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Взаимодействие лазерного излучения с аваскулярными биотканями

в зависимости от их толщины и изменения поглощения
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Исследовано взаимодействие лазерного излучения ближнего ИК диапазона на длинах волн 1.56 и 1.45 µm

с аваскулярными биотканями различной толщины при изменении их поглощения благодаря диффузии

просветляющего агента — глицерина в растворах различного процентного содержания. Толщины образцов

соотносятся с толщиной различных аваскулярных биотканей в организме: исследован диапазон от
”
тонких“

образцов, имитирующих барабанную перепонку, до
”
толстых“, соотносящихся с суставными и реберными

хрящами. Толщина образцов 500 µm является
”
пограничной“ толщиной, относительно которой меняется

динамика прошедшей интенсивности для двух длин волн 1.56 и 1.45 µm. Полученные результаты указывают

на возможность управления тепловым эффектом за счет подбора длины волны и концентрации активного

просветляющего агента, что существенно при определении терапевтических диапазонов параметров лазер-

ного воздействия для биоткани.
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1. Введение

Модификация структуры и свойств биологических

тканей под действием лазерного излучения активно

применяется для реконструкции биологических тканей

при отсутствии разрушения и коагуляции биологиче-

ского объекта. Лазерное воздействие, характеризующе-

еся когерентностью и монохроматичностью, позволяет

получать высокую степень направленности (коллими-
рованности) лазерных пучков. Это дает возможность

сфокусировать излучение на объекте, обеспечить очень

хорошую избирательность воздействия на биоткани и

осуществить прицельную обработку локальных областей

внутри биоткани, сохраняя прилегающие структуры.

Основным маркером эффективности воздействия являет-

ся сохранение функциональных особенностей биоткани.

Аваскулярные коллагеновые ткани, такие как хрящевая

ткань и барабанная перепонка (БП), обладают рядом

уникальных биомеханических и оптических свойств,

что делает их актуальными объектами исследования в

контексте малоинвазивной лазерной коррекции и рекон-

структивной хирургии. Глубина проникновения лазерно-

го излучения ближнего инфракрасного диапазона в авас-

кулярные коллагеновые ткани зависит от поглощения и

рассеяния тканей и является критическим параметром,

обеспечивающим в различных режимах воздействия

различные физико-химические процессы. В особенно-

сти понимание взаимодействия инфракрасного лазерно-

го излучения с коллагеновыми структурами различной

толщины критично для разработки методов точечной

термопластики, терморемоделирования, лазерной свар-

ки биотканей и запуска регенеративных процессов.

Исследование клеточных механизмов регенерации

хрящевой ткани показало, что термомеханическое воз-

действие лазерным излучением 1.56µm оказывает выра-

женное усиление синтеза коллагена II типа и протеогли-

канов в условиях нормоксии и гипоксии. Предыдущие

исследования в области регенерации суставного хряща

убедительно доказали рост именно гиалинового хряща

в противовес фиброзному [1–5] in vivo с характерными

геометрическими размерами порядка миллиметра. Од-

новременно с этим были найдены оптимальные усло-

вия регенерации культуры хондроцитов [6–8]. Можно

предположить, что именно термомеханическое лазерное

воздействие может значительно стимулировать регене-

ративные процессы. Но чтобы этот подход срабатывал

на тонких пленках типа БП, необходимы дополнитель-

ные исследования и пролонгация найденных режимов в

другие диапазоны длин волн.

Длины волн 1.45 и 1.56µm относятся к ближнему ИК

диапазону и характеризуются высоким поглощением в

воде — основном компоненте биологических тканей. Од-

нако степень этого поглощения различается: при 1.45µm

оно в 3 раза больше (коэффициент поглощения 30 cm−1),
чем при 1.56µm (коэффициент поглощения 10 cm−1),
что обусловливает разную глубину проникновения: 0.33

и 1mm соответственно [9,10], которая коррелирует

с различными среднестатистическими геометрическими

параметрами аваскулярных тканей в человеческом орга-

низме и позволяет моделировать воздействие на ткань от

сотен микрометров (соответствие с БП) до нескольких

миллиметров (соответствие с суставным и реберным

хрящами). Это различие двух длин волн позволяет ва-

рьировать профиль нагрева, термическое распределение
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в ткани и, как следствие, контролировать процессы

термозависимой денатурации коллагена, регенерации и

локального ремоделирования тканей.

