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1. Введение

В	связи	с	устойчивым	ускорением	развития	медицин-
ских	 диагностических	 технологий,	 наблюдаемым	 в	 на-
стоящее	время,	существенно	увеличился	спектр	оптичес-
ких	методов,	 используемых	или	находящихся	 на	 пути	
внедрения	в	повседневную	клиническую	практику,	вклю-
чая	оптическую	когерентную	томографию	(ОКТ),	фото-
акустическую	томографию,	оптическую,	рамановскую,	
флуоресцентную	спектроскопии,	спектроскопию	динами-
ческого	 рассеяния	 света	 и	 др.	 [1].	 Разработка,	 калибро-
вочные	измерения,	верификация	и	стандартизация	мето-
дов	оптической	диагностики	требуют	всестороннего	те-

стирования	 последних	 с	 использованием	 контрольных	
образцов	 биотканей	 либо	 калибровочных	 модельных	
образцов	(MO)	с	известными	и	количественно	подтверж-
дёнными	оптомеханическими	свойствами,	включая	струк-
турные	 геометрические	 особенности	 и	 форму.	 Исполь-
зование	МО	в	качестве	тест-объектов	позволяет	с	высо-
кой	точностью	калибровать	системы	измерения,	настраи-
вать	метод	 измерения	 на	 получение	 полезного	 сигнала/
изображения	с	определённой	глубины,	локализовывать	
измеряемый	обьём,	а	также	стандартизировать	результа-
ты	измерений,	получаемых	приборами	разных	произво-
дителей.	Следует	отметить,	что	качество	стандартизации	
существенно	зависит	от	использования	материалов	с	кон-
тролируемыми	оптическими	свойствами,	удовлетворяю-
щими	условию	стационарности.	Поскольку	оптические	
свойства	биотканей	весьма	вариабельны	в	зависимости	
от	условий	и	времени	хранения,	MO	оказываются	чрез-
вычайно	 востребованными	 как	 на	 стадии	 разработки,	
так	и	при	калибровочных	измерениях	в	процессе	эксплуа-
тации	приборов.

За	последние	15	–	20	лет	были	разработаны	MO,	ими-
тирующие	оптические	свойства	различных	биотканей	[2],	
для	ряда	диагностических	методов,	например	поляримет-
рии	 [3],	 ОКТ	 [4],	 доплеровской	 ОКТ	 [5],	 терагерцевой	
спектроскопии	[6],	флуоресцентной	спектроскопии	[7],	ла-
зерной	спекл-контрастной	визуализации	[8]	и	др.	Для	вос-
произведения	 параметров	 флуоресценции	 в	 наиболее	
простых	MO	используются	водные	коллоидные	растворы	
(например,	интралипид)	с	добавлением	поглощающих	
красителей,	а	также	веществ,	имеющих	ярко	выраженную	
собственную	флуоресценцию	при	возбуждении	в	требуе-
мом	диапазоне	длин	волн	[9	–	12].	В	таких	MO	в	качестве	
матричного	материала	можно	использовать	буферные	
растворы	с	необходимым	значением	pH	для	обеспечения	
среды,	совместимой	с	естественной	структурой	органиче-
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ских	 молекул,	 моделирующих	 те	 или	 иные	 свойства	
живого	организма	[13,	14].	При	разработке	MO,	имитиру-
ющих	капиллярное	сосудистое	русло,	используются	раз-
личные	пористые	структуры,	что	позволяет	достичь	наи-
большего	 сходства	 структурных	 и	 геометрических	 осо-
бенностей	разрабатываемого	тест-объекта	для	верифика-
ции	 оптических	 измерений	 [15].	 Для	 имитации	 мягких	
тканей	используются	МО	как	с	гибридной	структурой,	
так	 и	 гель-восковые,	 на	 основе	 минерально-масляного	
материала	[16].		Были	предложены	MO	с	применением	ди-
метилформамида	в	качестве	растворителя	и	протопорфи-
рина	IX	в	качестве	флуорофора,	имитирующих	парамет-
ры	флуоресценции	опухолевых	тканей	[11].

