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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Введение 

Актуальность работы 

Мониторинг состояния микроциркуляции является одной из важных проблем 

современной медицинской диагностики. Это связано с тем, что многие заболевания, 

такие как заболевания сердечно-сосудистой системы, атеросклероз, сахарный диабет, 

хроническая венозная недостаточность и другие, вызывают функциональные и 

морфологические изменения в микроциркуляторном русле. Повреждения на уровне 

микроциркуляции/макроциркуляции составляют основу развития стресс-

индуцированных заболеваний, таких как гастроинтестинальные геморрагии, 

артериальная гипертония, геморрагический панкреатит, инфаркт миокарда, инсульты и 

т.д. В настоящее время изучение системы микроциркуляции представляет собой 

сочетание традиционных и новых морфологических и функциональных методов анализа. 

Применяемые морфологами методы изучения микроциркуляторного русла на 

аутопсийном и биопсийном материалах имеют ряд недостатков, связанных с 

определением состояния интрамуральных сосудов преимущественно на поперечных и 

косых срезах, а также большими трудностями при исследовании одновременно сосудов 

гемо- и лимфоциркуляции. Морфологические исследования микроциркуляции, 

проводящиеся в большинстве случаев биопсийным методом, отражают состояние 

микроциркуляции только в конкретной точке и не могут отражать динамические 

процессы.  

В настоящее время к наиболее эффективным диагностическим методам 

определения основных параметров микроциркуляции относятся методы, основанные на 

динамическом рассеянии света (методы лазерной доплеровской флоуметрии [1-4], 

интравитальная микроскопия [5, 6], спекл-визуализация [3, 7-12] и другие), а также 

методы, основанные на принципах оптической когерентной томографии [13-15]. Многие 

из перечисленных методов имеют ряд существенных ограничений, например, 

недостаточно высокое пространственное и временное разрешение, ограниченность 

информации о потоке частиц, особенно при сканировании по глубине биоткани, 

некоторая инвазивность измерений и др. Совмещение методов динамического рассеяния 

света (ДРС) и микроскопии позволяет получить высокоэффективный инструмент для 

определения параметров микроциркуляции. 

 В настоящее время методы статистического и корреляционного анализа 

динамических спеклов широко применяются в материаловедении, медицине, биологии, 

химии и других областях современной науки. Данные методы, предполагающие анализ 

флуктуационной составляющей интенсивности лазерного излучения, рассеянного 

зондируемым объектом, базируются на совокупности фундаментальных и прикладных 

результатов, полученных в последние десятилетия в статистической оптике и оптике 

случайно-неоднородных сред. Формируемые при многократном рассеянии лазерного 

излучения спекл-поля обладают высокой чувствительностью к изменениям 

конфигурации рассеивающих центров в зондируемой области, обусловленным 

нестационарной особенностью исследуемой среды. Несмотря на значительный успех, 
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достигнутый к настоящему времени в части развития фундаментальных и прикладных 

аспектов спекл-корреляционного зондирования, ряд вопросов, имеющих 

принципиальное значение с точки зрения расширения области применимости данных 

методов, изучен в недостаточной степени. Решение данных проблем и вопросов 

актуально, что и определило цель настоящей диссертационной работы.  

Цель и задачи исследований 

Целью диссертационной работы является исследование эффективности 

применения метода лазерной спекл-контрастной визуализации для анализа динамики 

кровотока in vivo при решении ряда практических задач в медицине.  

Для достижения цели диссертационной работы были решены следующие задачи:  

1) анализ основ спекл-контpастных измерений параметров кровотока с последующей 

отработкой технологии мониторинга этих параметров и реализующего ее 

устройства; 

2) калибровка метода спекл-контpастной визуализации с помощью фантома, 

моделирующего микpоциркуляцию крови в биологической ткани с оптическими 

свойствами, близкими к реальным тканям;  

3) оценка влияния оптических просветляющих агентов на микроциркуляцию крови в 

тканях лабораторных животных; 

4) исследование изменения микроциркуляции крови в условиях моделирования 

аллоксанового диабета у лабораторных животных; 

5) исследование микроциркуляции крови в условиях развития стресс-

индуцированного инсульта головного мозга у лабораторных животных;  

6) оценка возможности использования методов лазерной спекл-визуализации для 

мониторинга микроциркуляции крови в условиях моделирования ишемии-

pеперфузии в тканях поджелудочной железы лабораторных животных. 

Научная новизна работы: 

Калибровка метода спекл-контрастной визуализации с помощью фантома 

моделирующего микроциркуляцию крови в биоткани с оптическими свойствами, 

близкими к реальным тканям, позволяет рассчитать пространственное распределение 

контраста и оценить зависимость контраста спекл - изображения относительно заданных 

значений скоростей, что позволяет перейти от качественного анализа изменений 

микроциркуляции крови к количественному, а именно к приведенной скорости в 

фантоме. Предлагаемая методика позволяет количественно оценить изменения 

микроциркуляции крови во внутренних органах лабораторных животных на ранних 

стадиях развития патологий.  