Сравнительный анализ термических и оптических из-

менений тканей под воздействием лазерного облучения

на указанных длинах волн позволяет установить опти-

мальные диапазоны режимов воздействия для различ-

ных задач прецизионного медицинского вмешательства.

Понимание этих процессов критически важно для по-

вышения эффективности и безопасности лазерных меди-

цинских технологий, включая лазерную реконструкцию

хрящевой ткани, создание имплантатов заданной формы,

коррекцию дефектов БП и прочие клинические приложе-

ния. Кроме того, модификация биоткани с помощью био-

логически активных веществ, позволяет моделировать

как структурные особенности, так и оптические харак-

теристики биоткани. Так, например, оптическое просвет-

ление позволяет расширить область применения оптиче-

ской диагностики и воздействия за счет увеличения глу-

бины оптического зондирования биологических тканей и

разрешающей способности оптических методов [11–15].
Одним из наиболее исследованных активных веществ

является глицерин, обладающий выраженной гигроско-

пичностью и способностью изменять структуру ткани

за счет перераспределения воды и взаимодействия с

коллагеновыми волокнами. В работе [16] было показано,

что проникновение молекул глицерина в коллагеновую

матрицу приводит к снижению коэффициента рассеяния

за счет частичного обезвоживания ткани и уменьшения

оптической неоднородности. Дополнительное моделиро-

вание механизмов оптического просветления [17] под-

твердило ключевую роль осмотических и молекулярных

взаимодействий в процессах упорядочивания структуры.

В свою очередь, экспериментальные данные [18] пока-

зали, что воздействие глицерина сопровождается изме-

нением оптических, весовых и геометрических свойств

кожи, включая набухание за счет его гигроскопичности.

Барабанная перепонка представляет собой тонкую,

полупрозрачную, аваскулярную ткань, играющую клю-

чевую роль в передаче звуковых колебаний. При моде-

лировании или восстановлении структуры БП в экспе-

риментальных и клинических условиях необходимы ма-

териалы, обладающие схожими механико-акустическими

свойствами. В этой связи тонкий хрящ (толщиной по-

рядка 100−500µm) рассматривается как перспективная

модель.

Хрящ благодаря высокой стабильности и устойчиво-

сти к деформации давно используется в реконструк-

тивной отологии. Исследования показали, что при тол-

щине ≤ 0.5mm акустические характеристики хрящевых

трансплантатов приближаются к параметрам нативной

барабанной перепонки. Так, в эксперименте Zahnert

и соавторов [19] была проведена серия акустических

измерений на моделях среднего уха, где использовались

хрящевые пластинки различной толщины. Установлено,

что трансплантаты толщиной до 500µm не оказывали

значимого влияния на передаточную функцию [19].

Более того, исследование [20], основанное на ме-

тоде лазерной виброметрии, подтвердило, что колеба-

тельные характеристики хрящевых лоскутов толщиной

0.1−0.2mm практически не отличались от нативной БП.

Эти результаты были подтверждены численным модели-

рованием методом конечных элементов (FEM) [21,22],
где показано, что тонкие хрящевые элементы сохраняют

амплитудно-частотный отклик, аналогичный перепонке,

особенно при малых перфорациях.

В клиническом аспекте [23] пришли к выводу, что

тонкие хрящевые трансплантаты толщиной 0.1−0.5mm

демонстрируют высокую эффективность при тимпано-

пластике, обеспечивая как устойчивость конструкции,

так и сохранение слуховой функции. В обзоре лите-

ратуры сообщается, что при использовании хрящевых

лоскутов [24] их акустические свойства при адекват-

ной толщине практически не уступают фасциальным

трансплантатам с преимуществом в биомеханической

устойчивости, а вариация толщины образцов в диапазоне

менее 1mm не влияет на акустический прирост [25,26].
Таким образом, тонкие образцы аваскулярного хря-

ща (в диапазоне 100−500µm) демонстрируют близкие

к барабанной перепонке механические и акустические

свойства и могут обоснованно использоваться как экс-

периментальная модель БП при in vitro исследованиях

лазерного воздействия, виброметрии, моделировании и

тестировании реконструктивных методик.

