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Выполнены спектральные трансмиссионные и рефлектометрические измерения в интер-

вале длин волн 250–2500 нм для проб желчи и панкреатического сока при различных заболева-
ниях поджелудочной железы. Определены спектры коэффициентов оптического поглощения, 
рассеяния и фактора анизотропии рассеяния с использованием инверсного метода Монте-
Карло. Установлено, что исследуемые объекты представляют собой коллоиды среды, образо-
ванные как малыми рассеивателями, так и их крупными фракциями, сформированными в про-
цессе окислительной агрегации биосред. Установлено, что по мере малигнизации для проб пи-
щеварительных ферментов наблюдаются изменения в размерах и концентрации рассеивателей, 
что следует из динамики спектральной зависимости оптических коэффициентов.  
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Введение 

Известно, что аденокарцинома поджелудочной железы является одним из наибо-
лее распространенных и агрессивных типов онкологических заболеваний [1, 2]. Данная 
ситуация вызвана множеством причин. Авторами работы [1] отмечено: «Из общего 
числа негативных факторов можно выделить длительную бессимптомность течения за-
болевания, сложности в проведении дифференциальной диагностики, высокую чув-
ствительность к употреблению алкоголя, некачественному, нерегулярному и несбалан-
сированному питанию, аутоимунные процессы. При этом, как правило, наблюдается 
вовлечение в процесс воспаления прилежащих органов с развитием тяжелых форм ас-
социированной патологии». В этой связи развитие и совершенствование методов диа-
гностики и контроля заболеваний поджелудочной железы, включая злокачественные 
новообразования, является важной задачей биофотоники. 

На сегодняшний день методы спектрофотометрии интегрирующих сфер с после-
дующим определением коэффициентов поглощения (ߤ௔ሻ, рассеяния (ߤ௦) и фактора ани-
зотропии рассеяния (݃ሻ получили широкое распространение в диагностических иссле-
дованиях биологических объектов, поскольку позволяют оценить комплекс их морфо-
функциональных, физиологических и биохимических свойств по мере развития раз-
личных заболеваний [3; 4]. Изучению оптико-спектральных характеристик биообъектов 
посвящено много работ, в которых приводятся результаты исследований тканей голов-
ного мозга, дыхательной, сердечно-сосудистой и пищеварительной систем. Системати-
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зированные и обобщённые результаты этих исследований приведены в многочислен-
ных статьях и обзорах [5; 6]. 

Целью данной работы является исследование воздействия злокачественных про-
цессов на структурно-морфологические и биохимические свойства желчи и панкреати-
ческого сока. Для этого были выполнены спектрофотометрические измерения отраже-
ния и светопропускания в интервале длин волн 250–2500 нм и на основе метода Монте-
Карло рассчитаны спектры коэффициентов оптического поглощения и анизотропии 
светорассеяния для пищеварительных ферментов при различных формах заболевания 
поджелудочной железы, включая процессы малигнизации. 

 
Материалы и методы 

Для проведения спектроскопических исследований в работе использовались об-
разцы желчи и панкреатического сока, полученные в ГБУ Республики Дагестан «Рес-
публиканская клиническая больница» в ходе оперативного лечения и секционных ис-
следований больных с за болеваниями поджелудочной железы различной степени тя-
жести. При этом патогистологические исследования биопсийного материала позволили 
отобрать по 7 образцов желчи и панкреатического сока для хронического панкреатита 
(биосреды при средней стадии поражения) и по 9 образцов желчи и панкреатического 
сока для случая аденокарциномы поджелудочной железы (образцы биосред при край-
ней стадии поражения). 

Методика пробоподготовки заключалась в следующем. В целях минимизации 
спектральных вкладов поглощения воды образцы пищеварительных ферментов равно-
мерно наносились на кварцевые стекла вдоль всей их поверхности и подвергались тер-
мическому (температура 40,0 േ 2,0	°С) и вакуумному (давление 5 ൈ 10ି଺ мм рт. ст.) 
осушению. Процесс дегидратации последовательно повторялся до получения пленок 
биосред обоих видов толщиной примерно ݀	 ൌ 	100,0 േ 10,0 мкм и площадью 	
2,5 ൈ 4,0 см. При этом показатель преломления биосред ሺ ത݊௧௜௦௦ሻ	принимался равным 	
	1,4, а кварцевых пластин ሺ ത݊௚௟௔௦௦ሻ	– 	1,55. 

