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Большой практический интерес вызывает оптическое просвет-
ление костных тканей, что открывает возможность развития ми-
нимально инвазивных методов лазерной диагностики и терапии 
мозга. Целью данной работы является исследование оптическо-
го просветления черепной кости при использовании многоком-
понентных оптических просветляющих агентов и возможности 
измерения церебрального кровотока. В работе исследовано 
оптическое просветление кости черепа крысы ex vivo и in vivo с 
помощью двух растворов, различающихся составом и показате-
лями преломления и включающих этанол или тиазон в качестве 
усилителей проницаемости биоткани. Измерена кинетика колли-
мированного пропускания образцов кости в спектральном диа-
пазоне 600–900 нм под действием данных растворов и прове-
дена допплеровская оптическая когерентная томография (ДОКТ) 
сосудов головного мозга крысы. В течение 4 часов получено 
относительное увеличение коэффициента коллимированного 
пропускания под действием иммерсионных растворов с вклю-

чением этанола и тиазона соответственно на 15% и 80%. Эф-
фективность оптического просветления костной ткани составила 
соответственно 4.5±0.4 и 13.2±3.4%. Использование растворов 
способствовало значительному улучшению визуализации круп-
ной церебральной вены с помощью ДОКТ без повреждения че-
репной кости и позволило определить скорость кровотока в вене 
в нормальном состоянии (7 мм/с) и при воздействии адреналина 
(5.5 мм/с). Таким образом, показано, что применение данных рас-
творов способствует увеличению глубины зондирования ДОКТ и 
улучшению визуализации сосудов мозга и может быть исполь-
зовано при диагностике различных патологических изменений, в 
том числе нарушений кровоснабжения.
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Введение

В течение последних 25 лет наблюдается 
всё возрастающий интерес к разработке и при-
менению оптических методов визуализации 
тканей и структур мозга для диагностики 
различных патологических изменений, в том 
числе нарушений кровоснабжения [1–4]. Такой 
интерес обусловлен уникальной информативно-
стью, относительной простотой, безопасностью 
и достаточно низкой стоимостью оптических 
устройств по сравнению, например, с рент-
геновской компьютерной томографией или 
магниторезонансной томографией.

Одним из самых простых и эффективных 
методов решения проблемы увеличения глу-
бины и качества изображений внутритканевых 
структур, а также повышения точности спек-
троскопической информации от глубоких слоёв 
биотканей и крови является временное снижение 
светорассеяния в биотканях (оптическое про-
светление) [5, 6]. Оптическое иммерсионное 
просветление основывается на пропитывании 
(иммерсировании) ткани биосовместимым хи-
мическим агентом – оптическим просветляющим 
агентом (ОПА) – обладающим достаточно высо-
ким показателем преломления, чтобы, проникая 
во внутритканевую жидкость биоткани, он мог 
согласовать показатели преломления рассеи-
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вателей и окружающей их среды. Для мягких 
насыщенных водой тканей важна еще осмоляр-
ность агентов, которая способствует временной 
дегидратации ткани, более плотной упаковке ее 
составляющих и соответственно меньшему рас-
сеянию ткани [5, 6].

Большой практический интерес вызывает 
оптическое просветление не только мягких, но и 
твёрдых биотканей, таких как кость. В последние 
годы всё больше появляется работ, посвящённых 
оптическому просветлению костных тканей [7–
11]. Целью этих работ является как визуализация 
клеточной архитектуры самой костной ткани, 
так и объектов, скрытых под ней, что открывает 
возможность развития минимально инвазивных 
методов лазерной диагностики и терапии мозга и 
других глубоколежащих тканей. Например, в ра-
боте [12] показано, что оптическое просветление 
кости с помощью глицерина наиболее эффектив-
но в ИК диапазоне выше 1400 нм. Под действием 
пропиленгликоля, который помимо достаточно 
высокого показателя преломления обладает ещё 
и свойствами усилителя проницаемости ткани, 
оптическое просветление кости наблюдается и в 
видимом диапазоне. Однако для достижения су-
щественного оптического просветления кости с 
помощью глицерина и других однокомпонентных 
иммерсионных агентов требуется достаточно 
длительный промежуток времени, что непри-
менимо при исследованиях in vivo.