Для	создания	МО	с	требуемыми	размерами,	геометри-
ческой	формой	и	наличием	неоднородности	актуальным	
является	 использование	 пластичных	 слоев	 с	 заданными	
поглощающими,	 рассеивающими	 и	 флуоресцентными	
свойствами.	При	их	изготовлении	применяются	такие	ма-
териалы,	 как	 каррагинан,	 полисахарид,	 агар,	 агароза,	
поливиниловый	спирт,	полиуретан,	силикон,	а	также	эла-
стомерные	 (резиноподобные)	 субстанции	 [17,	18].	 Полу-
ченные	тест-объекты	удовлетворяют	условию	стационар-
ности	и	позволяют	воссоздавать	многослойную	структу-
ру	 ткани	 с	 заданными	 свойствами	 каждого	 отдельного	
слоя	[19].	Применение	пластичных	материалов	позволяет	
разрабатывать	формы	с	полыми	областями	и	твердыми	
включениями,	например	для	имитации	кровеносных	со-
судов	 [20]	 и	 других	 макронеоднородностей,	 встречаю-
щихся	 в	 биотканях	 [21].	 Использование	 силиконовой	
основы,	 смешиваемой	 с	 глицерином,	 дает	 возможность	
создавать	МО	биотканей,	обладающие	собственным	рас-
сеянием,	 что	 существенно	 улучшает	 стабильность	полу-
чаемых	 свойств	 [22],	 а	 применение	 пластичной	 матрич-
ной	основы	позволяет	изготавливать	композитные	MO	с	
жидкими	фрагментами,	например	из	спирторастворимо-
го	нигрозина	и	бычьего	гемина	[23],	или	гибкие	сетчатые	
структуры	из	полиамида	[24].

MO	кожи	и	мозга	на	основе	поливинилхлорида	и	си-
ликона,	показавшие	свою	эффективность	и	стабильность	
при	 верификации	 измерений	 различными	 методами,	
включая	гиперспектральную	визуализацию,	ОКТ,	лазер-
ную	спекл-контрастную	визуализацию	и	др.,	ранее	были	
описаны	 в	 работах	 [19,	20,	22,	25	–	28].	Однако	 такие	MO	
имеют	 существенные	 ограничения	 при	 использовании	
для	 моделирования	 флуоресцентных	 свойств	 биотканей.	
Условия,	при	которых	протекают	процессы	полимериза-
ции	(повышенная	температура,	использование	химически	
активных	полимеризующих	веществ),	приводят	к	разруше-
нию	 либо	 существенному	 изменению	 свойств	 флуорес-
центных	красителей,	в	особенности	свойств	таких	эндоген-
ных	флуоресцентных	веществ,	как	никотинамидаденинди-
нуклеотид	(НАДН)	и	флавинаденинуклеотид	(ФАД).

В	настоящей	работе	впервые	представлены	методика	
изготовления	и	основные	оптические	показатели	нового	
типа	MO	кожи	человека	на	основе	полимеризуемого	по-
лиакриламида	 (ПАА),	 коллагена	 и	 водного	 раствора	
ФАД.	ПАА	 представляет	 собой	 оптически	 прозрачный	
эластичный	материал,	обладающий	хорошей	временной	
фотостабильностью,	 который	 активно	 применяется	 в	
биомедицинской	практике.	Для	моделирования	базово-
го	уровня	флуоресценции	соединительной	ткани	кожи	
использовался	 коллаген,	 содержащийся	 в	 желатине.	
Твердые	 желатиновые	 MO	 применялись	 для	 имитации	
нормальных	 и	 дисплазийных	 состояний	 биоткани	 при	

диагностике	 флуоресцентными	 методами	 [29,	30].	 Для	
разработанного	 подхода	 характерно	 применение	 щадя-
щих	режимов	полимеризации,	не	влияющих	на	флуорес-
ценцию	ФАД.	С	целью	создания	более	плотной	эластич-
ной	 структуры,	 не	 подверженной	 плесневению,	 связую-
щим	материалом	со	стабильными	термическими	и	хими-
ческими	характеристиками	служил	ПАА-гель	[31].

Важной	особенностью	 создаваемого	флуоресцентно-
го	MO	является	отсутствие	собственной	сколько-нибудь	
значимой	флуоресценции	ПАА	в	УФ	и	во	всем	видимом	
диапазоне.	 В	 качестве	 флуорофора	 использовался	 вод-
ный	раствор	ФАД,	являющийся	одним	из	основных	флу-
орофоров	кожи	при	возбуждении	на	длине	волны	450	нм.	
В	организме	человека	ФАД	выполняет	ключевую	роль	в	
процессах	 клеточного	 дыхания	 и	 клеточной	 смерти,	 а	
также	в	непрерывной	утилизации	эндогенных	катехола-
минов	 (таких	как	дофамин,	 адреналин,	норадреналин	и	
др.),	 являясь	 ко-фактором	 двух	 известных	 разновидно-
стей	 ФАД-зависимых	 моноамин	 оксидаз,	 отвечающих,	
главным	образом,	за	процессы	дезаминирования	в	боль-
шинстве	клеток	организма.	Изменение	параметров	флуо-
ресценции	ФАД	(интенсивность,	форма	спектра,	а	также	
время	 жизни)	 является	 существенным	 диагностическим	
признаком	при	развитии	патологий	[32].	Так,	например,	
ранее	проведенные	клинические	исследования	показыва-
ют,	что	изменения	флуоресценции	ФАД	коррелируют	с	
онкологическими	процессами	[33	–	35].