Впервые было изучено влияние иммерсионных жидкостей, а именно 

многокомпонентного раствора фруктозы (фруктоза, вода и спирт, 50:20:30 %) в режиме 

реального времени на микроциркуляцию крови в сосудах внутренних органов 

лабораторных животных, а также влияние 100% раствора Омнипак-300 (рентгено-

контрастное вещество Йогексол) и водного 70% раствора Омнипак-300 на 

микроциркуляцию крови в сосудах поджелудочной железы лабораторных животных в 

условиях развития аллоксанового диабета. 
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Впервые методика спекл-контрастной визуализации была применена к 

исследованию микроциркуляции крови в сосудах поджелудочной железы в условиях 

развития экспериментальной модели ишемии-реперфузии. 

Метод спекл-контрастной визуализации продемонстрировал эффективность 

диагностики прединсультных изменений церебральной микроциркуляции в условиях 

развития стресс-индуцированного инсульта. 

Положения и результаты, выносимые на защиту:  

1. Мониторинг состояния микроциркуляции крови в коре головного мозга, 

обусловленного патологическими изменениями в коре при развитии стресс-

индуцированного инсульта или при воздействии медицинских препаратов, 

продемонстрировал эффективность диагностики прединсультных изменений 

церебральной микроциркуляции методом спекл-контрастной визуализации.  

2. При создании временной неполной (50% кровотока) локальной ишемии путем 

компрессии магистральных сосудов поджелудочной железы в течение 5 мин с 

помощью спекл-контрастной визуализации была выявлена реактивная гиперемия 

и обратимые клинические и морфологические изменения. Реактивная гиперемия 

отсутствовала при неполной компрессии в течение 20 мин, что клинически и 

морфологически соответствовало развитию панкреатита, не достигающего 

степени панкреонекроза.  

3. Метод спекл-контрастной визуализации позволяет оценивать в режиме реального 

времени влияние иммерсионных жидкостей на микроциркуляцию крови в сосудах 

внутренних органов лабораторных животных; при воздействии раствора фруктозы 

(фруктоза, вода и спирт, 50:20:30%) скорость кровотока снижается без 

последующего восстановления в течение 20 мин наблюдения.  

4. Мониторинг изменения микроциркуляции крови в условиях развития 

аллоксанового диабета показал, что скорость кровотока в сосудах поджелудочной 

железы диабетической группы животных выше скорости кровотока в сосудах 

здоровых животных. Рентгено-контрастный раствор «Омнипак-300» (активное 

вещество йогексол) и его водный 70% раствор не влияют на микроциркуляцию 

крови в сосудах внутренних органов здоровых животных, при этом вызывают 

увеличение скорости кровотока у диабетической группы животных в течение 

первых минут аппликации с последующим восстановлением прежней скорости. 

Научная и практическая значимость: 

1. Результаты диссертационной работы развивают и дополняют теоретические и 

экспериментальные данные по эффективности применения спекл-контрастной 

визуализации полного поля для мониторинга динамики кровотока в 

исследованиях in vivo.  

2. Метод применим для измерения скорости кровотока в режиме реального времени 

и является перспективным методом для использования в исследованиях влияния 

оптических иммерсионных просветляющих агентов на микроциркуляцию крови 

поверхностных слоев биологических тканей.  
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3. Метод может быть применим для контактной оценки состояния микpоциркуляции 

внутренних органов в трансоперационной и экстренной хирургии.  

4. Одним из возможных применений метода является мониторинг мозгового 

кровообращения мелких животных или новорожденных без трепанации черепа 

при использовании метода оптического просветления кожи и твердых тканей 

головы с помощью просветляющих агентов. 

Апробация работы: 

Основные результаты диссертационной работы были представлены на 10 

российских и международных научных конференциях:  

Saratov Local Cluster Meeting: Clinical Studies in Biophotonics: Problems and Ethical 

Issues (Saratov, Russia, 2011); Saratov Fall Meeting 2011-2016 – International School for 

Young Scientist and Students on Optics, Laser Physics & Medicine (Saratov, Russia, 2011); IX 

Всероссийская молодежная Самарская конкурс-конференция научных работ по оптике и 

лазерной физике (Самара, Россия, 2011); 11th International Conference on Photonics and 

Imaging in Biology and Medicine (Wuhan, China, 2013); І-IV International Symposium on 

Optics and Biophotonics (Saratov, 2013-2016); BIGGS-2014, Biophotonics and Imaging 

Graduate Summer School (Ireland, Galway, 2014); XII Всероссийская молодежная 

Самарская конкурс-конференция научных работ по оптике и лазерной физике (Самара, 

Россия, 2014); Взаимодействие сверхвысокочастотного, терагерцового и оптического 

излучения с полупроводниковыми микро- и наноструктурами, метаматериалами и 

биообъектами: Всероссийская научная школа-семинар (Саратов, 2015-2016). 

Публикации: 

По теме диссертации опубликовано 16 работ, из них 3 статьи в журналах, 

входящих в перечень ВАК, 7 в систему цитирования SCOPUS. 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, шести глав, заключения и списка литературы. 

Объем диссертации составляет 102 страницы, включая список литературы, 28 рисунков. 

Список цитированной литературы содержит  155 наименований, включая публикации 

автора по теме диссертации. 