Разработка состава многокомпонентных 
ОПА для ускорения диффузии и обеспечения 
повышения эффективности оптического просвет-
ления различных биотканей является наиболее 
актуальной задачей развития этого направления 
[7, 11, 13–19]. Так, например, Wang  с соавт. [7] 
показали, что минимальный диаметр микро-
сосуда мозга мыши in vivo, разрешаемый при 
наблюдении через костную ткань после 25-ми-
нутного воздействия на поверхность черепа 
многокомпонентного ОПА (SOCS – skull optical 
clearing solution), составляет 14.4±0.8 мкм [7]. 
Среди химических усилителей диффузии ОПА 
в соединительные ткани упоминаются также ди-
метилсульфоксид (ДМСО) [13], тиазон [14], про-
пиленгликоль [15], этанол [16] и другие [17–19]. 

Тиазон (C11H13O3SN, молекулярная масса 
239.29, нерастворим в воде) является веществом, 
используемым в медицине и косметологии для 
усиления диффузии медицинских препаратов в 
коже [14, 20–22]. Однако в работе [23] авторы 
отмечают снижение эффективности оптического 
просветления мышечной ткани при использо-

вании тиазона в смеси с пропиленгликолем за 
счёт появления в биоткани кристаллов тиазона, 
увеличивающих рассеяние.

Этанол также является растворителем, 
модифицирующим свойства барьера кожи. При 
достаточно высокой концентрации (~40%) этанол 
способствует образованию пор и существенно 
увеличивает транспорт веществ через поры, 
благодаря увеличению размера и/или плотности 
пор в эпидермальной мембране [16, 24]. В рабо-
тах [25, 26] показано значительное увеличение 
скорости диффузии красителей через эпидермис 
при включении в состав раствора 40–50%-ного 
этанола.

Целью данной работы является исследова-
ние оптического просветления черепной кости 
при использовании ОПА, включающих этанол 
и тиазон в качестве усилителей проницаемости 
биоткани, и возможности измерения церебраль-
ного кровотока.

1. Строение и оптические свойства 

     костной ткани

Костная ткань – особый вид соединительной 
ткани. Она является главной составной частью 
кости, образуя костные пластинки. В пластин-
чатой кости коллагеновые фибриллы межкле-
точного вещества, располагаясь параллельно, 
формируют слои – костные пластинки толщиной 
3–7 мкм. Смежные пластинки всегда имеют 
различную ориентацию фибрилл. В пластинках 
расположены клеточные полости – лакуны – и 
соединяющие их костные канальца, в которых 
лежат костные клетки – остеоциты и их отрост-
ки. По системе лакун и костных канальцев цир-
кулирует тканевая жидкость, обеспечивающая 
обмен веществ в ткани [27]. В зависимости от 
плотности и расположения пластинок разли-
чают компактное и губчатое костное вещество. 
Плоские кости черепа построены из тонких 
пластинок компактного вещества, между кото-
рыми находится губчатое вещество, содержащее 
каналы для вен.

