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Явление флюоресценции* заключается в
испускании возбужденными атомами и/или
молекулами вещества нетепловых квантов све-
та (надтепловая компонента излучения) и фор-
мально является разновидностью более общего
физического явления люминесценции, вклю-
чающего в себя как флюоресценцию, так и фос-
форесценцию, различающихся временем жиз-
ни (затухания) излучения, хотя такое деление и
считается сегодня уже достаточно устаревшим
[1]. Если возбужденное состояние атомов или
молекул возникает при этом в системе случай-

но, за счет, например, случайных тепловых
флуктуаций, то такая флюоресценция называ-
ется спонтанной. Если же возбуждение вызы-
вается внешним целенаправленным воздей-
ствием, например, действием внешнего, осве-
щающего молекулы и атомы вещества оптиче-
ского излучения, то такая флюоресценция на-
зывается вынужденной флюоресценцией. Ча-
сто в литературе по биомедицинской оптике
она именуется автофлюоресценцией (auto fluo -
rescence).
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* Во многих русскоязычных публикациях, особенно XX века, чаще можно встретить термин флуоресценция. Смысловое со-
держание этих названий эквивалентно, а выбор третьей буквы в написании термина определяется предпочтением пере-
водчика (от английского fluorescence) и правилами орфографии русского языка. В орфографических словарях до 1970 г. из-
дания (напр. под ред. С.И. Ожегова и А.Б. Шапиро, 1957) содержится слово флуоресценция. Орфографический словарь
русского языка 1978 г. под ред. С.Г. Бархударова и соавт. содержит термин флюоресценция (а также флюоресцировать,
флюорография и пр.). Самый же последний на сегодняшний день словарь Института русского языка РАН под ред. О.Е.Ива-
новой, Л.К. Чельцовой и соавт. от 2004 г. содержит уже оба термина (и флуоресценция, и флюоресценция) как равнознач-
ные. Поскольку исторически термин этот произошел от названия минерала флюорит, у которого это явление впервые и
было обнаружено [1], а флюорография звучит более привычно, нежели флуорография, мы в своих публикациях используем
термин флюоресценция.



Согласно классической теоретической
спектроскопии молекул [2, 3 и др.], квантовоме-
ханическое состояние молекул (полный момент
количества движения) характеризуется поня-
тием мультиплетности, зависящим от суммар-
ного спина электронов молекулы. Соответ-
ственно, различают синглетные (S), триплет-
ные (T) и иные состояния молекул, характери-
зуемые различными энергетическими уровня-
ми. Основное состояние (с наименьшей энерги-
ей) большинства молекулярных систем – синг-
летное S0, в котором все электроны спарены.
При возбуждении молекулы, система перехо-
дит на более высокий энергетический уровень,
например S1, в котором может находиться не-
которое время (метастабильное состояние), те-
ряя затем энергию в процессе обратных перехо-
дов или различных других фотохимических
или фотофизических процессов. Согласно пра-
вилу интеркомбинационного запрета при воз-
буждении разрешенными являются лишь пере-
ходы между уровнями одной мультиплетности.
Электронные спектры переходов S0→S1 соот-
ветствуют спектрам поглощения молекулы. Об-
ратные же переходы могут быть различны и
носят названия:
 Флюоресценция: S1→S0+hν (свет).
 Релаксация: S1→S0+Q (тепло).
 Интеркомбинационная конверсия: S1→Т1+Q.
 Фосфоресценция: T1→S0+hν.
 Интеркомбинационная деградация: T1→S0+Q.
 Замедленная флюоресценция: T1→S1→S0+hν.

Спектры флюоресценции и фосфоресцен-
ции в общем случае для любого вещества раз-
личны. Различно и время жизни молекул в каж-
дом из этих возбужденных состояний. Испус-
каемые в актах люминесценции кванты света с
энергией hν отличаются при вынужденных
процессах от исходных возбуждающих квантов
света более низкими значениями энергии и,
следовательно, большей длиной волны, т.е. они
более “красные”. Существуют также и высшие
синглетные состояния (S2, S3, ...), правда, из-
лучательные переходы с них существенно бо-
лее редки, поэтому мы не будем здесь о них го-
ворить.

При способах регистрации спектров
флюоресценции in vivo, описываемых в данной
статье далее, как правило используется так на-
зываемый матричный фотоприемник (внутри
прибора) с возможностью накопления и сохра-
нения заряда (например, ПЗС-фотоприемник).
В этом случае регистрируется, вообще говоря,

не только сигнал флюоресценции, но и любой
другой (суммарный) сигнал от всех излучатель-
ных переходов молекул внутри биоткани. Та-
ким образом, неправильно, видимо, при описа-
нии результатов флюоресцентной спектроско-
пии in vivo говорить только о флюоресцентной
диагностике в строгом смысле понимания
рабочего перехода S1→S0. Не исключено, что в
сигнале присутствуют и компоненты фосфо-
ресцентного излучения, замедленной флюорес-
ценции а также комбинационного рассеяния.
Поэтому термины флюоресцентная диагно-
стика, флюоресцентная спектроскопия и т.п.
в медицине, вообще говоря, надо рассматри-
вать как весьма условные, хотя они и достаточ-
но уже устоялись в специализированной лите-
ратуре по биомедицинской оптике. С точки же
зрения анализа и интерпретации результатов
обследования пациента эти нюансы и вовсе не
принципиальны. Как мы увидим далее, основ-
ной результат такой диагностики должен выра-
жаться в терминах регистрируемых в тканях
веществ и их количеств (концентрации). Был
ли от этих веществ зафиксирован сигнал флюо-
ресценции или фосфоресценции – для врача не
столь важно. Кроме того, вынужденная флюо-
ресценция, все же, в большинстве случаев при
небольшой мощности излучения накачки в не-
прерывном режиме облучения – доминирую-
щий процесс. Поэтому далее, для краткости,
мы будем говорить о флюоресценции или в об-
щем о люминесценции.

В целом методы люминесцентной диагно-
стики, как одного из направлений спектрофо-
тометрической диагностики в медицине, из-
вестны уже достаточно давно, практически с
начала XX века [4–6]. Но как инструмент для
практикующих врачей в свое время они не по-
лучили широкого распространения из-за несо-
вершенства конструкции источников света,
громоздких ламповых электронных усилите-
лей, сложных в эксплуатации классических
спектральных оптических приборов и т.п. [7].
До середины 1980-х гг. они использовались,
главным образом, in vitro в области лаборатор-
ного клинического анализа [5, 8–11]. При лабо-
раторном флюоресцентном анализе наличие
молекул в растворах определяют на спектрофо-
тометре (спектрофлюориметре) по спектрам
флюоресценции раствора при его освещении
монохроматическим или квазимонохроматиче-
ским излучением определенной длины волны
[5]. Как правило, используется техника регист-
рации излучения “на просвет” (в проходящем
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свете) в кварцевой кювете, наполненной рас-
твором исследуемой субстанции. Большинство
органических и неорганических молекул
имеют свои собственные “индивидуальные”
спектры  флюоресценции [6], поэтому они мо-
гут быть легко идентифицированы методами
оптического спектрального анализа даже в
условиях очень незначительных концентраций
в растворах (до 10-10 степени моль/л и менее).

Базовое классическое уравнение, опреде-
ляющее интенсивность флюоресценции веще-
ства в кювете, хорошо известно [10]:

If (λf) = 2,3·I0(λe)·ϕ(λe,λf)·μaf(λe)·d. (1)

Здесь: If (λf) – интенсивность излучения
флюоресценции на длине волны λf на выходе из
кюветы, ϕ(λe,λf) – квантовый выход флюорес-
ценции исследуемого вещества, I0(λe) – интен-
сивность исходного, возбуждающего излуче-
ния на длине волны λe на входе в кювету, μaf(λe) –
коэффициент поглощения (погонный коэффи-
циент поглощения [см-1]) возбуждающего из-
лучения исследуемым флюоресцирующим ве-
ществом на длине волны возбуждения λe, d –
длина оптического пути излучения в кювете
(толщина кюветы). Поскольку, как известно
[11]:

μaf(λe) = εf(λe)·cf,     (2)

где εf(λe) – молярный коэффициент экстинкции

флюоресцирующего вещества [л·моль-1/см], сf –
молярная концентрация флюоресцирующего
вещества в кювете [моль/л], уравнения (1) и (2)
совместно позволяют определять концентра-
цию этого вещества по измерениям If (λf) при из-
вестных ϕ(λe,λf), εf(λe) и d.

