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На протяжении последних лет наблю-
дается тревожная тенденция роста забо-
леваемости раком шейки матки (РШМ) 
среди молодых женщин в возрастной 
группе до 40 лет, т.е. в репродуктивно 
значимой и социально активной части 
населения. В настоящее время доказано, 
что более 99% случаев РШМ вызывает-
ся высокоонкогенными типами вируса 
папилломы человека (ВПЧ), распростра-
ненность которого в мире увеличилась 
более чем в 10 раз, причем основной кон-

тингент составляют женщины детород-
ного возраста [8, 11].

Развитию рака шейки матки предше-
ствуют различные стадии цервикальной 
интраэпителиальной неоплазии (CIN I, 
CIN II, CIN III), особенностью которых 
является отсутствие специфических ви-
зуально и пальпаторно выявляемых из-
менений [9, 10].

На первой стадии диспансеризации 
населения для выявления неоплазии при-
меняется метод цитологического скри-
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нинга, или ПАП-тест. Данный метод до-
статочно прост, однако обладает низкой 
специфичностью. Количество ложно-
положительных результатов варьиру-
ет, по данным разных авторов, от 15 до 
40%. В случае подозрения на развитие 
CIN проводится кольпоскопическое ис-
следование, предсказательная ценность 
которого весьма ограничена. Для окон-
чательной диагностики CIN требуется 
выполнение биопсии шейки матки с по-
следующим гистологическим исследова-
нием. Для улучшения диагностической 
ценности кольпоскопического исследо-
вания и уменьшения количества необо-
снованных биопсий необходима разра-
ботка новых подходов к неинвазивной 
диагностике ранних форм РШМ [8].

В настоящее время в различных об-
ластях медицины и, в первую очередь, 
в онкологии, большое развитие получа-
ют методы диагностики, основанные на 
регистрации различий во флуоресцент-
ном излучении патологических очагов 
и окружающих нормальных тканей, 
которые возникают при освещении по-
верхности ткани светом определенной 
длины волны УФ или видимого диапазо-
нов спектра [15, 12]. Эти различия, для 
описания которых используется термин 
«флуоресцентный контраст», могут 
иметь эндогенное или экзогенное проис-
хождение. В первом случае метод назы-
вается аутофлуоресцентной диагности-
кой (АФД). В его основе — различия в 
интенсивности и спектральном составе 
эндогенного (аутофлуоресцентного) из-
лучения нормальных и патологических 
тканей. Как показано во многих клини-
ческих исследованиях, при возбуждении 
в УФ и синей области спектра интенсив-
ность аутофлуоресцентного излучения 
в очагах рака намного меньше, чем в 
нормальных тканях (эффект «темного 

пятна»). Во втором случае флуоресцент-
ный контраст возникает в результате 
селективного окрашивания патологиче-
ских очагов экзогенными красителями 
или флуоресцирующими маркерами. 
Прежде всего, к ним относятся фотосен-
сибилизаторы, которые применяются 
для фотодинамической терапии (ФДТ) 
онкологических и неонкологических за-
болеваний. В результате избирательного 
накопления фотосенсибилизаторов па-
тологические очаги ярко флуоресциру-
ют в красной области спектра (630-670 
нм). Для описания этого метода при-
меняется термин «фотодинамическая 
диагностика», или «фотодиагностика». 
Флуоресцентные методы диагностики 
ранних форм рака обладают крайне вы-
сокой чувствительностью, достигающей 
90%, и существенно меньшей специфич-
ностью [15, 12-14]. Поскольку глубина 
проникновения возбуждающего излу-
чения крайне мала, они позволяют вы-
являть патологические очаги, располо-
женные только в поверхностных слоях 
кожи или слизистых оболочек полых 
органов. Источником диагностической 
информации является визуальная оцен-
ка флуоресцентных изображений либо 
количественный анализ спектров лазер-
индуцированной флуоресценции при из-
мерениях in vivo в точке поверхности 
ткани (метод локальной флуоресцент-
ной спектроскопии, ЛФС). При наблю-
дении флуоресцентных изображений 
подозрительные очаги выявляются по 
аномальной интенсивности флуоресцен-
ции на фоне флуоресцентного излуче-
ния здоровой ткани в зеленой области 
спектра. Верификация флуоресцент-
ных изображений при проведении ЛФС 
повышает предсказательную ценность 
флуоресцентных методов диагностики 
[13, 14, 19]. 



