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ВВЕДЕНИЕ

В офтальмологии оптические методы являют�
ся перспективными в таких областях, как транс�
склеральная хирургия глаза, развитие неинвазив�
ных методов оптической томографии глаза, ин�
дикация гомеостаза тканевых жидкостей [1]. К
примеру, при лечении глаукомы, отслоения сет�
чатки глаза и ряда других заболеваний широко
применяется транссклеральная фотокоагуляция
тканей глазного яблока – цилиарного тела, сет�
чатки глаза и т.д. [2�4]. Однако, в связи с тем, что
при доставке излучения к области воздействия на
поверхностных соединительных (фиброзных)
тканях глаза, к числу которых относятся также
конъюнктива и склера, имеет место многократное
рассеяние света, при проведении операции на сет�
чатке происходит значительное ограничение глу�
бины проникновения и точности фокусирования
лазерного луча.

Как известно, основной причиной рассеяния
света в конъюнктиве и склере, как и в других
фиброзных тканях, является различие значений
показателей преломления между внутриткане�
вой жидкостью и структурными элементами со�
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единительной ткани (коллагеновыми и эласти�
новыми волокнами) [5,6]. Введение в биоткань
иммерсионной жидкости, имеющей показатель
преломления больший, чем у внутритканевой
жидкости, вызывает частичное замещение внут�
ритканевой жидкости иммерсионным раство�
ром, выравнивание показателей преломления
рассеивателей ткани и окружающей их среды, и,
как следствие, значительное снижение рассея�
ния. Также, благодаря осмотическим свойствам,
иммерсионные жидкости могут вызывать ло�
кальную дегидратацию, что так же приводит к
выравниванию показателей преломления раз�
личных компонент биотканей [7].

Знание коэффициентов диффузии необходи�
мо для построения математических моделей,
адекватно описывающих процессы взаимодей�
ствия осмотических жидкостей с биотканями. И
хотя диффузия многих биологически совмести�
мых жидкостей в водных растворах достаточно
хорошо описана [8�10], их диффузия в биотка�
нях недостаточно изучена.

В настоящей работе выполнена оценка коэф�
фициента диффузии глюкозы в конъюнктиве и
склере на основе in vitro экспериментальных ис�
следований оптических свойств конъюнктивы и
склеры глаза кролика при воздействии на био�
ткань водного 40%�раствора глюкозы.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве объектов исследования использо�
ваны по 10 образцов конъюнктивы и склеры гла�
за кролика in vitro, полученных методом аутоп�
сии. До момента проведения измерений образ�
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цы биоткани хранились в 0.9% водном растворе
NaCl при температуре 4�5 оC. Перед началом из�
мерений с каждого образца удалялись соедини�
тельные ткани. Толщина образцов измерялась мик�
рометром, для чего образцы помещались между
двумя предметными стеклами, и измерения выпол�
нялись в нескольких точках образца. Погрешность
каждого измерения составляла ± 50 мкм.

В качестве иммерсионного агента использо�
вался водный 40%�раствор глюкозы с показате�
лем преломления 1.391, измеренным с помощью
рефрактометра Аббе на длине волны 589 нм.

Экспериментальные исследования выполня�
лись с помощью установки, состоящей из источ�
ника излучения – галогенной лампы HL�2000,
световодов, подводящих излучение к образцу
биоткани и собирающих излучение, прошедшее
через образец, кюветы с образцом, спектромет�
ра (USB�4000, Ocean Optics, USA) и компьюте�
ра. Схема установки изображена на рис. 1.

Для измерения коллимированного пропуска�
ния образцы биоткани закреплялись на рамке с
отверстием 7×7 мм2 и помещались в кювету меж�
ду двумя волоконно�оптическими кабелями
(P400�1�UV�VIS, Ocean Optics, США) с внут�
ренним диаметром 400 мкм. Одно волокно слу�
жило для доставки излучения к образцу, а дру�
гое – для сбора прямо прошедшего излучения.
Для обеспечения коллимированности пучка на
торцах волокон с помощью стандартных разъе�
мов SMA�905 закреплялись коллиматоры
(74�ACR, Ocean Optics, США).

