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Оптическая диффузионная спектроскопия (ОДС) — быстро развивающийся неинвазивный метод оптической диагностики 
тканей, в основе которого лежит зондирование объекта исследования оптическим излучением видимого и(или) ближнего ин-
фракрасного диапазона длин волн и регистрация диффузно-рассеянного тканью света. Из полученного с помощью ОДС сиг-
нала можно извлечь обширную информацию о биохимическом составе тканей благодаря наличию в них поглощающих свет 
соединений — хромофоров. На сегодняшний день ОДС широко применяется для регистрации основных хромофоров, таких как 
дезоксигенированный (Hb) и оксигенированный (HbO2) гемоглобин, вода, липиды и меланин. Содержание Hb и HbO2 в биотканях 
представляет большой интерес для клинических исследований, так как с их помощью можно оценить оксигенацию и выявить 
гипоксию. Однако также в биотканях присутствуют менее освещенные в литературе хромофоры — неосновные, которые тоже 
вносят вклад в спектр поглощения: различные глобины (метгемоглобин, карбоксигемоглобин, миоглобин и др.), а также ци-
тохромы и цитохром-c-оксидаза. Регистрация неосновных хромофоров с помощью ОДС затруднена тем, что их вклад в погло-
щение существенно ниже основных поглотителей, а их парциальные спектры слабо изучены. Однако совместный мониторинг 
основных и неосновных хромофоров позволит одновременно проводить исследование метаболических процессов в сосудистых, 
внутриклеточных и митохондриальных компартментах тканей и тем самым существенно расширить область применения ОДС. 
В обзоре проведен анализ литературных источников, содержащих информацию об исследовании неосновных хромофоров био-
ткани методом ОДС, рассмотрены основные хромофоры и возможность совместной регистрации основных и неосновных хро-
мофоров методом ОДС.
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Diffuse optical spectroscopy (DOS) is a rapidly advancing non-invasive diagnostic technique to investigate biological tissue, 
based on probing the target object with optical radiation in the visible and/or near-infrared wavelength range and detecting the diffusely 
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scattered light from the tissue. The signals obtained through DOS provide extensive information about the biochemical composition of 
tissues due to the presence of light-absorbing compounds known as chromophores. To date, DOS is widely employed to detect major 
chromophores such as deoxygenated (Hb) and oxygenated (HbO2) hemoglobin, water, lipids, and melanin. The concentrations of Hb 
and HbO2 in biological tissues are highly significant in clinical research, as they offer valuable insights into tissue oxygenation status 
and enable the detection of hypoxia. However, biological tissues also contain less-studied chromophores — minor chromophores — 
which also contribute to the overall absorption spectrum. These include various globins, such as methemoglobin, carboxyhemoglobin, 
and myoglobin, as well as cytochromes and cytochrome c oxidase. Identifying minor chromophores using DOS is challenging due to 
their relatively low absorption contributions compared to major chromophores, as well as the limited understanding of their specific 
absorption spectra. Nevertheless, the simultaneous detection of both major and minor chromophores could provide a comprehensive 
understanding of metabolic processes within vascular, intracellular, and mitochondrial compartments of tissues. This would substantially 
expand the potential applications of DOS in both research and clinical studies. In this review we examine literature sources that explore 
the investigation of minor chromophores in biological tissues by DOS, discuss the role of major chromophores, and evaluate the potential 
for simultaneous detection of both major and minor chromophores with DOS.

Key words: diffuse optical spectroscopy; diffuse reflectance spectroscopy; chromophores; tissue optics; oxygenation; methemoglobin; 
carboxyhemoglobin; myoglobin; cytochromes; cytochrome oxidase.

Введение

На сегодняшний день оптические методы изме-
рения физиологических показателей биологических 
тканей пользуются большой популярностью в фунда-
ментальных и клинических исследованиях благодаря 
неинвазивности, относительно низкой стоимости и 
компактности аппаратуры, а также высокой информа-
тивности. Состав тканей может быть определен оп-
тическими спектроскопическими методами, основан-
ными на комбинационном рассеянии (рамановская 
спектроскопия) [1] и упругом рассеянии (оптические 
диффузионные методы) [2, 3], а также флуоресцент-
ными методами [4]. В рамановской спектроскопии и 
флуоресцентных методах уровень регистрируемого 
сигнала довольно низкий, что ограничивает глубину 
исследования при использовании этих подходов, в то 
время как в оптических диффузионных методах уро-
вень сигнала и, соответственно, глубина исследова-
ния гораздо выше.

Оптическая диффузионная спектроскопия 
(ОДС) — неинвазивный метод диагностики, позво-
ляющий производить мониторинг биохимического 
состояния тканей. ОДС широко применяется для 
исследования гемодинамики мозга (fNIRS) [5, 6], ди-
агностики и мониторинга злокачественных опухолей 
[7–10] и их микроокружения [11], оценки тяжести 
рубца и ответа келоида на терапию [12], для ранней 
диагностики пролежней [13], оценки состояния ожого-
вой раны [14] и др., а также для решения задач, не 
связанных с биомедицинской диагностикой (напри-
мер, для оценки свежести мяса [15], исследования 
почвы [16] и т.д.). В основе данного метода лежит 
зондирование объекта широкополосным излучением 
оптического и(или) ближнего инфракрасного диапа-
зона длин волн, регистрация диффузно рассеянно-
го тканью света и решение обратной задачи — вос-
становление концентраций хромофоров ткани [17, 
18]. Регистрируемый с помощью ОДС сигнал несет 
информацию о рассеянии, связанном с микрострук-
турой ткани, и поглощении, связанном с ее биохими-

ческим составом [19]. Восстановление концентраций 
различных хромофоров возможно благодаря тому, 
что их парциальные спектры поглощения различны.

На точность реконструкции концентраций хромо-
форов влияет множество факторов. Так, например, 
трудно разделить хромофоры с близкими спектрами 
поглощения (как, например, спектры гемоглобина и 
миоглобина); отделить поглощение хромофора, да-
ющего малый вклад в регистрируемый сигнал, на 
фоне хромофора с высоким показателем поглоще-
ния. Традиционно используемые для реконструкции 
модели распространения света в тканях, основанные 
на решении уравнения переноса излучения в диф-
фузионном приближении, имеют существенные ог-
раничения для близко расположенных источника и 
детектора и(или) высокого показателя поглощения, 
что приводит к необходимости использования уточ-
ненных моделей. Литературные данные о спектрах 
поглощения разных хромофоров также могут иметь 
значительный разброс, что снижает точность рекон-
струкции. В связи с этим исследователи чаще всего 
ограничиваются лишь основными хромофорами в 
решении обратной задачи ОДС — окси- и дезоксиге-
моглобином (HbO2 и Hb), поскольку они вносят наи-
больший вклад в поглощение света. Однако данные 
о концентрации этих хромофоров уже позволяют 
решать множество различных задач, включая ис-
следование степени оксигенации тканей и крове-
наполнение. Реже встречаются работы, в которых 
оценивается содержание воды для исследования 
отека [20] и меланина для диагностики меланомы 
[21]. Изучение концентраций неосновных хромофо-
ров, таких как метгемоглобин (MetHb), миоглобин, 
карбоксигемоглобин (HbCO), цитохромы и цитохром-
с-оксидаза, методом ОДС в литературе встречается 
гораздо реже, хотя данные о содержании этих хромо-
форов могут быть не менее важными для решения 
множества медико-биологических задач. Сложность 
оценки содержания неосновных хромофоров в тка-
ни связана с незначительным вкладом в поглощение 
из-за низкой концентрации. Для их учета требуются 
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высокочувствительные измерения спектра диффуз-
ного отражения тканей предпочтительно в широком 
диапазоне длин волн, а также включение этих хромо-
форов в модели диффузного рассеяния. Кроме того, 
данные о парциальных спектрах поглощения этих 
хромофоров часто очень ограничены по точности и 
диапазону длин волн, в которых проводились лабо-
раторные измерения.