110Биомедицина № 2, 2013

Н.Н. Булгакова, В.В. Смирнов, В.И. Фабелинский, А.Г. Федотов, Н И. Казачкина, Г.Д. Капанадзе

Развитие методов флуоресцентной 
диагностики ранних форм РШМ сдержи-
валось ввиду отсутствия на рынке специ-
альной кольпоскопической аппаратуры. 
Ранее нами были проведены исследо-
вания, направленные на разработку ме-
тода аутофлуоресцентной диагностики 
ранних форм РШМ [2, 4], и описан раз-
рабатываемый лазерный спектрально-
флуоресцентный кольпоскоп (ЛСФК), 
предназначенный для реализации дан-
ного метода [1, 3]. При его разработке 
предусматривалось выполнение следую-
щих функций:

1. Обычная визуализации ШМ и, в 
том числе, патологических очагов при 
освещении ее поверхности сверхяркими 
светодиодами белого света с помощью 
высокочувствительной и высококаче-
ственной фото/видеокамеры. Наложение 
электронного зеленого фильтра на изо-
бражение предоставляет дополнитель-
ную возможность контрастирования со-
судистой структуры.

2. Регистрация и анализ флуоресцент-
ного изображения той же фото/видео-
камерой. Одновременный качественный 
анализ сосудистой структуры, цветного 
и флуоресцентного изображений позво-
ляет выявлять подозрительные участки.

3. Измерения спектров лазер-
индуцированной флуоресценции в ло-
кальной точке ткани при возбуждении 
на длине волны ∼407 нм с помощью 
волоконно-оптического зонда, регистра-
ция спектра в диапазоне 420-800 нм и его 
отображение на экране монитора ком-
пьютера в реальном времени.

В данной работе представлены резуль-
таты доклинической апробации ЛСФК на 
примере экспериментальной опухолевой 
модели. Целью работы была оценка воз-
можностей разрабатываемого ЛСФК в 
регистрации как эндогенного (аутофлуо-

ресцентного), так и экзогенного флуорес-
центного контраста опухоль-норма.

Материалы и методы
Состав прибора. Состав прибора и 

основные задачи, которые решались при 
его разработке, описаны ранее в работе 
[1]. Кратко необходимо отметить, что 
прибор состоял из видеокамеры с объ-
ективом с переменным фокусным рас-
стоянием (zoom), источников белого 
и синего света, блока светофильтров, 
блока питания источников света, реше-
точного спектрометра, лазерного источ-
ника излучения с длиной волны ∼407 нм, 
волоконно-оптического зонда.

Однако к настоящему моменту при-
бор претерпел заметное изменение. Вме-
сто видеокамеры с матрицей 1360×1040 
пикселей и zoom-объективом теперь 
устанавливается фотокамера Canon 
EOS550D с матрицей 5184×3456 пиксе-
лей и макрообъективом с фиксирован-
ным фокусным расстоянием 100 мм. Та-
кое сочетание матрицы и объектива дает 
возможность получить настолько высо-
кокачественные изображения, позволя-
ющие рассмотреть мельчайшие детали, 
что применение объективов с перемен-
ным фокусным расстоянием для после-
довательного детального изучения объ-
екта теперь представляется излишним.

Используемая фотокамера способна 
постоянно выводить «живое» телевизи-
онное изображение в формате HD видео, 
которое наблюдается врачом на экране 
монитора и обеспечивает возможность 
настройки положения и «прицеливание» 
головки кольпоскопа.

Проведенная модификация позволя-
ет резко сократить время исследования, 
вследствие чего работа с данным прибо-
ром становится значительно более удоб-
ной для врача-кольпоскописта.
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Прибор управляется компьютером со 
специально разработанным многофунк-
циональным программным комплексом, 
который, в том числе, обеспечивает де-
тальную визуализацию любых фрагмен-
тов изображения с помощью «электрон-
ного увеличения».

Регистрация цветного изображения 
осуществляется при освещении рабочего 
поля белыми сверхяркими светодиода-
ми, в то время как для получения флуо-
ресцентных изображений применяют-
ся синие светодиоды, обеспечивающие 
плотность мощности возбуждающего из-
лучения на поверхности ткани 1-2 мВт/
см2. Для наблюдения флуоресцентных 
изображений перед объективом устанав-
ливается светофильтр, отрезающий свет 
синих светодиодов и пропускающий из-
лучение флуоресценции в диапазоне 420 
— 800 нм.