Личный вклад автора диссертации  

Автор лично участвовал в проведении всех экспериментальных исследований, 

обработке полученных и изложенных в диссертации результатов, их анализе и 

обсуждении, а также совместно с соавторами участвовал в написании научных статей и 

апробации результатов исследований на семинарах, конференциях и симпозиумах. 

 

СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Глава 1. Оптические методы исследования динамики кровотока 

В первой главе проводится краткий анализ существующих оптических методов 

диагностики параметров микроциркуляции крови. Даны описания различных методов, 

таких как лазерная доплеровская флоуметрия (ЛДФ), лазерная спекл- и флуоресцентная 

визуализация, оптическая когерентная ангиография, доплеровская оптическая 

когерентная томография, интравитальная микроскопия, интравитальная флуоресцентная 
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цифровая микроскопия. Также более подробно описан метод спекл-контрастной 

визуализации и различные модификации данного метода. 

Глава 2. Материалы и методы 

Во второй главе описана экспериментальная установка и принцип ее работы, 

методика измерений и обработки экспериментальных данных, экспериментальные 

биологические модели (стресс-индуцированный инсульт головного мозга, диабет, 

панкреонекроз). Все манипуляции на животных проведены в строгом соответствии с 

«Правилами проведения качественных клинических испытаний в РФ» (утв. МЗ РФ и 

введены в действие с 1 января 1999 г.), приложением 3 к приказу МЗ СССР №755 от 

10.08.77, положениями Хельсинкской декларации (2000 г.) и рекомендациями, 

содержащимися в Директивах Европейского Сообщества (№86/609ЕС). Также данная 

глава содержит пункт с описанием проведения калибровки экспериментальной 

установки с помощью фантома моделирующего микроциркуляцию крови в биоткани с 

оптическими свойствами, близкими к реальным тканям.  

Спекл – контрастная визуализация является неинвазивным бесконтактным 

методом, что позволяет получать и анализировать изображения кровотока в режиме 

реального времени. В данном методе предполагается оценка контраста усредняемых по 

времени динамических спеклов в зависимости от времени усреднения спекл-

модулированных изображений. Расчет пространственного контраста спекл-изображения 

K производится по единичному регистрируемому изображению спекл-поля по области, 

размер которой составлял 5×5 или 7×7 пикселей [3]:  

𝐾 𝑇 =
𝜎 𝑇 

‹𝐼›
=

 
1

𝑁2−1
 (𝐼𝑖−

1

𝑁2  𝐼𝑗
𝑁2
𝑗=1 )2𝑁2

𝑖=1

1

𝑁2  𝐼𝑗
𝑁2
𝑗=1

 ,                                                 (1)  

где N — размер области для расчета контраста, Ii — яркость точек изображения. 

Для проведения измерений и расчета контраста спекл-изображения в среде 

LabVIEW 8.5 (National Instruments, США) была разработана программа. Данная 

программа позволяет в режиме реального времени с частотой до 100 кадров в секунду 

регистрировать распределение интенсивности спекл-поля и рассчитывать по формуле (1) 

в указанной оператором области средний контраст или его пространственное 

распределение с параллельной визуализацией.  

Для мониторинга микрогемодинамики был разработан лабораторный образец 

визуализирующего устройства, данная установка позволяет проводить регистрацию 

изображений одного и того же участка образца как в когерентном свете (освещение 

лазером), так и при некогерентном освещении без механической перенастройки. Для 

спекл-визуализации применялся одномодовый гелий-неоновый лазер ГН-5П с длиной 

волны 632.8 нм. Спекл-модулированные изображения поверхности анализируемого 

участка регистрируются монохромной КМОП-камерой (Basler a602f, число пикселей в 

матрице 656×491, размер пикселя 9.9×9.9 мкм; 8 бит/пиксель), оснащенной микро-

объективом ЛОМО с кратностью увеличения 10×. 

Перед проведением in vivo измерений микроциркуляции экспериментальная 

установка калибровалась с использованием специально разработанного фантома [16]. 
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Представленный на рисунке 1 фантом имел следующую текстуру: базовое вещество - 

эпоксидная смола с рассеивающей композицией в виде наночастиц TiO2, через которое 

параллельно поверхности проходят каналы диаметром 180-200 мкм на глубине ~200 

мкм, на глубине 2 мм находились дополнительные каналы. По каналам с 

контролируемой скоростью в пределах от 0 до 3 мм/сек пропускалась рассеивающая 

взвесь частиц красного красителя с размером частиц 7-10 мкм. Скорость потока 

регулировалась с использованием дозатора лекарственных веществ MLW Lineomat, 

Германия.  

 
а) 

 

б) 

Рисунок 1. Фантом: а) схематичное изображение:1- суспензия частиц (d~7-9 µм); 

2- фантом (общее число каналов~300, d~180-200 µм); б) изображение фантома в срезе. 

Измерения контраста спекл-изображения проводились при экспозиции камеры 10 

мс – при этом значении экспозиции отсутствовали заметные искажения статистики 

регистрируемых флуктуаций интенсивности из-за недостаточности падающего на 

детектор излучения, рассеянного образцом. 