Динамика изменения коллимированного
пропускания регистрировалась путем последо�
вательной записи спектров коллимированного
пропускания в диапазоне 500�900 нм, каждую
минуту в течение 30�60 минут для конъюнкти�
вы и в течение 40�65 минут для склеры, с момен�
та помещения образца биоткани в раствор глю�
козы. Сигналом сравнения служил сигнал от
кюветы, заполненной 40%�раствором глюкозы,
с рамкой. Все измерения проводились при ком�
натной температуре (около 20 оC).

При исследовании взаимодействия водного

40%�раствора глюкозы с образцами конъюнкти�
вы и склеры предполагалось, что в результате
этого взаимодействия изменяется только пока�
затель преломления внутритканевой жидкости
образца, вследствие диффузии в биоткань им�
мерсионной жидкости и осмотического оттока
воды из биоткани. При диффузии внутрь био�
ткани вещества с показателем преломления
большим, чем у внутритканевой жидкости, и от�
тока воды из биоткани происходит согласование
показателей преломления рассеивателей и внут�
ритканевой жидкости, что приводит к уменьше�
нию коэффициента рассеяния биоткани. Иссле�
дование динамики данного процесса позволяет
оценить коэффициент диффузии как меру сред�
ней скорости обменного потока осмотической
жидкости в биоткань и воды из биоткани.

Для количественного описания процесса
транспорта глюкозы в глазную ткань была ис�
пользована модель диффузии, описанная в ра�
боте [11]. Были сделаны следующие допущения
относительно процесса переноса:

1) имеет место только концентрационная диф�
фузия, т.е. обменный поток глюкозы в биоткань и
воды из биоткани в данной точке пропорционален
градиенту концентрации глюкозы в этой точке;

2) коэффициент диффузии постоянен во всех
точках внутри исследуемого образца биоткани.

Геометрически образец конъюнктивы и скле�
ры может быть представлен в виде плоско�парал�
лельной пластины конечной толщины. Так как
площадь верхней и нижней поверхностей данной
пластины намного превышает площадь ее боко�
вых сторон, то можно пренебречь краевыми эф�
фектами и решать одномерную задачу диффу�
зии. Таким образом, постановка данной задачи
имеет вид:

2

2 ),(),(
x

txCD
t

txC
∂

∂
=

∂
∂

,  (1)

где ),( txC – концентрация глюкозы в образце
биоткани, г/мл; D  – коэффициент диффузии,
см2/сек; t  – время, в течение которого происхо�

Рис. 1. Схема экспериментальной установки:
1 – источник излучения (галогенная лампа HL�2000); 2  – световоды, подводящие излучение
к образцу биоткани; 3 – кювета с иммерсионной жидкостью; 4 – рамка для закрепления образца
биоткани; 5 – образец биоткани; 6 – световод, собирающий излучение, прошедшее через образец;
7 – многоканальный спектрометр; 8 – ПК
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дит процесс диффузии, сек; и x  – простран�
ственная координата по толщине образца био�
ткани, см.

Поскольку в экспериментах объем раствора
глюкозы ( ≈3000 мм3) значительно превышал
объем образца биоткани (≈ 50 мм3), то соответ�
ствующие граничные условия имеют вид:

0),(),0( CtdCtC == ,                (2)
где 0C  – концентрация глюкозы в растворе; d –
толщина образца биоткани, см.

Начальное условие отражает факт отсут�
ствия глюкозы во всех внутренних точках образ�
ца конъюнктивы и склеры до его инкубации в
раствор:

0)0,( =xC ,                             (3)
Решение уравнения диффузии (1) с учетом

граничных (2) и начальных (3) условий имеет вид:
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Решение уравнения диффузии позволяет
оценить среднюю концентрацию раствора глю�
козы внутри образца в каждый момент времени:
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что в свою очередь позволяет, воспользовавшись
соотношением Cnn OHgl ⋅+= 1515.0

2
 [12], для вод�

ного раствора глюкозы, где OHn
2

– показатель
преломления воды, и C  – концентрация глюко�
зы в растворе, г/мл, оценить временную зависи�
мость показателя преломления внутритканевой
жидкости: )1/()(1515.0)( 0 ϕ−+= tCntn II  [11], где

)(tnI  – показатель преломления внутриткане�
вой жидкости, изменяющийся по мере замеще�
ния внутритканевой жидкости раствором глю�
козы; 0In  –  показатель преломления внутритка�
невой жидкости в начальный момент времени, и
ϕ  – объемная доля рассеивателей в биоткани,
для конъюнктивы и склеры ϕ  = 0.3 [1]. Соотно�
шение )1/()( ϕ−tC  введено для учета пористос�
ти образцов. Поскольку образцы конъюнктивы и
склеры до проведения экспериментов хранились
в 0.9% водном растворе NaCl более 24 часов, то
предполагалось, что к моменту проведения экс�
периментов в образцах биотканей произошло за�
мещение внутритканевой жидкости на раствор
NaCl, показатель преломления которого практи�
чески совпадает с показателем преломления воды.

