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Исследование эффективноcти оптического просветления кожи

растворами глицерина методом конфокальной микроспектроскопии

комбинационного рассеяния света
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Изучено влияния растворов глицерина различной концентрации и времени экспозиции на эффективность

оптического просветления (ОП) в интактной свиной коже при анализе спектров комбинационного рассеяния

(КР), записанных на разных глубинах. Обнаружено, что раствор 80% глицерина и 20% диметилсульфоксида

(ДМСО) в течение 45min проникал через роговой слой. Увеличение ОП было достигнуто при использовании

смесей оптических просветляющих агентов (ОПА) с ДМСО и дистиллированной водой. Так, наибольшая

эффективность ОП наблюдалась при использовании смеси 60% глицерина и 40% воды в течение 45min

(увеличение в 3.4 раза на глубине 80 µm). Таким образом, показана возможность контроля оптических

параметров кожи на глубине порядка 80 µm с помощью метода конфокальной микроскопии комбинационного

рассеяния.
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Введение

В настоящее время большое количество оптических

методов активно применяются in vivo для неинвазивной

диагностики кожи, а также мониторинга проникновения

в кожу и действия лекарственных препаратов и кос-

метических средств [1,2]. К данным методам относят-

ся конфокальная микроспектроскопия комбинационного

рассеяния (КМКР) света [3–7], мультифотонная томо-

графия [8,9], инфракрасная спектроскопия [10–12], оп-

тическая когерентная томография (ОКТ) [13–15], отра-
жательная спектроскопия [16,17], флуоресцентная спек-

троскопия [18,19], терагерцовая спектроскопия [20,21]
и другие методы [22]. Все вышеперечисленные оптиче-

ские методы исследования кожи имеют принципиальное

ограничение, не позволяющее получать информацию

хорошего качества из глубоких слоев кожи. Данное

ограничение связано с тем, что все слои кожи: эпи-

дермис, дерма и гиподерма характеризуются сильным

светорассеянием и поглощением [23]. Как правило, на

практике глубина зондирования не превышает 200µm.

Исключение составляет метод ОКТ, где при меньшем

пространственном разрешении глубина сканирования

составляет несколько миллиметров [24].
Для увеличения глубины зондирования, простран-

ственного разрешения оптических систем и улучше-

ния контраста получаемых изображений был предложен

метод оптического просветления (ОП), позволяющий

контролировать оптические свойства кожи, в первую

очередь за счет существенного уменьшения рассея-

ния. Эффект ОП основан на согласовании показате-

лей преломления структурных компонент биотканей

и окружающего их вещества [23]. Основы теории и

актуальные достижения по ОП кожи для применения

in vitro и in vivo были описаны в ряде недавних

публикаций [25–27]. Многие препараты признаны эф-

фективными для местного ОП in vivo, такие как гли-

церин, диметилсульфоксид (ДМСО), йогексол, пропи-

ленгликоль, полиэтиленгликоль, растворы глюкозы и

фруктозы [23–31]. Таким образом, ОП стало простым и

общедоступным методом, используемым для увеличения

глубины зондирования различных оптических систем

за счет управления оптическими свойствами кожи. ОП

может быть также эффективно при разработке мето-
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дов функциональной визуализации и лазерной терапии,

поскольку часто объект исследования расположен на

оптически недосягаемой глубине в биологической ткани

(например, при удалении или идентификации чернил

татуировок in vivo [32]). В данном случае глубина про-

никновения света имеет решающее значение для обес-

печения лучшего качества изображения и достижения

точности спектроскопической информации, полученной

из более глубоких слоев кожи. ОП активно применяется

в клинических исследованиях для улучшения визуализа-

ции различных биологических тканей (кожа, сухожилия,
мозг и другие) [33]. Изучение эффектов, оказываемых