Таким	 образом,	 целью	 настоящей	 работы	 является	
создание	 эластичного	MO,	 имитирующего	 флуоресцен-
цию	ФАД	в	коже,	для	калибровочных	измерений	и	вери-
фикации	систем	регистрации	эндогенной	флуоресценции.

2. Материалы и методы

Изготовление модельного образца кожи.	Предва	ри-
тельная	подготовка	матричной	основы	эластичного	MO	
кожи	человека	проводилась	путём	перемешивания	и	го-
могенизации	порошкового	желатина	(0.2	г) с	20	мл	дис-
тиллированной	воды	до	получения	однородной	структу-
ры	при	нагреве	до	40	°С	в	течение	15	мин. Последующая	
гомогенизация	 полученного	 раствора	 осуществлялась	
путём	перемешивания	акриламида	(АА)	(6	г)	и	бисакри-
ламида	(БАА)	(0.16	г)	при	комнатной	температуре	в	тече-
ние	15	мин.		Для	воспроизведения	рассеивающих	свойств	
в	изготовленную	полимерную	структуру	было	добавлено	
0.03	г	оксида	цинка	(ZnO)	[36,	37].

Для	 воспроизведения	флуоресцентных	 свойств	 к	 по-
лученной	смеси	добавлялся	ФАД,	концентрация	которо-
го	в	норме	в	организме	человека	варьируется	от	несколь-
ких	единиц	до	нескольких	десятков	мкМ	на	100	г	ткани	
[38],	и	они	перемешивались	в	течение	10	мин.	Были	изго-
товлены	пять	вариантов	MO	кожи:	без	ФАД	и	с	концен-
трациями	ФАД	5,	15,	20	и	25	мкМ	на	100	г	материала.

Последующая	полимеризация	до	получения	эластич-
ной	светорассеивающей	структуры	производилась	добав-
лением	15	мкл	персульфата	аммония	((NH4)2S2O8)	и	2.4	мкл	
тeтpaмeтилэтилeндиaмина	(ТЕМЕД).

Диффузное	 отражение,	 диффузное	 и	 коллимирован-
ное	 пропускания	 изготовленной	 пластичной	 композит-
ной	основы	(рис.1),	а	также	основы	с	добавлением	15	мкМ	
ФАД	были	измерены	спектрофотометром	с	интегрирую-
щей	сферой	 (Gooch	&	Housego,	США)	 [39].	С	помощью	
инверсного	 метода	 «добавления	–	удвоения»	 были	 рас-
считаны	 коэффициент	 поглощения	 (	μa)	 и	 приведенный	
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коэффициент	 рассеяния	 (	ms'	)	 в	 диапазоне	 400	–	1000	 нм	
(рис.2).

В	спектрах	поглощения	отчетливо	видны	полосы	по-
глощения	воды	(760	и	975	нм)	и	полоса	поглощения	ФАД	
(450	нм).	Поскольку	основной	целью	данной	работы	яв-
лялось	моделирование	флуоресценции,	при	изготовлении	
образцов	в	связующую	матрицу	на	основе	ПАА	не	добав-
лялись	компоненты,	обеспечивающие	дополнительное	
поглощение,	эквивалентное	поглощению	тканей	кожи.	С	
помощью	многоволнового	рефрактометра	Аббе	 (Atago,	
Япония)	были	измерены	показатели	преломления	n	MO	
для	различных	длин	волн:	n	=	1.358	(450	нм),	1.350	(589	нм),	
1.348	(632	нм),	1,343	(930	нм).

