

графии является получение и анализ пространственно-

го распределения сигналов ФПГи ее параметров [24].

В этом случае требуется регистрация набора изобра-

жений исследуемой области за некоторый период вре-

мени. В зависимости от типа формирующей изображе-

ние оптической системы может производиться анализ

в различных масштабах. Распространенным подходом

является применение фотографического объектива в

изображающем канале, что позволяет получать дан-

ные об изменениях перфузии в широком поле зре-

ния с пространственным разрешением в пространстве

предметов порядка нескольких миллиметров [25,26].

При использовании микроскопа возможен анализ малых

участков кожи с большей детализацией, в том числе с

визуализацией капиллярной сети исследуемой ткани —

видеокапилляроскопия [27–29].

Ранее авторами был разработан стенд для неинвазив-

ного картирования капиллярной сети малых участков

кожи в ходе ФДТ с помощью фотоплетизмографии [30].

Целью настоящей работы является исследование при-

менимости метода фотоплетизмографии для визуализа-

ции и количественной оценки отдельных параметров

микроциркуляции крови одновременно в опухоли и в

окружающих условно здоровых участках кожи при ФДТ.

Для достижения этой цели оптимизированы эксперимен-

тальный стенд и алгоритм обработки получаемых с его

помощью данных, апробированы в экспериментальном

исследовании на модельном животном и определены их

ограничения и перспективы применения.

Материалы и методы

Используемый подход

Предложенный подход основан на фотоплетизмогра-

фии — широко используемом методе анализа биологиче-

ских тканей, который был впервые представлен в [31,32].
Несмотря на совершенствование за последние десяти-

летия аппаратного обеспечения и алгоритмов цифровой

обработки регистрируемой ФПГ, ключевые принципы

анализа данных остаются прежними. Зарегистрирован-

ный приемником излучения сигнал состоит из несколь-

ких основных компонент, определяемых параметрами

тканей, а также пространственных и временных низко-

и высокочастотных шумов [33,34].
Постоянная или мало изменяющаяся во времени

компонента сигнала, часто называемая в литературе

DC-компонентой, связана с характеристикой поглоща-

тельной способности тканей, таких как кости, жир,

мышцы, и общим объемом крови [35]. Изменения ин-

тенсивности поглощения излучения, вызванные дыхани-

ем и соответствующим изменением оксигенации, часто

также относят к этой компоненте [36]. Компоненту,

которая характеризует изменения поглощательной спо-

собности или характеристик обратного рассеяния излу-

чения внутренними структурами, вызванными сердечной

деятельностью, называют AC-компонентой и относят к

полезному сигналу — ФПГ [37]. Величина указанных

изменений соответствует сложным изменениям удар-

ного объема, эластичности сосудов, трансмурального

давления и т. д. [38]. Типичными шумовыми составляю-

щими являются аддитивные темновой шум приемника

излучения, пространственная неравномерность чувстви-

тельности приемника излучения, аберрационные иска-

жения и виньетирование, пространственная и временная

неравномерность освещенности и пр. [39].
Конечный вклад различных типов тканей и пара-

метров периферической сосудистой системы в AC- и

DC-компоненты определяется спектральным диапазоном

используемого излучения, режимом регистрации (
”
на

пропускание“ или
”
на отражение“), локализацией изме-

рения, диагностическим объемом и т. д. [36,40]. Традици-
онным вариантом реализации можно назвать примене-

ния излучения ближнего инфракрасного спектрального

диапазона, однако в последние десятилетия развиваются

также методы ФПГ с применением подсветки в видимой

области спектра, как правило, в зеленой (510−560 nm).
Это объясняется тем, что поглощательная способность

крови в сине-зеленой области выше, чем в красной

и ближней инфракрасной. При этом излучение зеленой

области имеет большую глубину проникновения, чем

синей [41,42]. Такие особенности приводят к увели-

чению глубины модуляции рассеянного внутренними

структурами кожи излучения в зеленой области [43,44].
Показано, что для такой области характерна меньшая

чувствительность к артефактам локальных и глобальных

смещений исследуемой области в кадре [45].
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Основным недостатком применения излучения данной