Экспериментальные измерения спектров полного и диффузного светопропуска-
ния – ௧ܶ и ௗܶ, а также диффузного отражения – ܴ௧ для пищеварительных ферментов 
проводились в интервале длин волн 250–2500 нм на автоматизированном спектрофото-
метре UV-3600 (Shimadzu, Япония) с интегрирующей сферой LISR-3100 со спектраль-
ным разрешением ~0.1 нм. 

Конечные данные спектрофотометрических коэффициентов ௧ܶ, ௗܶ и ܴ௧ определя-

лись как ܴௗ
௘௫௣ 	ൌ 	

ோ೏
ೞ ሺ஛ሻିோబሺ஛ሻ

ோ೒೗ሺ஛ሻିோబሺ஛ሻ
 и ௧ܶ,ௗ

௘௫௣ 	ൌ 	 ೟்,೏
ೞ ሺ஛ሻି బ்ሺ஛ሻ

்೒೗ሺ஛ሻି బ்ሺ஛ሻ
, где ௧ܶ,ௗ

௦ ሺλሻ и ܴௗ
௦ሺλሻ – спектры пропус-

кания и отражения проб биосред; ௚ܶ௟ሺλሻ и ܴ௚௟ሺλሻ – спектры референсного сигнала, из-
меренные с кварцевой пластиной; ଴ܶሺλሻ – сигнал интегрирующей сферы с прикрытым 
входным и открытым выходным портами; ܴ଴ሺλሻ – сигнал для сферы при открытых оп-
тических портах. 

Вычисление спектральной зависимости коэффициентов оптического поглощения 
-௦ሻ и фактора анизотропии рассеяния (݃ሻ проводилось на основе инߤ௔ሻ, рассеяния ሺߤ)
версного метода численного моделирования Монте-Карло, разработанного и подробно 
описанного в работах [7–10]. Алгоритм используемого метода вкратце представляет 
собой последовательную реализацию следующих шагов: 

1) вычисление начальных приближений для коэффициентов ߤ௔, ߤ௦ и ݃ на основе 
данных ܴௗ

௘௫௣, ௧ܶ
௘௫௣ и ௗܶ

௘௫௣ с использованием соотношения [11]. 
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௘௫௣, 

где ߤ′௦ 	ൌ 	 ሺ1 െ ݃ሻߤ௦ – коэффициент транспортного рассеяния, ݀ – толщина образцов, 

௖ܶ
௘௫௣ – коллимированное пропускание, ௖ܶ

௘௫௣ 	ൌ 	 ௧ܶ
௘௫௣ െ ௗܶ

௘௫௣; 
2) вычисление параметров ܴௗ

௖௔௟௖, ௧ܶ
௖௔௟௖ и ௗܶ

௖௔௟௖ на основе полученных значений ко-
эффициентов ߤ௔, ߤ௦ и ݃ с использованием метода Монте-Карло; 

3) построение целевой функции и ее минимизация: ܨ	 ൌ 	 ൫ ௧ܶ
௘௫௣ െ ௧ܶ

௖௔௟௖൯
ଶ
൅

൅൫ ௗܶ
௘௫௣ െ ௗܶ

௖௔௟௖൯
ଶ
൅ ൫ܴௗ
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ଶ
; 

4) процедуру минимизации на основе симплексного метода Нелдера–Мида [12] 
до выполнения условия 

ห ೟்
೐ೣ೛ି ೟்

೎ೌ೗೎ห

೟்
೐ೣ೛ ൅

ቚ ೏்
೐ೣ೛ି ೏்

೎ೌ೗೎ቚ

೏்
೐ೣ೛ ൅

หோ೟
೐ೣ೛ିோ೟

೎ೌ೗೎ห

ோ೟
೐ೣ೛ ൑ 0.01. 

Для каждой исследуемой пробы пищеварительных ферментов вычисления вы-
полнялись по несколько раз. Окончательный результат по спектрам оптического по-
глощения и анизотропии светорассеяния определялся путем усреднения серийных из-

мерений: ߜ	 ൌ 	ට
∑ ሺఙഥିఙ೔ሻమ
೙
೔	స	భ

௡ሺ௡ିଵሻ
, где ݊ – количество серийных измерений, ߪ௜ – значения ко-

эффициентов ߤ௔, ߤ௦ и ݃ для i-й пробы, ߪത – среднее значение оптических коэффициен-
тов, определяемое как – ∑ ఙ೔

௡
௡
௜	ୀ	ଵ . 