На рисунке 2 представлена калибровочная кривая зависимости контраста спекл-

изображения от скорости частиц. 
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Рисунок 2. График зависимости контраста спекл-изображения от скорости 

рассеивающих частиц в фантоме.  

В данной зависимости определенным значениям скорости частиц соответствуют 

определенные значения контраста.  

Учитывая также, что соотношение между контрастом К и τc временем корреляции 

зависит от того, предполагается ли распределение скоростей рассеивателей гауссовым 

или лоренцевским, и при условии, что время корреляции τc< 𝑇 времени экспозиции, обе 

модели распределения скоростей сводятся к соотношению между К и τc [3, 9], а именно: 
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 𝜏с = 2𝑇К2.                                                                     (2) 

Исходя из этого, самый простой подход приводит к характерной скорости, определяемой 

следующим образом [17-19]: 

          𝜐 = 𝜆/2𝜋𝜏с.                                                                    (3) 

Используя зависимость, полученную при калибровке и заданные значения 

скоростей рассеивающих частиц, мы можем в соответствии с формулами (2) и (3) 

построить теоретическую кривую и сравнить ее с калибровочной кривой рисунка 2. 

Данная процедура позволяет сравнить экспериментально полученную зависимость с 

теоретической при выбранном времени экспозиции 10 мс. 

На рисунке 3 представлены калибровочные кривые, полученные экспериментально 

с помощью фантома и теоретически с помощью формул (2) и (3) для зависимости 

контраста спекл-изображения от скорости частиц. 
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Рисунок 3. График зависимости контраста 

спекл-изображения от скорости рассеивающих 

частиц. 

Данный график показывает, 

что теоретически рассчитанная 

кривая практически совпадает с 

кривой полученной при 

калибровке. В связи с этим мы 

можем ввести понятие 

приведенной скорости ὺ, 

рассчитанной в соответствии с 

формулами (2) и (3), которую 

можно ассоциировать со 

скоростями кровотока при 

дальнейшей оценке 

микроциркуляции крови на 

биологических объектах in vivo, по 

величине контраста К. 

Запись спекл-изображений проводилась в течение 1-3 мин. После чего значения 

контраста спекл-изображения пересчитывались в приведенную скорость в соответствии 

с формулами (2) и (3). Далее с помощью статистической обработки подсчитывались 

средние значения и стандартные отклонения. Статистическая обработка полученных 

данных проводилась с использованием пакета прикладных программ Statistica for 

Windows 6.0. Для определения значимости различий между исследуемыми параметрами 

использовался критерий Стьюдента (исходные данные имели нормальное 

распределение). Различия считали значимыми при р<0,05. 

Глава 3. Исследование микроциркуляции крови в условиях развития стресс-

индуцированного инсульта головного мозга у лабораторных животных 

Третья глава посвящена исследованию церебральной микроциркуляции крови в 

условиях развития стресс-индуцированного инсульта головного мозга у лабораторных 

животных. В данной главе описаны методика и результаты исследования изменений 

церебрального кровотока лабораторных крыс в условиях развития инсульта, вызванного 

стрессом, и при введении сосудорасширяющих и сосудосуживающих агентов. Показана 
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эффективность разработанного устройства и алгоритма получения и обработки данных 

методом спекл-контрастной визуализации полного поля для мониторинга состояния 

церебральной микроциркуляции крови в коре головного мозга, обусловленного 

патологическими изменениями или воздействием различных препаратов. Для 

мониторинга состояния микроциркуляции в головном мозге лабораторных крыс при 

моделировании стресс-индуцированного инсульта были внесены важные изменения, 

позволяющие более эффективно проводить мониторинг церебрального кровотока, а 

именно был использован кварц-полимерный волоконный световод для подведения 

зондирующего излучения к исследуемой области.  

В настоящей работе применялся метод моделирования инсульта, основанный на 

методе стрессирования Романовой [20]. Для выявления чувствительности метода спекл-

контрастной визуализации к изменениям в церебральной микроциркуляции за счет 

активации механизмов регуляции тонуса сосудов проводили измерения скорости 

церебрального кровотока в сосуде при стрессе и при фармакологическом моделировании 

сокращения и расслабления сосудов мозга. В экспериментах по мониторингу кровотока 

в коре головного мозга было рассмотрено три группы лабораторных крыс по 5 особей 

обоих полов в каждой группе. Вес исследуемых животных варьировался от 200 до 300 г. 

Для первой группы подопытных животных исследование проводилось через сутки после 

стрессового воздействия, вторую группу животных исследовали сразу после 

стрессирования (прединсультная группа), третья группа была контрольной и состояла из 

здоровых животных. Для всех животных внутривенно с помощью катетера вводились 

или вазодилататорные (ацетилхолин) агенты, или вазоконстрикторные (мезатон) агенты. 

На рисунке 4 представлены результаты спекл-контрастной визуализации 

микроциркуляции коры головного мозга.  
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Рисунок 4. Изменение приведенной скорости 

кровотока трех групп лабораторных животных: 

1 – 24 ч после стрессирования, 2 – сразу после 

стрессирования, 3 – контрольная группа. 