ОПА на оптические свойства биологических тканей

и крови, является важной задачей для визуализации

in vivo. Например, для лазерной терапии уменьшение

рассеяния исследуемой ткани позволяет снизить дозу

лазерного излучения, необходимую для проведения те-

рапии. На данный момент было опубликовано большое

количество статей, обзоров и монографий по данной

тематике, подробный обзор которых представлен в ра-

боте [25].
Тем не менее, несмотря на большое количество

публикаций, проблема поиска наиболее эффективного

ОПА, времени экспозиции на коже, а также физи-

ческих и химических усилителей его проникновения

является актуальной. Недостаточно внимания уделено

изучению влияния ОПА на параметры и компоненты

кожи in vivo, их обратимость и время восстановления,

т. е. на безопасность местного применения ОПА на

коже. Было показано, что продолжительное применение

высококонцентрированных ОПА может оказывать нега-

тивный эффект на кожу, например, локальный гемостаз,

сжатие, дегидратацию, иногда некроз. Некоторые ОПА

служат усилителями проникновения и могут вызывать

изменение в морфологии кожи из-за диссоциации колла-

геновых волокон [13,34,35] и физиологического эффекта

дегидратации, оказываемого на сосудистую сеть дер-

мы [36]. Таким образом, чтобы избежать или уменьшить

негативный эффект на коже, критически важно найти

оптимальные ОПА, их концентрации, допустимые вре-

мена и количество экспозиций на коже in vivo. Часто для

увеличения эффективности ОП полностью или частично

удаляется роговой слой, что является слабоинвазивным

воздействием. Таким образом, является важным и акту-

альным исследовать эффективность ОП интактной кожи,

т. е. не оказывая влияния на целостность ее структуры.

Для ОП большой интерес представляет дерма.

В недавних исследованиях ex vivo при помощи метода

КМКР показано, что ОПА различных типов и кон-

центраций могут приводить к дегидратации коллагена

дермы [37], что связано с уменьшением (вытеснением
посредством действия ОПА) слабо и сильно связан-

ной воды [38], что хорошо описывает эффект ОП —

уменьшение градиента показателей преломления из-

за оттока воды в дерме, приводящий к уменьшению

рассеяния кожи. Данные измерения проводились ex vivo

на свиной коже с частично удаленным роговым слоем.

В связи с этим интерес представляют результаты данных

измерений ex vivo без предварительного воздействия

на роговой слой — на интактной коже, что должно

показать реальную картину воздействия ОПА на барьер

рогового слоя, на дегидратацию нижележащих слоев

кожи, включая дерму, и на эффективность метода ОП.

Целью данного исследования являлось определение эф-

фективности ОП растворами глицерина различной кон-

центрации и времени экспозиции на интактную свиную

кожу в эксперименте ex vivo без предварительного

воздействия на роговой слой.

Материалы и методы

Подготовка образцов

В качестве модели кожи человека ex vivo была

выбрана кожа уха свиньи (возраст свиней ≈ 0.5 year).
Свиные уши получали со свиной фермы не позднее,

чем через 4 h после забоя. Процедура подготовки кожи

к измерениям включала в себя очистку от грязи при

помощи холодной проточной воды, удаление остатков

воды бумажным полотенцем, удаление щетины ножни-

цами, не нарушающими структуру рогового слоя кожи.

Подготовленные к измерениям свиные уши хранились

в холодильнике при температуре +5◦С. Максимальное

время хранения составляло 5 дней. Перед началом из-

мерений кожа находилась в течение 30min в лабора-

тории с контролируемыми значениями температуры и

влажности для адаптации к внешним условиям. Десять

различных свиных ушей использовались в эксперименте.

Каждое исследование проводилось на трех образцах

кожи, не имеющих визуальных повреждений. Образцы

кожи вырезались скальпелем и отделялись от хряща

для каждого отдельного эксперимента (размер образ-

цов ≈ 1× 1 сm, толщина≈ 1mm). Далее образцы кожи

помещались на предметное стекло, и на поверхности

кожи размещался бумажный диск диаметром 12mm, на

который со стороны контакта с кожей наносился тот

или иной ОПА в количестве 100µl (табл. 1). Время

экспозиции составляло 5, 15, 30 и 45min. После удале-

ния диска излишки агента удалялись фильтровальной

бумагой. Контрольные измерения проводились на коже

без нанесения ОПА.