 
Результаты и обсуждение 

На рисунках 1 и 2 приводятся спектры коэффициентов диффузного отражения 
ሺܴௗሻ, полного ሺ ௧ܶሻ и коллимированного ( сܶሻ светопропускания пищеварительных фер-
ментов печени и поджелудочной железы при средней и крайней стадиях поражения. 
Для формы спектрального контура параметров (ܴௗ, ௧ܶ и сܶሻ обнаружены как общие за-
кономерности, так и отличительные особенности. Так, например, в видимой области 
спектра трансмиссионные и отражательные коэффициентов характеризуются 3 мини-
мумами, образованными, по-видимому, поглощением биллирубина и комплексом ами-
нокислот, входящих в состав желчи и панкреатического сока [5, 6, 13, 14]. В ближней 
инфракрасной области спектра значения этих коэффициентов растут с образованием 
несущественных экстремумов в области полос поглощения воды [13, 14]. При этом в 
абсолютных пределах значения спектрофотометрических параметров для проб пищева-
рительных ферментов при средней стадии поражения составили – 
 ௧ܶ~0.15 േ 0.02 െ 0.6 േ ൅0.1, ܴௗ~0.05 േ 0.01 െ 0.5 േ 0.1 и ௖ܶ~0.01 െ 0.09. В то же 
время по мере развития процессов малигнизации в тканях поджелудочной железы зна-
чения ܴௗ, ௧ܶ и сܶ уменьшаются в среднем на 20 % для проб желчи и растут на 15 % для 
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панкреатического сока, что, как следствие, отражается на динамике спектральной зави-
симости оптических коэффициентов ߤ௔, ߤ௦ и ݃. 
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Рис. 1. Спектры коэффициентов полного пропускания, полного отражения  
и коллимированного пропускания для проб желчи (1) и панкреатического сока (2)  

при средней стадии поражения 
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Рис. 2. Спектры коэффициентов полного пропускания, полного отражения  
и коллимированного пропускания для проб желчи (1) и панкреатического сока (2)  

при крайней стадии поражения 
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На рис. 3 и 4 показана спектральная зависимость коэффициентов поглощения (ߤ௔ሻ, 
рассеяния ሺߤ௦ሻ и фактора анизотропии рассеяния (݃ሻ, рассчитанная на основе данных ܴௗ, 
௧ܶ и сܶ при помощи инверсного метода МС для проб пищеварительных ферментов и со-
ответствующих им форм заболеваний. Анализ полученных результатов показывает, что в 
спектрах оптических коэффициентов также имеется множество общих закономерностей. 
В частности, спектр поглощения для проб желчи характеризуется наличием явно выра-
женных экстремумов вблизи длин волн 280±5, 410±5 и 630±15 нм, соответствующих, 
скорее всего, полосам поглощения смеси желчных пигментов – билирубина и биливер-
дина. Для проб панкреатического сока контур поглощения имеет максимум на длине 
волны 280±5 нм, образованный, по-видимому, поглощением комплекса аминокислот, 
входящих в состав панкреатического фермента [13–16]. С ростом длины волны коэффи-
циент поглощения ߤ௔ для обоих ферментов монотонно убывает, где в интервале длин 
волн 900–2500 нм достигает минимальных значений – 0.07±0.02 мм-1. 

Следует заметить, что обезвоживание проб ферментов, проведенное для оценки 
спектральных вкладов эндогенных хромофоров, не выявило компонентов, соответ-
ствующих поглощению липидов (1220, 1730 и 1750 нм). При этом наблюдались спек-
тральные минимумы на длинах волн 1450±20 и 1940±20 нм (полосы поглощения сво-
бодной воды) на фоне неспецифического поглощения продуктов окисления биохими-
ческих компонентов (холестерина, фосфолипидов, липидов и др.). Как показано в [14, 
15, 17],  «…продукты окисления могут быть образованы за счет вакуумно-термической 
дегидратации биосред, а также наличием в них элементов – Zn2+ и Cu2+, способствую-
щих процессу окисления». Это, по-видимому, легло в основу агрегации пищеваритель-
ных ферментов, из-за чего пленки исследуемых веществ представляют собой мутные 
сильнорассеивающие среды с выраженной коллоидной структурой. 