области спектра является меньшая глубина проникно-

вения в ткани (0.4−0.9mm [42,46]), соответствующая

залеганию капиллярной сети, отличающейся малой или

отсутствующей периодичностью колебаний ее наполне-

ния кровью в течение сердечного цикла [47]. Однако

в ряде исследований отмечается схожесть результатов,

полученных в ближней инфракрасной и зеленой обла-

стях [48]. В работах [47,49] в качестве объяснения воз-

можности проведения фотоплетизмографии и получения

пульсовой волны в зеленой области спектра приводится

деформация тканей и изменение плотности капилляров

при изменении трансмурального артериального давле-

ния в более глубоких слоях кожи. Другие работы

демонстрируют успешное применения дистанционной

регистрации пространственного распределения парамет-

ров ФПГ при работе с излучением зеленой области

спектра [24,25,50].

При описании микроциркуляции крови с помо-

щью фотоплетизмографии чаще всего используют

AC-компоненту и проводят анализ и при необходимости

картирование ее параметров: амплитуды и ширины пуль-

совой волны, извлекаемой из АС-компоненты, интерва-

лов между систолическими и диастолическими пиками

соседних импульсов и т. д. [19,20,50]. Одним из подходов

к количественному описанию амплитуды ФПГ за опреде-

ленный период является расчет среднеквадратического

отклонения (СО) сигнала ФПГ, пропорционального его

амплитуде [26]. Так как выбросы в сигнале ФПГ не явля-

ются полезным сигналом и почти отсутствуют ввиду ма-

лых смещений области исследования в поле зрения при

практически неподвижном объекте, среднее отклонение

может быть заменено стандартным отклонением [51].

В настоящем исследовании предлагается осуществить

картирование СО ФПГ (PPGSTD) в области опухоли и

окружающих здоровых тканей.

Меланин в эпидермисе и гемоглобин в дерме вносят

основной вклад в поглощение света верхними слоями

кожи [52]. Несмотря на малые различия спектров по-

глощения окси- и дезоксигемоглобина в зеленой об-

ласти спектра [40], показана возможность регистра-

ция низкочастотных колебаний интенсивности рассеян-

ного внутренними структурами кожи излучения, вы-

званных дыханием, а, значит, изменением оксигенации

крови [36, 50,53]. Мы предполагаем, что в ходе ФДТ

изменения концентрации различных форм гемоглобина

могут так же, как и дыхание, привести к колебаниям

DC-компоненты при неизменных прочих свойствах тка-

ней, вносящих вклад в ее значение, а также при фикси-

рованном освещении. Преобразования различных форм

кислорода в ходе ФДТ является одним из основных ме-

ханизмов ее действия [54]. Поэтому для оценки оксиге-

нации в работе предусмотрено картирование изменения

DC-компоненты.

Экспериментальное животное

Исследования проводились на базе лаборатории экс-

периментальных исследований Центра лазерной меди-

цины Первого Санкт-Петербургского государственного

медицинского университета им. академика И.П. Павлова

в соответствии с Директивой Европейского парламента

и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС от 22 сен-

тября 2010 г. о защите животных, использующихся для

научных целей (протокол № 100_ПФ1_112024/27_270).

В качестве объекта исследования использовали крысу

линии Wistar (самец, массой 322 g). Для моделирования

опухолевого процесса использовали штамм перевивае-

мой опухоли — холангиома РС-1. Взвесь опухолевой

ткани имплантировали подкожно в области наружной

поверхности правого бедра. Через 21 сутки после пе-

ревивки объем опухоли составлял 8.71 сm3 (рис. 1, a).

Для фотодинамического воздействия использовали ра-

дахлорин (ООО
”
Рада-фарма“, РФ) в качестве фотосен-

сибилизатора в дозе 5mg/kg, который вводили внутри-

венно за 3 часа до фотоактивации в хвостовую вену

животного.

1 2

3

4 5

6

5 mm

a

b

Рис. 1. Холангиома и окружающие ткани: фото (а) и первый

кадр последовательности изображений (b) до ФДТ. Голубой

квадрат указывает область анализа предложенным методом.