В данной статье проанализированы литературные 
источники, содержащие информацию о неосновных 
хромофорах биотканей. Кроме того, в обзор были 
включены данные об основных хромофорах биотка-
ней (вода, липиды, меланин и гемоглобин), а также 
о возможности их совместного исследования с неос-
новными хромофорами. Особое внимание уделено 
статьям, в которых рассматривается измерение кон-
центрации неосновных хромофоров методом ОДС. 
Даны также краткие сведения о технологии ОДС в 
перспективе использования регистрации неосновных 
хромофоров.

Поиск литературы проводили в базах PubMed, 
Scopus, РИНЦ по ключевым словам: absorption, 
bilirubin, chromophores, cytochrome c, diffuse 
reflectance spectroscopy, melanin, methemoglobin, 
near-infrared spectroscopy, oxygen saturation, 
scattering, гемоглобин, меланин, метгемоглобин, 
мио глобин, оксигенация, оптическая диффузионная 
спектроскопия, спектр поглощения, цитохромы, ци-
тохром-с-оксидаза.

Диагностика биотканей методом оптической 
диффузионной спектроскопии

Для ОДС используются различные конфигурации 
источников, облучающих ткань, и детекторов, ре-
гистрирующих диффузно рассеянное тканью излу-
чение. Эти детекторы могут быть расположены «на 
просвет», «на отражение» или иметь круговую кон-
фигурацию. Просветная или круговая конфигурация 
обычно применяется для определенных локализа-
ций, в которых проводится исследование (например, 
молочная железа [22], суставы рук [23], ступней [24] 
и др.). Такая конфигурация позволяет «собирать» 
данные о поглощении тканей с большого объема, 
включая глубоко расположенные ткани, такие как 
опухоли и суставы. Большую глубину проникновения 
света (до нескольких сантиметров) может обеспечить 
лишь терапевтическое окно прозрачности тканей 
(700–1000 нм), в котором поглощение тканей мини-
мально. Однако в данном диапазоне количество хро-
мофоров тканей, вносящих существенный вклад в 
поглощение, ограничено преимущественно гемогло-
бином, водой и липидами. Поглощение неосновных 
хромофоров довольно сложно выделить из-за их ма-
лого вклада в поглощение и отсутствия выраженных 
пиков в спектре.

В системах для ОДС в отражательной конфигу-
рации (спектроскопия диффузного отражения, dif-

fuse reflectance spectroscopy) чаще всего использу-
ется контактный оптоволоконный зонд, имеющий 
одно излучающее и одно регистрирующее волокно 
(рис. 1). Расстояние между источником и детекто-
ром можно варьировать в зависимости от уровня 
сигнала и желаемой глубины исследования. Так, 
при ОДС-исследовании с использованием видимого 
диапазона длин волн расстояние между источником 
и детектором составляет не более 5 мм из-за силь-
ного затухания света в ткани. Тем не менее именно 
видимый диапазон длин волн наиболее интересен 
с точки зрения регистрации неосновных тканевых 
хромофоров. Могут применяться и более сложные 
конфигурации с использованием нескольких источ-
ников и детекторов для получения спектроскопи-
ческих данных на разных глубинах [25] или умень-
шения влияния аппаратных функций на результат 
измерений (рациометрический подход, метод само-
калибровки [19, 26]).

При исследовании биотканей методом ОДС про-
водится регистрация многократно рассеянной диф-
фузной компоненты света. Ослабление данной 
компоненты в зависимости от расстояния источник–
детектор r происходит преимущественно по экспо-
ненциальному закону с коэффициентом экстинкции 
µeff, который определяется коэффициентами погло-
щения µa и транспортного рассеяния µ’s следующим 
образом:

,μ 3μ (μ μ ).eff a a s                              (1)

Наиболее распространенной аналитической мо-
делью диффузно рассеянного света является 
решение уравнения переноса излучения в диф-
фузионном приближении для полубесконечной од-
нородно рассеивающей и поглощающей среды с 
учетом направленности источника излучения [27]. 
Существуют также уточненные модели, учитываю-
щие, например, диаграмму приема волокна детек-
тора [28] или особенности формы индикатрисы рас-
сеяния [29], что важно, когда источник и детектор 
пространственно перекрываются.

Источник  
излучения

Область 
чувствительности

Детектор

Щуп

Рис. 1. Оптическая диффузионная спектроскопия в 
отражательной конфигурации
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Коэффициент экстинкции для однородно рассе-
ивающей и поглощающей ткани можно оценить, из-
мерив интенсивность диффузно рассеянного света 
на двух расстояниях источник–детектор. Допустимо 
использовать измерения с одним расстоянием источ-
ник–детектор, однако при этом требуется калибровка 
системы ОДС на модельной среде (фантомах био-
ткани).

Коэффициент поглощения µa, входящий в коэф-
фициент экстинкции (1), можно рассматривать как 
взвешенную сумму спектров поглощения эндогенных 
хромофоров исследуемой ткани [30]:

a i iCμ (λ) μ (λ)i
a=∑ ,                           (2)

где Ci — концентрация i-го хромофора, а µ i
a(λ) — по-

казатель поглощения i-го хромофора на заданной 
длине волны λ. Из формулы (2) следует, что макси-
мальное число хромофоров, которое может быть 
восстановлено из ОДС-измерений, соответствует 
числу спектральных линий, на которых производится 
измерение. Однако даже большое количество спек-
тральных линий в ОДС, реализуемых с использова-
нием широкополосного излучения и спектрометра, 
не гарантирует восстановления большого количества 
хромофоров. Одной из причин этого ограничения яв-
ляется то, что величина диффузного рассеяния зави-
сит как от коэффициента поглощения, так и от коэф-
фициента рассеяния, спектр которого неизвестен.

Аппаратное разделение показателей рассея-
ния и поглощения возможно временными метода-
ми (модуляционный или времяпролетный) [31–33]. 
Временные методы широко применяются для боль-
ших расстояний источник–детектор (несколько 
сантиметров), где при пролете между источником 
и детектором фотон в результате многократных 
актов рассеяния успевает пройти достаточное рас-
стояние, чтобы измерить его временную задержку. 
Однако для видимого диапазона длин волн, где рас-
стояние источник–детектор мало, необходимо ис-
пользовать очень высокую частоту модуляции (не-
сколько гигагерц), что технически слишком сложно 
реализовать.

Метод SFDI (spatial frequency domain imaging) 
представляет собой более перспективный подход 
для разделения коэффициентов поглощения µa и 
µ’s в видимом диапазоне длин волн. Однако, как и 
в случае с временным подходом, для его реализа-
ции необходимо большое количество источников 
излучения на разных длинах волн, а также конфи-
гуратор изображений (как правило, специализиро-
ванная матрица DLP — digital light processing). Это 
делает метод технически сложным, дорогостоящим 
и требующим значительного времени измерений 
(на каждой длине волны необходимо получить как 
минимум три изображения для каждой пространст-
венной частоты).