Метод КМКР

Ex vivo измерения на коже свиного уха проводились

на конфокальном микроскопе КР River D International

B.V. (model 3510 SCA, Роттердам, Голландия). Спек-

тральное разрешение прибора составляло 2 сm−1. Для

получения спектров КР в диапазоне волновых чи-

сел 400−2200 сm−1 использовалось излучение с дли-

ной волны 785 nm (полупроводниковый лазер Innovative

Photonic Solutions, Монмут Джанкшен, Нью-Джерси,

США). Мощность излучения на поверхности кожи со-

ставляла 20mW, время экспозиции 5 s. Точка начала
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Таблица 1. Показатели преломления использованных ОПА

Показатель

ОПА преломления

на 785 nm

100% Глицерин 1.4666

(ГаленоФарм, Санкт-Петербург) [39]
90% Глицерин +10% ДМСО 1.4670

80% Глицерин +20% ДМСО 1.4673

60% Глицерин+40% дистиллированная вода 1.4119

40% Глицерин+60% дистиллированная вода 1.3844

100% ДМСО (AcrosOrganics, Китай) 1.4699

измерений выбиралась вблизи поверхности кожи, изме-

рение профиля проводилось до глубины 90µm с шагом

5µm. Для точного определения положения поверхно-

сти кожи первые 20µm измерялись с шагом 2µm.

Положение поверхности кожи определялось по харак-

теру изменения интенсивности линии КР кератина на

1665 сm−1, как (Imax − Imin)/2 [40]. Далее все значения

глубины отсчитывались относительно этого положения.

Для каждого образца кожи измерялись шесть профилей

из различных точек образца. Глубина проникновения

ОПА в кожу вычислялась при использовании программы

SkinTools, поставляемой в комплекте с КМКР. В основе

методики определения глубины проникновения ОПА

в кожу лежит определение относительного содержа-

ния ОПА на различных глубинах рогового слоя ко-

жи при сравнении спектра комбинационного рассеяния

(КР) ОПА с модельными спектрами КР компонентов

рогового слоя кожи [41]. Предварительная обработка

данных заключалась в получении истинного спектра КР

путем вычитания сигнала автофлуоресценции кожи из

зарегистрированных спектров КР для линий КР на 1003

и 1665 сm−1, используя линейную функцию.

Результаты исследования и обсуждение

Спектры КР необработанных образцов свиной кожи

ex vivo на различных глубинах и используемых ОПА

представлены на рис. 1 и 2 соответственно.

Из рисунков видно, что, несмотря на частичное пере-

крытие линий КР кожи и ОПА (глицерин, ДМСО, вода),
можно выделить области, где перекрытие линий КР

минимально, например линии КР на 1003 и 1665 сm−1.

Таким образом, для определения эффективности ОП

целесообразно исследовать изменение интенсивности

этих линий КР в коже.

После экспозиции ОПА на кожу спектр КР обработан-

ной кожи представляет собой суперпозицию спектров

КР кожи и ОПА, что наиболее заметно в верхних

слоях рогового слоя. Глубина проникновения ОПА в

кожу различается и представлена в табл. 2. Принимая

во внимание среднюю толщину рогового слоя свиной

кожи, равную 18± 2µm [42], можно заключить, что
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Рис. 1. Спектры КР интактной свиной кожи, измеренные

еx vivo на различной глубине. Интенсивность сигнала КР

представлена в относительных единицах, что соответствует

числу фотонов, записанных детектором КМКР.

ДМСО проникает через роговой слой при определен-

ных временах экспозиции, что согласуется с данными

литературы [43]. Из других ОПА только раствор 80%

глицерина+ 20% ДМСО в течение 45min проникал

через роговой слой, что, по всей видимости, связано

с проникающей способностью ДМСО. Максимальные

глубины проникновения ОПА, близкие к толщине рого-

вого слоя, были достигнуты в случаях применения 100%

глицерина и раствора 90% глицерина+ 10% ДМСО в

течение 45min, а также раствора 80% глицерина+ 20%

ДМСО в течение 15 и 30min.

Эффективность ОП удобно определять по увеличению

интенсивности линий КР белков как IОП/I — отношение

интенсивности сигнала КР после нанесения ОПА (IОП)
к интенсивности сигнала КР без нанесения ОПА (I ),
вычисленную на определенной глубине кожи [37]. В этой

работе эффективность ОП оценивалась как отношение

интенсивностей линий КР на 1003 сm−1 (колебания фе-

нилаланина/мочевины) и на 1665 сm−1 (колебания ами-

да I ) образцов кожи, обработанных и не обработанных

ОПА (контрольные образцы) на различных глубинах.