Результаты исследований показали, что  

приведенная скорость кровотока у 

здоровых животных (3-я группа) на 23 

% выше 1 группы животных (через 

сутки после стрессового воздействия) и 

на 12 % второй группы 

(прединсультная группа).C помощью 

микроскопической визуализации были 

обнаружены очаги кровоизлияний в 

головном мозге лабораторных крыс, в 

связи с этим снижение интенсивности 

кровотока на следующие сутки после 

вызванного у исследуемого животного 

инсульта является ожидаемым 

результатом. 

Результаты влияния вазоконстрикторного агента мезатон на церебральную 

микроциркуляцию, показали увеличение приведенной скорости кровотока, это 
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соответствует ожидаемому физиологическому отклику, т.к. использование данного 

препарата, вызывает повышение артериального давления, что ведет к увеличению 

градиента давления и, следовательно, к увеличению кровотока в исследуемых сосудах. 

Соответственно, использование вазодилятаторного агента (ацетилхолин) вызывает 

снижение артериального давления, приводящее к снижению скорости кровотока, что 

совпадает с полученными результатами (рис.4). 

Глава 4. Исследование микроциркуляции крови в условиях моделирования 

ишемии-реперфузии в тканях поджелудочной железы лабораторных животных 

В четвертой главе описаны методика и результаты исследования микроциркуляции 

крови в сосудах поджелудочной железы в условиях моделирования ишемии – 

реперфузии в тканях поджелудочной железы лабораторных животных. 

Моделирование панкреатической ишемии-реперфузии показало, что ишемия и 

реперфузия приводят к нарушениям микроциркуляции, возникновению отека тканей и к 

гистоморфологическим изменениям, схожим с теми, что наблюдаются при остром 

панкреатите. Для мониторинга состояния микроциркуляции в приповерхностных слоях 

поджелудочной железы был сконструирован специальный столик, на котором 

располагалась исследуемая железа. Данное приспособление исключало физиологическое 

движение органов, вызванное, к примеру, дыханием и позволяло провести регистрацию 

данных, а также оценить морфологические изменения. 

Для мониторинга микроциркуляции крови в поджелудочной железе была 

использована экспериментальная установка, описанная в главе 2.  

Эксперименты проводились в два этапа:  

 первый этап - анализ влияния полной ишемии разной длительности и 

последующей реперфузии на развитие патологии в поджелудочной железе 

крыс; 

 второй этап - анализ динамики кровотока под влиянием частичной временной 

ишемии и последующей реперфузии в сосудах поджелудочной железы сытых, 

голодных и алкоголизированных крыс.  

Оба этапа были выполнены на 82 белых крысах линии Wistar. Вес, исследуемых 

животных, варьировался от 200 до 300 граммов. Для каждого животного производилась 

срединная лапаротомия. Наружу выводился органокомплекс, после чего поджелудочная 

железа помещалась на манипуляционный столик. Через перфорации в столике над 

сосудистым пучком, кровоснабжающим исследуемую область, накладывалась лигатура 

капроновой нитью. Животное помещалось под оптическую систему для визуализации 

исследуемой области и регистрации кровотока. Пережатие сосуда выполнялось с 

параллельной регистрацией кровотока. После пережатия вновь производилась 

регистрация кровотока. После завершения записи данных эксперимент завершался и 

органокомплекс  помещался в брюшную полость. Послеоперационная рана зашивалась.  

В первом этапе исследований лабораторные крысы были разделены на 6 групп: 

 первая группа (5 особей) – животные у которых исследования кровотока 

проводились в первую минуту, через 5 и 20 мин исследования, а также через 

сутки после начала опыта; 
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 вторая группа (5 особей) - животные у которых исследования кровотока 

проводились в первую минуту, через 5 и 20 мин исследования, а также через 5 

дней после начала опыта;  

 третья группа (8 особей) - животные у которых исследования кровотока 

проводились до ишемии, в момент 5 мин ишемии, а также через сутки после 

начала опыта; 

 четвертая группа (8 особей) - животные у которых исследования кровотока 

проводились до ишемии, в момент 5 мин ишемии, а также через 5 дней после 

начала опыта; 

 пятая группа (8 особей) - животные у которых исследования кровотока 

проводились до ишемии, в момент 20 мин ишемии, а также через сутки после 

начала опыта; 

 шестая группа (8 особей) животные у которых исследования кровотока 

проводились до ишемии, в момент 20 мин ишемии, а также через 5 дней после 

начала опыта. 

Дополнительно были проведены гистологические исследования. Материал для 

гистологических исследований фиксировали в 10 %-ном растворе формалина, 

обезвоживали набором спиртов возрастающей концентрации, затем заливали 

парафином. Срезы толщиной 5–10 мкм готовили с помощью санного микротома с 

подъемным объектодержателем по наклонной плоскости. Срезы окрашивали 

гематоксилином и эозином. 

На втором этапе исследований по анализу динамики кровотока под влиянием 

частичной временной локальной ишемии и последующей реперфузии в сосудах 

поджелудочной железы сытых, голодных и алкоголизированных крыс лабораторные 

животные были разделены на 6 групп по 8 особей в каждой группе. 