Чаще всего спектр рассеяния для решения обрат-
ной задачи ОДС либо берется из литературных дан-

ных исходя из типа исследуемой ткани, либо параме-
тризуется небольшим числом параметров, учитывая 
его монотонный спад с увеличением длины волны. 
Так, наиболее полная параметрическая формула 
для спектра показателя транспортного рассеяния 
включает две компоненты — рэлеевскую, имеющую 
зависимость 4-й степени от длины волны, описываю-
щую рассеяние на частицах меньше длины волны, и 
компоненту, характеризующую рассеяние на крупных 
частицах со степенным показателем b<4 [18, 34], ко-
торый зависит от среднего размера этих частиц:

4– –
λ λ

μ (λ) (1– ) ,
λ λ

b

s
, a f f

    
     
        0 0

                 (3)

где a — это приведенный коэффициент рассеяния 
при λ0=500 нм, f — доля рэлеевского рассеяния. 
Предполагается, что рэлеевское рассеяние доми-
нирует в видимом оптическом диапазоне, тогда как 
рассеяние Ми (рассеяние на крупных частицах) пре-
обладает в ближнем инфракрасном (ИК) диапазоне 
[19]. Так, для видимого диапазона длин волн часто 
используется только рэлеевская компонента рас-
сеяния, в то время как для ближнего ИК-диапазона 
в качестве спектра рассеяния может применяться 
либо константа, либо слабая зависимость от длины 
волны.

Отметим, что при реализации метода ОДС с по-
мощью широкополосного излучения и спектрометра 
для учета большего количества хромофоров пред-
почтительно использовать как можно более широкий 
спектр регистрации, потому что чем больше пиков 
поглощения разных хромофоров попадет в регистри-
руемый спектр ОДС, тем точнее удастся определить 
их концентрации. На практике спектральная полоса 
исследования ОДС обычно ограничена диапазоном 
450–1000 нм. В области коротковолнового излучения 
ограничение связано с высоким поглощением таких 
хромофоров, как меланин и гемоглобин, а область 
длинноволнового излучения ограничена чувствитель-
ностью кремниевых детекторов. Для регистрации из-
лучения в диапазоне NIR-II используются спектроме-
тры с другим типом матрицы, обычно InGaAs. Такие 
системы стоят дороже, однако позволяют получать 
более достоверную информацию о концентрациях 
липидов и воды [35].

Таким образом, обратную задачу ОДС — восста-
новление концентраций хромофоров Ci по измерен-
ному диффузному спектру — можно решать совмес-
тно с определением параметров спектра рассеяния 
a, f, b, входящих в формулу (3) [36]. Данный подход 
является наиболее простым для оценки концентра-
ций неосновных хромофоров в широком диапазо-
не длин волн (видимый — ближний ИК-диапазон). 
Применение технологии SFDI позволит повысить 
точность измерений путем независимой оценки µa 
и µ’s на разных длинах волн, однако данный метод 
сложнее технически реализовать.

Исследование неосновных хромофоров биотканей методом оптической диффузионной спектроскопии

µ i
a
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Хромофоры биотканей

В тканях человека и животных существует мно-
жество различных поглощающих свет хромофоров 
[37–70]. К наиболее изученным относят Hb и HbO2, а 
также воду и липиды [37, 38]. В видимом и ближнем 
инфракрасном диапазоне длин волн, где проводят-
ся ОДС-измерения, данные хромофоры вносят наи-

больший вклад в поглощение света (см. формулу (2)) 
и, соответственно, хорошо регистрируются с помо-
щью ОДС (см. таблицу).

Спектры ДНК и большинства полипептидов на-
ходятся преимущественно в ультрафиолетовой об-
ласти. В частности, в ультрафиолетовом диапазоне 
поглощают ароматические аминокислоты — трипто-
фан, тирозин и в меньшей степени — фенилаланин, 

Эндогенные хромофоры биотканей: пики поглощения, биологическая роль и приложения в исследованиях, 
выполненных с помощью оптической диффузионной спектроскопии (ОДС)

Хромофор Пики поглощения, нм Биологическая роль Известные приложения в ОДС-исследованиях
Основные хромофоры

Гемоглобин 
(оксигенирован-
ный — HbO2, 
дезоксигениро-
ванный — Hb)

Hb: 274, 436, 556, 
758, 934, 1160, 1540 
[40]
HbO2: 276, 342, 414, 
542, 576, 938, 1511 
[40]

Гемоглобин — основной белок крови, отвеча-
ющий за транспорт кислорода. Гемоглобин, 
насыщенный кислородом — оксигемоглобин 
(HbO2), ненасыщенный — дезоксигемоглобин 
(Hb). HbO2 и Hb — два основных хромофора 
крови. Молекула гемоглобина состоит из че-
тырех полипептидных цепей и четырех гемов. 
Гем — комплекс протопорфирина IX с атомом 
железа Fe2+. Порфириновое кольцо в составе 
гема содержит большое количество сопряжен-
ных двойных связей, что позволяет молекуле 
поглощать свет в видимой части спектра

Определение степени оксигенации крови 
(StO2=HbO2/THb) и общей концентрации гемо-
глобина (THb=HbO2+Hb) является наиболее 
частым приложением оптических диффузионных 
методов [30]
Полученные методом ОДС показатели StO2  
и THb используют для оценки гипоксии тканей 
[37] и ангиогенеза опухоли [41]
Метод ОДС применяют для мониторинга StO2 
опухолевых тканей, что было продемонстрирова-
но в ходе химиотерапии [8], лучевой терапии [11] 
и фотодинамической терапии [42]

Вода 972, 1192, 1453, 1930 
[43, 44]

Вода — основная среда для реакций метабо-
лизма, участвует в гидролизе и окислительно-
восстановительных реакциях, образует гид-
ратные оболочки вокруг крупных биомолекул 
(связанная вода). Связанная вода необходима 
для стабилизации внутриклеточных макромо-
лекул и мембраны. Повышение содержания 
воды в дерме и гиподерме свидетельствует  
о наличии отека

Злокачественные образования молочной железы 
содержат больше воды и меньше липидов,  
что позволяет использовать соотношение вода/
липиды для определения края резекции с помо-
щью ОДС в ближнем ИК-диапазоне [9]
В опухолевых тканях повышено содержание свя-
занной воды, что позволяет различать здоровые 
и опухолевые ткани с помощью ОДС в VIS-NIR-
диапазоне [45]
Методом ОДС в диапазоне 400–1000 нм с ша-
гом 0,5 мм производился мониторинг динамики 
оте ка [46]

Липиды 760, 930, 1040, 1211, 
1392, 1413 [47]

В большом количестве содержатся в жировых 
тканях, таких как подкожная жировая ткань  
и висцеральная жировая ткань, окружающая 
органы. Главный компонент клеточной мем-
браны

Применение соотношения вода/липиды для опре-
деления края резекции опухоли, а также  
для выявления доброкачественных новообра-
зований и кист с помощью ОДС в ближнем 
ИК-диапазоне [48]

Меланин 335, монотонный 
спад µa с увеличе-
нием длины волны 
[49]

Эндогенный пигмент. Играет большую роль 
в гомеостазе кожи, обеспечивая поглощение 
вредного ультрафиолетового излучения в 
диапазоне от 320 до 400 нм

Применение метода ОДС in vivo для количест-
венной оценки содержания меланина в тканях  
с целью диагностики меланомы [50–52]

Неосновные хромофоры
Билирубин 453, 467 [53, 54] Неконъюгированный (свободный) билирубин 

образуется при распаде гемоглобина  
в результате гемолиза эритроцитов в селе-
зенке. Свободный билирубин переносится 
кровотоком в печень в виде комплекса с альбу-
мином. В гепатоцитах печени преобразуется  
в связанный билирубин — компонент желчи

В диапазоне 400–700 нм исследовали содержа-
ние билирубина, HbO2 и Hb, а также показатель 
оксигенации крови у новорожденных с гестацион-
ным сроком от 28 до 40 нед [55]
Включение желчи в модель реконструкции по-
зволило существенно уменьшить невязку между 
модельным и измеренным спектрами поглоще-
ния здоровых тканей печени [43]