Задача настоящей работы — исследовать влияние

просветляющего агента — глицерина различного про-

центного содержания на взаимодействие лазерного из-

лучения с биотканями разных толщин, соотносящихся

с толщиной различных аваскулярных биотканей в орга-

низме: от
”
тонких“ образцов, имитирующих барабанную

перепонку, до
”
толстых“, соотносящихся с суставными

и реберными хрящами.

2. Материалы и методы

В настоящей работе используется свиной реберный

хрящ в качестве модели аваскулярной коллагеновой

ткани. Его гомогенность, доступность и морфологиче-

ское сходство с человеческими структурами, такими

как барабанная перепонка и суставной хрящ, делают

его оптимальной экспериментальной моделью.
”
Тонкие“

образцы (100−500µm), имитирующие барабанную пе-

репонку, позволяют оценить поверхностные эффекты и

термические повреждения, тогда как более
”
толстые“

образцы (от 1mm и более) отражают поведение объ-

емных хрящевых структур при глубоком прогреве.

Исследования оптических свойств проводились

на образцах биоткани зрелой свиньи (возрастом
8−9месяцев). Свежий биоматериал получали

непосредственно с бойни после забоя животных и

хранили при температуре −18 ◦С. Перед проведением

эксперимента образцы размораживали и разрезали на

пластины различной толщины: 100, 150, 200, 500, 1000,
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Рис. 1. Усредненный температурный отклик образцов различной толщины на лазерное воздействие длиной волны 1.45 (a)
и 1.56 µm (b).

1500 и 2000µm (минимум по три образца каждой

толщины). Из них с помощью пуансона вырезали диски

диаметром 10mm, которые хранили в физиологическом

растворе для предотвращения высыхания. Нарезка ткани

проводилась с помощью криомикротома MCM-2850

(MT Point, Россия).

В ходе эксперимента образцы ткани подвергались

лазерному воздействию на длинах волн 1.45µm (Lahta
Milon, Россия) и 1.56µm (Ирэ-полюс, Россия). Излуче-

ние подавалось через оптоволокно (диаметр 600µm) по

нормали к поверхности образца. Длительность облуче-

ния 15 s, плотность мощности составляла 5−10W/cm2

для длины волны 1.45µm и 20−25W/cm2 для дли-

ны волны 1.56µm при эффективном радиусе площади

воздействия 1mm. Температура передней поверхности

образца со стороны воздействия контролировалась ИК

камерой FLIR A600 (FLIR Systems Inc, США). Про-

шедшее излучение попадало в интегрирующую сферу

для последующей регистрации спектрометром ATP8000

Optosky (Optosky Spectroscopy Solutions, Китай).

Интактные образцы подвергались лазерному воздей-

ствию с терапевтической мощностью, достаточной для

достижения нагрева тканей на 30 ◦C для образцов с

толщиной 100µm. После первого этапа облучения об-

разцы помещались на 2min в физиологический раствор,

а затем на 90min в растворы глицерина различной кон-

центрации (35 и 50% для тонких образцов и 10, 25, 35,

50 и 100% по массе для образцов толщиной от 1mm).
После пропитки образцы снова подвергались такому

же лазерному воздействию. Эти измерения позволяли

оценить влияние концентрации глицерина на изменение

оптических свойств ткани при лазерном нагреве.

Для исследования обратимости изменений после экс-

перимента образцы помещались в физиологический рас-

твор на 90min. После этого проводилось повторное

лазерное облучение. Таким образом изучалась возмож-

ность восстановления первоначальных оптических ха-

рактеристик ткани при удалении глицерина с помощью

вымачивания.

Данный протокол позволил комплексно оценить дина-

мику изменений оптических свойств тканей различной

толщины под воздействием глицерина и лазерного на-

грева, а также проверить стабильность этих изменений

и их потенциальную обратимость. Полученные данные

имеют значение для разработки методов управления

оптическими свойствами тканей в лазерной терапии и

диагностике и подборе режимов воздействия на биотка-

ни различной толщины.