Аналогичная спектральная зависимость наблюдалась для параметров анизотропии 
светорассеяния – ߤ௦ и ݃, значения которых достигают максимума в видимой области спек-
тра на участке длин волн 250–500 нм и с ростом длины волны монотонно спадают с обра-
зованием незначительных экстремумов вблизи длин волн 1450±20 и 1940±20 нм. В то же 
время в сравнении со спектром коэффициента поглощения для спектрального контура ко-
эффициента рассеяния ߤ௦ пищеварительных ферментов наблюдается обратная симметрия 
полос поглощения билирубина и аминокислот на длинах волн 280±5, 410±5 и 640±15 нм. 
Данный факт может быть обусловлен несколькими причинами, одной из которых является 
резкий рост мнимой составляющей комплексного показателя преломления среды (. ത݊ᇱᇱሻ в 
спектральной области сильного поглощения. Другим механизмом обнаруженной зависи-
мости является эффект усиления оптического поглощения при больших значениях рассея-
ния света. Как показано в работах [14, 17], «…высокий уровень светорассеяния приводит к 
тому, что на длине свободного пробега фотоны взаимодействуют с большим числом эндо-
генных хромофоров, вследствие чего количество рассеянных фотонов резко падает». Дан-
ный эффект хорошо известен при оптических исследованиях других сильнорассеивающих 
объектов [9–10]. 

Применение методики среднеквадратического отклонения для выявления погрешно-
сти в определении оптических коэффициентов позволило установить, что максимальный 
статистический разброс значений наблюдался для коэффициента поглощения, который 
достигал ߪఓೌ~40	% в видимой области спектра длин волн 280±5, 410±5 и 640±15 нм. В 
сравнении с этим статистический разброс значений для коэффициента рассеяния и фактора 
анизотропии был значительно ниже и не превышал порога в ߪఓೞ,௚ ൏ 10	% от величины по-
лезного сигнала по всему спектральному диапазону проведенных исследований. 
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Вместе с этим оптическим спектрам пищеварительных ферментов и соответствую-

щих им патологий свойственны явные отличительные особенности, что в принципе ука-
зывает на возможность использования методов спектрофотометрии в дифференциации 
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заболеваний поджелудочной железы. Исследуемые вещества обнаруживают существен-
ные различия в значениях коэффициентов ߤ௔ и ߤ௦, которые при средней стадии пораже-
ния для проб желчи превышают значения таковых для проб панкреатического сока в  
1,5 раза. При крайней стадии поражения эти различия увеличиваются в 2–3 раза. Вместе 
с этим по мере развития онкологической патологии для проб желчи наблюдается рост 
значений коэффициентов ߤ௔ и ߤ௦ до 1.5 раз в видимой области спектра. Для проб панкре-
атического сока при крайней стадии патологического поражения эта зависимость носит 
обратный характер – наблюдается уменьшение коэффициентов ߤ௔ и ߤ௦ до 2 раз. При 
этом спектры фактора анизотропии ݃ для ферментов обоих видов менялись несуще-
ственно и с развитием патологии смещались в длинноволновую область спектра. 

Особый интерес вызывает анализ параметров анизотропии рассеяния ߤ௦ и ݃ ис-
следуемых ферментов с патологией. В частности, анализ коэффициента рассеяния по-
средством аппроксимации двухстепенной функцией типа ߤ௦ሺλሻ 	ൌ 	ܽλି௪ (ܽ и ݓ – без-
размерные параметры: ܽ является функцией концентрации рассеивателей и характери-
зует общий уровень рассеяния; ݓ определяет средний размер рассеивающих частиц и 
формирует спектральный контур ߤ௦ሺλሻ) позволил установить, что для исследуемых 
объектов с ростом длины волны возрастает роль рэлеевского рассеяния и снижается 
вклад рассеяния Ми. Результат такой аппроксимации показан на рис. 5, для проб желчи 
в норме – ߤ௦

௕_௡ и при крайней степени поражения (ߤ௦
௕_௖௥ሻ принимает соответственно вид: 

௦ߤ
௕_௡ሺλሻ 	ൌ 	2.669 ൈ 10଼λିଷ.ଶଽଷ ൅ 68.517λି଴.ଵଶସ, 
௦ߤ
௕_௖௥ሺλሻ 	ൌ 	2.621 ൈ 10଼λିଷ.ଵସ଼ ൅ 73.194λି଴.ଵଶଶ. 