Структурные компоненты   костной ткани со-
стоят из неорганических компонентов и органиче-
ского матрикса [28, 29]. Кристаллы костной ткани 
относятся к гидроксиапатитам, имеют форму пла-
стин или палочек. Они отвечают за компрессион-
ную прочность кости. Другая часть минеральной 
фазы костной ткани представлена аморфным фос-
фатом кальция. Содержание аморфного фосфата 
кальция подвержено значительным колебаниям в 
зависимости от возраста [30].
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Приблизительно 95% органического матрик-
са приходится на коллаген. Кроме коллагена в 
состав органического матрикса входят другие 
протеины, клетки крови и липиды [31]. Меж-
клеточный органический матрикс компактной 
кости составляет около 20–40%, неорганические 
вещества – 50-70%, вода – 5–10% и липиды <3% 
[32]. В губчатой кости преобладают органические 
компоненты, которые составляют более 50%, на 
долю неорганических соединений приходится 
33–40%. Количество воды сохраняется в тех же 
пределах, что и в компактной кости [30, 32]. По 
данным А. Уайта с соавт. [33], неорганические 
компоненты составляют около 1/4 объёма ко-
сти; остальную часть занимает органический 
матрикс. Вследствие различий в относительной 
удельной массе органических и неорганических 
компонентов на долю нерастворимых минералов 
приходится половина массы кости. Пористость 
костной ткани составляет от 5 до 10% [33].

Одним из главных компонентов живой 
кости является вода. Вода в кости находится в 
связанном состоянии с минеральной фазой, с 
органической фазой (коллаген и цементное ве-
щество) или в свободном состоянии (объёмная 
вода) [34, 35]. Наиболее сильно связанная вода 
удерживается апатитоподобными кристаллами 
(около 35 мг воды/г минерала) [36]. Существен-
но менее сильносвязанная фракция – это вода, 
удерживаемая коллагеновыми фибриллами. В 
неминерализованном состоянии коллагеновые 
волокна связывают большую объёмную фракцию 
воды (до 60%) [37]. Во время процесса кальци-
фикации кристаллы апатита депонируются в 
органическом матриксе, постепенно замещая 
остеоидную воду и снижая её объёмную фрак-
цию до 20%.

Показатель преломления цельной черепной 
кости оценивался Ascenzi и Fabry [38] при раз-
ли чных стадиях минерализации в диапазоне от 
1.555 до 1.564. Компоненты этой ткани имеют 
следующие показатели преломления: апатиты – 
1.604–1.650, остеоны – 1.559, гидратированный 
коллаген (I типа) – 1.43 и липиды ~ 1.45 [38, 39].

В видимой области спектра поглощение 
костной ткани очень мало; в ближнем инфра-
красном диапазоне коэффициент поглощения не 
превышает 4 см-1 и определяется полосами по-
глощения воды и липидов [12, 40, 41]. Рассеяние 
костной ткани снижается с увеличением длины 
волны, что соответствует спектральному поведе-
нию рассеивающих характеристик большинства 
тканей [12, 42–44].

2. Материалы и методы

Поскольку ранее было показано, что опти-
ческое просветление черепной кости с помощью 
однокомпонентных иммерсионных агентов 
требует длительного периода времени [12], при 
разработке составных иммерсионных растворов 
учитывались результаты исследований, представ-
ленных в работах [14, 20, 25, 26], где показано, 
что тиазон и этанол за счет частичного разру-
шения липидного слоя способствуют усилению 
проницаемости эпидермиса для глицерина и 
полиэтиленгликоля.

Для приготовления составных ОПА ис-
пользовались этиловый спирт, дегидратиро-
ванный глицерин («База № 1 Химреактивов», 
Россия), полиэтиленгликоль с молекулярной 
массой 300 Да (Sigma-Aldrich, Германия), тиазон 
(C11H13O3SN, Guangzhou Heming Trading Co., 
Китай) и дистиллированная вода.

В состав раствора № 1 вошли: этиловый 
спирт (45%), дегидратированный глицерин 
(25%), ПЭГ-300 (10%) и вода (20%). Показатель 
преломления раствора, измеренный с помощью 
рефрактометра Аббе ИРФ454Б2М (КОМЗ, Рос-
сия) на длине волны 589 нм составил n = 1.384.

В состав раствора № 2 вошли: ПЭГ-300 (80%) 
и тиазон (20%). Показатель преломления раствора 
на длине волны 589 нм составил n = 1.467.