К.А. Былинская, В.В. Перекатова, И.В. Турчин
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Хромофор Пики поглощения, нм Биологическая роль Известные приложения в ОДС-исследованиях
Методом ОДС было установлено, что опухо-
левые ткани печени содержат в 5 раз меньше 
желчи, чем здоровые ткани [43]

Карбамино-
гемоглобин 
(HbCO2)

HbCO2 –— форма гемоглобина, связанная с 
диоксидом углерода CO2 через α-аминогруппы 
каждой из четырех белковых цепей глобина

Спектры поглощения HbCO2 и Hb очень близки 
и практически накладываются друг на друга. 
В связи с этим концентрацию HbCO2 в тканях 
трудно определить неинвазивными оптическими 
методами

Карбоксигемо-
глобин (HbCO)

538, 569 [56] Образуется при связывании молекулы гемо-
глобина с оксидом углерода. Уровень HbCO в 
крови возрастает при воздействии монооксида 
углерода (CO). Насыщение крови HbCO явля-
ется важным физиологическим показателем 
при отравлении угарным газом

Реконструкция HbCO в ОДС-исследованиях 
крайне сложна, так как спектр поглощения HbCO 
подробно не изучен
Всего обнаружено два пика в видимой области, 
близких к пикам поглощения HbO2 и MbO2

Коллаген 930, 1050, 1200, 
1500, 1700 [57]

Структурный гликопротеин в организме 
животных, имеет фибриллярную структуру. 
Коллаген является основным компонентом 
соединительной ткани, составляет основу для 
сухожилий, хрящей, костной ткани и т.д.

Исследование содержания коллагена в хрящах 
ex vivo методом ОДС в диапазоне SWIR-II 
(2,1–2,4 мкм) [58]
В диапазоне 635–1060 нм при исследовании 
молочной железы было показано, что высокий 
уровень коллагена коррелирует с плотностью 
тканей и, соответственно, с риском развития рака 
молочной железы [59]

Метгемоглобин 
(MetHb)

405, 500, 631 [60] Дисфункциональная форма гемоглобина, 
в которой двухвалентный ион железа Fe2+ 

заменяется трехвалентным Fe3+, не способна 
связывать кислород и переносить кислород  
к тканям. Повышение концентрации MetHb  
в крови приводит к цианозу, гипоксии тканей  
и метгемоглобинемии, несмотря на возможный 
нормальный уровень общего гемоглобина  
[61, 62]

Учет MetHb в модели реконструкции значимо 
уменьшил невязку между модельным и изме-
ренным спектрами поглощения тканей молочной 
железы [63]
С помощью ОДС в VIS-NIR-диапазоне (400– 
1000 нм) с шагом 10 нм зарегистрировано повы-
шение концентрации MetHb в результате измене-
ния гемодинамики кожи во время ожога [14]

Метмиогемо-
глобин

504, 633 [64] Окисленная форма миоглобина Методом ОДС проводят оценку соотношения 
метмиоглобина и оксигенации мяса свинины  
и говядины для оценки качества продукта [15]

Миоглобин 
(оксигенирован-
ный — MbO2, 
дезоксигениро-
ванный — Mb)

Mb: 561 [56]
MbO2: 554, 584 [56]

Кислород- и железосвязывающий белок мышц. 
В отличие от гемоглобина, содержит только 
один гем и единственную полипептидную цепь. 
Миоглобин обратимо связывает кислород  
и способствует диффузии кислорода из крове-
носных капилляров в митохондрии мышц

В исследовании методом ОДС в видимом  
и ближнем ИК-диапазоне (540–800 нм) ввели по-
казатель мышечной оксигенации, учитывающий 
содержание MbO2 и Mb в крови [65]

Цитохром c  
в восста-
новленном 
(redCyto c)  
и окисленном 
(oxCyto c) виде

redCyto c: 414, 519, 
550 [66]
oxCyto c: 408, 530 
[66]

Цитохром c — важный компонент дыхательной 
цепи митохондрий. Из-за того, что цитохром c 
подвержен как окислению (oxCyto c), так  
и восстановлению (redCyto c), он может нести 
информацию об уровне митохондриальной 
оксигенации [37]

Исследования цитохрома c методом ОДС в ли-
тературе широко не освещены из-за наложения 
спектров поглощения цитохрома и гемоглобина
В исследовании методом ОДС [67] было обнару-
жено оптическое «окно» от 540 до 585 нм, позво-
лившее регистрировать миоглобин и цитохром c 
без помех со стороны HbO2 и Hb

Цитохром-с-ок-
сидаза  
в восста-
новленном 
(redCCO) и 
окисленном 
(oxCCO) виде

redCCO: 446, 616 [68]
oxCCO: 421, 600 [68]

Цитохром-с-оксидаза — конечный комплекс 
дыхательной цепи митохондрий, катализирует 
перенос электронов от цитохрома c к молеку-
лярному кислороду, восстанавливая последний 
до воды. Может находиться в окисленном и 
восстановленном состояниях (oxCCO/redCCO)

Учет цитохрома-c-оксидазы в модели распро-
странения света в тканях повысил качество ре-
конструкции других хромофоров [69]
В диапазоне от 650 до 100 нм проведен совмест-
ный мониторинг общего гемоглобина, HbO2 и Hb, 
а также oxCCO и redCCO в мы шеч ных тканях мо-
дельных животных при отравлении цианидом [70]

Окончание таблицы

Исследование неосновных хромофоров биотканей методом оптической диффузионной спектроскопии
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в результате чего большинство белков поглощают 
свет с длиной волны 280 нм [39]. Таким образом, ДНК 
и полипептиды не вносят существенного вклада в по-
глощение и не регистрируются с помощью ОДС в ви-
димом и ближнем ИК-диапазонах.

На рис. 2 представлены спектры основных (HbO2, 
Hb, воды, меланина, липидов) и некоторых неоснов-
ных (цитохрома-с-оксидазы, цитохрома с) хромофо-
ров. Как видно из рисунка, спектры поглощения этих 
хромофоров различны, что делает потенциально 
возможным оценку их концентраций по измеренному 
с помощью ОДС спектру диффузного рассеяния тка-
ни [13].

Основные хромофоры биологических тканей

Вода. Вода является одним из наиболее распро-
страненных биологических веществ в организме, 
участвует в гидролизе и окислительно-восстанови-
тельных реакциях. Вода составляет от 60 до 80% 
массы живой клетки и относится к основным хромо-
форам биоткани. В видимом диапазоне длин волн ко-
эффициент поглощения воды незначителен, однако 
в ближней ИК-области спектра вода имеет несколько 
пиков поглощения [7] (см. рис. 2). Соотношение воды 
и липидов при раке молочной железы может предо-
ставить важную информацию о структуре опухоли. 
Например, было отмечено, что злокачественные об-
разования молочной железы содержат больше воды, 
но меньше липидов, чем нормальная ткань [71]. 
В исследовании D. Veluponnar и соавт. [9] показано, 
что поглощение в области ближнего ИК-диапазона, 
связанное с соотношением жира и воды в ткани, дает 
возможность применять ОДС для оценки края резек-
ции во время операции при раке молочной железы.