Эта расчетная схема не учитывает того
факта, что флюоресцирующее вещество рас-
творено в другом веществе, которое тоже может
поглощать излучение, причем как возбуждаю-
щее, так и излучение флюоресценции – раство-
ритель в этой схеме считается идеально про-
зрачным. Не учитывается здесь и возможная
оптическая неоднородность раствора, т.е. не
принимается во внимание возможное рассея-
ние света на неоднородностях среды распро-
странения излучения. При изучении флюорес-
ценции идеально гомогенного мономолекуляр-
ного раствора какого-либо вещества с посто-
янным ϕ(λe,λf) в непоглощающем растворителе
в кювете с известной толщиной d, в правой ча-
сти уравнения (1) с учетом (2) остается только

одна переменная величина – концентрация
флюоресцирующего вещества в растворе сf. Ин-
тенсивность флюоресценции в этом случае
прямо  пропорциональна сf (в определенных
пределах), что и используется в лабораторной
практике флюоресцентного анализа растворов
in vitro. Нелинейный характер зависимости
If (λf) от сf рассматривается в такой упрощенной
схеме только в связи с проблемами больших
концентраций (при больших концентрациях
квантовый выход ϕ(λe,λf) для многих веществ
становится значимой и нелинейной функцией
сf), либо в связи с вопросом точности получения
линейного решения (1) из нелинейного уравне-
ния Бугера путем разложения экспоненты в
ряд и удержания первого линейного члена раз-
ложения. Этот вопрос подробно рассмотрен в
книге [11].

При исследованиях уже даже на клеточ-
ном уровне ситуация резко меняется [9]. Клет-
ка, как объект спектральных измерений, пред-
ставляет собой многокомпонентную гетероген-
ную полидисперсную систему, весьма сложным
образом взаимодействующую с падающим на
нее излучением [8–10]. В этом случае в правой
части уравнения (1) оказываются неизвестны-
ми все сомножители кроме I0(λe). Все μaf(λe),
ϕ(λe,λf) и сf становятся неопределенными, т.к. в
целостной клетке много разных флюорофоров
могут поглощать I0(λe) и вызывать If (λf). Их пар-
циальные концентрации в клетке также зара-
нее не известны. Флюоресценция каждого из
веществ будет вносить свой вклад в суммарную
If (λf), так что вопрос определения наличия и
концентрации веществ в живой клетке суще-
ственно усложняется. Если, например, в двух
участках одной и той же клетки зарегистриро-
ваны разные спектры флюоресценции, то в об-
щем случае без привлечения дополнительной
информации нет возможности определить, с
чем это связано. Возможно, появилось новое
флюоресцирующее вещество, возможно, изме-
нились ϕ(λe,λf) у веществ и т.д. Более того, само
уравнение (1) перестает быть верным, т.к. оно
выведено из простейшего закона Бугера, кото-
рое не учитывает многокомпонентность среды
и возможное увеличение в ней длины оптиче-
ского пути d вследствие переотражения и рас-
сеяния излучения не неоднородностях внут-
ренней структуры клетки.

Тем не менее, несмотря на эти сложности,
флюоресцентная спектроскопия широко при-
меняется сегодня и на клеточном уровне. Для
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этого используются различные микроспек-
трофлюориметры и люминесцентные микро-
скопы [7, 8, 10].

Люминесцентный микроскоп в принципе
– обычный световой микроскоп на нужный
спектральный диапазон длин волн, но снаб-
женный дополнительными светофильтрами
для возбуждения и наблюдения флюоресцен-
ции. Как правило, один светофильтр устанав-
ливается на широкополосный (белый) источ-
ник освещения в микроскопе, чтобы вычленить
необходимый спектральный диапазон длин
волн возбуждения флюоресценции, а второй
фильтр устанавливается на окуляр, чтобы вы-
делить диапазон регистрации флюоресценции
и отрезать (задавить) возбуждающее излуче-
ние. Марок и типов таких микроскопов по все-
му миру сегодня – сотни.

Более того, это же рассеяние и многократ-
ные переотражения света на структурах клеток
и тканей делают возможным при изучении кле-
ток и фрагментов тканей ex vivo, а тем более
клеток и тканей in vivo и in situ (т.е. лежащих на
поверхности органа, не выделенного из орга-
низма животного или человека), реализацию
схем измерений не на просвет, а на отражение,
в рассеянном свете. В противном случае, мно-
гие клинические техники флюоресцентной
спектроскопии in vivo просто нельзя было бы
реализовать, т.к. на просвет (в светлом поле) из-
мерения возможны лишь в отдельных единич-
ных участках тела человека. Измерения же на
отражение (в темном поле) вполне пригодны во
многих практически важных случаях. Есть со-
общения о примерах использования in situ со-
четанной люминесцентной темнопольной мик-
роспектрофотометрии и эндоскопической тех-
ники даже при внутриполостных обследова-
ниях пациентов [12]. Но это, скорее, экзотика.
Основная же часть люминесцентных микро-
скопов, как светлопольных, так и темнополь-
ных, включая и конфокальные люминесцент-
ные микроскопы, используется, все же, в лабо-
раториях для исследования культур клеток и
фрагментов тканей ex vivo и in vitro при их до-
полнительной окраске специальными люми-
несцентными (флюоресцентными) красителя-
ми, избирательно окрашивающими разные
структуры клеток и тканей, что позволяет их
идентифицировать по спектрам флюоресцен-
ции. Это так называемые методы люминес-
центной цитохимии, гистохимии и т.д.

И только с появлением в конце XX века не-
дорогих лазерных излучателей, интегральной

электроники, волоконной оптики и персональ-
ных компьютеров появилась возможность соз-
дания достаточно удобных, малогабаритных и
дешевых диагностических систем для нужд не
только лабораторий, но и других подразделе-
ний клиник [13–18 и др.]. Наиболее известными
из них и доведенными до уровня официально
зарегистрированных изделий медицинского
назначения, разрешенных к применению в ме-
дицине в нашей стране, являются лазерные ди-
агностические комплексы ЛЭСА и ЛАКК-М.
Аналогичные комплексы есть и за рубежом.
Эти диагностические системы содержат в
своем составе малогабаритные оптоволокон-
ные спектроанализаторы, которые позволяют
регистрировать и количественно измерять ин-
тенсивности обратно рассеянного тканями ис-
ходного (возбуждающего) излучения и излуче-
ния флюоресценции как функцию длины вол-
ны, т.е. определять спектральную плотность
мощности вторичного излучения от биоткани.