Материалом для ex vivo исследования по-
служили 8 образцов верхней части черепной 
кости крысы ex vivo. Средняя толщина образцов 
составляла 0.64±0.4 мм, длина – 13.1±2.2 мм и 
ширина – 10.5±0.6 мм. Все образцы разделялись 
на 2 группы: I группа подвергалась воздействию 
раствора № 1, II гр уппа – раствора № 2.

Измерение спектров коллимированного про-
пускания образцов черепной кости проводилось 
каждые 10–20 мин с помощью многоканального 
спектрометра USB4000-Vis-NIR (Ocean Optics, 
США) в течении 4–5 часов . Образец ткани за-
кр еплялся на пластиковой пластине площадью 
3.5×1.5 cм2 с отв ерстием в центре площа  дью 
8×8 мм2 и помещался в стеклянную кювету 
объемом 5 мл с раствором исследуемого ОПА. 
Кювета устанавливалась между двумя волокон-
но-оптическими кабелями QP400-1-VIS-NIR 
(Ocean Optics, США) с внутренним диаметром 
400 мкм. Для обеспечения коллимированности 
пучка на торцах волокон с помощью стандартных 
разъемов SMA-905 закреплялись коллиматоры 
74-ACR (Ocean Optics, США). В качестве ис-
точника излучения использовалась галогенная 
лампа HL-2000 (Ocean Optics, США).
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После каждого измерения коллимирован-
ного пропускания образцы извлекались из 
кюветы и взвешивались на электронных весах 
SA210 (Scientech, USA) с точностью ±1 мг, за-
тем помещались обратно в кювету. Все измере-
ния проводились при комнатной температуре 
(~ 20°C).

Коэффициент ослабления μt рассчитывался 
на основе закона Бугера–Ламберта:

expc tT t t l  ,                (1)

где Tс (t) – временная зависимость коллимирован-
ного пропускания образца биоткани, l – толщина 
биоткани.

Эффективность оптического просветления 
(ЭОП) оценивалась с помощью выражения

 

t t( 0) ( ) 100%
( 0)

t

t

t t
t  ,          (2)

где μt (t = 0) – начальный коэффициент ослабле-
ния интактного образца биоткани, μt (t) – значе-
ние коэффициента ослабления в каждый момент 
времени измерений.

ЭОП рассчитывалась для каждого образца 
отдельно для всех длин волн в исследуемом 
спектральном диапазоне и усреднялась. Затем 

значения ЭОП усреднялись по группе, и рас-
считывалось стандартное отклонение.

Для демонстрации возможности транскра-
ниальной визуализации сосудов головного мозга 
при оптическом просветлении черепной кости 
in vivo с помощью данных многокомпонентных 
растворов использовались 4 молодые здоровые 
беспородные лабораторные крысы (возраст 
4 недели, вес 50–60 г). Крысы подвергались ане-
стезии с помощью внутрибрюшинной инъекции 
кетамина (Sigma, США) 0.4 мг/кг. Слой кожи 
и мышечной ткани с верхней части головы на 
участке приблизительно 5×5 мм2 хирургически 
удалялся. Крысы были разделены на две группы. 
На поверхность черепа крысам из I и II групп 
наносился иммерсионный раствор № 1 и № 2 
соответственно.

Для одной из крыс из I группы церебральный 
кровоток дополнительно исследовался до и по-
сле внутривенного введения адреналина (Sigma, 
США) 0.1 мг/кг, способствующего вазодилатации 
(расширению церебральных сосудов). 

Для исследования крупной церебральной 
вены (vena magna cerebri) крысу помещали 
под углом 120° для лучшей визуализации вены 
(рис. 1).

