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В работе исследовано влияние 40%-ного водного раствора 
этанола на трансэпидермальный транспорт фотодинамиче-
ского красителя индоцианинового зелёного с помощью спек-
троскопии обратного рассеяния. Впервые получено значение 
коэффициента диффузии красителя через роговой слой ex vivo 
при использовании этанола в качестве усилителя диффузии: 
(6.85±3.75)×10−7 см2/с.
Ключевые слова: индоцианиновый зелёный, роговой слой 
эпидермиса, коэффициент диффузии, спектроскопия обратного 
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of Indocyanine Green with Backscattering Spectroscopy
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In the work, impact of aqueous 40%-ethanol solution on the tran-
sepidermal transport of photodynamic dye indocyanine green has 
been studied with backscattering spectroscopy. It has been first 
obtained the value of the dye diffusion coefficient through the stra-
tum corneum ex vivo at the use of ethanol as a diffusion enhancer: 
(6.85±3.75)×10−7 cm2/s.
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Введение

Трансэпидермальный молекулярный транс-
порт имеет долгую историю и до сих пор вызыва-
ет большой интерес в связи с развитием методов 
местной доставки лекарственных препаратов. 
Внутренние пути и механизмы проникновения 
воды, оптических просветляющих агентов, 
фотодинамических красителей и различных 
лекарств через эпидермальный слой кожи актив-
но исследуются многими научными группами 

[1‒7]. Серьёзной проблемой является улучшение 
молекулярного транспорта через роговой слой 
эпидермиса, который является естественным 
барьером, препятствующим диффузии агентов 
в подлежащие слои кожи [8, 9]. В настоящее 
время предложено большое количество как 
химических, так и физических методов усиле-
ния проницаемости рогового слоя эпидермиса. 
Например, в качестве химических усилителей 
диффузии оптических просветляющих агентов 
предложены азон [10], олеиновая кислота [11], 
диметилсульфоксид (ДМСО) [12, 13], этанол [14, 
15], пропиленгликоль [8, 16], тиазон [17], жидкий 
парафин [18] и некоторые другие [19, 20].

Несмотря на большое количество работ, по-
свящённых исследованию влияния химических 
усилителей диффузии на чрескожный молекуляр-
ный транспорт, проблема эффективной доставки 
биосовместимых красителей в кожу остаётся 
по-прежнему актуальной.

Одним из широко используемых красителей 
как в диагностике (в основном ангиографии) [21], 
так и фотодинамической и фототермической те-
рапии [22, 23] является индоцианиновый зелёный 
(ИЗ). ИЗ (4,5-бензоиндотрикарбоцианин) пред-
ставляет собой трикарбоцианиновый краситель. 
Химическая формула ИЗ – C43H47N2O6S2Na2, 
молекулярный вес – 775. Краситель является водо-
растворимым анионным фотосенсибилизатором 
[24]. В красной и ближней инфракрасной обла-
стях спектра ИЗ имеет две полосы поглощения, 
коротковолновая (~690‒730 нм) соответствует 
поглощению димера, а длинноволновая (~770‒
790 нм) – поглощению мономера красителя. Уве-
личение скорости диффузии красителя в кожу при 
его местном нанесении является важной задачей 
при разработке методов эффективного лечения 
некоторых дерматологических заболеваний, в 
частности акне (acne vulgaris).
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Целью работы является исследование вли-
яния 40%-ного раствора этилового спирта на 
транспорт индоцианинового зелёного через эпи-
дермальный слой кожи.

1. Материалы и методы

Для исследований использовался ИЗ (Aldrich 
Chemical Co., США), растворённый в дистил-
лированной воде и 40%-ном водном растворе 
этилового спирта. Концентрация ИЗ в растворах 
составляла 1 мг/мл.

Материалом для исследования диффузии ИЗ 
в биоткани послужили 10 образцов кожи белых 
аутбредных лабораторны х крыс, полученные по-
средством аутопсии. Все измерения проводились 

при комнатной температуре (~20°C). Перед про-
ведением эксперимента подкожный жировой слой 
и шерсть тщательно удалялись. Размер образцов 
составлял ~3×3 см2, толщина ‒ 0.87±0.04 мм.