Другим приложением ОДС является оценка свя-
занной и свободной воды в тканях. Связанная вода, 
образующая за счет сил электростатического при-
тяжения гидратные оболочки вокруг биополимеров 
[72], необходима для стабилизации внутриклеточных 
макромолекул и мембраны, а также для диффузии 
веществ через мембрану. Фракция связанной воды 
вносит небольшие изменения в форму спектра по-
глощения воды внутри тканей (рис. 3), сдвигая мак-
симум поглощения воды на несколько нанометров 
[73]. Данный аспект был использован для диффе-

меланин
вода
липиды
HbO2
Hb
redCCO
oxCCO
redCyto c
oxCyto c
билирубин

λ, нм

µ a
, с

м–1

Рис. 2. Спектры показателей поглощения эндогенных хромофоров (адаптировано 
из [40])
HbO2 и Hb — оксигенированный и дезоксигенированный гемоглобин, redCCO и oxCCO — 
цитохром-с-оксидаза в восстановленном и окисленном виде, redCyto c и oxCyto c — цито-
хром с в восстановленном и окисленном виде

λ, нм

µ a
, м

м–1

свободная H2O
связанная H2O

Рис. 3. Спектры показателей поглощения чистой 
свободной воды и связанной воды (адаптировано 
из [73])
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ренциации злокачественных тканей рака молочной 
железы от нормальных. С помощью ОДС в VIS-NIR-
диапазоне S.H. Chung с соавт. [45] установили, что 
в опухолевых тканях молочной железы значительно 
повышено содержание связанной воды, в отличие от 
здоровой ткани.

Липиды. В организме человека липиды в боль-
шом количестве содержатся в жировых тканях, таких 
как подкожная жировая ткань и висцеральная жи-
ровая ткань, окружающая органы. Например, плот-
ный слой жировой ткани окружает тело молочной 
железы. Кроме того, липиды — главный компонент 
клеточной мембраны. Как и вода, липиды являются 
основными поглощающими хромофорами в ближнем 
ИК-диапазоне длин волн [74]. Наличие липидов в 
образце коррелирует с узким пиком в районе 1211 нм 
на спектре поглощения [47] (см. рис. 2).

Ткани с высоким содержанием мембранных орга-
нелл в клетках (митохондрий, лизосом) демонстриру-
ют рэлеевское рассеяние в связи с высокой плотно-
стью липидных мембран, из-за чего b и f в уравнении 
(3) возрастают [75, 76].

Соотношение воды и липидов в тканях молочной 
железы может быть использовано не только для мо-
ниторинга и резекции злокачественных образований, 
но также с целью обнаружения доброкачественных 
новообразований и кист [48].

Важно отметить, что свойства и функции липидов 
напрямую зависят от жирных кислот, входящих в их 
состав. В свою очередь сами жирные кислоты отли-
чаются длиной цепи и наличием двойных связей в 
своей структуре. Различают насыщенные, мононе-
насыщенные и полиненасыщенные жирные кислоты. 
Обычно подкожная жировая ткань взрослого челове-
ка включает 21, 46, 33% насыщенных, мононенасы-
щенных и полиненасыщенных жирных кислот соот-
ветственно. Вариации в этом соотношении приводят к 
небольшим изменениям в спектре поглощения липи-
дов. Например, образец, состоящий на 42, 46 и 12% 
из насыщенных, мононенасыщенных и полиненасы-
щенных жирных кислот соответственно, показывает 
дополнительный пик поглощения при 1170 нм [47].

Для уверенного разделения липидов и воды пред-
почтительно использовать спектральный диапазон 
NIR-II, в котором спектральные пики поглощения 
воды и липидов расходятся (см. рис. 2). В диапазо-
не NIR-I спектральные пики поглощения липидов 
(930 нм) и воды (975 нм) слабо разделимы [77, 78].

Меланин. Это эндогенный пигмент, нераствори-
мый высокомолекулярный полимер, отвечающий за 
цвет глаз, волос и кожи. Он вырабатывается пигмент-
ными клетками меланоцитами в цитоплазматических 
органеллах — меланосомах. В эпидермисе мелано-
циты транспортируют меланосомы в кератиноциты 
через дендритные отростки [79]. Меланин играет 
важную роль в гомеостазе кожи, обеспечивая погло-
щение вредного ультрафиолетового излучения в ди-
апазоне от 320 до 400 нм [80]. Меланин кожи делится 

на два основных типа: черно-коричневый эумеланин 
и красно-желтый феомеланин.

Количественное определение меланина неин-
вазивными методами имеет важное значение для 
клинических исследований. Избыток или недостаток 
меланина является индикатором различных заболе-
ваний. В частности, объективные измерения коли-
чественного содержания меланина в тканях могут 
предоставить важную информацию при дифферен-
циации меланомы от доброкачественных пигментных 
новообразований, а также для оценки пигментных за-
болеваний и мониторинга ответа на терапию [81].

В литературе существует ряд примеров использо-
вания метода ОДС in vivo для количественной оценки 
содержания меланина в тканях с целью диагностики 
меланомы [50–52]. Например, с помощью ОДС была 
показана тенденция к увеличению содержания эуме-
ланина в тканях при переходе от стадии диспласти-
ческого невуса к инвазивной меланоме, в то время 
как содержание феомеланина в этом процессе пада-
ет [51].

Отметим, что спектр показателя поглощения ме-
ланина демонстрирует монотонный спад с увеличе-
нием длины волны, как и показатель транспортного 
рассеяния, поэтому его реконструкция затруднена в 
ОДС-системах, не использующих аппаратное разде-
ление показателей рассеяния и поглощения.

Гемоглобин. Молекула гемоглобина состоит из 
четырех полипептидных цепей и четырех гемов. 
Порфириновое кольцо в составе гема содержит 
большое количество сопряженных двойных связей, 
что позволяет молекуле поглощать свет в видимой 
части спектра. Белковая часть молекулы — глобин, 
имеет две α- и две β-субъединицы. Гем — комплекс 
протопорфирина IX с атомом железа Fe2+. Данные 
атомы железа в состоянии Fe2+ способны связывать-
ся с кислородом [82].

Гемоглобин может быть насыщен молекулами кис-
лорода — оксигемоглобин (HbO2) — и ненасыщен — 
дезоксигемоглобин (Hb). HbO2 и Hb — два основных 
хромофора крови, спектры которых представлены на 
рис. 2. Определение степени оксигенации крови яв-
ляется наиболее частым приложением оптических 
диффузионных методов. Так, пульсоксиметрия позво-
ляет вычислять степень оксигенации артериальной 
крови, используя различия в спектрах поглощения в 
видимом диапазоне (500–600 нм) в отражательной 
конфигурации (различные фитнес-браслеты, смарт-
часы) и применяя различия в поглощении гемоглоби-
нов в ближнем ИК-диапазоне длин волн (700–900 нм) 
в пульсоксиметрах с просветной конфигурацией [83]. 
В ОДС также исследуется степень оксигенации крови, 
однако, в отличие от пульсоксиметрии, данные ОДС 
дают усредненные значения оксигенации в тканях [30, 
84–86], т.е. принципиально отличаются от данных, по-
лучаемых методом пульсоксиметрии.

В клинических исследованиях Hb и HbO2 пред - 
ставляют большой интерес, так как с их помощью 
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можно получить информацию об общей концент-
рации гемоглобина (THb=HbO2+Hb) и уровне окси-
генации крови (StO2=HbO2/THb) [30]. Полученные 
экспериментально значения StO2 используют для 
оценки гипоксии тканей [37] и ангиогенеза опухоли 
[41]. Гипоксия вызывает резистентность опухоли к 
стандартной терапии и способствует формирова-
нию агрессивного фенотипа [87]. Поэтому своев-
ременный мониторинг сатурации опухоли может 
иметь большое значение для корректировки лече-
ния. Применение ОДС для мониторинга уровня са-
турации опухолевых тканей продемонстрировано 
при химиотерапии [8], лучевой терапии [11], фотоди-
намической терапии [42].