Рис. 1. Расположение крупной поверхностной вены мозга (vena magna cerebri) у крысы

Транскраниальное исследование цере-
брального венозного кровотока проводилось с 
помощью спектрального оптического доппле-
ровского когерентного томографа OCS1300SS 
(Thorlabs, США). В качестве источника излу-
чения в установке использовался суперлюми-
несцентный диод с центральной длиной волны 
1325 нм и спектральной шириной полосы на 
полувысоте 100 нм. Оптическая глубина зон-
дирования составляла до 3 мм, продольное 
разрешение – 12 мкм и поперечное разрешение – 
25 мкм на воздухе.

Для оценки скорости кровотока в режиме 
допплеровской ОКТ (ДОКТ) использовалась 
методика, подробно описанная в работе [45]. На 
ДОКТ-изображениях распределение скорости 
потока маркировалось цветом.

3. Результаты и их обсуждение

На рис. 2 представлены типичные спектраль-
ная (а) и временная (б) зависимости изменения 
коллимированного пропускания образца череп-
ной кости крысы. Данный образец принадлежал 
I группе, толщина его составляла 0.53±0.01 мм. 

Э. А. Генина и др. Оптическое просветление черепной кости
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Berke с соавт. [11] проанализировали от-
носительное увеличение коллимированного 
пропускания (RT) в спектральном диапазоне 
360–1090 нм при просветлении трубчатых костей 
мыши in vitro под действием водорастворимых 
и водонерастворимых иммерсионных агентов, 
использующихся в стереомикроскопии, про-
екционной оптической спектрофотометрии и 
конфокальной микроскопии: Visikol (n = 1.44, 
RT = 1.25±0.41), ClearT2 (50% формамид + 20% 
PEG-8000, n = 1.45, RT = 2.77±1.68), FocusClear 
(n = 1.46, RT = 2.29±1.17), TDE (2, 2’-тиодиэтанол, 
n = 1.47, RT = 5.17±1.94), SeeDB (80.2% водный 
раствор D-фруктозы, n = 1.5, RT = 3.17±1.23), MS 
(метилсалицилат, n = 1.51, RT = 7.04±1.85), BABB 
(25% бензилового спирта + 75% бензилбензоата, 
n = 1.53, RT = 4.81±1.08), THF-DBE (эфир тетра-
гидрофурандибензила, n = 1.56, RT = 7.19±0.42). 
Образцы костных сегментов перед началом ис-
следований в течение 48 ч находились в растворе 
формалина. Средняя толщина образцов состав-
ляла 2.5 мм. Авторы добивались максимального 
оптического просветления, которое наступало за 
время воздействия ОПА от 24 ч до 4 дней.

Несмотря на различия в исследуемых объ-
ектах, а также времени и методах измерений, 
видно, что в целом значения, полученные в 
нашей работе, согласуются с данными, пред-
ставленными в [11].

На основе результатов измерения кинетики 
изменения значений коллимированного пропу-
скания с помощью уравнения (1) рассчитывались 
значения коэффициента ослабления. На рис. 3 
представлена кинетика изменения значения μt 
на нескольких длинах волн для образцов из I (а) 
и II (б) групп.

Изменение коэффициента ослабления био-
ткани вызвано встречной диффузией свободной 
воды из внутритканевого пространства и ОПА 
во внутритканевое пространство [6, 46, 47]. Ве-
личина коэффициента пропускания в основном 
определяется коэффициентом рассеяния [44]. В 
свою очередь, коэффициент рассеяния опреде-
ляется в основном отношением показателей пре-
ломления рассеивателей биоткани и окружающей 
их среды [48], т.е. внутритканевой жидкости. 
Показатель преломления внутритканевой жид-
кости в каждый момент времени определяется 
концентрацией в ней просветляющего агента, 
а значение концентрации пропорционально 
exp OCAt  , где OCA   – характеристическое 
время диффузии каждого из компонентов про-
светляющих растворов, используемых в данных 

Хорошо видно, что с течением времени значение 
Тс во всём исследуемом спектральном диапазоне 
возрастает. Это связано с увеличением прозрач-
ности биоткани за счёт, во-первых, удаления 
свободной воды из органического матрикса и, 
во-вторых, замещения её на иммерсионный 
агент. Показатель преломления используемого 
раствора № 1 (1.384) меньше, чем показатели 
преломления основных органических и неорга-
нических компонентов ткани, вследствие этого 
полного согласования показателей преломления 
рассеивателей и внутритканевого матрикса не 
происходило, тем не менее, увеличение колли-
мированного пропускания за время наблюдения 
в спектральном диапазоне 600–900 нм в среднем 
составило 15±1%.