 первая группа (8 особей) – голодные животные у которых исследования кровотока 

проводились до 50% ишемии, в момент 5 мин 50% ишемии, а также на 5 сутки 

после начала опыта; 

 вторая группа (8 особей) - голодные животные у которых исследования кровотока 

проводились до 50% ишемии, в момент 20 мин 50% ишемии, а также на 5 сутки 

после начала опыта; 

 третья группа (8 особей) -  сытые животные у которых исследования кровотока 

проводились до 50% ишемии, в момент 5 мин 50% ишемии, а также на 5 сутки 

после начала опыта; 

 четвертая группа (8 особей) - сытые животные у которых исследования кровотока 

проводились до 50% ишемии, в момент 20 мин 50% ишемии, а также на 5 сутки 

после начала опыта; 

 пятая группа (8 особей) - алкоголизированные животные у которых исследования 

кровотока проводились до 50% ишемии, в момент 5 мин 50% ишемии, а также на 

5 сутки после начала опыта. 
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 шестая группа (8 особей) - алкоголизированные животные у которых 

исследования кровотока проводились до 50% ишемии, в момент 20 мин 50% 

ишемии, а также на 5 сутки после начала опыта. 

Результаты по контрольной группе животных, где исследования кровотока 

проводились в первую минуту, через 5 и 20 мин исследования, а также через сутки после 

начала эксперимента, и на 5 сутки после начала эксперимента, не показали каких-либо 

статистически значимых изменений скорости кровотока. 

На рисунке 5 представлены результаты оценки микроциркуляции крови у групп, 

где исследования кровотока проводились до ишемии, в момент 5 мин ишемии, а также 

через сутки после начала эксперимента (а) и на 5 сутки после начала эксперимента (б); 

до ишемии, в момент 20 мин ишемии, через сутки после начала эксперимента (в); до 

ишемии, в момент 20 мин ишемии, на 5 сутки после начала эксперимента (г). 
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Рисунок 5. Динамика микроциркуляции крови в зависимости от функционального 

состояния поджелудочной железы крысы: (а) до ишемии, в момент 5 мин ишемии, через сутки 

после начала эксперимента; (б) до ишемии, в момент 5 мин ишемии, на 5 сутки после начала 

эксперимента; (в) до ишемии, в момент 20 мин ишемии, через сутки после начала 

эксперимента; (г) до ишемии, в момент 20 мин ишемии, на 5 сутки после начала эксперимента. 

В результате возобновления кровотока после 5 мин локальной ишемии 

происходило резкое увеличение скорости кровотока. Результаты гистологического 

анализа показали, что в группе с 5 мин ишемией в ткани поджелудочной железы 

появлялись отек стромы, неравномерное кровенаполнение сосудов, единичные 
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кровоизлияния, феномен сепарации, мелкие очаги некроза. А в группе с 20 мин ишемией 

половина животных погибла от панкреонекроза на 3–4-е сутки эксперимента. Среди 

выживших животных гистологически наряду с нарушениями кровообращения отмечался 

лейкостаз с лейкодиапедезом в строму, развитие распространенных очагов некроза, что 

говорит о развитии панкреонекроза. 

На рисунке 6 представлены результаты оценки микроциркуляции крови у групп, 

где исследования кровотока проводились на алкоголизированных, сытых, голодных 

крысах до ишемии, в момент 5 мин ишемии, и на 5 сутки после начала эксперимента (а), 

в момент 20 мин ишемии, и на 5 сутки после начала эксперимента (б). 
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Рисунок 6. Изменение микроциркуляции крови у алкоголизированных, сытых, 

голодных крыс в зависимости от функционального состояния  поджелудочной железы. 

Вектор направленности реперфузионных изменений отличается в зависимости от 

продолжительности ишемии поджелудочной железы. Выраженность реперфузионного 

синдрома отличается у сытых, голодных и алкоголизированных крыс. После прекращения 

частичной ишемизации поджелудочной железы длительностью 5 мин приведенная 

скорость кровотока статистически значимо больше исходной. Это свидетельствует о 

развитии реактивной гиперемии в органе при реперфузии, клинические и 

морфологические изменения носят обратимый характер. В большей степени это выражено 

в группе алкоголизированных животных. После прекращения частичной ишемизации 

поджелудочной железы длительностью 20 мин приведенная скорость кровотока 

останавливается на исходных уровнях, что соответствует отсутствию реактивной 

гиперемии. При этом треть животных погибает в первые 5 суток от начала эксперимента. 

Большая часть (80%) погибших животных представлена группой крыс, подвергшихся 

алкоголизации. 
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Глава 5. Оценка влияния оптических просветляющих агентов на 

микроциркуляцию крови в тканях лабораторных животных 

Пятая глава посвящена оценке влияния оптических просветляющих агентов (ОПА) 

на микроциркуляцию крови в тканях внутренних органов лабораторных животных, где 

описаны методика измерения и полученные результаты исследования. 

Данные исследования по оценке влияния различных ОПА на микроциркуляцию 

крови в поверхностных тканях внутренних органов проводились с использованием 

установки, описанной в главе 2. В качестве исследуемых ОПА были взяты растворы:  

 40% водный раствор глюкозы (n=1.391). Мониторинг микроциркуляции крови в 

поверхностных слоях внутренних органов лабораторных крыс на основе анализа 

контраста спекл-изображения был проведен на беспородных белых крысах в 

количестве 8 штук массой 300 – 450 г. В качестве исследуемой области был 

исследован участок абдоминальной жировой ткани. Раствор наносился на 

исследуемый сосуд пипеткой в количестве 0.5 мл. 