Экспериментальное оборудование.	 Параметры	 флуо-
ресценции	измерялись	с	помощью	установки,	в	которую	
входили	 гиперспектральная	 камера	 и	 ПЗС-спектрометр	
(рис.3).	Излучение	светодиода	M450LP1	с	длиной	волны	
450	 нм	 (Thorlabs,	 США)	 проходит	 через	 полосовой	
фильтр	MF445-45	(Thorlabs).	Выделенная	полоса	излуче-
ния	попадает	на	дихроичный	фильтр	MD416	(Thorlabs)	и	
направляется	 на	 МО	 кожи,	 возбуждая	 флуоресценцию	
ФАД.	Обратноотражённое	излучение	светодиода	удаляет-
ся	 из	 светового	 потока	 дихроичным	 фильтром	 и	 свето-
фильтром	 FELH0500	 с	 длиной	 волны	 отсечки	 500	 нм	
(Thorlabs).	Оставшееся	излучение	флуоресценции	образца	
регистрируется	 гиперспектральной	 камерой	 Specim	
(Spectral	Imaging	Ltd.,	Финляндия)	в	спектральном	диапа-
зоне	400	–	1000	нм.	В	канале	флуоресцентной	спектроско-
пии	спектры	регистрируются	с	помощью	оптического	во-
локна	ПЗС-спектрометром	FLAME-T-VIS-NIR-ES	(Ocean	
Optics,	США)	в	спектральном	диапазоне	350	–	820	нм.

3. Результаты и их обсуждение

Полученные	гиперспектральные	флуоресцентные	изо-
бражения	 пяти	 изготовленных	 MO	 кожи	 с	 различной	
концентрацией	 ФАД	 представлены	 на	 рис.4,а.	 Изобра-
жения	регистрировались	при	времени	выдержки	камеры	

Рис.1.	 Последовательности	основных	этапов	изготовления	MO	кожи	человека	на	основе	коллагена,	ПАА-геля,	оксида	цинка	и	водного	
раствора	ФАД,	а	также	внешний	вид	пластичной	композитной	основы.

Рис.2.	 Зависимости	 коэффициентов	 поглощения	 (а)	 и	 приведен-
ных	 коэффициентов	 рассеяния	 (б)	 изготовленной	 композитной	
основы	от	длины	волны	без	ФАД	и	с	добавлением	15	мкМ	ФАД.
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500	мс	и	средней	освещенности	0.5	мВт/см2.	При	дальней-
шем	 анализе	 значения	 интенсивности	 флуоресценции	
усреднялись	 в	 границах	 области	интереса,	 аналогичной	
выделенной	квадратом	на	рис.4,а.	Для	 сравнения	флуо-
ресцентных	свойств	эластичного	MO	с	реальным	биоло-
гическим	объектом	были	получены	флуоресцентные	изо-
бражения	кожи	пальца	руки	и	области	предплечья	условно	
здорового	испытуемого,	показанные	на	рис.4,б	и	в.	Данные	
с	 выделенных	на	них	областей	интереса	после	простран-
ственного	 усреднения	 использовались	 для	 построения	 и	
анализа	спектров	интенсивности	флуоресценции.

	Максимальные	значения	интенсивности,	зарегистри-
рованные	с	помощью	ПЗС-спектрометра,	усреднялись	по	
трем	спектрам	для	каждого	MO	и	сравнивались	с	данны-
ми,	полученными	с	помощью	гиперспектральной	камеры.

На	рис.5,а – в	 представлены	нормированные	 спектры	
флуоресценции	и	кривые	зависимости	максимума	интен-
сивности	флуоресценции	MO	от	концентрации	ФАД,	по-
лученные	с	помощью	гиперспектральной	визуализации	и	
ПЗС-спектроскопии.	Спектры	флуоресценции	MO	и	ко-
жи	(рис.5,г)	были	отнормированы	на	максимальное	зна-
чение	флуоресценции	для	концентрации	25	мкМ	и	интен-
сивность	 флуоресценции	 предплечья	 соответственно.	
Интенсивность	 флуоресценции	 ФАД,	 зарегистрирован-
ная	 в	 канале	 флуоресцентной	 визуализации	 гиперспек-
тральной	камерой,	изменяется	пропорционально	концен-
трации	флуорофора,	что	также	было	подтверждено	изме-
рениями	ПЗС-спектрометром	 (рис.5,в).	При	этом	наи-
большая	скорость	изменения	интенсивности	в	зависимости	
от	концентрации	ФАД	наблюдается	в	области	5	–	10	мкМ,	
что	представляет	наибольший	интерес	при	моделирова-
нии	свойств	здоровой	ткани.	Полученные	значения	ин-
тенсивности	флуоресценции	оптических	фантомов	имеют	
высокую	корреляционную	взаимосвязь	с	концентрацией	
ФАД	(коэффициент	корреляции	Пирсона	между	измере-
ниями	двумя	методами	r	=	0.99,	p <	0.001).	Изменение	от-
ношения	 интенсивности	 сигнала	 флуоресценции	 к	 кон-
центрации	 флуорофора	 является	 нелинейной	 функцией	
вследствие	поглощения	возбуждающего	излучения	флуо-
рофором	 и	 изменения	 полезного	 объема	MO/ткани,	 из	
которого	регистрируется	сигнал.	В	общем	случае	опреде-
ление	данной	зависимости	является	нетривиальной	зада-
чей,	на	конечное	решение	которой	влияют	концентрация	
флуорофора,	 поглощающие	 и	 рассеивающие	 свойства	
образца,	 а	 также	 параметры	 регистрирующей	 системы.	
Спектры	 изготовленных	МО	 и	 спектры	 кожи	 человека	
имеют	 схожие	 пики	 флуоресценции,	 соответствующие	
спектру	ФАД	 (lmax »	 530	–	540	 нм)	 при	 возбуждении	
синим	светом	(450	нм).	Однако	форма	спектров	флуорес-
ценции	кожи,	а	также	общий	уровень	интенсивности	сиг-
нала	несколько	отличаются	от	таковых	для	МО,	что	объ-
ясняется	 влиянием	 крови	 на	 поглощение	 сигнала	флуо-
ресценции	кожи.	При	этом	представленные	фантомы	мо-
гут	 быть	 модифицированы	 для	 учета	 поглощающих	
свойств	без	существенных	затрат.