Упрощенная блок-схема такого спектро-
анализатора представлена на рис. 1. Для воз-
буждения флюоресценции в тканях in vivo сего-
дня, как правило, используется маломощные
(мощность P<10 мВт) непрерывные лазеры на
выбранную длину волны или узкополосные
светодиодные излучатели. Это наиболее деше-
вое конструктивное решение, позволяющее ис-
пользовать оптоволоконные зонды для транс-
портировки излучения к биоткани и обратно
[15]. Диагностическая система ЛАКК-М, напри-
мер, содержит несколько таких лазерных и све-
тодиодных источников излучения на длины
волн λe=365, 532 и 635 нм. Излучение от лазе-
ров 1 доставляется к поверхности биоткани 2
по осветительному световоду 3, являющемуся
одной из жил (обычно центральной) много-
жильного оптоволоконного зонда 4, содержа-
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Рис. 1. Блок-схема лазерного спектроанализатора
для in vivo флюоресцентной спектроскопии в клини-
ке. Пояснения в тексте
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щего, кроме осветительного, еще и набор при-
емных оптических волокон 5, по которым реги-
стрируемое от биоткани вторичное излучение
(рассеянное, флюоресценции), формирующее-
ся в диагностическом объеме биоткани 6 [19],
доставляется в полихроматор 7. Внутри поли-
хроматора излучение проходит пороговый об-
резающий оптический фильтр 8, ослабляющий
исходное излучение на длине волны генерации
лазера примерно в 1000 раз, и разлагается в
спектр диспергирующим элементом 9 – диф-
ракционной решеткой. Далее весь этот спектр
регистрируется линейным фотоприемником
10, преобразуется в электрический сигнал про-
порционально падающей на фотоприемник
спектральной плотности мощности, электри-
ческий сигнал усиливается усилителем 11 и че-
рез стандартное устройство сопряжения пода-
ется для дальнейшей обработки в компьютер
12. Благодаря матричному многоэлементному
фотоприемнику и полихроматору весь спектр
вторичного излучения, включая и спектр
флюоресценции, можно сразу наблюдать на эк-
ране монитора компьютера в реальном
времени.

На рис. 2 приведен пример регистрируе-
мого in vivo каналом спектроанализатора ком-
плекса ЛАКК-М спектра вынужденной эндоген-
ной флюоресценции кожи хвоста белой лабора-
торной крысы при наличии в области обследо-
вания очага воспаления. На графике отчетливо
прослеживаются два максимума спектральной
плотности мощности. Первый – Il, более ост-
рый, представляет собой зарегистрированное
обратно рассеянное кожей излучение на длине

волны генерации лазера (в данном примере
532 нм, зеленый диапазон спектра). Второй – If,
более пологий, располагается правее в более
длинноволновой области спектра и является
следствием наличия большой концентрации в
коже хвоста крысы эндогенных флюорофоров,
в данном случае, наиболее вероятно, липофус-
цина*. Для нормальных (здоровых) тканей ве-
личина If(λ) в этом спектральном диапазоне
длин волн обычно существенно меньше пред-
ставленной на графике. Чаще всего она еле-еле
проявляется на уровне фона (нуля) или реги-
стрируется чуть выше нуля с амплитудой сиг-
нала, не превышающей 100 усл. ед. Провал же
на графике рис. 2 между длинами волн 532 нм
и 550 нм обусловлен наличием в конструкции
прибора обрезающего порогового оптического
фильтра 8 (рис. 1). Этот фильтр необходим,
чтобы примерно выровнять по амплитудам If и
Il. Он не влияет на спектр флюоресценции (в
данном примере в области длин волн больше
570 нм), немного искажает левый край спектра
(область от 550 до 570 нм), но ослабляет Il при-
мерно в 1000 раз. В противном случае интен-
сивность флюоресценции была бы не видна на
фоне мощного рассеянного лазерного излуче-
ния, т.к. реальные интенсивности обратно рас-
сеянного возбуждающего излучения в тысячи
раз больше интенсивности флюоресценции.

Существуют, конечно, и более сложные
системы флюоресцентной диагностики, вклю-
чающие, например, систему визуализации ис-
следуемого поля [20], измерение времени жиз-
ни флюоресценции (времени затухания) [21]
или совмещенные с приборами оптической ко-
герентной и диффузионной томографии [22,
23], но физические основы флюоресцентной
спектроскопии для всех этих систем, а также
проблемы анализа и обработки данных – об-
щие. Поэтому здесь мы не будем касаться более
сложных систем, тем более в России они пока
не получили широкого распространения, а
ограничимся примером простейших cпектро -
скопических медицинских диагностических
комплексов типа ЛЭСА и ЛАКК-М.

Сегодня одним из наиболее массовых и
признанных применений методов флюорес-
центной спектроскопии in vivo в клинике на ос-
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Рис. 2. Вид спектра флюоресценции на экране мони-
тора. Возбуждение флюоресценции в линии 532 нм.
Предположительно люминесценция липофусцина

* Согласно [9] это может также быть флюоресценция неко-
торых металлопорфиринов, например, Zn-Копропорфири-
на III, Zn-Протопорфириан IX и др.



нове этих систем является детекция факта на-
личия и оценка уровня накопления в тканях
разнообразных экзогенных (искусственных)
фотосенсибилизаторов для целей дифференци-
альной диагностики, фотодинамической тера-
пии (ФДТ) и хирургической навигации при он-
кологических заболеваниях [13, 24–30 и др.].
Согласно существующим представлениям,
многие фотосенсибилизаторы обладают спо-
собностью к повышенному накоплению в зло-
качественных опухолевых тканях в концентра-
циях, превышающих накопление в нормаль-
ных интактных тканях в 3–10 раз и более, а
также способностью к сильной вынужденной
флюоресценции под действием освещающего
их лазерного излучения, т.е. способны пере-
излучать значительную часть поглощенной
ими энергии (до 20–25 %) в виде квантов света с
меньшей частотой (с большей длиной волны)
[24, 26, 27]. Это позволяет при системном вве-
дении фотосенсибилизатора (внутривенно, на-
пример) онкологическому пациенту контрасти-
ровать его опухоль на фоне нормальных
тканей. Рис. 3 демонстрирует такой пример с
разной интенсивностью зарегистрированной
флюоресценции с опухоли (рак дна полости
рта) и интактной нормальной слизистой поло-
сти рта при системном введении онкологиче-
скому больному отечественного фотосенсиби-
лизатора “Фотосенс.

При нейрохирургических вмешатель-
ствах такое интраоперационное флюоресцент-
ное контрастирование и флюоресцентная на-
вигация по данным ряда авторов могут быть
весьма информативны для хирурга, помогая

ему визуализировать границы новообразова-
ния [28, 29]. Есть ряд сообщений, что и просто
первичное обнаружение очагов опухоли воз-
можно с помощью флюоресцентного контра-
стирования. Например, в [30] сообщается, что у
10 из 200 больных со злокачественными опухо-
лями основных локализаций (кожа, пищевари-
тельный тракт, мочеполовая система) в иссле-
довании были выявлены скрытые очаги рака и
дисплазии при контрастировании новообразо-
ваний отечественным фотосенсибилизатором
порфиринового ряда – фотогемом.

При проведении же ФДТ введение фото-
сенсибилизатора пациентам продиктовано не
столько диагностическими задачами, сколько
задачами лечебными. Согласно обобщенному
протоколу ФДТ [24–27] до проведения сеанса
терапии специальный фотосенсибилизатор
принудительно вводится в организм пациента
(внутривенно, внутримышечно или местно ап-
пликационно). Введение осуществляется зара-
нее, обычно за несколько часов или даже за сут-
ки до проведения сеанса ФДТ, чтобы дать время
фотосенсибилизатору накопиться в опухоли.
После накопления фотосенсибилизатора в опу-
холи она облучается достаточно мощным ла-
зерным излучением (до нескольких ватт на см2)
с длиной волны, соответствующей полосе по-
глощения фотосенсибилизатора. Энергия воз-
бужденных молекул фотосенсибилизатора за
счет последующих столкновений передается
молекулам кислорода, переводя молекулы O2 в
возбужденное синглетное состояние, которые,
в свою очередь, будучи активными окислителя-
ми обеспечивают деструкцию опухоли. Конста-
тацию же самого факта максимального накоп-
ления фотосенсибилизатора и его динамику в
опухоли при облучении опухоли лазером как
раз и обеспечивают методы флюоресцентной
спектроскопии in vivo. Это составляет сегодня
основной предмет лазерной флюоресцентной
диагностики в ФДТ [13, 18, 24, 25, 27, 31].