Для панкреатического сока в норме – ߤ௦
௣_௡ и при крайней степени поражения – 

௦ߤ
௣_௖௥: 

௦ߤ
௣_௡ሺλሻ 	ൌ 	3.478 ൈ 10଼λିଷ.ହସସ ൅ 72.325λି଴.ଵସ଻, 

௦ߤ
௣_௖௥ሺλሻ 	ൌ 	3.411 ൈ 10଼λିଷ.଻଴ଶ ൅ 66.976λି଴.ଵସଽ. 

Тот факт, что аппроксимацию коэффициента рассеяния провели при помощи 
функции двухстепенного вида, свидетельствует в пользу формирования спектров ко-
эффициента ߤ௦ как минимум двумя типами рассеивающих частиц. Причем первое сла-
гаемое функции отвечает за светорассеяние, вызванное достаточно малыми частицами 
(близкими к рэлеевским рассеивателям), для которых волновой экспонент ݓ → 4. Тогда 
как второй член функции соответствует крупным (рассеиватели Ми) частицам, для ко-
торых ݓ ൑ 1. 

Ранее проведенные морфологические исследования методом РЭМ [17] показали, 
что пробы пищеварительных ферментов представляют собой коллоиды, для которых 
размер дисперсной фазы и их плотность зависят от вида биосред и формы заболевания 
поджелудочной железы. В частности, для исследуемых биосред в качестве малых рас-
сеивателей выступают гранулы размером от 90–250 нм, а в качестве крупных частиц – 
их агломераты диаметром ≥2 мкм, образовавшиеся в результате окислительной агрега-
ции ферментов. Вместе с этим анализ аппроксимирующих функций показывает, что 
развитие злокачественных процессов в тканях поджелудочной железы для проб желчи 
приводит к увеличению, а для проб панкреатического сока – к уменьшению размеров 
рассеивающих частиц при практически неизменной их концентрации. Обнаруженная 
морфологическая зависимость находит свое подтверждение как в динамике нисходя-
щей с ростом длины волны спектральной зависимости фактора анизотропии рассеяния 
݃, так и в результатах электронной микроскопии проб пищеварительных ферментов с 
патологией [17]. 
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Рис. 5. Аппроксимация двухстепенной функцией спектров рассеяния проб желчи (A)  
и панкреатического сока (B) в норме (кривая 1) и при крайней стадии патологического  

поражения (кривая 2). Пунктиром показана кривая аппроксимации 
 

 
Выводы 

Выполненные спектрально-оптические исследования для проб желчи и панкреа-
тического сока при различных заболеваниях поджелудочной железы позволяют выде-
лить следующие их структурно-морфологические и биохимические свойства. 

1. Спектры коэффициента поглощения ߤ௔ для проб желчи сформированы погло-
щением билирубина и биливердина на длинах волн 280±5, 410±5 и 630±15 нм, а для 
проб панкреатического сока – поглощением комплекса аминокислот на длине волны 
280±5 нм. С ростом длины волны коэффициенты поглощения обоих ферментов убыва-
ют, где в интервале длин волн 900–2500 нм уменьшаются более чем в 100 раз. 

2. Пробы пищеварительных ферментов представляют собой коллоиды среды, об-
разованные как малыми рассеивателями, так и их крупными фракциями, сформирован-
ными в процессе окислительной агрегации биосред. Это подтверждается спектральной 
зависимостью фактора анизотропии ݃ и коэффициента рассеяния ߤ௦, для которых с ро-
стом длины волны наблюдается увеличение вклада рэлеевского рассеяния и снижение 
рассеяния Ми. 

3. Развитие аденокарциномы в тканях поджелудочной железы для проб желчи 
приводит к росту поглощения и рассеяния в 1.5 раза, в то время как для проб панкреа-
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тического сока происходит уменьшение коэффициентов поглощения и рассеяния до  
2-х раз. 

 
Работа выполнена с использованием приборного парка ЦКП «Аналитическая 

спектроскопия» Дагестанского государственного университета. 
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The spectra of transmittance and reflection coefficients are measured for samples of bile and 

pancreatic juice in various forms of pancreatic pathology in the wavelength range of 250–2500 nm. 
The spectra of optical coefficient of absorption, scattering and scattering anisotropy factors are deter-
mined using the inverse Monte Carlo method. It is found, that the researched objects are colloids con-
sisting mainly of small particles and their large agglomerates, formed during dehydration and oxida-
tive aggregation of biological media. It is shown, that the development of malignance for bile samples 
leads to an increase, and for pancreatic juice – to a decrease of the density and size of particles, which 
follows from the increase and decrease in the absorption and light scattering coefficients. 
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