На серии рис. 3 представлены рассчитанные значения

эффективностей ОП для использованных ОПА. Предва-
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Таблица 2. Глубина проникновения ОПА в свиную кожу еx vivo

Время экспозиции на коже,min

ОПА 5 15 30 45

Глубина проникновения, µm

100% глицерин 12.1± 2.4 12.7± 4.8 12.1± 3.4 15.7± 3.6

90% глицерин+ 10% ДМСО 11.7± 3.4 14.6± 2.9 14.5± 3.2 17.1± 4.1

80% глицерин+ 20% ДМСО 12.4± 3.2 15.8± 4.5 15.5± 4.5 19.1± 2.2

60% глицерин+ 40% вода 10.4± 5.9 11.5± 3.0 11.9± 3.8 13.0± 4.2

40% глицерин+ 60% вода 9.7± 3.6 9.5± 6.5 10.3± 2.9 12.4± 4.4

100% ДМСО 13.9± 4.0 27.1± 7.6 30.0± 5.1 32.9± 7.8
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Рис. 2. Спектры КР использованных ОПА. Интенсивность

сигнала КР представлена в относительных единицах, что

соответствует числу фотонов, записанных детектором КМКР.

рительно отметим, что при использовании 100% ДМСО

достигалась наибольшая эффективность ОП: значения

3.7 на глубине 80µm при экспозиции в течение 30min.

Известно, что ДМСО разрушает липидный барьер рого-

вого слоя [43] и изменяет межфибриллярное расстояние

между коллагеновыми волокнами дермы [44]. По этой

причине ДМСО чаще всего применяют в качестве

химического усилителя проникающей способности ОПА

и гораздо реже как самостоятельный ОПА.

Увеличение ОП было достигнуто при использовании

смесей ОПА с ДМСО и дистиллированной водой. Так,

наибольшее значение эффективности ОП наблюдалось

при использовании смеси 60% глицерина и 40% воды

в течение 45min (увеличение в 3.4 раза на глубине

80µm). При этом достигается максимальная эффектив-

ность порядка 4−6 на глубине 60µm за 45min действия

ОПА. Такой результат именно для этого ОПА объясня-

ется оптимальным соотношением компонентов раствора

для получения его низкой вязкости, равной 10.8mPa · s,

что почти в 14 раз меньше, чем у 100% глицерина

(1410mPa · s) [45], и в то же время не очень сильным

уменьшением показателя преломления при разбавлении

водой, а именно от 1.472 для 100% глицерина до 1.416

для 60% глицерина (табл. 1). Отметим, что на длине

волны 785 nm средний показатель преломления рогового

слоя 1.54, а рассеивателей (клеточных мембран, липид-

ных включений и пр.) — около 1.68.

Значение имеет также баланс содержания воды в

ОПА и самой коже, концентрацию которой в среднем

по роговому слою и эпидермису можно оценить на

уровне 40% [41]. В этом случае вода практически не

принимает участия в диффузионных процессах [46], и

молекулы глицерина в основном осуществляют диффу-

зию в кожу и там связывают молекулы тканевой воды и

тем самым повышают показатель преломления межкле-

точного пространства, тем самым снижая коэффициент

рассеяния верхних слоев кожи. Гигроскопичность глице-

рина такова, что когда он находится во влажной среде

(коже), он связывает воду до тех пор, пока не будет

достигнут уровень ≈ 55%. Это означает, что каждая

молекула глицерина привлекает около шести молекул

воды [47]. Такая концентрация хорошо соответствует

оптимальной величине ОП, полученной в нашем иссле-

довании.