Однако гораздо более широкие перспек-
тивы флюоресцентной спектроскопии in vivo
заложены в возможности с ее помощью (при до-
статочной чувствительности аппаратуры) ре-
гистрировать очень слабые свечения различ-
ных природных (эндогенных) флюорохромов,
всегда присутствующих в наших клеточных
тканях и жидкостях внутри организма: вита-
минов, порфиринов, флавинов, NADH, эласти-
на, коллагена и ряда других по типу рис. 2 [6,
16, 17, 32–36 и др.]. Интенсивность флюорес-
ценции в данном случае и ее спектр будут зави-
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сеть как от природы (класса) веществ, накапли-
вающихся и содержащихся в тканях, так и от
их концентрации в толще ткани. Т.е. в качестве
специфической ниши флюоресцентной спек-
троскопии in vivo в более широком медицин-
ском плане просматривается уникальная воз-
можность регистрации и анализа прижизнен-
ного содержания в тканях и органах многих эн-
догенных природных флюоресцирующих ве-
ществ, во многом определяющих метаболизм и
жизнеспособность всех наших клеток, тканей,
органов и систем.

На рис. 2 уже был представлен спектр эн-
догенной флюоресценции кожи хвоста крысы в
условиях воспаления. В разных других случаях
для разных других флюорофоров, разных длин
волн возбуждения флюоресценции и разных
применяемых в приборах пороговых фильтров
8 форма спектра флюоресценции на экране мо-
нитора компьютера будет разной. Будет она
разной и для разных типов приборов с разной
аппаратной функцией преобразования. Она
может содержать другие локальные максиму-
мы, провалы и т.п. Например, может практиче-
ски полностью отсутствовать в регистрируе-
мом сигнале “лазерный пик” Il в силу особенно-
стей оптических схем регистрации, полного по-
давления фильтром 8 этой спектральной линии
или в силу полного поглощения этого излуче-
ния кровью сосудистого русла в обследуемой
клеточной биоткани. Одновременное присут-
ствие в тканях нескольких флюорофоров при-
ведет к сложному регистрируемому суммарно-
му спектру флюоресценции этих веществ, с
разным количеством максимумов и миниму-
мов. Дополнительно достаточно сильные иска-
жения спектров флюоресценции могут вызы-
ваться несовершенством конструкции поли-
хроматоров, используемых в приборах, а также
разной спектральной чувствительностью фо-
топриемных устройств этих приборов [37]. Поэ-
тому при сравнении спектров флюоресценции,
снятых разными авторами на разных установ-
ках, надо действовать весьма осторожно, все-
гда имея в виду возможные приборные и иные
их искажения. Стандартизации аппаратной
функции преобразования приборов в этой мо-
лодой области медицинской диагностики пока
нет ни в одной стране мира (см. далее).

В качестве примера на рис. 4 представ-
лен не скорректированный на приборные иска-
жения и на поглощение света кровью суммар-
ный спектр эндогенной флюоресценции ба-
зальноклеточного рака (базалиомы) кожи при

возбуждении флюоресценции ультрафиолето-
вым излучением с максимумом в диапазоне
длин волн около 375 нм. На спектре отчетливо
прослеживаются несколько максимумов спек-
тральной плотности мощности, раздельная ин-
терпретация которых в терминах отдельных
накопленных в тканях веществ уже весьма за-
труднительна. В частности, в области флюо-
ресценции липофусцина здесь можно увидеть
некий пик, но истинное его появление обуслов-
лено, скорее всего, не повышенной концентра-
цией липофусцина или его повышенной ϕ(λe,λf),
а предшествующим этой спектральной области
провалом в спектре в районе 520–570 нм, вы-
званным поглощением света кровью [38].

Рис. 5 демонстрирует теоретический вид
расчетных спектров флюоресценции в коже че-
ловека в зависимости от объема кровенаполне-
ния дермы Vb и степени сатурации StO2 оксиге-
моглобина смешанной крови в микрососуди-
стом русле дермы [38, 39]. Хорошо прослежива-
ется уменьшение амплитуды и искажение фор-
мы спектра в зависимости от объема присут-
ствующей крови, особенно в диапазонах длин
волн 400–420 нм и 520–590 нм.

Как получают такие расчетные кривые?
При реализации методов флюоресцентной
спектроскопии in vivo для живых тканей урав-
нением (1) пользоваться уже нельзя. Во-пер-
вых, в биоткани, как в многокомпонентной сре-
де, содержится большое количество различных
хромофоров и флюорофоров, взаимодействие
которых со светом не учитывается в (1). В част-
ности, не учитывается стороннее поглощение
света гемоглобином крови и эпидермальным
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меланином – основными хромофорами тканей
в видимом диапазоне света. Во-вторых, как уже
упоминалось, толстые клеточные слои и фраг-
менты тканей вследствие их гетерогенности
(оптической неоднородности) обладают силь-
ным светорассеянием. Это принципиально ме-
няет характер распространения света в них по
сравнению с гомогенными прозрачными рас-
творами. Доминирующим явлением становит-
ся рассеяние света, а не поглощение, поэтому
для теоретического описания распределения
поля излучения в такой среде необходимо ис-
пользовать более сложные физико-математи-
ческие модели и уравнения.

Одним из таких подходов является ис-
пользование методов теории переноса и рас-
сеяния света в мутных средах [40]. Теория пере-
носа, как известно, оперирует модельным пред-
ставлением среды, оптические свойства кото-
рой характеризуются не только коэффициен-
том поглощения μa, но и коэффициентом рас-
сеяния μs (а также рядом других параметров
рассеяния в зависимости от модельной поста-
новки задачи [41–44]), которые являются де-
терминированными константами общего ин-
тегро-дифференциального уравнения переноса
(транспортного уравнения), описывающего из-
менение поля излучения в среде по пути его
распространения для выбранной длины волны
(отдельно для λe и для λf). Решение этого диффе-
ренциального уравнения (системы дифферен-
циальных уравнений) в общем случае аналити-
чески получить сложно, поэтому замкнутые
точные решения известны сегодня лишь для
ряда простейших случаев [40–42]. Например,

для случая простейшей одномерной задачи
(1D) решение системы 2 транспортных уравне-
ний в условиях многократного рассеяния хоро-
шо известно как решение двухпотоковой моде-
ли Кубелки–Мунка [40], хотя аналогичное ре-
шение было независимо получено и нашим со-
отечественником Гуревичем [45]. На основе
этих базовых решений для общего случая полу-
бесконечной светорассеивающей среды можно
получить аналогичное уравнению (1) точное
аналитическое выражение для регистрируемой
на отражение (обратно рассеянной) ин тен сив -
нос ти флюоресценции If (λf). Это выражение вы-
глядит следующим образом [39]:

If (λf) = I0(λe)·ϕ(λe,λf)·μaf(λe)·γ(λe,λf). (3)

Однако, в отличие от уравнения (1), в этом
выражении параметр γ(λe,λf) зависит не от d
(рассматриваемое приближение полубесконеч-
ного слоя подразумевает предел d→∞, а являет-
ся сложной нелинейной функцией всех учиты-
ваемых в модели оптических свойств и компо-
нентов среды, причем как для длины волны
возбуждения λe, так и для рассматриваемой λf.
Он определяет, видимо, с физической точки
зрения некую эффективную длину пути луча
света в светорассеивающей среде при измере-
нии обратно рассеянного излучения (с перед-
ней поверхности среды) в зависимости от λ.

Поскольку для разных длин волн из-за на-
личия рассеяния и многокомпонентности со-
става биоткани он будет разным, то в результа-
те формируются отличия и искажения спектра
флюоресценции вещества in vivo в ткани от
спектра флюоресценции этого же вещества в
прозрачном растворе в кювете по (1). Более то-
го, рассматривая подробно физические основы
флюоресцентной спектроскопии светорассеи-
вающих сред, необходимо ясно понимать, что
параметр γ(λe,λf) является сложной функцией
μaf(λe), что означает общую нелинейную
зависимость If (λf) от cf для оптически мутных
сред, причем вне зависимости от малости кон-
центрации.