Штриховой линией обозначены границы опухоли. Цветные

квадраты ограничивают области опухоли (4−6) и окружающих

тканей (1−3), использованные для количественной оценки

микроциркуляции крови в них.
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Перед фотоактивацией животному выполняли нар-

коз — внутрибрюшинное введение смеси растворов

”
Золетил 100“ (Virbac, Франция) 87.9mg/kg+

”
Ксила“

(Interchemie, Нидерланды) 17.6mg/kg. Кожу над опухо-

левым узлом с захватом не менее 1 сm вне зоны опухо-

левого роста механически очищали от шерсти. Крысу

размещали на левом боку (опухолевым узлом вверх)
на термостатируемом столике TCAT-2LV (Physitemp,

США) с ректальным датчиком температуры для контро-

ля поддержания постоянной температуры тела в период

проведения эксперимента.

Экспериментальная установка

Экспериментальная установка, предназначенная для

визуализации и количественной оценки параметров мик-

роциркуляции крови кожных опухолей и окружающих

здоровых тканей в ходе ФДТ, имеет осветительный

и изображающий канал (рис. 2). Осветительный ка-

нал состоял из двух светодиодных источников излуче-

ния (LED) (центральная длина волны — 520 nm, ширина

функции спектральной яркости на полувысоте — 30 nm),
оснащенных коллимирующими линзами Cl для обеспече-

ния равномерной подсветки исследуемой области.

Изображающий канал состоит из объектива (Lens)
(фокусное расстояние 18mm, относительное отверстие

1 : 4), цифровой цветной камеры (C) (The Imaging

Source DFK33UX252, разрешение 2048 × 1535 pix, раз-

мер пикселя 3.45× 3.45 µm, частота кадров до 120Hz,

интерфейс USB 3.0, АЦП 12 bit) и светофильтра (F)
(блокировка излучения в спектральном диапазоне выше

570 nm), отсекающего излучение ФА (фотоактивация).
Объектив размещался на расстоянии 200mm от жи-

вотного и обеспечивал на чувствительной площадке

PC

662 nm

Lens

LED

Cl F

OFC

G

HT

L

LED

Cl

Рис. 2. Схема экспериментальной установки.

видеокамеры C формирование изображение как опухоли,

так и окружающих здоровых тканей при фокусировке

на бесконечность. Для обеспечения одинаково резкого

изображения по всему полю зрения и повышения глуби-

ны модуляции сигнала исследуемую область накрывали

тонкой стеклянной пластиной (G).
Лазерное излучение ФА передавалось от лазерного

аппарата (L) АЛОД (
”
Алком Медика“, Россия, длина

волны 662 nm) на кожу крысы с помощью оптического

волокна с микролинзой (OF), закрепленного на изоб-

ражающем канале и обеспечивающего диаметр пятна

излучения ФА на исследуемой ткани 30mm.

Протокол эксперимента

Предложенные подход и экспериментальная установ-

ка апробированы в ходе проведения ФДТ холангиомы.

Исследуемая область кожи покрывалась вазелиновым

маслом, обеспечивающим просветление и значительное

снижение вклада зеркальной составляющей отражатель-

ной способности в формирование изображения, и на-

крывалась стеклянной выравнивающей пластиной. Далее

включалась подсветка, проводилась юстировка системы

для получения резкого изображения опухоли и окружа-

ющих тканей и запись последовательности изображений

размером 2048 × 1535 pix с частотой 50Hz в течение

20 s (рис. 1, b). Данные, полученные в ходе обработки

зарегистрированной последовательности, считались фи-

зиологической нормой для животного и принималась

за опорные.

На следующем этапе осуществлялась ФА в непре-

рывном режиме в течение 90 s с плотностью мощности

15mW/сm2. Одновременно с началом ФА запускалась

запись последовательностей изображений при тех же

параметрах. Серии по 20 s записывались в течение

25min после начала эксперимента.