Увеличение значения In  приводит к умень�
шению коэффициента рассеяния конъюнктивы и
склеры sμ , которое описывается выражением [1]:
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где N  – число рассеивателей в единице объема,

sσ –  сечение рассеяния, λπ /2 Ianx =  – пара�
метр дифракции, Ic nnm /=  относительный по�
казатель преломления рассеивателей, cn  – по�
казатель преломления коллагеновых волокон
[13], и a  – радиус рассеивателей.

Так как для образцов на длине волны 589 нм
в начальный момент времени 474.1=cn  [1, 13],

333.1=In  [14], и a  ≈  50 нм [1], то можно, вы�
числив значение сечения рассеяния для данной
длины волны, оценить N как отношение экспе�
риментально полученного значения коэффици�
ента рассеяния конъюнктивы и склеры в началь�
ный момент времени к значению сечения рассе�
яния на той же длине волны.

Зависимость коэффициента коллимирован�
ного пропускания образца конъюнктивы и скле�
ры, помещенного в раствор глюкозы, от времени
имеет вид:

)))((exp()( dttT sac μμ +−≅ ,            (7)
где )(tTc – коэффициент коллимированного
пропускания; aμ – коэффициент поглощения
излучения в образце.

Поскольку в данном спектральном диапазо�
не средний коэффициент поглощения тканей
глаза значительно меньше коэффициента рассе�
яния [15], то первым можно пренебречь.

Изменение кислотности внутритканевой жид�
кости, вследствие ее замещения используемым
растворами глюкозы, за время проведения экспе�
римента вызывало лишь незначительное набуха�
ние образца биоткани, вследствие чего изменени�
ем толщины образцов также пренебрегалось.

Уравнения (4)�(7) определяют зависимость
коэффициента коллимированного пропускания
от концентрации раствора глюкозы внутри об�
разцов конъюнктивы и склеры, т.е. формируют
прямую задачу. Обратной задачей в данном слу�
чае является восстановление значения коэффи�
циента диффузии по динамике коллимирован�
ного пропускания. Эта задача была решена пу�
тем минимизации целевого функционала:

( ) ( )( )
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c i c i
i

f D T D t T t
=
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где tN
 
– общее количество экспериментальных

точек, полученное при регистрации динамики
коллимированного пропускания; ( )tDTc ,  – тео�
ретически рассчитанное значение коэффициен�
та пропускания в момент времени t при задан�
ном значении D ; ( )*

cT t  – экспериментально
измеренное значение коэффициента пропуска�
ния в момент времени t .

Минимизация целевой функции (8) прово�
дилась с помощью “комплексного” метода [16].
Итерационная процедура повторялась до согла�
сования между собой экспериментальных и рас�
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четных данных. В качестве критерия завершения
итерационного процесса использовалось усло�
вие:

( ) ( )
( )

*

*
1

,1 0.01
tN

c i c i

it c i

T D t T t
N T t=

−
≤∑ .

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате экспериментов для каждого об�
разца биоткани была измерена динамика измене�
ния коллимированного пропускания и коэффи�
циента рассеяния излучения, прошедшего через
образец конъюнктивы и склеры глаза кролика,
находящегося под действием 40% водного раство�
ра глюкозы, в диапазоне 500�900 нм (рис. 2�5).

На экспериментальных кривых хорошо вид�
но, что в начальный момент времени конъюнк�
тива и склера представляют собой практически

непрозрачные среды для излучения видимого и
ближнего инфракрасного спектральных диапа�
зонов. Под действием раствора глюкозы проис�
ходит замещение внутритканевой жидкости на
раствор глюкозы и, как следствие, уменьшение
рассеяния и увеличение коллимированного про�
пускания. Из представленных рисунков видно,
что оптическое просветление образцов конъюн�
ктивы и склеры происходит во всем видимом
диапазоне длин волн с преобладанием просвет�
ления в красной области спектра.