Рис. 2. Типичные спектральная (а) и временная (б) зави-
симости изменения значения коллимированного пропу-
скания образца черепной кости крысы ex vivo в процессе 
воздействия многокомпонентного иммерсионного агента 
(этиловый спирт – 45%, дегидратированный глицерин – 

25%, ПЭГ-300 – 10% и вода – 20%)
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При использовании в качестве ОПА раствора 
№ 2, обладающего более высоким показателем 
преломления (1.467), среднее увеличение зна-
чения коллимированного пропускания за время 
наблюдения составило более чем 1.8 раз.
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экспериментах для просветления костной ткани. 
Кроме того, скорость диффузии воды из костной 
ткани пропорциональна величине exp wt  , 
где τw – характеристическое время диффузии 
воды [49, 50]. В силу этого временная зависи-
мость μt (t) аппроксимировалась выражением

0expt t
tt A  ,             (3)

где А – эмпирическая константа, характеризую-
щие величину оптического просветления, причем 

0 0t tA t   – значение коэффициента осла-
бления в начальный момент времени, 0

t   – оста-

Рис. 3. Кинетика изменения значения коэффициента 
ослабления на нескольких длинах волн, усреднённая для 
образцов групп I (а) и II (б) под действием многокомпо-
нентных иммерсионных агентов. Вертикальные отрезки 

обозначают среднеквадратическое отклонение
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μ t
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точное значение коэффициента ослабления после 
завершения процесса просветления, τ – характе-
ристическое время процесса, характеризующее 
как скорость проникновения в костную ткань 
каждого компонента просветляющих раство-
ров, так и скорость выхода воды из биоткани. 
После усреднения по группам характеристиче-
ское время процесса просветления τ составило 
4.0±0.7 ч и 1.5±0.2 ч для I и II групп соответ-
ственно. Такое различие во временных харак-
теристиках процесса оптического просветления 
может быть связано с тем, что тиазон является 
более эффективным усилителем проницаемости 
костной ткани, чем этанол.

Средняя ЭОП образцов через 4 ч, оценен-
ная по формуле (2) и усреднённая по группам, 
составила 4.5±0.4% (I группа) и 13.2±3.4% 
(II группа).

ЭОП черепной кости человека in vitro под 
действием дегидратированного глицерина в те-
чение часа, оценённая в спектральном диапазоне 
1400–2000 нм по данным работы [12], составила 
16±11%. Показатель преломления глицерина 
(1.47) более близок к значению показателя пре-
ломления цельной черепной кости (1.555), при 
этом дегидратированный глицерин вызывает 
значительную осмотическую дегидратацию 
тканей, что может объяснить достаточно высокое 
значение ЭОП.

В процессе оптического просветление на-
блюдалось снижение веса образцов, представ-
ленное на рис. 4, что связано, на наш взгляд, 
с их дегидратацией под действием гиперосмо-
тических компонентов (глицерина и ПЭГ-300), 
входящих в состав ОПА. Кинетика дегидратации 
образцов биоткани анализировалась с помощью 
выражения [49]:

0
0D

tM t M
H t

M t
,             (4)

где HD – степень дегидратации биоткани; 
М (t = 0) – масса образца биоткани в начальный 
момент времени, г; М (t) – масса образца био-
ткани в момент измерения, г.