 Раствор фруктозы (50%) в воде (20%) и спирте (30%) (n=1.408). Методика 

проведения эксперимента проводилась аналогично с экспериментом по оценке 

влияния водного раствора 40% глюкозы. 

Характер морфологических изменений и изменений микроциркуляции крови под 

влиянием иммерсионной жидкости (40% водный раствор глюкозы, n=1.391) 

представлен на рисунке 7.  
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Рисунок 7. Изменение диаметра кровеносных сосудов (а) и приведенной скорости 

кровотока (б) абдоминальной жировой ткани 

Результаты показывают увеличение диаметра исследуемого сосуда (а) после 

нанесения раствора, снижение приведенной скорости кровотока (б). В течение 

последующего времени было замечено, что контраст спекл-изображения не достиг 

начальных значений, это говорит о том, что кровоток не восстановился за время 

наблюдения. Характер данных изменений соответствует ожидаемому отклику на 

воздействие 40% водного раствора глюкозы на микроциркуляцию крови. Скорость 

кровотока также снижалась. Сравнение полученных результатов с известными 
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публикациями свидетельствует об их корреляции и подтверждает возможность 

использования данной техники для оценки влияния ОПА на микроциркуляцию крови.  

Раствор фруктозы (50%) в воде (20%) и спирте (30%) 

Был исследован характер морфологических изменений и изменений 

микроциркуляции крови под влиянием иммерсионной жидкости (раствор фруктозы 

(50%) в воде (20%) и спирте (30%), n=1.408). Было замечено уширение диаметра сосуда 

в первые секунды после нанесения раствора, на 25-ой сек диаметр увеличился на 15 % и 

больше не изменялся. На рисунке 8 представлена диаграмма изменения приведенной 

скорости кровотока под воздействием раствора фруктозы (50%) в воде (20%) и спирте 

(30%) в разные моменты времени (до воздействия, 5 сек и 25 сек спустя после нанесения 

раствора, спустя 20 мин). В течение последующего времени было замечено, что контраст 

спекл-изображения, соответственно скорость кровотока, не достигли начальных 

значений, это говорит о том, что кровоток не восстановился. 
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Рисунок 8. Изменение приведенной скорости кровотока под воздействием раствора 

фруктозы (50%) в воде (20%) и спирте (30%) в разные моменты времени 

Глава 6. Исследование микроциркуляции крови в условиях развития 

аллоксанового диабета у лабораторных животных 

В данной главе представлены методика проведения и результаты оценки изменений 

микроциркуляции крови в поджелудочной железе в условиях развития аллоксанового 

диабета методом спекл-контрастной визуализации и дополнительной оценки 

проницаемости сосудов под воздействием 100% раствора «Омнипак-300» и 70% водного 

раствора «Омнипак-300». 

Визуализация микроциркуляции крови в поверхностных слоях внутренних органов 

лабораторных крыс была проведена на беспородных белых крысах в количестве 32 штук 

массой 300 – 450 г. В качестве исследуемой области был исследован участок 

поджелудочной железы. Лабораторные животные были разделены на две группы, первая 

включала в себя здоровых животных, вторая - животных с привитым аллоксановым 

диабетом. Аллоксановый диабет прививался лабораторным животным путем 

однократного подкожного введения аллоксана в дозе 220 мг / кг массы тела животного. 

Через 10 дней после инъекции аллоксана за счет индуцированного нарушения функции 

поджелудочной железы у крыс развивался диабет. Состояние диабета подтверждалось 
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увеличением уровня свободной глюкозы в крови. Для анализа уровня глюкозы в крови 

использовался глюкометр Accu-Chek Perfoma Nano (Roche Diagnostics, Германия). Этот 

анализ показал увеличение уровня глюкозы в крови по сравнению с нормой. Средние 

значения уровня свободной глюкозы в крови до введения аллоксана и в день проведения 

эксперимента (спустя 16 дней) были 120 ± 16, 403 ± 105 мг/дл, соответственно. Под 

общим обезболиванием (внутримышечное введение анестетика) выполнялась 

лапоротомия. Значение диаметра исследуемых сосудов составляло 180±50 мкм.  
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Рисунок 9. Изменение кровотока в сосудах 

поджелудочной железы: 1-контрольная группа, 2- 

диабетическая группа 

Результаты измерений 

приведенной скорости кровотока 

в сосудах поджелудочной железы 

контрольной и диабетической 

групп лабораторных крыс 

показаны на рисунке 9. 

Развитие диабета повлияло 

на изменение микроциркуляции 

крови относительно контрольной 

группы животных. Из рисунка 9 

видно, что скорость кровотока 

выше уровня контрольной 

группы на 40%.  

На рисунке 10 представлено рассчитанное распределение контраста спекл-

изображения сосудов поджелудочной железы в различных состояниях кровотока при 

воздействии на него водного 70%-раствора «Омнипак-300». Использование данного 

просветляющего агента улучшило визуализацию исследуемых сосудов. 