Обработка данных

Алгоритм обработки представлен на рис. 3. В качестве

входных данных использовалась последовательность мо-

нохромных изображений опухоли и окружающих здо-

ровых тканей. В ходе обработки были получены два

типа карт: изменение DC-компоненты регистрируемого

сигнала, пропорциональное изменению интенсивности

обратно рассеянного внутренними структурами излу-

чения тканей относительно их исходного состояния

(I/I0), а также пространственное распределение пармет-
ра PPGSTD, пропорционального амплитуде пульсовой

волны.

На первом этапе обработки осуществлялось усредне-

ние значений интенсивности в блоках 3× 3 pix для каж-

дого кадра. Несмотря на снижение пространственного

разрешения, такой прием является традиционным для

изображающей фотоплетизмографии и позволяет устра-

нить высокочастотные пространственные помехи, вы-

званные аддитивными шумами приемника излучения, и
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Рис. 3. Основные этапы алгоритма обработки изображений.

повысить отношение сигнал-шум по различным оценкам

от единиц до десятков раз, а также снизить требования

к вычислительным мощностям [44,55]. Каждому блоку

из 9 пикселей, соответствовал сигнал, включающий AC-

и DC-компоненты колебаний интенсивности отражен-

ного и рассеянного внутренними структурами кожи

излучения, зависящие, как указывалось ранее, в числе

прочего от кровенаполнения, вазомоторной активности

сосудов, оксигенации тканей и т. д.

Для получения отношения I/I0 сначала проводилось

усреднение сигнала в каждом блоке из 9 пикселей по

времени за весь период регистрации кадров отдель-

ной серии. Полученное пространственное распределение

интенсивности отраженного и рассеянного излучения

для первой серии I0 отражает исходные, т. е. до про-

ведения ФДТ, оптические свойства тканей в выбран-

ном спектральном диапазоне, а также пространствен-

ную неравномерность освещенности. Далее полученные

указанным способом усредненные по времени изобра-

жения для каждой серии I были попиксельно разделены

на I0. Предполагалась, что отражательная способность,

а также параметры подсветки оставались неизменными

во всех сериях. Поэтому деление на I0 обеспечило

выявление различия в интенсивности рассеяния излу-

чения в относительной мере. При этом устранялось

влияние неравномерности освещенности на постоянную

составляющую сигнала [50,56].
Синтез карты PPGSTD осуществлялся в ходе

пространственно-частотного анализа полученного на

первом этапе массива временных сигналов в блоках

из 9 пикселей. Для выделения той части сигнала, ко-

торая модулируется сердечной деятельностью, проводи-

лась традиционная для цифровой обработки сигналов

в фотоплетизмографии частотная фильтрация фурье-

спектра временного сигнала отдельного блока анало-

гично [24,26,57]. Частотный диапазон, соответствующий

полезному сигналу, зависит от физиологической нормы

частоты сердцебиения животного, и для крыс лежит в

диапазоне от 3 до 8Hz в анестезированном состоянии.

Полученный сигнал в каждом блоке представляет собой

ФПГ и описывает в относительной мере периодические

колебания интенсивности рассеяния излучения внутрен-

ними структурами кожи вследствие изменения крове-

наполнения исследуемого участка кожи. На следующем

этапе обработки для временного сигнала в каждом блоке

проводился расчет параметра PPGSTD и далее строи-

лось пространственное распределение PPGSTD для все-

го изображения. Для устранения влияния неравномер-

ности освещенности рассчитанная карта была разделена

на сглаженное фильтром Гаусса изображение равномер-

ной белой пластины аналогично [27,39]. Такие карты

PPGSTD были получены для каждой записанной серии

изображений.

Результаты и обсуждение

В ходе экспериментального исследования реакции

микроциркуляции крови опухоли кожи и прилежащих

здоровых тканей на фотодинамическое воздействие были

получены карты изменения интенсивности рассеянно-

го исследуемыми тканями излучения I/I0 и СО ФПГ

PPGSTD. Они приведены на рис. 4 для 5 моментов

процедуры: до ФА (I), в начале ФА (II), в конце ФА (III),
через 6 минут (IV) и через 25 минут (V) после оконча-

ния ФА. В таблице собраны значения I/I0 и PPGSTD

для трех областей внутри опухоли, а также в трех

областях окружающих здоровых тканей (рис. 2). Размер
области составлял 100× 100 pix, что соответствовало