Для любых малых концентраций эта за-
висимость может оказаться существенно нели-
нейной или близкой к линейной в зависимости
от сочетания оптических свойств флюорофора
и обследуемой биоткани. Часто эта нелиней-
ность обнаруживается исследователями в экс-
перименте (например, [46]). Рис. 6 демонстри-
рует поясняющий модельный теоретический
пример из [47]. Видно, как увеличение εf(λe)
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приводит не только к росту амплитуды If (λf), но
и к увеличению нелинейности зависимости
If (λf) от cf. Увеличение же μs немного снижает
амплитуду If (λf) за счет просветления среды в
условиях многократного рассеяния [38, 41], но
не сказывается сильно на характере этой зави-
симости в целом.

Как следствие, обратные задачи даже для
одного флюорофора в таком простейшем 1D
случае для вычисления его концентрации в
толще биоткани по зарегистрированному спек-
тру флюоресценции решаются очень плохо, не
говоря уже о многокомпонентной флюоресци-
рующей среде. Поэтому надежных, стандарти-
зованных и общепринятых алгоритмов для об-
ратных задач флюоресцентной спектроскопии
in vivo сегодня пока нет. 

В других модельных постановках, более
сложных (2D и др.), точное решение задачи в
замкнутом аналитическом виде, как правило,
не известно даже для прямой задачи, поэтому
для численных оценочных расчетов в боль-
шинстве случаев на практике приходится ис-
пользовать метод статистического моделирова-
ния Монте-Карло [48, 49]*. Однако, с его помо-

щью очень сложно анализировать поведение
различных решений по типу рис. 6. Требуется
огромный объем и время вычислений. Более
того, в отличие от диапазона высокоэнергети-
ческих ионизирующих излучений, где метод
Монте-Карло достаточно точен и повсеместно
используется в расчетных задачах радиацион-
ной медицинской физики, в оптическом диапа-
зоне вследствие явления многократного рас-
сеяния он теряет свою точность, т.к. сложно
определить средний вероятный пробег фотона
в среде между соударениями и фазовую функ-
цию рассеяния в каждом конкретном случае.
Использование средней вероятной длины про-
бега фотона в простейшем виде l=1/(μa+μs), к че-
му часто прибегают авторы многих публика-
ций, вообще говоря, в оптическом диапазоне
длин волн для мутных сред верно только в при-
ближении однократного рассеяния [38, 41]. Но
метод, все же, позволяет получать точечные
оценки ожидаемых решений и как-то анализи-
ровать результат.

Тем не менее, несмотря на сложности вы-
числений концентраций, большое разнообра-
зие природных флюоресцирующих органиче-
ских веществ, присутствующих в живых кле-
точных тканях, открывает большие возможно-
сти для проведения методом флюоресцентной
спектроскопии in vivo для доступных тканей и
органов достаточно многоплановой и тонкой
дифференциальной, функциональной и мони-
торинговой диагностики [33]. В ультра -
фиолетовой области спектра (260–350 нм), на-
пример, флюоресценция живых биологических
тканей обусловлена, главным образом, свече-
нием белков, содержащих ароматические ами-
нокислоты триптофан и тирозин [5, 6]. В синей
и сине-зеленой области спектра (420–490 нм)
большая доля флюоресценции приходится на
связанную (NAD(p)+, NAD+) и восстановленную
(NADН, NAD(p)H) формы кофермента никотина-
мид-аденин-динуклеотид с максимумами спек-
тра флюорес ценции на длинах волн 435 и
460 нм соответственно*, причем восстановлен-
ная форма кофермента NADH имеет суще-
ственно более высокий квантовый выход флюо-
ресценции, т.е. вносит в сигнал флюоресцен-
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Рис. 6. Теоретическая нелинейная зависимость ре-
гистрируемого сигнала If(λf) от концентрации
флюорофора в среде [47]. Коэффициент поглощения
флюорофора μaf(λe): 1, 3 – 100·cf см-1; 2, 4 – 500·cf см-1.
Коэффициент рассеяния ткани в упрощающем
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Суммарный коэффициент поглощения ткани без
флюорофора μat(λe)=2 см-1. В диапазоне флюо -
ресценции μaf(λf)=0 и μat(λf)=1 см-1

* Вопреки часто высказываемому мнению, например [49],
методом Монте-Карло не решается уравнение переноса из-
лучения. Это самостоятельный метод статистических ис-
пытаний (блужданий фотонов), не связанный напрямую с
решением уравнения переноса. Связь можно проследить
только в общей феноменологической постановке задачи

* Как известно из курса физики, в зависимости от кислот-
ности среды, ее температуры, наличия рядом тушащих
флюоресценцию агентов, например, молекул кислорода, а
также в зависимости от ряда других факторов, максимумы
спектров флюоресценции могут немного (до 10–20 нм) сме-
щаться от указанных значений в ту или иную сторону



ции в этом диапазоне наибольший вклад [6, 9,
35]. Сильный вклад в сигнал флюоресценции
здесь вносит и эпидермальный кератин с мак-
симумом спектра флюоресценции в районе
450 нм. Часто он даже забивает сигнал от
NADH, делая последний невидимым на своем
фоне [50].

Нельзя не отметить на левом краю этого
спектрального диапазона и вклад в суммарную
флюоресценцию основных белков соедини-
тельной ткани – эластина и коллагена, макси-
мум спектра излучения которых приходится на
длины волн 390 и 440 нм соответственно. Они
иногда даже претендуют на роль основных
флюорофоров дермы кожи [36], т.к. на коллаген
иногда приходится до 90 % всех белков дермы
(коллаген типа I и III). Коллаген и эластин в
большинстве случаев хорошо видны на спек-
трах in vivo, поэтому задача поиска медицин-
ских приложений, для которых их прижизнен-
ное определение может иметь смысл, весьма
актуальна [51]. Но и спектр коллагена и эласти-
на, вообще говоря, может быть плохо различим
на фоне флюоресценции кератина [50], поэто-
му интерпретация результатов флюоресцент-
ной спектроскопии in vivo в синей и сине-зеле-
ных областях спектра не так проста.

В зеленой области спектра (520–540 нм)
сильной вынужденной флюоресценцией обла-
дают рибофлавин и его производные – кофер-
менты FAD и FMN (флавино-аденин-динуклео-
тид и флавино-мононуклеотитд). В отличие от
NADH эти вещества ярко флюоресцируют в
окисленном состоянии, а восстановленная
форма, например, FADH2, практически не
флюоресцирует. Совместно с NADH молекулы
FAD и FMN функционируют как коферменты
дегидрогеназ в окислительно-восстановитель-
ных реакциях в тканях, выступая акцептором
электрона субстрата при реакции. Большин-
ство нарушений клеточного метаболизма и
клеточного дыхания заметно отражаются в ди-
намике различных форм этих молекул, что мо-
жет представлять особый интерес для диагно-
стики in situ дыхательных и обменных процес-
сов в живых биологических тканях [5, 9, 10, 17,
33–36].

В желто-красной области спектра начи-
нает доминировать флюоресценция гранул ли-
пофусцина (пигмент старения) и различных
порфириновых соединений. Природные пор-
фирины [6, 52, 53], входящие во многие биоло-
гически важные молекулы, отличаются очень
сильной фотоактивностью и флюоресценцией,

что и послужило причиной их применения для
целей ФДТ в качестве первых фотосенсибили-
заторов. У насыщенных порфирином тканей
можно часто наблюдать характерную для пор-
фирина яркую «двухгорбную» флюоресценцию
(рис. 7) в красной области спектра (>600 нм) с
характерным расположением двух максимумов
в районе 640 и 710 нм [6].