Измерения коэффициента отражения прово-
дились с помощью оптического многоканального 
анализатора LESA-5 («Биоспек», Россия). На от-
верстии цилиндрической кюветы, предварительно 
заполненной исследуемым раствором, закреплялся 
образец кожи. Кювета закреплялась в лаборатор-
ном штативе горизонтально так, чтобы раствор 
соприкасался с поверхностью образца, как по-
казано на рис. 1. Волоконно-оптический датчик 
прибора, в свою очередь, закреплялся на противо-
положной поверхности исследуемого образца. 

Рис. 1. Схема экспериментальной установки: Д ‒ волокно-детектор, 
И ‒ волокно-источник

Образец располагался таким образом, чтобы про-
никновение красителя происходило со стороны 
эпидермиса, а регистрация спектров обратного 
рассеяния осуществлялась со стороны дермы. 
Во избежание дегидратации образца кожи в про-
цессе эксперимента он покрывался с внешней 
стороны парафиновой пленкой (Parafi lm «М», 
American National Con, Chicago, IL, USA) за 
исключением участка, контактирующего с во-
локонно-оптическим датчиком.

Волоконно-оптический датчик («Биоспек», 
Россия) состоял из 7 волокон, центральное во-
локно (И) служило для транспорта излучения в 
биоткань, а шесть других, симметрично располо-

женных по окружности (Д) вокруг центрального 
волокна, ‒ для сбора излучения, обратно рас-
сеянного образцом биоткани. Диаметр каждого 
волокна составлял 200 мкм, расстояние между 
центрами излучающего и приемных волокон ‒ 
290 мкм. Источником излучения в спектральном 
диапазоне от 450 до 1000 нм служила галогенная 
лампа. Время накопления сигнала составляло 
100 мс. Нормировка спектров перед началом 
измерений проводилась на сигнал от эталон-
ного отражателя BaSO4 («Ocean Optics», США).

Измерение коэффициента обратного рас-
сеяния (диффузного отражения) кожи произ-
водилось в течение 4‒8 часов до прекращения 
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изменения интенсивности отражённого сигнала. 
По измеренным спектрам диффузного отра-
жения рассчитывались спектры эффективной 
оптической плотности (ЭОП) с помощью соот-
ношения [25]:

A(λ) = ln(R(λ)),                       (1)
где A(λ) – эффективная оптическая плотность 
(ЭОП) кожи, R(λ) – зависящий от времени экс-
периментально измеренный коэффициент отра-
жения, λ ‒ длина волны, нм.

С учетом уравнения (1) ЭОП образца кожи, 
измеренная в различные моменты времени при 
проникновении красителя в биоткань, определя-
лась следующим образом [26, 27]: 

, 0, ,aA t A t t L  ,         (2)
где t – время, λ ‒ длина волны, ,a t C t   

‒
разность между коэффициентами поглощения 
биоткани в каждый момент времени и в началь-
ный момент времени (фактически определяет 
коэффициент поглощения красителя внутри био-
ткани),  ε(λ) ‒ молярный коэффициент поглоще-
ния красителя, C(t) ‒ концентрация красителя в 
биоткани, A(t = 0, λ) ‒ ЭОП образца, измеренная 
в начальный момент времени до его окрашивания 
и L ‒ эффективная длина пути регистрируемых 
фотонов  зависит как от поглощающих, так и 
от рассеивающих характеристик среды, а также 
от расстояния между источником и детектором. 
Поскольку в данной работе расстояние источник‒
детектор составляло 290 мкм, что соизмеримо с 
транспортной длиной свободного пробега фото-
нов, величина L определяется в основном рассе-
ивающими свойствами слизистой оболочки [28].

Уравнение (2) можно переписать следующим 
образом:

, , 0, ,aA t A t A t t L  .   (3)
Кинетика изменения значения ∆A(t,λ) по-

зволяет определить коэффициент диффузии 
красителя в биоткани. Более подробно методика 
определения коэффициента диффузии описана в 
работах [26, 27].