порядка 6mm2. Значения в таблице представлены в

следующем формате: (среднее значение± СО по вы-

бранной области). Значения, соответствующие границам

доверительного интервала по уровню 95%, приведены

в Приложении (табл. П1).
Большей интенсивности рассеянного исследуемыми

тканями излучения соответствуют меньшие кровенапол-

нение тканей и оксигенация крови [19,20]. В начале ФА

интенсивность рассеяния (рис. 4, верхний ряд) увели-

чивалось (+7%, p < 0.05), что могло быть следствием
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Рис. 4. Карты изменения интенсивности излучения, рассеянного внутренними структурами исследуемых тканей, относительно

исходного состояния I/I0 (верхний ряд) и СО ФПГ PPGSTD (нижний ряд).

Значения изменения интенсивности излучения, рассеянного внутренними структурами исследуемых тканей, относительно

исходного состояния тканей I/I0 и СО ФПГ PPGSTD для нескольких областей в центре и на периферии опухоли и в окружающих

тканях

Область

Период

I II III
IV V

до ФДТ в начале ФДТ в конце ФДТ

6 минут после 25 минут поcле

окончания окончания

ФДТ ФДТ

Изменение интенсивности рассеяния I/I0

Вне
1 0.995± 0.116 1.063± 0.123 1.053± 0.131 0.970± 0.108 0.941± 0.130

опухоли
2 0.997± 0.115 1.059± 0.125 1.055± 0.127 0.964± 0.105 0.913± 0.123

3 1.001± 0.115 1.064± 0.125 1.062± 0.129 0.948± 0.111 0.877± 0.136

Внутри
4 0.994± 0.115 1.035± 0.126 1.052± 0.129 0.987± 0.115 1.016± 0.138

опухоли
5 0.994± 0.115 1.044± 0.127 1.045± 0.131 0.978± 0.117 0.979± 0.140

6 0.995± 0.115 1.051± 0.127 1.046± 0.127 0.965± 0.110 0.996± 0.131

Стандартное отклонение фотоплетизмограммы PPGSTD · 10−4

Вне
1 8.20± 0.71 12.57± 5.81 11.39± 2.87 9.60± 1.27 8.09± 1.18

опухоли
2 7.67± 0.90 20.33± 2.41 23.81± 2.78 12.29± 1.43 6.29± 0.89

3 6.14± 0.96 48.55± 1.52 24.38± 1.33 11.05± 1.13 8.37± 1.20

Внутри
4 7.06± 0.82 7.76± 0.91 5.73± 0.68 5.73± 0.67 7.48± 1.08

опухоли
5 6.50± 0.76 7.53± 0.93 6.96± 0.90 6.96± 0.70 7.07± 1.05

6 5.65± 0.66 6.55± 0.87 7.38± 0.90 6.05± 0.71 4.57± 0.66

снижения оксигенации крови из-за образования высоко-

реактивного синглетного кислорода в ходе фотодинами-

ческих реакций [58]. Наибольший рост наблюдался при

окончании ФДТ на границе опухоли и здоровых тканей

и в некоторых участках внутри нее (+8%, p < 0.05).
В течение 6 минут после окончания ФДТ здоровые ткани

демонстрировали снижение интенсивности рассеяния.

При этом достигнутые значения интенсивности рассе-

яния оказались ниже таковых для исходных состояния

(−5%, p < 0.05), что может быть связано с компен-

сационными восстановительными процессами, зареги-

стрированными ранее стандартным для анализа ФДТ

методом лазерной допплеровской флоуметрии [30]. Их

относительно высокая скорость появления обусловлена

в том числе низкой плотностью мощностью излучения

ФА, и, как следствие, сравнительно малыми и частично

обратимыми изменениями тканей [30]. К 25-й минуте

тенденция сохранялась (−10%, p < 0.05). В области

опухоли в первые 6 минут также обнаружено сниже-

ние интенсивности рассеяния относительно значений в

момент окончания ФДТ (−2%, p < 0.05). При этом

после локального минимума через 6 минут обнаруже-
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но небольшое повышение интенсивности отражения до

∼ +2%. Недостижение исходных значений может быть

связано с разрушением части сосудистых структур и

невозможностью достаточной оксигенации тканей.