ЛФС осуществляется решеточным 
спектрометром с интегрированным ла-
зерным источником возбуждения флуо-
ресценции, оптимизация длины волны 
которого была проведена ранее в работе 
[4]. Источник представляет собой ла-
зерный диод с длиной волны 407±5 нм 
и волоконно-оптическим выходом. Для 
доставки возбуждающего излучения к 
исследуемой поверхности и сбора флуо-
ресцентного излучения используется 
волоконно-оптический зонд длиной до двух 
метров. Максимальная мощность лазерно-
го излучения на выходе зонда — 2 мВт.

Опухолевая модель. В качестве экс-
периментальной опухолевой модели ис-
пользовали аденокарциному толстой 
кишки мыши (Акатол). В работе исполь-
зовались мыши линии BALB/c, самцы, 18 
г, разведения питомника РОНЦ им. Н.Н. 
Блохина. Опухоль прививали подкожно 
в количестве 75 мг опухолевой ткани на 
мышь. Исследование проводили на 8-ой 

день роста. Для получения изображений 
и измерения спектров животное умерщ-
вляли дислокацией шейных позвонков 
и выделяли опухоль с участком кожи. 
Фотосенсибилизатор (хлорин е6) вводи-
ли внутривенно в дозе 2 мг/кг в.т. за 3 ч 
до проведения исследования.

Измерения спектров и фотосъемку 
проводили в затемненном помещении.

Результаты и их обсуждение
Изображения, полученные при осве-

щении тканей белым (А) и синим (Б) 
светом (аутофлуоресценция), представ-
лены на рис. 1. Прежде всего, следует 
отметить высокое качество изображе-
ний поверхности и сосудистой струк-
туры тканей, а также ярковыраженный 
контраст между опухолью и окружаю-
щей нормальной тканью при освещении 
синим светом. Как можно видеть на рис. 
1Б, подкожно-жировая клетчатка име-
ет однородное зеленоватое свечение. 
Свечение опухолевой ткани неоднород-
но и имеет красноватый оттенок, что 
позволяет определить четкие границы 
опухоли. Визуальный аутофлуорес-
центный контраст подтверждается дан-
ными ЛФС. Как можно видеть на рис. 
2, в спектрах, измеренных в нормаль-
ной ткани, присутствует широкая по-
лоса излучения в области 450-750 нм с 
максимумом в зеленой области на 500 
нм. Форма спектров аутофлуоресцен-
ции нормальной ткани имеет высокую 
воспроизводимость, ошибка измерений 
в локальной точке не превышает 3-5%. 
Спектры, измеренные в зоне опухоли, 
имеют ярковыраженные отличия. Пре-
жде всего, следует отметить, что спек-
тральная интенсивность аутофлуорес-
центного излучения опухоли в диапазоне 
420-600 нм значительно меньше, чем в 
нормальной ткани, причем в зеленой об-
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ласти — почти на порядок (рис. 2). Во-
вторых, в области 630-650 нм присут-
ствует небольшой пик флуоресценции 
с максимумом на 635 нм, наличие ко-
торого объясняет красноватый оттенок 
аутофлуоресцентного излучения опухо-
левой ткани. Положение максимума на 
635 нм свидетельствует о присутствии 

в опухоли эндогенного протопорфирина 
9. Действительно, эффект накопления 
эндогенных порфиринов может проис-
ходить в тканях злокачественной опу-
холи, имеющих высокую активность 
метаболизма и большую плотность ми-
крососудов, как в стадии активного ро-
ста и васкуляризации, так и в результате 

Рис. 2. Спектры лазер-индуцированной аутофлуоресценции, измеренные в зоне опухоли и в 1 см от 
опухоли.
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Рис. 1. Изображения опухоли на фоне окружающей нормальной ткани при освещении белым (А) и 
синим (Б) (аутофлуоресценция) светом. 
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возникновения в них очагов ишемии и 
некроза [12].