В результате обработки экспериментальных
данных было установлено, что коллимированное
пропускание излучения, прошедшего через конъ�
юнктиву и склеру, увеличилось в среднем в
(1.98± 0.87) раз и в (19.7± 17.2) раз, соответ�
ственно, а коэффициент рассеяния этого излу�
чения уменьшился в (0.88 ± 0.08) раз и в
(0.61± 0.18) раз, соответственно.

Хорошо видно, что в течение 15 минут для

Рис. 2. Динамика изменения коллимированного
пропускания конъюнктивы глаза кролика,

иммерсированной в 40% водный раствор глюкозы

Рис. 4. Динамика изменения коэффициента
рассеяния конъюнктивы глаза кролика,

иммерсированной в 40% водный раствор глюкозы

Рис. 5. Динамика изменения коэффициента
рассеяния склеры глаза кролика,

иммерсированной в 40% водный раствор глюкозы

Рис. 3. Динамика изменения коллимированного
пропускания склеры глаза кролика,

иммерсированной в 40% водный раствор глюкозы
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склеры и 30 минут для конъюнктивы коллими�
рованное пропускание увеличивается в зави�
симости от длины волны. При этом можно
предположить, что диффузия глюкозы в дан�
ные биоткани и воды из межтканевого про�
странства в окружающий раствор по градиен�
ту концентрации происходит одновременно.
Оба процесса вносят вклад в увеличение коэф�
фициента коллимированного пропускания в
течение первых 10�30 минут, в зависимости от
образца. Однако в период от 10�30 до 25�40
минут для образцов склеры происходит насы�
щение и даже некоторое снижение величины
коллимированного пропускания cT , что мож�
но, по�видимому, объяснить результатом вза�
имодействия обновленной внутритканевой
жидкости (с некоторым количеством глюкозы
и уменьшенным количеством воды) с гидрати�
рованными коллагеновыми и эластиновыми
волокнами, у которых за счет отдачи воды на�
чинает повышаться показатель преломления.
При этом несколько понижается показатель
преломления внутритканевой жидкости за
счет выхода воды из волокон в межволоконное
пространство. Оба процесса приводят к неко�
торому повышению рассеяния света на волок�
нах. Таким образом, для образцов склеры на�
блюдалось затемнение.

Различия во времени и степени просветле�
ния склеры и конъюнктивы можно объяснить
различием в структуре и функциях этих биотка�

ней. Склера представляет собой соединитель�
ную ткань, состоящую, в основном из хаотично
переплетающихся коллагеновых и эластиновых
волокон, погруженных во внутритканевую жид�
кость [17]. Основной частью конъюнктивы так�
же является рыхлая соединительная ткань. Од�
нако по поверхности конъюнктива покрыта
многослойным плоским эпителием [18]. По�
скольку конъюнктива глазного яблока выпол�
няет защитную функцию, предохраняя глаз от
проникновения инородных веществ, диффузия
химических агентов в ней затруднена. Этим
объясняется увеличение времени и уменьшение
степени просветления конъюнктивы по сравне�
нию со склерой.

Данные по динамике изменения коллимиро�
ванного пропускания образцов конъюнктивы и
склеры позволили на основе представленного
выше алгоритма оценить значения коэффициен�
тов диффузии глюкозы в данных тканях. Для
каждого образца вычисления были выполнены
для девяти длин волн (500 нм, 550 нм, 600 нм,
650 нм, 700 нм, 750 нм, 800 нм, 850 нм и 900 нм).
Усредненные по длинам волн значения коэффи�
циентов диффузии представлены в табл. 1 для
конъюнктивы и табл. 2 для склеры.

Среднее значение коэффициента диффузии
глюкозы в конъюнктиве глаза кролика состави�
ло (3.2± 3.9) ×10�7см2/сек.