2. Результаты и их обсуждение

На рис. 2 представлены спектры оптической 
плотности водного раствора ИЗ (правая ось), 
рассчитанной исходя из измеренного спектра 
коллимированного пропускания T(λ) раствора с 
помощью выражения A(λ) = −ln(T(λ)), и ЭОП 
кожи в процессе взаимодействия водного раство-
ра ИЗ с эпидермисом (левая ось). Хорошо видно, 
что спектр раствора красителя в исследуемом 
диапазоне имеет две хорошо выраженные по-

Рис. 2. Спектры оптической плотности водного раство-
ра индоцианинового зелёного с концентрацией 1 мг/мл 
(правая ось) и эффективной оптической плотности кожи 
через различные временные интервалы после начала её 
взаимодействия с данным раствором со стороны эпидер-

миса (левая ось)

400 500 600 700 800 900 1000
0.0

0.4

0.8

1.2

1.6

2.0

2.4

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

, 

 0.5 
 44 
 204 

697

768

лосы, определяемые поглощением мономерной 
(768 нм) и димерной (697 нм) формами ИЗ. В вод-
ном растворе при данной концентрации краси-
теля значительно преобладает димерная форма.

Диффузия красителя в ткань должна вы-
зывать изменение формы спектра диффузного 
отражения ткани, выражающееся в появлении 
полос поглощения красителя на фоне спектра 
ЭОП кожи. По данным работы [29], в процессе 
диффузии водного раствора ИЗ в дерме кожи 
наблюдалось вначале преобладание мономеров, 
вызванное, по-видимому, малой концентрацией 
красителя в ткани, а затем, по мере увеличения 
его концентрации, ‒ постепенный переход из 
мономерной формы в димерную. Однако на рис. 2 
хорошо видно, что в течение почти 3.5 ч от начала 
воздействия форма спектра кожи практически не 
изменилась. Это свидетельствует о чрезвычайно 
низкой проницаемости рогового слоя эпидермиса 
для водного раствора ИЗ.

Хорошо известно, что диффузия водных рас-
творов веществ через кожный барьер затруднена. 
Толщина рогового слоя составляет приблизи-
тельно 10‒20 мкм. Он состоит из корнеоцитов 
или ороговевших плотно упакованных плоских 
безъядерных клеток диаметром приблизительно 
40 мкм и толщиной 0.5 мкм [30]. Корнеоциты 
включены в липидный бислойный матрикс. 
Межклеточные липиды формируют непрерыв-
ную структуру и создают прочный гидрофобный 
барьер [30, 31].

Возможными путями проникновения водо-
растворимых препаратов через роговой слой 
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являются придатки кожи (в основном волосяные 
фолликулы) и поры, пронизывающие эпидермис 
[9, 30, 32, 33].

За счёт наличия липидного барьера длина 
пути для молекул воды в роговом слое в 50 раз 
больше толщины рогового слоя. Это предпола-
гает извилистость пути проникновения гидро-
фильных веществ по межклеточному матриксу. 
Однако часть вещества может также проникать 
в корнеоциты за счёт их набухания в водной 
среде [30].

В работе [1] было получено, что коэффи-
циент диффузии воды в роговом слое варьирует 
от 2.5×10−10 до 8.34 ×10−10 см2/с в зависимости 
от степени гидратации рогового слоя. Таким 
образом, структура и состав рогового слоя спо-
собствуют уменьшению значения коэффициента 
диффузии в 103 раз по сравнению с его значением 
в клеточных мембранах [34].

Типичные значения коэффициентов диффу-
зии красителей в растворах находятся в диапазоне 
10−5 – 10−6 см2/с [35, 36]. Значение коэффициента 
диффузии водного раствора ИЗ в дермальном 
слое образца кожи, полученное в работе [29], 
составляет (7.7±2.5)×10−7 см2/с. Однако при взаи-
модействии водного раствора ИЗ с роговым слоем 
эпидермиса полного окрашивания образцов кожи 
в течение всего периода наблюдения не происхо-
дило, что не дало возможности в данном случае 
оценить коэффициент диффузии.

На рис. 3 представлены спектры оптической 
плотности ИЗ в 40%-ном растворе этилового 
спирта (правая ось) и ЭОП кожи в процессе вза-
имодействия этого раствора с эпидермисом (левая 
ось). Две полосы в спектре спиртового раствора 
красителя определяются поглощением мономеров 
(785 нм) и димеров (720 нм). В данном случае при 
такой же концентрации красителя в спиртовом 
растворе преобладает мономерная форма.