Из класса порфириновых соединений са-
мыми легко определяемыми и наиболее пред-
ставленными в мягких тканях организма яв-
ляются, видимо, гематопорфирины, в частно-
сти протопорфирин IX, с которых и началось
исследование эндогенной флюоресценции пор-
фиринов in vivo в биологии и онкологии [4, 26,
34, 52, 53]. Эндогенные порфирины в организ-
ме участвуют в реакциях катализа и полимери-
зации, входят в состав ферментов класса окси-
редуктаз, витамина В12, и ряда других веществ
[54–56], так что их роль в организме весьма вы-
сока. Нарушение порфиринового обмена при-
водит к анемии, ряду нейропсихических и кож-
ных заболеваний – красной волчанке, фотодер-
матозу, язвам и т.п. [6, 52, 55, 57]. По данным
ряда авторов, гематопорфирин может накап-
ливаться в злокачественных опухолях, в некро-
тических, лимфоидных и других патологиче-
ски измененных тканях [6, 52, 54, 56]. Опреде-
ленной порфириновой флюоресценцией обла-
дают различные клеточные инфильтраты, тка-
ни, поврежденные грибковыми и анаэробными
инфекциями [58], что может позволить отсле-
живать методами лазерной флюоресцентной
диагностики по флюоресценции порфирина
динамику злокачественных и доброкачествен-
ных процессов в тканях, областей воспалений,
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скорость заживления послеоперационных ран,
ожоговых, гнойных и других процессов. Не ис-
ключено также, что повышенное содержание
порфириновых соединений в тканях с нару-
шенной жизнедеятельностью связано с изме-
нением кровообращения в зонах патологии
[59]. Соответственно, регистрация эндогенных
порфиринов методами флюоресцентной спек-
троскопии in vivo оказывается очень актуальна
для самых различных областей и приложений
медицины [16, 17, 20, 32, 33, 46, 55, 60, 61].

В частности, в последнее время появи-
лись серьезные основания полагать, что повы-
шенное накопление в тканях эндогенных пор-
фиринов может быть связано с состоянием вос-
паления и хронической гипоксии в тканях [61,
62]. Это заставляет по-новому посмотреть на
проблему интраоперационного контрастирова-
ния опухолей и ФДТ. Хотя воспаление и гипок-
сия всегда сопровождают рост злокачествен-
ных новообразований [56, 63], накопление фо-
тосенсибилизатора в гипоксических клетках и
в злокачественных клетках – не тождественные
понятия. Контуры злокачественного пула жи-
вых клеток в опухоли, особенно хорошо оксеги-
нированных, и гипоксического пула могут не
совпадать [8, 63]. Соответственно, распределе-
ние концентрации фотосенсибилизатора в опу-
холи может неточно отражать карту распро-
странения растущего злокачественного пула
клеток. Как следствие, возможны ошибки ин-
траоперационной навигации и не эффектив-
ность (или слабая эффективность) процедур
ФДТ. Такие данные встречаются в литературе.

В [28], например, говорится о том, что ряд
глиом головного мозга в группе испытуемых не
имел повышенного контраста флюоресценции.
Не исключено, что это были хорошо оксигени-
рованные опухоли со слабо выраженным мест-
ным воспалением. Аналогичные замечания для
рака почки и мочевого пузыря содержатся в
[20]. Данные группы радиологического отделе-
ния МОНИКИ также подтверждают возмож-
ность ошибок флюоресцентной навигации по
причине накопления фотосенсибилизаторов
преимущественно в гипоксических клетках и
областях воспаления, а не в перерожденных
злокачественных клетках, особенно молодых
[33, 61]. На одном из этапов работ наша группа
исходила из предположения, что если экзоген-
ные порфирины повышенно накапливаются в
опухоли, а в организме есть много и эндоген-
ных порфиринов, то при достаточной чувстви-
тельности аппаратуры увидеть контраст опухо-

ли можно и без использования экзогенных фо-
тосенсибилизаторов, регистрируя только эндо-
генную флюоресценцию порфиринов in situ.
Увы, результаты исследований показали, что
около 50 % опухолей головы и шеи (рак кожи
головы и шеи, а также органов полости рта) не
имеют выраженного контраста эндогенной
флюоресценции, т.е. фактически не накапли-
вают сверх нормальных тканей эндогенных
порфиринов и не флюоресцируют сильнее их
[33, 59]. И наоборот, ряд доброкачественных
процессов имеет повышенную порфириновую
флюоресценцию, подобно злокачественным
[59, 60]. Таким образом, злокачественные про-
цессы, скорее всего, вообще не дифференци-
руются от некоторых доброкачественных по
уровню накопления эндогенных порфиринов.
Это, видимо, не специфический признак злока-
чественности, а признак измененного метабо-
лизма – гипоксии, понижения pH, интоксика-
ции и т.п. [59, 61]. В зарубежной литературе то-
же есть этому подтверждение [20, 50, 58 и др.].

Тем не менее, как мы видим, если отойти
от проблемы дифференциальной диагностики
в онкологии, то во всей области видимого спек-
тра разнообразная эндогенная флюоресценция
весьма широко представлена в живых биотка-
нях. Поскольку существуют различия в If(λ) для
разных длин волн, разных областей обследова-
ния, разных тканей, разных больных и разных
стадий заболевания у одного и того же пациен-
та, то, безусловно, If(λ) несет в себе определен-
ную объективную медицинскую информацию,
которую было бы важно использовать. Вопрос в
том, как ее расшифровать, как количественно
оценить и правильно интерпретировать. Ам-
плитуда сигнала на экране монитора компью-
тера, которую видит врач, сильно зависит не
только от медико-биологических параметров
объекта обследования, от концентрации и глу-
бины залегания в тканях искомых флюорофо-
ров, но и от мощности источника возбуждения
флюоресценции, от коэффициентов потерь и
усилений в системе регистрации излучения, от
аппаратной функции прибора и т.д. [37]. Поэто-
му анализ только одной величины регистри-
руемой амплитуды If(λ) чреват большими ошиб-
ками. Как уже обсуждалось, идеальной была бы
возможность оценки по If(λ) факта присутствия
и величины концентрации всех флюорофоров в
ткани, ответственных за ее появление. Но это
пока за гранью возможного ввиду нелинейного
характера зависимости и множественности эн-
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догенных флюорофоров в живой биоткани. По-
ка в клинической практике приходится исполь-
зовать более простые методы количественной
оценки результата.

Попыткой устранить влияние мощности
исходного (возбуждающего) излучения на ре-
зультат диагностики является, например, пред-
ложение [13] оценивать для разных длин волн
так называемый коэффициент флюоресцен-
ции (КФ), равный отношению максимумов ам-
плитуд If(λ) и Il(λ):

КФ=If(λ)/Il(λ).                (4)

Однако, как было показано в работе [64],
более метрологически надежным диагностиче-
ским критерием является приведенный коэф-
фициент флюоресцентной контрастности Kf,
определяемый соотношением:

Kf = 1+(If max·β –Il max)/(If max·β +Il max),     (5)

где β – коэффициент ослабления порогового
фильтра 8 (рис. 1) для длины волны воз буж де ния
флюоресценции (β ≈1000)*. Коэффициент Kf ока-
зывается более устойчивым, чем КФ, к случай-
ным погрешностям измерений, которые могут
доходить до 30–40 % от измеряемой величины
[37, 64]. Он лежит в ограниченном диапазоне
0...2, что является гораздо более удобным при
классификации наблюдаемых различий в кли-
нике, чем неограниченная сверху величина КФ.

В ряде случаев можно на одном и том же
спектре при одной и той же длине волны возбуж-
дения флюоресценции λe оценивать отношения If

для разных λf (разных максимумов в спектре
флюоресценции). Так, В.Н. Карнаухов в [9] для
оценки внутриклеточных энергетических и об-
менных процессов предлагал оценивать отноше-
ния If для длин волн λf=460 и λf=530 нм
(If(460)/If(530)) – так называемый редокс-статус,
определяемый отношением флюоресценции вос-
становленного никотинамида (NADH) к флюорес-

ценции окисленных форм FAD и FMN. Отноше-
ние интенсивностей флюоресценции на длинах
волн 600 и 580 нм использовалось при диагно-
стике атеросклеротических бляшек [65]. При та-
ком подходе все эти отношения (для не искажен-
ных прибором спектров) в первом приближении
можно считать прямо пропорциональными от-
ношениям концентраций регистрируемых ве-
ществ в области обследования, особенно для оп-
тически «серых» биотканей [39].