3. Результаты и обсуждение

3.1. Нагрев интактных образцов

Экспериментальные данные демонстрируют темпера-

турный отклик образцов различной толщины при лазер-

ном воздействии на длинах волн 1.45 и 1.56µm. В обоих

случаях регистрировался рост максимальной темпера-

туры на передней поверхности образца с увеличением

толщины материала, однако характер зависимости и

абсолютные значения температур различаются (pис. 1).
Для длины волны 1.45µm наблюдается устойчивый

рост максимальной температуры с увеличением тол-

щины. Температурные кривые выходят на плато уже

к ∼ 30−50 ◦C, что свидетельствует о быстром достиже-

нии стационарного теплового состояния. Для образцов

толщиной 1500 и 2000µm максимальные температуры

достигали ∼ 60 ◦C, и динамика роста максимальной тем-

пературы совпадала в пределах ошибки эксперимента, а

температурный рост в начальный момент был меньше,

чем для более тонких образцов.

Для длины волны 1.56µm общая форма кривых схожа,

но начальная динамика роста максимальной темпера-

туры более пологая. Зависимость максимальной темпе-

ратуры нагрева поверхности от толщины образца для

этой длины волны более монотонна благодаря меньшему

коэффициенту поглощения и соответственно более рав-

номерному прогреву по глубине. Если подобрать такие

мощности облучения, при которых образец толщиной

100µm дает одинаковый нагрев для двух разных длин

Оптика и спектроскопия, 2025, том 133, вып. 12
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Рис. 2. Различие в нагреве между образцами одинаковой

толщины для двух длин волн.

волн, то аналогичный нагрев образцов других толщин

даст меньшие абсолютные значения температур при

нагреве лазером с длиной волны 1.56µm по сравнению

с 1.45µm (рис. 2).
Например, при толщине 1000µm для облучения с

длиной волны 1.56µm нагрев не превышает 40 ◦C, тогда

как при 1.45µm он составляет около 50 ◦C.

Проведенный анализ температурного отклика кол-

лагеновых тканей различной толщины, подвергнутых

лазерному облучению с длинами волн 1.45 и 1.56µm,

показал возможность аппроксимации эксперименталь-

ных результатов с помощью суммы линейной и степен-

ной функций с показателями степени 0.45−0.48. Такая

аппроксимация позволит в эксперименте in vivo при

невозможности неинвазивного определения температу-

ры и при разбросе толщины реального биологическо-

го образца (например, БП с различной толщиной в

середине и у края фиброзного кольца) знать степень

нагрева, понимать, в каком температурном диапазоне

идет воздействие и не допустить перегрева ткани.

3.2. Влияние толщины образцов на их нагрев

Пропитка глицерином оказывает существенное влия-

ние на температурный отклик материала при лазерном

облучении, при этом наблюдается выраженная зависи-

мость от длины волны, толщины образца (рис. 3) и кон-

центрации глицерина (табл. 1). На длине волны 1.45µm

глицерин способствует усиленному нагреву во всем

диапазоне толщин, особенно при концентрации 50%.

Это может быть связано с увеличением коэффициента

поглощения и снижением отражения и преломления на

внутренних границах биоткани [27,28] за счет замещения

внутриматриксной жидкости раствором глицерина, чей

показатель преломления ближе к показателю преломле-

ния самого матрикса [29].

Таблица 1. Среднее изменение нагрева образцов (в %

относительно нагрева интактного образца до пропитки) при

пропитке их в 35 и 50% растворе глицерина в течение 90min

Толщина Длина волны лазерного излучения, µm

образца, 1.45 1.56

µm 35% 50% 35% 50%

100 38± 16 35± 5 −10± 2 7± 12

150 22± 5 24± 20 4± 8 5± 4

200 6± 8 22± 6 −10± 6 27± 20

500 22± 3 12± 3 12± 7 14± 2

1000 30± 14 47± 3 21± 8 40± 8

1500 8± 7 18± 1 21± 10 30± 8

2000 12± 2 20± 6 24.5± 8.6 38± 14

Изменение нагрева для образцов толщиной 1500

и 2000µm составляет ∼ 10−20%, в то время как эффект

пропитки для более тонких образцов толщиной 500

и 1000µm проявляется сильнее, и изменение нагрева

достигает ∼ 25−50%.