Более	 высокий	 начальный	 уровень	 флуоресценции	
(рис.5,в),	полученный	при	измерениях	с	оптоволоконным	
ПЗС-спектрометром,	 без	ФАД	объясняется	 вкладом	из-
лучения	в	измеряемый	сигнал	с	большей	глубины	объема	
зондирования	MO.	Существенное	 различие	 в	 интенсив-
ностях	флуоресценции	кожи	пальца	и	предплечья	(рис.5,г)	

Рис.4.	 Флуоресцентные	изображения	MO	(а),	кожи	пальцев	руки	in vivo	(б)	и	предплечья	in vivo	(в),	полученные	с	помощью	гиперспек-
тральной	камеры	на	длине	волны	530	нм.

Рис.3.	 Установка	 для	 гиперспектральной	 флуоресцентной	 визуа-
лизации	и	флуоресцентной	спектроскопии:	
1	 –	 гиперспектральная	 камера;	 2	 –длинноволновый	 эмиссионный	
фильтр;	3	–	дихроичный	фильтр;	4	–	исследуемый	образец;	5	–	свето-
диодный	источник;	6	–	полосовой	фильтр;	7	–	ПЗС-спек	трометр;	8 – 
держатель	фильтров;	9	–	длинноволновый	эмиссионный	фильтр.
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обусловлено	достаточно	большим	числом	капилляров	и	
артериоло-венулярных	анастомозов	в	коже	ладони	руки	
[40],	что	существенно	влияет	на	поглощение	сигнала	флуо-
ресценции.

4. Заключение

В	работе	представлена	методика	изготовления	нового	
типа	MO	кожи	человека	на	основе	ПАА,	коллагена,	окси-
да	цинка	и	водного	раствора	ФАД.	Основным	преимуще-
ством	разработанных	MO	является	то,	что	условия	поли-
меризации	ПАА	не	 влияют	 на	 свойства	флуоресценции	
ФАД	в	конечных	тест-образцах.	При	этом	изготавливае-
мые	полимерные	MO	с	подтверждёнными	рассеивающи-
ми	и	флуоресцентными	свойствами	позволяют	воспроиз-
водить	 спектры	 флуоресценции	 кожи	 в	 указанном	 диа-
пазоне	 длин	 волн	 с	 достаточно	 высокой	 точностью.	
По	лученная	 эластичная	матрица	MO	 удовлетворяет	 ус-
ловию	стационарности,	необходимому	для	калибровоч-
ных	измерений.	Изготовленные	формы	должны	хранить-
ся	при	температуры	4	°С	и	влажности	воздуха	на	уровне	
90	%	–	95	%.	Применение	разработанной	технологии	изго-
товления	MO	позволит	тестировать,	 стандартизировать	
и	 калибровать	 системы	 для	 флуоресцентной	 визуализа-
ции,	 а	 также	 приборы	 флуоресцентной	 спектроскопии,	
сопряженные	с	с	волоконно-оптическим	детектировани-
ем	 оптического	 излучения.	 Для	 совершенствования	 и	

дальнейшего	развития	представленной	в	работе	методи-
ки	планируется	создание	MO	с	флуорофорами,	которые	
являются	 эндогенными	 маркерами	 опухолевых	 измене-
ний	ткани,	такими	как	НАДН	и	протопорфирин	IX.	
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