Концентрация гиперосмотических ОПА во 
втором растворе (ПЭГ-300 – 80%) значитель-
но превышает концентрацию ОПА в первом 
растворе (глицерин – 25% и ПЭГ-300 – 10%), 
вследствие чего и дегидратация в I группе 
(HD = 0.05) значительно меньше дегидратации 
во II группе (HD = 0.13) исследуемых образцов. 
Характеристическое время, рассчитанное с 
помощью аппроксимации экспоненциальной 
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зависимостью аналогичной выражению (2), в 
этих группах также различается: для группы I 
τ составляет 0.3±0.1 ч, для группы II – 1.1±0.4 ч. 
Через 24 ч нами были проведены контрольные 
взвешивания образцов. В группе I заметного 
изменения веса образцов не происходило. Вес 
образцов из группы II увеличился по сравне-

нию с начальным приблизительно на 35%, что 
свидетельствует о замещении свободной воды 
во внутритканевом пространстве кости на 
иммерсионный раствор и также подтверждает 
более эффективное усиление проницаемости 
костной ткани тиазоном как для воды, так и 
для ПЭГ-300.

Рис. 4. Усреднённая кинетика изменения веса образцов из групп I (а) и II (б) под действием многокомпонентных им-
мерсионных агентов. Вертикальные отрезки обозначают среднеквадратическое отклонение

t, чt, ч

Вес, г Вес, г

ба

На рис. 5 представлены ДОКТ изображения 
крупной церебральной вены под неповреждён-
ной черепной костью крысы из группы I без 
предварительного оптического просветления 
(а), через час после нанесения ОПА № 1 (б) и 
после внутривенной инъекции адреналина (в). 
На рис. 5, а видна vena cerebri magna, распо-
ложенная в центре изображения под черепной 
костью. Диаметр вены составляет 0.12 мм,
оптическая толщина черепной кости над ве-
ной – 0.53±0.03 мм. 

На рис. 5, б хорошо видно, что после воз-
действия ОПА продольный и поперечный раз-
мер изображения вены увеличился более чем в 
1.6 раза. Оптическое просветление позволило 
повысить разрешение ДОКТ-изображения 
объекта. Скорость кровотока в крупной цере-
бральной вене, оцененная по данным ДОКТ, 
составила 7 мм/с.

Внутривенная инъекция адреналина вы-
звала значительное увеличение диаметра vena 
cerebri magna (до 0.22 мм), что наблюдается на 
рис. 5, в, и снижение скорости церебрального 
кровотока (до 5.5 мм/с).

Рис. 6 демонстрирует ДОКТ-изображения 
черепной кости крысы из группы II до (а) и 
после (б) 20-минутного воздействия раствора 
№ 2. На рис. 6, а крупная церебральная вена не 
визуализируется, что свидетельствует о сильном 
рассеянии костной ткани. Оптическая толщина 
черепной кости на участке наблюдения состав-
ляет 1.2±0.2 мм. Воздействие ОПА в течение 
20 мин позволило визуализировать фрагмент 
вены, расположенный под неповреждённой 
черепной костью (см. рис. 6, б).

Время регистрации ДОКТ-изображений 
сосудов, представленных на рис. 5 и 6, соответ-
ствует времени их оптимальной визуализации.

В ряде работ показано, что ДОКТ в исследо-
вании мозгового кровотока является достаточно 
эффективным оптическим методом анализа 
кровотока в норме и при патологии [51, 52], од-
нако использование оптического просветления 
позволит значительно увеличить разрешающую 
способность при визуализации сосудов под непо-
вреждённой черепной костью, что может повы-
сить эффективность ранней диагностики инсуль-
та и других нарушений мозговой гемодинамики.
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Рис. 5. ДОКТ-изображения черепной кости крысы из группы I: без предвари-
тельного оптического просветления (а), через час после нанесения многоком-
понентного иммерсионного агента (этиловый спирт – 45%, дегидратированный 
глицерин – 25%, ПЭГ-300 – 10% и вода – 20%) (б) и последующей инъекции 
адреналина для увеличения диаметра вены с целью улучшения её визуализа-
ции (в). На изображениях видна крупная церебральная вена (v. cerebri magna). 
Вертикальные отрезки соответствуют оптической толщине 500 мкм. В правой 