 

  

   

а)  
 

б) в) г) д)  

Рисунок 10. Рассчитанное распределение контраста спекл-изображений сосудов 

поджелудочной железы в различных состояниях кровотока при воздействии на него 

водного 70%-раствора «Омнипак-300»: а) до воздействия, б) через 1, в) 5, г) 7, д) 20 

минут после нанесения агента. 

Далее на рисунке 11 представлены нормированные кривые изменений 

микроциркуляции крови в сосудах поджелудочной железы лабораторных крыс 

контрольных и диабетических групп под воздействием водного 70% раствора «Омнипак-

300» (а) и 100% раствора «Омнипак-300» (б). Данные усреднялись по 8 лабораторным 

животным для каждой группы и для каждого раствора соответственно. 
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Рисунок 11. Изменения микроциркуляции крови поджелудочной железы 

лабораторных крыс обеих групп под воздействием водного 70% раствора «Омнипак-

300» (а) и 100% раствора «Омнипак-300» (б). 

Из графика видно, что статистически значимых изменений кровотока под 

воздействием водного 70% раствора «Омнипак-300» и 100% раствора «Омнипак-300» в 

контрольной группе животных не наблюдается, при этом в обеих диабетических группах 

отчетливо видно увеличение кровотока в течение 4 мин с последующим 

восстановлением параметров кровотока. К 10 мин кровоток полностью 

восстанавливается. Увеличение кровотока после нанесения просветляющего агента 

могло быть вызвано нарушением эндотелиальной проницаемости сосудов из-за 

развитого диабета и повышенным уровнем глюкозы в крови. Также было установлено, 

что диаметр сосудов под влиянием растворов не изменился. 

Результаты и выводы 

Основные результаты диссертационной работы могут быть сформулированы 

следующим образом: 

 Экспериментальное исследование динамики скорости кровотока коры головного 

мозга в условиях развития стресс-индуцированного инсульта у лабораторных 

крыс демонстрирует высокую эффективность метода спекл-контрастной 

визуализации, разработанного устройства и алгоритма получения и обработки 

данных полного поля при мониторинге состояния микроциркуляции, 

обусловленного патологическими изменениями или воздействием препаратов. 

Результаты исследований показали, что при установившемся физиологическом 

режиме у здоровых животных приведенная скорость кровотока на 23% выше, чем 

у группы животных, проживших сутки после звукового стресса, и на 12%, чем у 

прединсультной группы, исследованной непосредственно после стресса.  

 При полном временном пережатии кровотока с длительной ишемией (20 мин) 

половина животных погибает на 3–4-е сутки эксперимента. Среди выживших 

животных, наряду с нарушениями кровообращения, гистологически отмечался 

лейкостаз с лейко-диапедезом в строму, развитие распространенных очагов 

некроза, что говорит о развитии панкреонекроза.   
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 Метод спекл-контрастной визуализации позволяет контролировать степень 

сокращения кровотока в сосудах поджелудочной железы при создании локальной 

ишемии путем компрессии магистральных сосудов. После 5-мин сокращения 

кровотока в тканях поджелудочной железы на 50%, возникает реактивная 

гиперемия, клинические и морфологические изменения носят обратимый 

характер. После 20-мин неполного сокращения кровотока на половину, 

реактивной гиперемии нет, клинически и морфологически развивается 

панкреатит, не достигающий степени панкреонекроза.  

 Результаты применения осмотического раствора глюкозы показывают, что 40%-

раствор глюкозы обеспечивает немедленное расширение кровеносных сосудов на 

9% и уменьшение скорости кровотока примерно на 40%.  

 Результаты применения многокомпонентного раствора фруктозы показывают, что 

диаметр сосудов увеличивается примерно на 15%, а скорость кровотока снижается 

на 25% и в течение 20 мин параметры не восстанавливаются. 

 При мониторинге микроциркуляции крови в сосудах поджелудочной железы в 

условиях развития аллоксанового диабета методом спекл-контрастной 

визуализации было выявлено, что развитие аллоксанового диабета влияет на 

изменение микроциркуляции крови по сравнению со здоровой группой животных, 

скорость кровотока у диабетической группы животных увеличивается на 40%.  

 Метод спекл-контрастной визуализации позволяет контролировать изменения 

кровотока в сосудах поджелудочной железы при внешнем воздействии на сосуды 

не только здоровых животных, но и в условиях развития диабета, а именно 

нанесение водного 70%-раствора «Омнипак-300» и 100% раствора «Омнипак-

300». Продемонстрировано увеличение скорости кровотока почти на 50% в 

диабетической группе животных при воздействии водного 70%-раствора 

«Омнипак-300» и на 65% при воздействии 100% раствора «Омнипак-300», но к 10-

ой мин скорость кровотока полностью восстанавливается, в контрольной группе 

кровоток не изменился. 

 Таким образом, на многочисленных примерах в экспериментах на моделях ряда 

патологий животных показано, что метод спекл-контрастной визуализации 

позволяет осуществлять количественный мониторинг параметров кровотока, он 

достаточно прост и надежен, и может быть рекомендован к широкому 

распространению в биомедицинских исследованиях. 
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