Параметр PPGSTD пропорционален амплитуде пуль-

совой волны и отражает изменение кровенаполнения

тканей (рис. 4, нижний ряд). До ФА значения PPGSTD

близки для участков кожи в и вне опухоли. В опухоли в

ходе ФДТ указанный параметр возрастал незначительно

(+2%, p < 0.05), при этом в окружающих опухоль

тканях изменение составило от +10 до +800% в тот

же период при p < 0.05. Такие тенденции гемодинамики

могут объясняться резким увеличением потребности

в снабжении кислородом исследуемых тканей и соот-

ветствующим увеличением кровенаполнения вследствие

повышения плотности сосудов из-за увеличения транс-

мурального давления в артериолах [47]. Ранее было

показано, что при низких значениях плотности мощно-

сти излучения ФА (1.35 J/сm2) для достижения полного

стаза поверхностных капилляров в здоровых тканях

требуется около минуты после начала облучения [30].
На основании указанного можно считать, что основной

вклад в выявленные изменения PPGSTD здоровых тка-

ней вносят не поверхностные капилляры, а активные ка-

пилляры в более глубоких слоях кожи, залегающие при

этом не глубже 0.5mm, т. е. на глубине проникновения

диагностического излучения в ткани кожи, а также более

глубоко расположенные артериолы, контроль пульсаций

которых в зеленом свете возможен в соответствии с

моделью формирования сигнала ФПГ [47,49], т. е. за счет
наличия упруго-механического взаимодействия глубоких

сосудов с дермой. Малые изменения в области опухоли

могут объясняться быстрым стазом сосудов в ней на

большую глубину, что препятствовало увеличению ее

кровенаполнения.

Представленные результаты демонстрируют потен-

циальную применимость и полезность использования

изображающей фотоплетизмографии для мониторинга

ФДТ, однако для их однозначной интерпретации с

точки зрения механизмов действия ФДТ и широкого

применения требуется преодоление ряда ограничений

предложенного метода.

Использование стеклянной пластины приводит к по-

вышению давления на исследуемую область, что может

влиять на амплитуды регистрируемой пульсовой вол-

ны [59,60]. В работах приводится теоретическое обос-

нование повышения в несколько раз амплитуды ФПГ

при приложении к исследуемому участку малых по

величине сил (порядка десятых долей N/cm2) [47,49].
Такой эффект рассматривается как способ повышения

отношения сигнал/шум в задачах дистанционного по-

лучения пространственного распределения параметров

ФПГ и успешно используется в ряде биомедицинских

приложений [29,61–63]. Однако сдавливание тканей мо-

жет привести к нарушениям их кровоснабжения и воз-

можному искажению результатов измерения. Преодоле-

ние указанного ограничения может быть осуществлено

за счет использования кросс-поляризационной схемы

подсветки и регистрации, описанной в ряде работ и

обеспечивающей повышения качества сигнала за счет

снижения вклада в регистрируемый сигнал отраженной

от верхних слоев составляющей излучения [64–66].
Определение оптимальной частоты кадров камеры,

обеспечивающей надежную регистрацию сигнала при

минимальных требованиях к вычислительной мощности

и объему памяти компьютера, также может стать одним

из направлений будущих исследований. Частота кадров

видеокамеры, используемая в настоящем исследовании,

позволила получить данные (Приложение, рис. П1),
сопоставимые по качеству с сигналами и их фурье-

спектрами, представленными в других работах [52,67].
Выбранный диапазон спектра излучения подсветки

повышает отношение сигнал/шум регистрируемого сиг-

нала относительно результатов, полученных в красной

и синей областях, как было упомянуто выше [43–45],
и широко используется в схемах дистанционной реги-

страции ФПГ [24,25,50]. Однако глубина проникновения,

а значит, и диагностический объем при таком подходе

меньше, чем при использовании инфракрасной области

спектра [40,42]. Кроме того, в зеленой области спек-

тра находятся пики поглощения радахлорина — рас-

пространенного фотосенсибилизатора, использованного

в настоящем исследовании. Для преодоления указанного

ограничения может применяться объединение ближнего

инфракрасного и зеленого диапазонов, уже показавшее

значимое повышение отношения сигнал/шум регистри-

руемого сигнала и точности определения параметров

тканей на его основе [67–69].
В ходе оптимизации отдельных составляющих стенда

необходимо оценить точность и повторяемость обес-

печиваемых ими измерений, при этом интерес пред-

ставляет совместный анализ регистрируемых данных

и результатов гистологического исследования тканей

аналогично [70], и увеличение количества исследуемых

животных.