Неосновные хромофоры биологических тканей

Кроме перечисленных основных форм гемогло-
бина, в крови человека также присутствуют произ-
водные формы (MetHb, HbCO и т.д.), мониторинг 
которых имеет большое значение при исследовании 
различных патологий [88]. Стоит отметить, что спек-
тры поглощения разных форм гемоглобина могут су-
щественно отличаться [56, 89, 90], что позволяет раз-
делять их с помощью ОДС (рис. 4).

Карбоксигемоглобин. Карбоксигемоглобин (HbCO) 
образуется при связывании молекулы гемоглобина с 
оксидом углерода. Уровень HbCO повышается при 
воздействии монооксида углерода (CO), поскольку 
CO имеет в 200–300 раз большее сродство к гемо-
глобину, чем кислород [91]. Насыщение крови HbCO 
является важным физиологическим показателем при 
отравлении угарным газом. Кроме того, в ранних ис-
следованиях методом электрокардиографии было 
отмечено, что присутствие CO во вдыхаемом возду-
хе во время физической активности может оказывать 
неблагоприятное воздействие на пациентов с сер-
дечно-сосудистыми заболеваниями, даже в условиях 
малых концентраций [92]. Таким образом, монито-
ринг концентрации HbCO в тканях может представ-
лять интерес в клинических исследованиях.

Спектр поглощения HbCO подробно не изучен, 
обнаружено два пика в видимой области, близких к 
пикам поглощения HbO2 и MbO2 [56] (см. рис. 4), что 
усложняет реконструкцию HbCO в ОДС.

Карбаминогемоглобин. Карбаминогемоглобин, 
или карбгемоглобин (HbCO2), является формой ге-
моглобина, связанной с диоксидом углерода CO2, 
которая образуется в результате связывания CO2 
c концевой α-аминогруппой каждой из четырех бел-
ковых цепей глобина. Е. Dervieux с соавт. [93] выде-
лили HbCO2 и Hb из крови человека и измерили их 
спектры поглощения в двух диапазонах — 235–600 и 
600–1000 нм. Результаты показали, что спектры по-
глощения HbCO2 и Hb очень близки и практически 
накладываются друг на друга. В связи с этим концен-
трацию HbCO2 в тканях трудно определить неинва-
зивными оптическими методами.

Метгемоглобин. Метгемоглобин (MetHb) — это 
дисфункциональная форма гемоглобина, в которой 
двухвалентный ион железа Fe2+ заменяется трех-
валентным Fe3+. За восстановление MetHb до гемо-
глобина отвечает фермент цитохром-b5-редуктаза. 
В норме содержание MetHb в крови человека состав-
ляет всего 1–2%.

Так как MetHb не способен связывать кислород, 
он также не может переносить кислород к тканям. 
Повышение MetHb в крови приводит к цианозу, ги-
поксии тканей и метгемоглобинемии, несмотря на 
возможный нормальный уровень общего гемоглоби-
на [61, 62]. Уровень MetHb традиционно оценивает-
ся биохимическими методами, например с помощью 
высокоэффективной жидкостной хроматографии или 
электрофореза [94]. Повышенный уровень MetHb 
обнаружен у пациентов с сепсисом, младенцев с тя-
желым метаболическим ацидозом (синдром синего 
ребенка) и лиц с редкими врожденными метаболиче-
скими аномалиями, такими как дефицит глюкозофос-
фатдегидрогеназы [95].

Поскольку нитрит-ион NO2– окисляет Fe2+ до Fe3+, 
образование MetHb в организме может происходить 
в результате отравления нитратами. Отмечено, что 

λ, нм

µ a
, м

м–1

HbO2 
Hb
MbO2
Mb
HbСO
MetHb

Рис. 4. Парциальные спектры по-
глощения (адаптировано из [56], 
[89])
HbO2 и Hb — оксигенированный и де-
зоксигенированный гемоглобин, MbO2 
и Mb — оксигенированный и дезокси-
генированный миоглобин, HbCO — 
карбоксигемоглобин, MetHb — мет-
гемоглобин. Данные нормированы на 
максимальные значения
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метгемоглобинемия может быть приобретенной в 
ходе воздействия различных лекарственных препа-
ратов (таких как бензокаин, дапсон, сульфанилами-
ды и производные нитратов) или других химических 
соединений, являющихся сильными окислителями 
[61]. Поэтому содержание MetHb в биоткани является 
важным клиническим показателем.

MetHb имеет пик поглощения около 630 нм, что 
делает его заметным на фоне других глобинов [95] 
(см. рис. 4). S. Vasudevan с соавт. [63] в исследо-
вании тканей молочной железы с помощью ОДС в 
ближнем ИК-диапазоне (640–1000 нм) показали, что 
учет MetHb в спектре поглощения тканевых хромо-
форов наряду с HbO2 и Hb, водой, липидами и кол-
лагеном позволил существенно уменьшить невязку 
между модельным и измеренным спектрами погло-
щения (рис. 5), что косвенно говорит о корректности 
учета MetHb и его присутствии в ткани. В данной ра-
боте также установлено, что концентрация MetHb в 
опухолевых тканях выше, чем в нормальных тканях 
молочной железы. Поскольку концентрация MetHb в 
здоровых тканях крайне мала, это дает возможность 
использовать MetHb в качестве онкомаркера.

Другим популярным приложением в исследова-
ниях методом ОДС является мониторинг ожоговой 
раны. С помощью ОДС в VIS-NIR-диапазоне (400–
1000 нм) с шагом 10 нм зарегистрировано повы-
шение содержания MetHb в результате изменения 
гемодинамики кожи во время ожога [14]. В  исследо-
вании F. Khatun с соавт. [88] был разработан метод 
совместной количественной оценки меланина, HbO2 
и Hb, а также MetHb в тканях модели крыс с метгемо-
глобинемией, после чего эта методика была приме-
нена для классификации ожогов по степени тяжести, 
а также для оценки глубины ожога у крыс [96].

Миоглобин. Это кислород- и железосвязывающий 
белок, в изобилии содержащийся в миоцитах сердца 
и скелетных мышцах человека и других млекопитаю-
щих. В отличие от гемоглобина, миоглобин в своем 
составе несет только один гем и одну полипептид-
ную цепь. В норме функция миоглобина заключает-
ся в обратимом связывании кислорода и облегчении 
диффузии кислорода из кровеносных капилляров в 
митохондрии мышц [97]. Главный интерес в докли-
нических и клинических исследованиях миоглобина 
представляет количественная характеристика насы-
щения миоглобина кислородом (sO2-Mb) [98].

В исследовании, проведенном методом ОДС в 
ви димом и ближнем ИК-диапазоне (540–800 нм), 
L.S. Arakaki с соавт. [65] ввели показатель мышечной 
оксигенации, который представляет собой процент 
оксигенированных миоглобина и гемоглобина от об-
щего количества миоглобина и гемоглобина в тка-
ни. Результаты показали, что совместное измерение 
уровня оксигенации гемоглобина и миоглобина спо-
собствует более точному измерению мышечной окси-
генации по сравнению с измерением только артери-
альных компонентов (рис. 6).