На длине волны 1.56µm при малых толщинах влияние

глицерина слабо выражено, а в некоторых случаях

наблюдается даже снижение нагрева, что обусловлено

более низким поглощением и перераспределением энер-

гии на большую глубину ткани. Лишь при толщине

более 500µm эффект от пропитки глицерином увели-

чивает рост температуры. Эти результаты указывают на

возможность тонкой настройки теплового эффекта за

счет подбора длины волны и концентрации активного

просветляющего агента.

3.3. Влияние концентрации глицерина на

нагрев и оптический отклик
”
толстых“

образцов

На графиках температурного отклика для
”
толстых“

образцов наблюдается значительное увеличение темпе-

ратуры, достигающее в ряде случаев ∼ 50 ◦C для интакт-

ных образцов и ∼ 70 ◦C для образцов после пропитки

глицерином. Такой уровень теплового воздействия мо-

жет привести к изменению физико-химических свойств

ткани, включая повышение пластичности, а в некоторых

случаях — к начальным проявлениям денатурации кол-

лагеновых структур. С целью исключения из рассмот-

рения фазового перехода второго рода в дальнейших

экспериментах мощность лазерного излучения снижа-

лась таким образом, чтобы максимальное изменение

температуры не превышало 40 ◦C. Эксперименты про-

водились для двух групп образцов одинаковой толщины

(для лазера с длиной волны 1.45µm — 1.7± 0.1mm, для

1.56µm — 2.0± 0.1mm, в эксперименте использовалось

минимум пять образцов в каждой группе). Концентрация
глицерина в растворах была выбрана следующая: 10, 25,

35, 50 и 100%.
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Рис. 3. Усредненный температурный отклик образцов при лазерном воздействии на длинах волн 1.45 (a) и 1.56 µm (b) после

пропитки их 35% раствором глицерина для разной толщины образцов.
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Рис. 4. Усредненный температурный отклик образцов при лазерном воздействии на длинах волн 1.45 (a) и 1.56 µm (b) после

пропитки их раствором глицерина различной концентрации.

Рис. 5. Зависимость нагрева образцов одной толщины при

лазерном воздействии с длинами волн 1.45 и 1.56 µm от

концентрации глицерина при пропитке в течение 90min.

Результаты эксперимента показали рост температуры

образцов с соответствующим увеличением концентра-

ции глицерина для длины волны 1.56µm (рис. 4). Этот
эффект обусловлен усилением поглощения излучения в

биоткани за счет изменений оптических свойств, вызван-

ных диффузией глицерина. Экспериментальные данные

хорошо аппроксимируются комбинацией линейной и

степенной функций с показателями степени 0.63 для

длины волны 1.56µm и 1.5 для длины волны 1.45µm

(рис. 5).
Продемонстрированное в настоящей работе повыше-

ние температуры при лазерном воздействии на образцы,

пропитанные растворами глицерина, согласуется с ранее

полученными данными о термическом эффекте при ис-

пользовании фруктозо- и глицерин-содержащих сред [30]
на образцах хрящевой ткани толщиной 1mm. Известно,

что теплопроводность водных растворов глицерина и

фруктозы примерно на 30% ниже по сравнению с

чистой водой [31,32]. Снижение теплопроводности огра-

ничивает эффективность отвода тепла от зоны лазерного

воздействия, что, в свою очередь, способствует накоп-

лению тепловой энергии и, как следствие, приводит к

более выраженному локальному нагреву ткани.

Показатель степенной функции, использованной для

аппроксимации, меньше единицы для длины волны

1.56µm и свидетельствует о насыщаемом характере

взаимодействия глицерина с тканью как для
”
толстых“,
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Рис. 6. Изменение пропускания света с длиной волны 1.45 (a, b) и 1.56 µm (c, d) образцами толщиной 100 (a, c) или 1000 µm (b, d)
света при пропитывании их 50% водным раствором глицерина. Черная кривая — интенсивность интактного образца, красная

кривая — интенсивность после оптического просветления, синяя кривая — после удаления просветляющего агента. Все кривые

нормированы на начальное значение интенсивности при включении лазерного излучения.