Между тем, международные рекоменда-
ции в ситуации, когда нельзя непосредственно
использовать классические размерные величи-
ны для измеряемого параметра, а измерения
проводятся, например, через кожу, предлагают
использовать понятия транскутанных (ткане-
вых) индексов “чего-то”, например, транскутан-
ный индекс напряжения кислорода или транс-
кутанный билирубиновый индекс [66, 67].

Представляется целесообразным этот
подход использовать и в лазерной флюорес-
центной спектроскопии in vivo. Действительно,
все относительные параметры содержания
флюоресцирующих веществ в тканях по (4), (5)
или другим аналогичным соотношениям опре-
деляются в сложных условиях сильного свето-
рассеяния и наличия других поглощающих
свет веществ, например, меланина в коже или
гемоглобина в крови. Кроме того, все они опре-
деляются не прямыми измерениями, а косвен-
но, через вычисление отношений интенсивно-
стей регистрируемого оптического излучения.
Поэтому говорить здесь сегодня можно лишь об
условных единицах содержания вещества в том
или ином диагностическом объеме [19], что в
полной мере может быть поименовано в целях
унификации диагностической терминологии
как индекс транскутанного (или индекс тка-
невого) содержания вещества в зоне обследова-
ния (индекс тканевого меланина, индекс транс-
кутанного протопорфирина IX и т.д.). В этом
случае, если известен из результатов диагно-
стики неискаженный спектр флюоресценции
какого-то отдельного конкретного вещества в
ткани, можно говорить о вычислении индекса
тканевого содержания (ИТС) этого вещества по
характерному наблюдаемому на экране мони-
тора максимуму его интенсивности флюорес-
ценции по отношению к интенсивности обрат-
но рассеянного лазерного излучения с исполь-
зованием формулы [68]:

(6)
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* Строго говоря, в формуле (4) также должен стоять анало-
гичный коэффициент перед If, т.к. во всех  приборах такого
типа содержатся пороговые фильтры 8, а интенсивность в
лазерной линии Il в нормальных условиях минимум на три
порядка больше интенсивности флюоресценции If. Однако
авторы [13] обычно не упоминают приборный коэффици-
ент в своих публикациях, видимо, по той причине, что при
считывании врачом спектра с экрана монитора компьюте-
ра он уже автоматически учитывается в ослабленном пред-
ставлении линии Il. Т.е. в их формуле (4) Il надо понимать
как Il/β.
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где: – определяемый ИТС вещества.
При одних и тех же длинах волн ИТС в точности
будет равен 1/2 коэффициента Kf по (5). Таким
образом, ИТС любого вещества всегда будет ме-
няться в компактном и понятном диапазоне от
0 до 1, и он сочетает в себе такие достоинства
перед другими диагностическими параметра-
ми как понятную физическую интерпретацию
и достаточно высокую метрологическую на-
дежность, аналогичную Kf.

В качестве примера можно рассмотреть
процедуру вычисления значения ИТС для
NADH по спектру рис. 4. Если отвлечься от про-
блемы искажения спектра и наличия сложного
состава веществ в ткани, ИТС NADH в данном
примере мог бы быть вычислен на основе (6)
как:

(7)

Подставляя сюда значения амплитуд сиг-
налов обратно рассеянного и флюоресцентного
излучений, показанных на графике, получим:

(8)

В этой записи наглядно представлено и
числовое значение показателя, и определяемое
вещество, и длины волн, с помощью которых
этот показатель определен.

Какие преимущества на практике дает
такой подход? Наглядно иллюстрирует это
рис. 8*. На рис. 8а приведены зарегистриро-
ванные и скорректированные на приборные
искажения спектры флюоресценции in vivo
ногтей пальцев ног при возбуждении флюорес-
ценции УФ-светодиодом с λe=360–390 нм для
случаев нормы и сосудистых осложнений (диа-
бетическая стопа) при сахарном диабете. Эти
исходные спектры мало информативны в та-
ком виде и не позволяют врачу быстро сделать
какие-либо выводы. Пересчет же всех спектров
по формуле (6) при фиксации линии
возбуждения на длине волны λe=375 нм дает
наглядную картину распределения ИТС ве-
ществ как функции длины волны флюоресцен-
ции (функции λf). Отчетливо проявляется
(рис. 8б), что практически во всем регистри-
руемом спектре  ИТС веществ выше для ногтей

“диабетической стопы” (здесь флюоресцируют,
главным образом, коллаген, NADH и кератин).
Более того, наглядно различаются случаи бо-
лее выраженных осложнений (график 3) и ме-
нее выраженных осложнений (график 4), под-
тверждаемых клинически. Т.е. степень сосуди-
стых поражений при “диабетической стопе”,
скорее всего, пропорционально отражается на
увеличении флюоресценции веществ по всему
регистрируемому спектру [60]. Таким образом,
удачно выбранная методика количественной
обработки данных по (6), даже в условиях от-
сутствия возможности вычислить реальные
концентрации флюорофоров в тканях, может
сегодня в ряде случаев приводить к клиниче-
ски значимому результату.

Другой (альтернативный) подход к коли-
чественной обработке данных флюоресцент-
ной спектроскопии in vivo был в свое время
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* Данные получены и предоставлены к.м.н. Д.А. Кулико-
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предложен в [20]. Автор предложил оценивать
ситуацию не в терминах ИТС веществ, а в тер-
минах относительного отклонения их содержа-
ния от нормы. В его работе регистрировался
интегральный сигнал  флюоресценции IfΣ (ин-
теграл по спектру) в используемом диапазоне
длин волн λf (в описываемой статье – диапазон
флюоресценции порфирина интервале
700–1000 нм). Флюоресценция измерялась с
области патологии (опухоли) – IfΣ_cancer и с нор-
мальных интактных тканей – IfΣ_normal , после чего
вычислялась относительная разница интен-
сивностей ΔIca по формуле:

ΔIca=(IfΣ_cancer–IfΣ_normal)/IfΣ_normal.       (9)

Физически это означает отход от оценки
абсолютных значений уровней накопления ве-
ществ в ткани и переход на более простую оцен-
ку шкалы относительного отклонения ситуа-
ции от нормы (к сожалению, вопрос линейно-
сти такой шкалы в работе не обсуждается).

Однако еще раз подчеркнем, что такие
подходы в общем случае эффективны только в
ситуации неискаженных спектров флюорес-
ценции и при наличии одного единственного
флюорофора в ткани для рассматриваемого
диапазона длин волн. Во всех других случаях
необходима корректировка спектра и его раз-
биение на парциальные вклады от спектров
флюоресценции всех отдельных детектируе-
мых в ткани флюорофоров. Иначе возможны
ошибки интерпретации [68].

Поэтому, в последнее время в области
флюоресцентной спектроскопии in vivo наме-
тились тенденции интенсификации исследова-
ний в этом направлении. Много работ встреча-
ется сегодня по алгоритмам корректировки
спектров и определения исходных спектров
флюоресценции путем учета их искажений от
поглощения света кровью и другими хромофо-
рами тканей [69, 70]. Разрабатываются различ-
ные методы многокомпонентного анализа
спектров для определения наиболее вероятного
состава флюорофоров в ткани [71, 72 и т.д.]. Но
все эти работы пока носят чисто исследова-
тельский характер. Случаи эффективного ис-
пользования этих алгоритмов в коммерческих
диагностических приборах пока не известны.

Дело в том, что метрологически эти про-
цедуры проработаны весьма слабо. Как извест-
но, чем сложнее вычислительная процедура,
тем больше вероятности накопления ошибки
вычислений, особенно для приближенных и

косвенных методов. Методические погрешно-
сти даже несложных базовых вычислительных
алгоритмов в неинвазивной медицинской спек-
трофотометрии весьма ощутимы и часто пре-
вышают инструментальные погрешности ме-
тода, существенно увеличивая общую погреш-
ность и неопределенность результата измере-
ний [19, 37, 59, 73]. И описываемые дополни-
тельные корректирующие вычисления, оче-
видно, их не уменьшают. Поэтому метрологиче-
скую состоятельность таких вычислительных
процедур и измерений в целом в области флюо-
ресцентной спектроскопии in vivo еще пред-
стоит определить.