Метмиоглобин. Окисленной формой миоглоби-
на является метмиоглобин. В живой мышечной тка-
ни концентрация метмиоглобина крайне мала из-за 
присутствия фермента метмиоглобинредуктазы, ко-
торый в присутствии кофактора NADH и кофермен-
та цитохрома b4 преобразует Fe3+ в простетической 
группе гема метмиоглобина в Fe2+ нормального мио-
глобина. Так как метмиоглобин не восстанавлива-
ется в мертвых тканях до миоглобина, процесс его 
непрерывного окисления является причиной потем-
нения мяса по мере хранения [99]. Чтобы продлить 
срок хранения продукта, крайне важно обнаружить 

λ, нм

µ a
, м

м–1
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, м

м–1

λ, нм

μa эксперимент
μa модель
HbO2 (18,1 мкМ)
Hb (6,6 мкМ)
липиды (81,93%)
вода (20,03%)

μa эксперимент
μa модель
MetHb (1,2 мкМ)
HbO2 (16,2 мкМ)
Hb (2,6 мкМ)
коллаген (2,62%)
липиды (77,78%)
вода (17,64%)

Рис. 5. Спектр поглощения тканей опухоли молочной железы, выраженный как сумма спектров поглощения
основных хромофоров (a) и основных хромофоров с добавлением неосновных (б) [63]
HbO2 и Hb — оксигенированный и дезоксигенированный гемоглобин, MetHb — метгемоглобин

а б
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образование и накопление метмиоглобина, а также 
измерить оксигенацию мяса. В частности, с помощью 
ОДС была проведена оценка соотношения метмио-
глобина и оксигенации мяса свинины и говядины [15].

Билирубин. Гем, высвобождающийся во время 
гибели эритроцитов в селезенке, под действием гем-
оксигеназы превращается в биливердин с образо-
ванием свободного иона железа Fe3+ и монооксида 
углерода CO. Биливердин состоит их четырех пир-
рольных колец, соединенных в линейную цепочку. 
Под воздействием биливердинредуктазы биливердин 
превращается в свободный (неконъюгированный) 
билирубин. Свободный билирубин плохо растворя-
ется в воде и транспортируется кровотоком в виде 
комплекса с белком плазмы крови — альбумином 
[39]. Одна молекула альбумина способна связывать 
две молекулы билирубина. С кровотоком неконъю-
гированный билирубин переносится в печень. Далее 
метаболизм билирубина происходит в гепатоцитах 
печени, где он превращается в билирубиндиклюко-
ронид (связанный билирубин). Этот компонент явля-
ется важной частью желчи и секретируется в тонкий 
кишечник. Связанный билирубин хорошо растворим 
в воде и нерастворим в жирах [100].

На фоне повышенного гемолиза эритроцитов, а 
также при ухудшении работы печени или закупорке 
желчевыводящих протоков концентрация билируби-
на в крови возрастает. Билирубин является антиокси-
дантом в тканях млекопитающих, поэтому, когда его 
концентрация в сыворотке превышает концентрацию 
связывающего его белка — сывороточного альбуми-
на, развивается билирубиновая интоксикация, при-
водящая к гипербилирубинемии или желтухе [100]. 
Считается, что у большинства младенцев гиперби-
лирубинемия представляет собой нормальное вре-

менное состояние, называемым физиологической 
желтухой. Однако у некоторых младенцев, особен-
но недоношенных, гипербилирубинемия способна 
привести к накоплению билирубина в мозговой тка-
ни, что может стать причиной необратимого повре-
ждения мозга, называемого ядерной желтухой [101]. 
Поэтому рекомендуется тщательно контролировать 
уровень билирубина в сыворотке при желтухе ново-
рожденных, особенно в первые 24 ч [102].

Таким образом, билирубин является важным хро-
мофором для оценки состояния здоровья при жел-
тухе новорожденных, циррозе печени и гепатите. 
Традиционно уровень различных форм билирубина 
в крови оценивается инвазивными биохимическими 
методами, при этом определяется содержание били-
рубина в сыворотке. Однако в некоторых случаях с 
этой целью могут применяться неинвазивные опти-
ческие методы. Концентрация билирубина, измерен-
ная неинвазивными методами, называется транску-
тантной [55].

Максимум поглощения билирубина находит-
ся в диапазоне 400–500 нм (см. рис. 2). В работе 
A. Banerjee и соавт. [55] методом ОДС в диапазоне 
400–700 нм исследовали содержание билирубина, 
HbO2 и Hb, а также показатель оксигенации крови у 
4668 новорожденных, гестационный срок которых 
составлял от 28 до 40 нед. Аналогичные показатели 
были измерены инвазивными биохимическими мето-
дами. Значения, полученные двумя разными метода-
ми, имели высокую степень корреляции, в частности 
для билирубина r=0,88.

Популярным приложением ОДС также является 
мониторинг злокачественных опухолей. R. Nachabé 
с соавт. [43] исследовали коэффициент поглощения 
желчи в здоровых и опухолевых тканях печени мето-
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артериальная 
оксигенация
мышечная 
оксигенация

Рис. 6. Мышечная оксигенация, отража-
ющая перфузию тканей (адаптировано 
из [65])
Пациенту с травмой вводили солевой рас-
твор в течение 2 и 8 мин, что приводило к 
повышению (указано стрелками) артери-
ального давления (АД) и соответствующе-
му повышению мышечной оксигенации. 
Артериальная оксигенация, измеренная с 
помощью пульсоксиметрии, не была чув-
ствительна к изменениям перфузии тканей 
как показатель мышечной оксигенации
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дом ОДС. В работе была использована установка с 
двумя спектрометрами, которые различают свет в ди-
апазоне от 400 до 1100 нм и от 800 до 1700 нм. Кроме 
того, в модели рассеяния света были учтены основ-
ные хромофоры, такие как вода, липиды, HbO2 и Hb. 
Результаты показали, что включение желчи в модель 
реконструкции позволило существенно уменьшить 
невязку между модельным и измеренным спектра-
ми поглощения здоровых тканей печени. Кроме того, 
авторы обнаружили, что опухолевые ткани печени 
содержат примерно в пять раз меньше желчи, чем 
здоровые, и это дает возможность использовать не-
инвазивные методики для классификации здоровых 
и онкологических тканей во время абляции.

Цитохромы и цитохромоксидаза. Как было 
сказано раннее, концентрации HbO2 и Hb позволя-
ют оценить кровенаполнение и степень оксигенации 
ткани, в то время как с помощью регистрации цитох-
ромов и цитохромоксидазы можно осуществлять мо-
ниторинг окислительного метаболизма митохондрий 
внутри тканей [103].

Цитохромы — это белки с железосодержащей про-
стетической группой — гемом. Благодаря системе 
сопряженных двойных связей в структуре гема, пики 
поглощения цитохромов находятся в видимой обла-
сти спектра. В митохондриях содержатся три класса 
цитохомов: a, b, c. Каждый класс цитохромов имеет 
свой спектр поглощения. Например, пик поглощения 
цитохрома a сдвинут в длинноволновую область — 
около 600 нм, цитохрома b — около 560 нм, а цито-
хрома c — 550 нм [39].

Цитохром c является важным компонентом ды-
хательной цепи митохондрий. Из-за того, что ци-
тохром c подвержен как окислению (oxCyto c), так и 
восстановлению (redCyto c), он может нести инфор-
мацию об уровне митохондриальной оксигенации 
[37]. В работе [104] установлено, что измеренные в 
тканях сердца свиньи спектры поглощения oxCyto c 
и redCyto c отличаются (рис. 7). Исследования ци-
тохрома c методом ОДС в литературе широко не 

освещены из-за наложения спектров поглощения 
цитохрома и гемоглобина. При попытке разделить 
хромофоры в исследовании на сердце свиньи мето-
дом ОДС in vivo было обнаружено оптическое «окно» 
примерно от 540 до 585 нм, которое позволило ре-
гистрировать миоглобин и цитохром c без помех со 
стороны HbO2 и Hb [67].

Среди компонентов дыхательной цепи митохон-
дрий наибольшее внимание в ОДС-исследованиях 
уделено цитохром-c-оксидазе. Например, учет цитох-
ром-c-оксидазы в модели распространения света в 
тканях повысил качество реконструкции других хро-
мофоров [69].