Таблица 2. Изменение интенсивности (1I) прошедшего света через образец за время лазерного воздействия в процентах для

двух длин волн до и после пропитки их водными растворами глицерина двух концентраций (35 и 50%)

Толщина Длина волны лазерного излучения, µm

образца, 1.45 56

µm До пропитки 35% 50% До пропитки 35% 50%

100 5.6± 1.7 3± 2 0± 5 −1.5± 2.4 0.1± 3.7 −0.5± 0.7

150 6± 3 7± 5 3± 2 −1.5± 3.4 2.2± 2.9 1.6± 5.6

200 7± 8 0± 9 1± 1 −3.5± 6.0 −3.8± 7.5 2.4± 4.7

500 27± 11 11± 1 3± 4 20± 10 17± 6 17± 6

1000 33± 9 25± 4 16± 3 31± 8 27± 12 50± 9

1500 59± 6 24± 8 16± 3 32.5± 6 49± 7 33± 7

2000 61± 14 31± 2 19± 2 29± 3 35± 4 38± 2

так и для
”
тонких“ образцов: начальный рост темпе-

ратуры при повышении концентрации сменяется тен-

денцией к насыщению и возможному снижению при

высоких концентрациях. В то же время для длины

волны 1.45µm наблюдалась как положительная, так

и отрицательная первая производная динамики роста

температуры (рис. 5), что может быть связано с боль-

шим разбросом эффективных оптических и термических

характеристик образцов биоткани на малой характерной

глубине проникновения лазерного излучения 1.45µm,

влияющих как на неравномерное поглощение лазерного

излучения, так и на процесс теплопроводности в глубине

ткани.

3.4. Изменение пропускания света

при лазерном воздействии

Изменение пропускания излучения с длинами волн

1.45 и 1.56µm образцами тканей в ходе их пропитывания

водным раствором глицерина представлено на рис. 6.

Динамика интенсивности прошедшего лазерного излуче-
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ния нормирована на начальное значение интенсивности,

измеренное при включении лазерного излучения.

Эксперименты проводились в оптической конфигура-

ции
”
волокно-сфера“, где лазерное излучение подава-

лось на образец через оптическое волокно, а собранный

прошедший сигнал регистрировался с помощью инте-

грирующей сферы. Такая схема обеспечивала высокую

точность измерений, позволяя получить полную картину

интенсивности и распределения прошедшего сигнала.

Толщина исследуемых образцов и мощность лазерного

излучения, а также прочие параметры нагрева соответ-

ствовали эксперименту по изменению температуры в

разд. 3.3.

В ходе экспериментов было выявлено различие в ди-

намике интенсивности прошедшего через образец света

при толщине образцов менее и более 500µm. Для об-

разцов толщиной менее 500µm изменения прошедшего

излучения (1I) в процессе облучения практически не

наблюдаются. Напротив, при толщине свыше 500µm ре-

гистрируется существенный рост 1I в процессе воздей-

ствия, причем характер изменения различается для длин

волн 1.45 и 1.56µm. Точные значения изменения ин-

тенсивности (1I) в процентах относительно начального

значения за время лазерного воздействия представлены

в табл. 2.

Анализ данных, представленных в табл. 2, показывает,

что величина 1I после пропитки образцов растворами

глицерина демонстрирует различную зависимость от

длины волны лазерного излучения. В частности, для

образцов, облучаемых на длине волны 1.45µm, наблюда-

ется снижение 1I по сравнению с исходным состоянием

при пропитке ткани глицерином. В то же время для

длины волны 1.56µm 1I либо увеличивается, либо

остается в пределах экспериментальной погрешности.

Выводы

Полученные результаты указывают на возможность

управления тепловым эффектом за счет подбора длины

волны и концентрации активного просветляющего аген-

та. Толщина образцов 500µm является
”
пограничной“

толщиной, относительно которой меняется динамика

прошедшей интенсивности для двух длин волн 1.56

и 1.45µm ближнего ИК диапазона. Таким образом,

динамики изменения как интенсивности, так и макси-

мальной температуры определяются как оптическими

свойствами, которые могут моделироваться активными

просветляющими агентами, так и толщиной облучаемо-

го образца, что существенно при определении терапев-

тических диапазонов параметров лазерного воздействия

для биоткани, сравнимой с толщиной суставного и ре-

берного хряща, и для хрящеподобных тонких пленок —

аналогов БП.
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