Предложенный подход позволил оценить отдельные

параметры микроциркуляции крови в ходе ФДТ впервые

одновременно в опухоли и в окружающих здоровых

тканях и имеет значительные перспективы развития

при учете указанных выше ограничений. Предложенные

типы карт могут применяться для визуализации и опи-

сания относительного изменения оксигенации и крове-

наполнения тканей, важных для оценки эффективности

ФДТ [54]. Их единовременное получение и совместный

анализ даст дополнительные возможности для иссле-

дования механизмов фотодинамического воздействия на

микроциркуляции. Выбор предпочтительного типа карт

предлагается осуществлять в соответствии с конкретной

биомедицинской задачей. В дальнейшем представляется

полезным их использование для анализа режимов ФА с

точки зрения взаимовлияния тканей опухоли и ее окру-

жения при различной динамике истощения активных

форм кислорода в импульсном и непрерывном режи-

мах ФА. Планируется оценить реакцию поверхностных
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сосудов в опухоли и сравнить с таковой в здоровых

тканях при разных режимах ФА. Также представля-

ет интерес мультимодальное исследование параметров

микроциркуляции крови в ходе ФДТ с помощью пред-

ложенного метода и лазерной допплеровской флоумет-

рии, флуоресцентной и спекл-контрастной визуализации

и т. д. [30,62]. Конечной целью таких исследований явля-

ется создание устройства, а также определение диагно-

стических параметров и количественных критериев для

оценки эффективности ФДТ. Такое устройство необходи-

мо при мониторинге эффективности терапии не только

онкологических заболеваний, но и некоторых болезней

в урологии [71], офтальмологии [72], стоматологии [73],
дерматологии [74] и пр.

Заключение

В настоящем исследовании описаны эксперименталь-

ный стенд, протокол измерений и алгоритм обработ-

ки данных для визуализации и количественной оцен-

ки пространственного распределения параметров ФПГ,

связанных с отдельными параметрами микроциркуляции

крови в ходе ФДТ. Предложенный подход позволил

одновременно в опухоли и в окружающих здоровых

тканях картировать и проводить анализ изменений от-

дельных параметров микроциркуляции крови во время

фотодинамического воздействия и в период восстанов-

ления тканей. Показана возможность определения про-

странственного распределения СО ФПГ и изменений

интенсивности рассеяния, обеспечивающих относитель-

ную оценку изменения кровенаполнения и оксигенации

тканей. Разработанный стенд отличается простотой тех-

нической реализации, неинвазивностью и устойчивостью

к изменению условий проведения съемки, что делает его

подходящим диагностическим инструментом для многих

клинических операций. Возможность проведения иссле-

дования непосредственно в ходе ФДТ будет способство-

вать получению новых данных о влиянии фотодинами-

ческих реакций на гемодинамику, а также разработке

новых протоколов интраоперационного контроля эф-

фективности ФДТ. Описаны ограничения предложенного

подхода и пути их преодоления, потенциально способ-

ные обеспечивать повышение точности измерений.

Соблюдение этических стандартов

Экспериментальные исследования одобрены комис-

сией по биоэтике ФГБОУ ВО
”
Первый Санкт-

Петербургский государственный медицинский универ-

ситет им. академика И.П. Павлова“ Минздрава России

и выполнялись в соответствии с директивой ЕС (The
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нию этических принципов в работе с лабораторными

животными.
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V. Blazek, H.J. Schmitt. Biomed. Opt. Expr., 7 (7), 2469–2474
(2016). DOI: 10.1364/BOE.7.002469

[66] S. Guler, O. Ozturk, A. Golparvar, H. Dogan, M.K. Yapici.