Среднее значение коэффициента диффузии
глюкозы в склере глаза кролика составило

Таблица 1. Коэффициент диффузии глюкозы в конъюнктиве глаза кролика

Таблица 2. Коэффициент диффузии глюкозы в склере глаза кролика

Номер 
образца Толщина, см 

Коэффициент
диффузии D, 

см2/сек 

Номер 
образца Толщина, см 

Коэффициент
диффузии D, 

см2/сек 
1 0.061 20.3×10-7 6 0.045 5.97×10-7 
2 0.026 3.87×10-7 7 0.049 9.24×10-7 

3 0.042 9.25×10-7 8 0.051 0.18×10-7

4 0.048 11.5×10-7  9 0.050 11.22×10-7 
5 0.039 2.18×10-7 10 0.062 20.1×10-7 

<D>=(9.38±6.84)×10-7см2/сек
 

Номер 
образца 

Толщина, 
см 

Коэффициент 
диффузии D, 

см2/сек 

Номер 
образца 

Толщина, 
см 

Коэффициент 
диффузии D, 

см2/сек 
1 0.037 2.71×10-7 6 0.007 0.26×10-7 
2 0.017 1.33×10-7 7 0.016 0.59×10-7 
3 0.023 3.19×10-7 8 0.016 13.5×10-7

4 0.010 0.14×10-7 9 0.016 3.79×10-7 
5 0.012 2.39×10-7 10 0.021 3.56×10-7 

<D>=(3.2±3.9)×10-7см2/сек 
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(9.38± 6.84) ×10�7см2/сек. Такой разброс в зна�
чениях объясняется структурными особенностя�
ми образцов данных биотканей.

Представленные результаты хорошо согла�
суются с изначально сделанным предположе�
нием о преобладающем влиянии концентраци�
онной диффузии, при которой скорость обмен�
ного потока осмотического вещества в
биоткань и внутритканевой жидкости из био�
ткани определяется градиентом концентрации.
Полученные численные значения коэффици�
ентов диффузии меньше, чем коэффициент
диффузии глюкозы в воде [19], что объясня�
ется сложным структурно�морфологическим
строением конъюнктивы и склеры, затрудня�
ющим диффузию. Следует ожидать, что значе�
ния коэффициентов диффузии глюкозы в дан�
ных глазных тканях in vivo будут иметь не�
сколько большие значения,  поскольку
коэффициент диффузии растет с увеличени�
ем температуры [8, 9, 11, 14].

Представленные результаты позволяют сде�
лать вывод о том, что предложенный метод оцен�
ки коэффициентов диффузии, основанный на
регистрации изменений оптических свойств био�
ткани, является перспективным инструментом
исследования процессов диффузии различных
веществ в биотканях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные результаты показывают, что при�
менение водного 40%�раствора глюкозы в качестве
просветляющего агента позволяет эффективно
управлять оптическими характеристиками конъ�
юнктивы и склеры. В частности, наблюдается уве�
личение коэффициента коллимированного про�
пускания излучения, прошедшего через конъюнк�
тиву и склеру в среднем в (1.98± 0.87) раз и в
(19.7± 17.2) раз, соответственно, а также снижение
коэффициента рассеяния этого излучения в сред�
нем в (0.88± 0.08) раз и в (0.61± 0.18) раз, соот�
ветственно, в спектральном диапазоне 500–900 нм,
что будет способствовать увеличению глубины
проникновения оптического излучения в биоткань.

Таким образом, метод оптического просвет�
ления может быть использован в качестве мето�
да повышения эффективности средств оптичес�
кой диагностики, локализации и лечения различ�
ных патологий органов зрения.

Исследование выполнено при финансовой под"
держке грантов Европейского Союза 224014
PHOTONICS4LIFE of FP7"ICT"2007"2, Американ"
ского фонда гражданских исследований и разви"
тия RUB1"2932"SR"08 CRDF и Государственных
контрактов № 02.740.11.0770 и 02.740.11.0879.
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In this work, we performed the estimation of diffusion coefficients of 40%�aqueous glucose solution in both
rabbit eye conjunctiva and sclera in vitro. The method is based on measurements of dynamics of the change
of collimated transmittance of tissue samples under the action of biocompatible immersion liquid. The
change of collimated transmittance is connected with matching of refractive indices of conjunctiva and
sclera scatterers and interstitial fluid. The increase of tissue transparence was registered by consecutive
recording of spectra of collimated transmittance in the range of 500�900 nm. For quantitative description
of the process we have proposed a diffusion model, assuming the constant diffusion coefficient in the whole
volume of the tissue sample. Estimation of diffusion coefficient was performed by approximation of
experimental data within the framework of the proposed model.
Key words: optical clearing, immersion agent, diffusion, sclera, conjunctiva, control of tissue optical
parameters.