Изображения, полученные при осве-
щении тканей белым (А) и синим (Б) 
светом после введения фотосенсибили-
затора, представлены на рис. 3. Можно 
видеть, что разработанный макет ЛСФК 
позволяет с высокой точностью и каче-
ством изображения регистрировать не 
только эндогенный, но и экзогенный кон-
траст, обусловленный селективным нако-
плением в опухоли фотосенсибилизато-
ра. Пораженный участок и его границы, 
за исключением зоны слева от опухоли, 
четко очерчены и визуализируются по 
яркой красной флуоресценции фотосен-
сибилизатора, при этом отчетливо виден 
сосудистый рисунок опухоли (рис. 3А и 
3Б). Зеленое свечение окружающей нор-
мальной ткани свидетельствует об отсут-
ствии в ней фотосенсибилизатора.

Данные ЛФС, представленые на рис. 
4, также полностью подтверждают ви-
зуальные оценки. Можно видеть, что в 
спектрах, измеренных в зоне опухоли, 

присутствует пик флуоресценции фото-
сенсибилизатора с максимумом 667 нм, 
интенсивность которого резко падает на 
границе опухоли.

Выводы
Проведенная доклиническая апроба-

ция созданного макета ЛСФК показала, 
что выбранные и реализованные техни-
ческие решения адекватны поставлен-
ной медицинской задаче, в то же время, 
возможности созданного прибора су-
щественно шире. Очевидно, что при-
бор может применяться не только для 
разработки метода АФД ранних форм 
РШМ. Высокое качество регистрации 
экзогенного флуоресцентного контраста 
«опухоль-норма» позволит использовать 
ЛСФК для целей флуоресцентной диа-
гностики и ФДТ РШМ.

Метод ФДТ, клинический опыт при-
менения которого в гинекологии обобщен 
в ряде обзоров, вызывает большой инте-
рес гинекологов [17, 5]. Проведенные ис-
следования выявили большой потенциал 

Рис. 3. Изображения опухоли на фоне окружающей нормальной ткани при освещении белым (А) и 
синим (Б) светом после введения фотосенсибилизатора. 
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ФДТ в лечении как онкологической па-
тологии, так и фоновых и предраковых 
заболеваний вульвы и шейки матки при 
использовании фотосенсибилизаторов из 
класса порфиринов, хлоринов, фталоци-
анинов. Анализ литературы показывает, 
что ввиду отсутствия специальной коль-
поскопической аппаратуры, многие кли-
нические разработки ФДТ проводились 
без флуоресцентных исследований [20]. 
При этом следует отметить, что флуо-
ресцентное сопровождение является 
крайне важным аспектом при разработке 
и применении таких методик, поскольку 
позволяет оптимизировать время прове-
дения ФДТ [18], проводить диагностиче-
ское исследование и выявлять границы 
опухолевого поражения и (или) обнару-
живать дополнительные, скрытые очаги 
патологии [6, 16, 7].

Разработанный нами ЛСФК полно-
стью подходит для клинических исследо-
ваний в этой области, поскольку позво-
ляет реализовывать все указанные выше 

задачи. Прибор может применяться для 
разработки методик флуоресцентной 
диагностики и ФДТ онкологической и 
неонкологической патологии вульвы, 
влагалища и шейки матки с фотосенси-
билизаторами из класса порфиринов и 
хлоринов. Более того, возможна адап-
тация прибора для целей интраопераци-
онной флуоресцентной диагностики и 
фотодинамической терапии. 

Настоящая работа выполнена при 
поддержке Министерства образова-
ния и науки Российской Федерации в 
рамках Государственного контракта 
№ 16.522.12.2005 от «04» июля 2011. 
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Laser spectral fluorescence colposcope: preclinical testing
on experimental mice tumor

N.N. Bulgakova, V.V. Smirnov, V.I. Fabelinsky, A.G. Fedotov,
N.N. Kazachkina, G.D. Kapanadze

The preclinical testing of laser spectral-fluorescence colposcope developed for autofluorescence detection 
of cervical neoplasia has been performed using experimental mice tumor. The capability to detect malignant 
lesions has been tested before (by autofluorescence) and three hours after the injection of a chlorine-based 
photosensitizer. It was shown that technical solutions which have been implemented in this equipment are 
adequate for detection of both endogenous (autofluorescence) and exogenous fluorescence contrast between a 
malignant lesion and normal tissue. High quality fluorescence imaging and excellent reproducibility of local 
spectral fluorescence measurements are promising for further applications of this equipment for fluorescence 
diagnosis and in course of photodynamic therapy of cancer in gynecology.

Key words: cervical carcinoma, autofluorescence, fluorescence diagnostics, colposcope, photosensitisers, 
photodynamic therapy.
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