Поскольку коэффициент рассеяния µs рогового слоя

в десять раз больше, чем у эпидермиса и дермы (на-
пример, для кожи человека на длине волны 700 nm

µs
∼= 500 сm−1 для рогового слоя, 55 сm−1 для эпи-

дермиса и 54 сm−1 для дермы [23]), то, несмотря на

небольшую толщину рогового слоя, он играет реша-

ющую роль в просветлении кожи и увеличении глу-
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Рис. 3. Эффективность ОП для образцов кожи, обработанных 100%ДМСО (а); 100% глицерина (b); раствором 90%
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и 1665 сm−1 (правая колонка).
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бины зондирования кожи вплоть до слоя дермы. Этот

результат хорошо согласуется с данными работы [48],
в которой исследовалось оптическое коллимированное

пропускание кожи лабораторных крыс ex vivo при досту-

пе глицерина с обеих сторон кожи — эпидермальной и

дермальной, а эффективность рассчитывалась, исходя из

уменьшения коэффициента рассеяния кожи. Близкие ре-

зультаты также получены в работе [28] для свиной кожи

при измерениях ex vivo методом ОКТ, где оптимальной

была определена концентрация глицерина, равная 70%

за время воздействия около 1 h.

Что касается проникновения молекул глицерина в

эпидермис кожи, то в работе [8] с помощью мето-

дов спектроскопии когерентного антистоксова рассеяния

света (КАРС) и двухфотонной автофлуоресценции были

достигнуты примерно такие же глубины чрезкожного

проникновения 40%-дейтерированного глицерина в эпи-

дермис человека in vivo, а именно 10µm за время 1 h.

Исследовались два типа растворов глицерина — в

воде и ксантановом геле. Было показано, что постоян-

ное количество глицерина в коже in vivo достигалось

примерно через час, что отличается от результатов,

полученных ex vivo на образце кожи живота человека,

когда остаточная диффузия все еще наблюдалась че-

рез 4 h и регистрировалась вплоть до 24 h. Несмотря на

некоторые количественные различия между объектами

исследования на коже и формулами агентов, важным

является вывод о том, что за счет обмена веществ,

потоотделения, миграции кожного сала, микрофлоры и

т.п. проникновение глицерина через кожу в условиях

in vivo может существенно ускоряться.

Выводы

Как правило, на практике для обеспечения более

эффективного ОП кожи удаляется часть рогового слоя,

что является слабоинвазивным воздействием. В насто-

ящей работе проведено исследование ex vivo влия-

ния местного нанесения растворов глицерина разной

концентрации на увеличение эффективности ОП для

интактной кожи без удаления/нарушения рогового слоя.

Показано, что применение ОПА на интактной коже

также приводит к заметному ОП. Эффективность ОП,

по всей видимости, связана с вытеснением воды из

глубинных областей рогового слоя и заменой ее на

глицерин, что подтверждается измеренными глубина-

ми проникновения ОПА в роговой слой. Изменение

концентрации воды в растворе глицерина с 0 до 60%

приводит к уменьшению эффективности ОП (максималь-
ные значения эффективности ОП изменяются от 3.4

до 1.9 при экспозиции 45min) до глубины 80µm. При

добавлении малых концентраций ДМСО (10 или 20%)
максимальные значения эффективности ОП изменяются

от 2.2 до 1.5 при экспозиции 5min, что наиболее

выражено в эпидермисе (0−40µm).

Максимальная эффективность ОП, порядка 4−6 на

глубине 60µm, достигается в течение 45min действия

60%-раствора глицерина в воде. Это объясняется харак-

терной степенью гигроскопичности глицерина, низкой

вязкостью раствора и его значительным показателем

преломления, за счет чего при диффузии молекул гли-

церина в кожу повышается показатель преломления

межклеточного пространства и снижается коэффициент

рассеяния верхних слоев кожи.

Продемонстрировано, что, несмотря на небольшую

толщину рогового слоя, он играет решающую роль в

просветлении кожи и увеличении глубины ее оптическо-

го зондирования вплоть до слоя дермы, что обусловлено

почти десятикратным превышением коэффициента рас-

сеяния рогового слоя по сравнению с эпидермисом и

дермой.

Увеличение ОП было достигнуто на глубине 80µm

(в 2-4 раза) при использовании 60%-раствора глицерина

в воде для всех времен экспозиции. Эффективность ОП

100% глицерина, 90%-раствора глицерина в ДМСО, а

также 40%-раствора глицерина в воде оказались практи-

чески сравнимыми.
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