Цитохром-c-оксидаза, комплекс IV — фермент, 
относящийся к группе оксидоредуктаз. Комплекс ло-
кализован во внутренней мембране митохондрий и 
представлен в виде гомодимера, каждый мономер 
которого состоит из 13 субъединиц. Субъединица I 
содержит два гема — a и a3, а также ион меди CuB. 
Гем a3 и CuB образуют двухъядерный Fe–Cu-центр, 
присоединяющий электроны от гема a и передаю-
щий их на молекулярный кислород, находящийся в 
центре связывания гема a3. Субъединица II содержит 
два иона меди, которые связаны с двумя остатками 
цистеина через –SH-группы, а также образуют двухъ-
ядерный центр CuA.

Каждый из перечисленных центров может суще-
ствовать в окисленном или восстановленном состо-
янии и имеет разные спектры поглощения. Несмотря 
на то, что доминирующим хромофором в ближнем 
инфракрасном диапазоне является центр CuA, дру-
гие окислительно-восстановительные центры цито-
хрома могут так же способствовать формированию 
результирующего спектра поглощения цитохрома-
с-оксидазы [104]. Например, было установлено, что 
полностью окисленный двухъядерный центр a3/CuB 
демонстрирует пик поглощения на 655 нм.

Цитохром-с-оксидаза — конечный комплекс ды-
хательной цепи митохондрий, который катализирует 
перенос электронов от цитохрома c к молекулярному 
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redCCO
oxCCO
redCyto c
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Рис. 7. Спектры показателей поглоще-
ния цитохрома-с-оксидазы и цитохро-
ма c (адаптировано из [40, 66, 68])
HbO2 и Hb — оксигенированный и дезок-
сигенированный гемоглобин, redCCO и 
oxCCO — цитохром-с-оксидаза в восста-
новленном и окисленном виде, redCyto c 
и oxCyto c — цитохром с в восстановлен-
ном и окисленном (oxCyto c) виде

Исследование неосновных хромофоров биотканей методом оптической диффузионной спектроскопии
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кислороду, восстанавливая последний до воды [105]. 
Существует предположение, что одновременный 
мониторинг окислительно-восстановительного со-
стояния цитохрома-с-оксидазы (oxCCO/redCCO) и 
гемоглобина может предоставить дополнительную 
информацию о гемодинамике, оксигенации и мета-
болизме тканей [104]. Методом ОДС в диапазоне от 
650 до 100 нм J. Lee с соавт. [70] провели совмест-
ную регистрацию общего гемоглобина, HbO2 и Hb, а 
также oxCCO и redCCO в мышечных тканях модель-
ных животных при отравлении цианидом. Результаты 
исследования показали, что изменения сигнала окис-
лительно-восстановительного состояния цитохрома-
с-оксидазы можно обнаружить in vivo и отличить от 
изменений сигнала HbO2 и Hb.

Было также показано, что мониторинг цитохрома-
с-оксидазы с помощью ОДС в ближнем ИК коррели-
рует с другими показателями метаболизма, включая 
показатели, полученные с помощью более инвазив-
ных методов, таких как церебральный микродиализ 
[106] или магнитно-резонансная спектроскопия [107]. 
В частности, M.M. Tisdall с соавт. [106] исследовали 
эффект гипербарической кислородной терапии по-
сле черепно-мозговой травмы (ЧМТ). Так как при 
ЧМТ наблюдаются нарушение аэробного метаболиз-
ма и дисфункция митохондрий, в работе проводился 
мониторинг концентрации окисленной цитохром-с-
оксидазы с помощью ОДС в ближнем ИК-диапазоне 
(650 и 980 нм). Результаты показали, что изменение 
концентрации oxCCO коррелировало с изменениями 
оксигенации мозговой ткани (r=0,57; p=0,005) [106].

Одним из наиболее интересных приложений ОДС 
может быть совместная регистрация основных и не-
скольких неосновных хромофоров. Установлено, 
что специфический для мышц белок, связывающий 
O2, — миоглобин, локализованный в митохондриях, 
взаимодействует с комплексом IV дыхательной цепи. 
Данное утверждение позволяет предположить, что 
миоглобин может быть фактором, регулирующим ми-
тохондриальное дыхание [108].

Совместная регистрация миоглобина, HbO2, сату-
рации и цитохрома-с-оксидазы методом ОДС in vivo 
может дать комплексное представление о физиологи-
ческом состоянии биоткани. L.S. Arakaki с соавт. [109] 
in vitro определили спектры поглощения гема aa3 ци-
тохрома-с-оксидазы, HbO2 и Hb, а также окси- и дез-
оксимиоглобина в диапазоне 600–850 нм, после чего 
применили метод ОДС для совместного мониторинга 
цитохрома-с-оксидазы с основными и неосновными 
хромофорами в эксперименте in vivo на мышечной 
ткани передней конечности кролика во время ише-
мии. Акцент в работе был сделан на спектре погло-
щения гема aa3 цитохром-c-оксидазы. Оценку редокс-
статуса гема aa3, а также оксигенации гемоглобина 
и миоглобина in vivo также проводили в диапазоне 
600–850 нм. Результаты показали, что при ишемии 
передней конечности кролика сначала происходит 
десатурация гемоглобина, затем миоглобина, а в по-

следнюю очередь происходит восстановление гема 
аа3. Для решения проблемы перекрывающихся спек-
тров исследуемых хромофоров авторы взяли вторую 
производную по длине волны от полученного в экс-
перименте in vitro спектра поглощения. По мнению 
авторов данной работы, поглощение во вторых про-
изводных Hb и Mb, а также oxССOaa3 и redCCOaa3 
определено лучше, чем в исходных спектрах.

Заключение

Благодаря наличию в биотканях светопоглощаю-
щих соединений — хромофоров — методы ОДС ши-
роко используются для диагностики и мониторинга 
различных патологий. Среди основных хромофоров 
биотканей выделяют воду, липиды, меланин, окси- и 
дезоксигемоглобин. В частности, с помощью мони-
торинга содержания воды в исследуемом объекте 
можно обнаружить наличие отека, а по соотношению 
липидов и воды в опухоли возможно определить край 
резекции. Мониторинг окси- и дезоксигемоглобина 
позволяет установить степень оксигенации тканей, 
выявить гипоксию, оценить эффективность противо-
опухолевой терапии и т.д. Показатель содержания 
меланина в ткани является важным критерием при 
диагностике стадий меланомы.

Кроме основных хромофоров, в биотканях присут-
ствуют неосновные — билирубин, различные глоби-
ны (карбоксигемоглобин, метгемоглобин, миоглобин 
и др.), а также цитохромы и цитохром-c-оксидаза. 
Комплексное исследование основных и неосновных 
хромофоров тканей дает возможность одновремен-
ного мониторинга метаболических процессов в сосу-
дистых, внутриклеточных и митохондриальных ком-
партментах. Данный подход будет полезен не только 
в физиологических исследованиях метаболизма тка-
ней, но и в клинических исследованиях, когда подача 
кислорода к тканям нарушена. Например, он может 
быть использован для оценки редокс-статуса цитох-
рома-c-оксидазы с целью мониторинга терапии по-
сле черепно-мозговой травмы, мониторинга метгемо-
глобина при оценке глубины ожоговой раны in vivo, 
оценки оксигенации миоглобина в тканях для наблю-
дения за метаболизмом мышц после травмы, а также 
для ряда других приложений, не рассмотренных на 
данный момент в литературе. Кроме того, стоит упо-
мянуть, что учет неосновных хромофоров в модели 
рассеяния света в тканях позволяет улучшить рекон-
струкцию других хромофоров из зарегистрированно-
го методом ОДС сигнала.
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