Phys. Eng. Sci. Med., 45 (4), 1317–1323 (2022).
DOI: 10.1007/S13246-022-01175-7/TABLES/1

[67] A. Trumpp, J. Lohr, D. Wedekind, M. Schmidt, M. Burghardt,

A.R. Heller, H. Malberg, S. Zaunseder. Biomed. Eng. Online,

17 (1), 1–19 (2018).
DOI: 10.1186/S12938-018-0467-7/FIGURES/9

[68] A. Moс̧o, W. Verkruysse. J. Clin. Monit. Comput., 35 (1),
123–133 (2021). DOI: 10.1007/S10877-019-00449-Y
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Приложение

Таблица П1. Значения изменения интенсивности излучения, рассеянного внутренними структурами исследуемых тканей,

относительно исходного состояния тканей I/I0 и СО ФПГ PPGSTD для нескольких областей в центре и на периферии опухоли

и в окружающих тканях; приведены среднее значение и верхняя и нижняя граница доверительного интервала (95%) в пределах

области

Область

Период

I II III
IV V

до ФДТ в начале ФДТ в конце ФДТ

6 минут после 25 минут после

окончания окончания

ФДТ ФДТ

Изменение интенсивности рассеяния I/I0

Вне

1
0.995

0.995

1.062

1.062

1.052

1.052

0.989

0.989

0.95849

0.9581

опухоли

12

10

83

70

53

30

64

40

43

80

0.995 1.062 1.052 0.989 0.9588

14 96 77 88 08

2
0.996

0.996

1.058

1.058

1.054

1.054

0.964

0.964

0.91327

0.9129

66

63

62

52

83

64

43

15

7

25

0.996 1.058 1.054 0.964 0.9136

68 73 93 71 29

3
1.000

1.000

1.064

1.064

1.062

1.061

0.947

0.947

0.87655

0.8761

52

48

33

22

05

73

52

18

5

22

1.000 1.064 1.062 0.947 0.8769

56 44 97 86 8

Внутри

4
0.994

0.994

1.035

1.034

1.052

1.052

0.987

0.986

1.01649

1.0160

опухоли

07

05

13

90

38

09

31

90

9

47

0.994 1.035 1.052 0.987 1.0169

09 36 67 72 51

5
0.993

0.993

1.043

1.043

1.044

1.044

0.977

0.977

0.97945

0.9787

85

82

55

35

54

13

88

23

3

46

0.993 1.043 1.044 0.978 0.9801

88 74 84 23 59

6
0.994

0.994

1.051

1.050

1.046

1.045

0.965

0.964

0.99599

0.9957

76

73

09

90

24

98

17

92

6

22

0.994 1.051 1.046 0.965 0.9962

79 29 50 42 69

Стандартное отклонение фотоплетизмограммы PPGSTD · 10−4

Вне

1 8.20
8.18

12.57
12.51

11.39
11.35

9.60
9.56

8.09
8.08

опухоли

8.22 12.63 11.42 9.63 8.10

2 7.67
7.65

20.33
20.26

23.81
23.75

12.29
12.26

6.29
6.26

7.69 20.39 23.88 12.32 6.31

3 6.14
6.13

48.55
48.49

24.38
24.34

11.05
11.03

8.37
8.37

6.15 48.62 24.42 11.07 8.38

Внутри

4 7.06
7.04

7.76
7.74

5.73
5.70

5.73
5.70

7.48
7.47

опухоли

7.08 7.79 5.75 5.75 7/50

5 6.50
6.49

7.53
7.47

6.96
6.89

6.96
6.89

7.07
7.06

6.52 7.58 7.03 7.03 7.09

6 5.65
5.64

6.55
6.49

7.38
7.34

6.05
6.03

4.57
4.57

5.66 6.62 7.42 6.07 4.58
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Рис. П1. Примеры зарегистрированного сигнала (верхняя панель), ФПГ (средняя панель) и фурье-спектра ФПГ (нижняя панель),
полученных для области 4 в период III (в конце ФА).
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