В течение первого часа изменения в спектре 
обратного рассеяния кожи хорошо заметны. На 
длине волны 806 нм наблюдается пик, соответ-
ствующий длине волны максимума поглощения 
мономеров ИЗ. Смещение положения максимума 
поглощения ИЗ в коже в длинноволновую область 
по сравнению со спектром ИЗ в растворе объяс-
няется влиянием рассеяния ткани.

С течением времени амплитуда пика увеличи-
вается, что соответствует приближению границы 
окрашенной ткани к детектору и увеличению 
концентрации красителя в зондируемом объёме. 
При этом положение пика поглощения мономеров 
остаётся вблизи длины волны 806 нм.
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Рис. 3. Спектры оптической плотности 40%-ного спирто-
вого раствора индоцианинового зелёного с концентрацией 
1 мг/мл (правая ось) и эффективной оптической плотности 
кожи через различные временные интервалы после на-
чала её взаимодействия с данным раствором со стороны 

эпидермиса (левая ось)

Для образца кожи, представленного на рис. 3, 
изменение спектров ЭОП завершалось после 
400 мин взаимодействия образца с раствором 
красителя. На рис. 4 показана кинетика параметра 
∆A(t, λ), характеризующего изменение поглоще-
ния биоткани с течением времени на четырёх дли-
нах волн из области полосы поглощения раствора 
ИЗ. Прекращение изменения показывает, что 
образец в области соприкосновения с раствором 
прокрашен на всю толщину. Это позволило оце-
нить коэффициент диффузии спиртового раствора 
ИЗ в коже через роговой слой эпидермиса. Коэф-
фициент диффузии рассчитывался для каждого 
образца на 4 длинах волн, и полученные значения 
усреднялись. Среднее значение для 5 образцов 
составило (6.85±3.75)×10−7 см2/с.

Рис. 4. Кинетика разностной эффективной оптической 
плотности кожи при её взаимодействии со спиртовым 
раствором индоцианинового зелёного на четырёх длинах 
волн из области полосы поглощения данного раствора
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Как видно, добавление этанола в раствор 
красителя значительно облегчает его диффузию. 
Так, значение коэффициента диффузии ИЗ через 
роговой слой эпидермиса при использовании 
спиртового раствора сопоставимо с его значени-
ем в дерме при использовании водного раствора 
красителя, в то время как водный раствор ИЗ в 
течение того же периода времени практически 
не проникает в роговой слой.

Хорошо известно, что этанол является 
растворителем, модифицирующим барьерные 
свойства рогового слоя. Ряд работ посвящён 
исследованию влияния этанола различных 
концентраций на транспорт некоторых поляр-
ных/ионных агентов в кожу мыши in vitro [33, 
37, 38]. Показано, что при достаточно высокой 
концентрации (~40%) этанол способствует 
образованию пор и существенно увеличива-
ет транспорт веществ через поры благодаря 
увеличению размера и/или плотности пор в 
эпидермальной мембране [14, 37, 38]. Такие 
дополнительные пути проникновения являются 
результатом комбинации изменений конформа-
ции протеинов, реорганизации внутри участков 
липидных полярных головок или экстракции 
липидов [15, 19, 33].

Заключение

В работе представлены экспериментальные 
результаты исследования диффузии фотодина-
мического красителя индоцианинового зелё-
ного, растворённого в дистиллированной воде 
и 40%-ном водном растворе этилового спирта, 
через роговой слой эпидермиса кожи крысы ex 
vivo. Показано, что при взаимодействии рогово-
го слоя с водным раствором красителя проник-
новения красителя в кожу за время наблюдения 
(4‒6 ч) не происходит. При использовании в 
качестве усилителя диффузии ИЗ водного 40%-
го спиртового раствора наблюдалось полное 
окрашивание образца в течение 6‒7 часов, в 
результате чего удалось оценить коэффициент 
диффузии ИЗ через роговой слой эпидерми-
са, который составил (6.85±3.75)×10−7 см2/с. 
Результаты могут быть использованы для раз-
работки новых и оптимизации существующих 
методов фототермолиза и фототерапии кожных 
заболеваний.

Работа выполнена при финансовой поддер-
жке гранта Президента РФ НШ-7898.2016.2.
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