части изображений показана шкала распределения скорости кровотока

Рис. 6. ДОКТ-изображения черепной кости крысы из группы II: без пред-
варительного оптического просветления (а), через 20 мин после нанесения 
иммерсионного агента (ПЭГ-300 – 80% и тиазон – 20%) (б). На рисунке видна 
крупная церебральная вена (v. cerebri magna). Вертикальные отрезки соответ-
ствуют оптической толщине 500 мкм. В правой части изображений показана 

шкала распределения скорости кровотока
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Заключение

В работе исследованы многокомпонентные 
иммерсионные растворы для оптического про-
светления костей черепа. В состав растворов 
помимо иммерсионных жидкостей с высоким 
показателем преломления (глицерин и ПЭГ-300) 
входили усилители проницаемости биотканей 
(этанол и тиазон), которые способствовали повы-
шению скорости и эффективности оптического 
просветления. Исследования проводились ex vivo 
на образцах черепной кости крысы и in vivo на ла-
бораторных животных. Измерена кинетика изме-
нения коллимированного пропускания образцов 
кости в спектральном диапазоне 600–900 нм под 
действием данных растворов и проведена доп-
плеровская оптическая когерентная томография 
сосудов головного мозга крысы. В течение 4 ч по-
лучено относительное увеличение коэффициента 
коллимированного пропускания под действием 
иммерсионных растворов с включением этанола 
и тиазона соответственно на 15 и 80%. Эффектив-
ность оптического просветления костной ткани 
составила соответственно 4.5±0.4 и 13.2±3.4%. 
Использование растворов способствовало зна-
чительному улучшению визуализации крупной 
церебральной вены без повреждения черепной 
кости и позволило оценить изменение диаметра 
вены и скорости кровотока в ней при медикамен-
тозном воздействии.
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Background and Objectives: Optical clearing of bone tissue is of 
great practical interest, which opens up the possibility of the develop-
ment of minimally invasive laser diagnostics and brain therapy. The 
aim of this work is the study of the optical clearing of cranial bone 
using multicomponent optical clearing agents, and the possibility of 
the measurement of cerebral blood flow. Materials and Methods: 
Optical clearing of rat skull bone ex vivo and in vivo using two solutions 
with different compositions and refractive indices comprising ethanol 
or thiasone as biological tissue permeability enhancers, has been 
studied in the paper. Kinetics of collimated transmission of the bone 
samples under the influence of these solutions has been measured 
in the spectral range of 600-900 nm, and Doppler optical coherence 
tomography (DOCT) of rat cerebral vessels has been carried out. 
Results: Within 4 hours, a relative increase in the collimated trans-
mittance under the action of the immersion solutions with inclusion 
of ethanol and thiasone by 15% and 80%, respectively, has been 
obtained. The effectiveness of optical clearing of bone tissue has 
been 4.5±0.4% and 13.2±3.4%, respectively. The use of the solutions 
has contributed to significant improvement of visualization of vena 
cerebri magna using DOCT without damage of the cranial bone and 
allowed determining the velocity of blood flow in the vein in the normal 

state (7 mm/sec) as well as under the action of adrenaline (5.5 mm/
sec). Conclusion: Thus, it is shown that the use of these solutions 
increases the probing depth of DOCT and improves the imaging of 
cerebral blood vessels, which can be used in the diagnosis of various 
pathological changes, including blood disorders. 
Key words: cranial bone, multicomponent immersion solutions, 
collimated transmittance, Doppler optical coherence tomography, 
effectiveness of optical clearing, cerebral blood flow.
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