В области флюоресцентной спектроско-
пии in vivo метрологические аспекты измере-
ний, вообще говоря, в целом исследованы и от-
ражены в литературе пока очень слабо [19, 37,
64]. Вместе с тем, очевидно, что любые количе-
ственные измерения должны характеризовать-
ся еще и с точки зрения метрологии: точности,
воспроизводимости, сличимости результатов
измерений и т.д. (особенно для разных прибо-
ров и лабораторий). Иначе невозможно количе-
ственно сравнивать разные клинические дан-
ные и случаи. Был бы получен спектр рис. 2,
например, с этого же объекта измерений на
другом аналогичном приборе этого же произво-
дителя или на аналогичном приборе другого
производителя? Наш опыт показывает, что се-
годня спектр выглядел бы в деталях во многом
по-другому. Был бы зарегистрирован несколько
иной контур спектра и другое соотношение If max

и Il max. Мы сравнивали спектры флюоресценции
с одного и того же объекта измерений для двух
разных приборов серии ЛАКК-М одного про-
изводителя и одного прибора другого россий-
ского производителя – ЛЭСА-01-БИОСПЕК. Ча-
стично результаты этих исследований отраже-
ны в [37]. Без корректирующих пересчетов не-
посредственно зарегистрированные спектры
различались сильно даже для двух однотипных
приборов ЛАКК-М. Физико-техническими объ-
ективными причинами таких различий яв-
ляются разные спектральные характеристики
используемых оптических фильтров, оптиче-
ских волокон, полихроматоров и фотоприемни-
ков. Другой причиной, методической или орга-
низационной, является отсутствие системы
унификации и стандартизации измерений в
этой новой области медицинской диагностики.
Производители данного оборудования и над-
зорные органы (Росздравнадзор, в частности, в
нашей стране) пока не озадачились единством
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измерений в области клинической флюорес-
центной спектроскопии in vivo, ввиду отсут-
ствия необходимых эталонных средств измере-
ний, включая единые и аттестованные имита-
ционные меры (фантомы), хранящие и вос-
производящие непосредственно измеряемые
спектрометрами in vivo первичные физические
величины – спектральные плотности мощно-
сти излучения флюоресценции на разные дли-
ны волн возбуждения λe [73].

Как известно, источниками, на которых
базируется система единства измерений, яв-
ляются: строгая и однозначная терминология,
стандартизация методов и средств измерений,
единая система мероприятий по градуировке,
калибровке и поверке средств измерений и т.д.
[19]. Практически ничего этого в области кли-
нической лазерной флюоресцентной спектро-
скопии in vivo нигде в мире пока нет. Однако
очевидно, что проблема единства и стандарти-
зации измерений, в частности – передаточных
функций приборов, уже давно здесь назрела.
Все выпускаемые диагностические приборы
должны быть настроены единым образом по
какому-либо эталонному источнику излучения
с известной и стандартизованной спектраль-
ной плотностью мощности. По высокотемпера-
турному планковскому “абсолютно черному”
телу, например. Также для правильного, едино-
образного и унифицированного выполнения
измерений необходимо соблюдать ряд единых
методических требований, т.к. метод флюорес-
центной спектроскопии in vivo является очень
чувствительным к некоторым помеховым фак-
торам [37, 74].

В отличие, скажем, от лазерной доплеров-
ской флоуметрии [68] или оптической тканевой
оксиметрии [38], флюоресцентная спектроско-
пия in vivo по эндогенной флюоресценции име-
ет дело с регистрацией таких компонентов био-
ткани, накопление которых в тканях происхо-
дят достаточно медленно: часы, сутки, недели.
Измеряемые in vivo спектры флюоресценции в
ней в течение процедуры проведения измере-
ний могут считаться статическими, неизмен-
ными, не меняющими свои значения. Только
уровни кровенаполнения и интерактивная со-
ставляющая погрешности могут сказываться
на флуктуациях сигнала на малых отрезках
времени (секунды, минуты) [59, 74]. Поэтому
здесь достаточно выполнения нескольких разо-
вых, одномоментных измерений с небольшим
усреднением сигнала во времени в течение не-
скольких секунд или десятков секунд. Для этого

на существующих приборах достаточно выпол-
нить подряд 5–10 измерений и далее усреднить
результат. Однако часто накопление флюоро-
форов в тканях отличается очень сильной не-
однородностью по поверхности биоткани, осо-
бенно в области патологий. Весьма близкие
анатомо-топографические точки на теле паци-
ента, скажем центр и край даже небольшой,
менее сантиметра в диаметре опухоли, могут
иметь очень разные спектры флюоресценции.
Поэтому методически наиболее правильным и
метрологически наиболее надежным в лазер-
ной флюоресцентной диагностике in vivo будет
проведение измерений по массиву точек в
центре, по границам и вокруг области патоло-
гии (области измерений) с их последующим
усреднением и/или с последующим анализом
результатов каждого измерения и построением
карты распределения ИТС флюоресцирующих
веществ по всей обследуемой поверхности. Воз-
можно, конечно, использование и систем ви-
зуализации, если они позволяют проводить ко-
личественные спектральные измерения.

Дополнительно, поскольку измерения эн-
догенной флюоресценции имеют дело с очень
маленькими потоками света, метод оказывает-
ся очень чувствителен к наличию в помещении
для проведения измерений внешнего освеще-
ния. Лучше всего использовать слегка затем-
ненное помещение и не проводить измерения
при ярком внешнем искусственном или есте-
ственном освещении (прямые солнечные лучи,
мощные лампы). Влияние внешнего освещения
перед началом измерений желательно прове-
рять на белой светорассеивающей и не флюо-
ресцирующей рабочей мере, которая должна
входить в комплект поставки диагностических
систем в клиники. Также в комплект поставки
желательно включать рабочие имитационные
меры, моделирующие спектры флюоресцен-
ции. Только в этом случае перед проведением
измерений врач сможет точно убедиться в ра-
ботоспособности прибора и проверить его
функцию преобразования. Часто, например,
для оптоволоконных систем загрязнение торца
световода (оптоволоконного датчика) или его
поломка являются источниками дополнитель-
ных погрешностей и ошибок измерений. Од-
ним словом, детальная проработка метрологи-
ческих аспектов диагностики в лазерной флюо-
ресцентной спектроскопии in vivo сегодня
крайне актуальна [19]. Только при решении
всех этих вопросов стандартизации и унифика-
ции измерений эта технология сможет дей-
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ствительно претендовать на роль одной из ве-
дущих перспективных неинвазивных медико-
физических диагностических технологий для
клинической медицины будущего [75].
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PHYSICAL FOUNDATIONS OF LASER CLINICAL FLUORESCENCE SPECTROSCOPY IN VIVO
D.A. Rogatkin

M.F. Vladimirskiy Moscow Regional Research and Clinical Institute “MONIKI”, 
Moscow, Russia

The physical principles of the laser clinical fluorescent spectroscopy in vivo – the noninvasive optical di-
agnostic method intended for an assessment of the content in human tissues of various fluorophores of
a natural and artificial origin are considered. All necessary terms and definitions are provided. Infor-
mation on technical features of a design of the elementary optical spectral devices for the method real-
ization is described. It is discussed about areas and problems of application of the method in medicine.
Questions of metrology of such measurements, and also problems of creation of computing algorithms
for processing and the analysis of results of measurements are discussed as well. Methodical recom-
mendations about the method application in applied medicine are presented.

Key words: biological tissue, diagnostics, fluorescence, spectroscopy, wavelength, absorption, scatter-
ing, fluorophores, concentration
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