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Введение. Никотинамидадениндинуклеотид (NADN) участвует во многих важных биохимических реакциях 
метаболизма человека, включая участие в производстве энергии митохондриями. Митохондриальную 
активность, влияющую на микроциркуляцию кожи и эффективность местного кровоснабжения, можно 
косвенно оценить по флуоресценции NADH в восстановленной форме. Изменения основных флуорофоров 
кожи были исследованы как у животных, так и у человека, в состоянии покоя и в различных условиях с 
помощью спектрофлуориметрии. Цель работы − основываясь на данных научной литературы, оценить 
возможность применения спектрофлуориметрического исследования уровня NADH, а также отношение 
NADH/FAD и при оценке состояния как свободных кожных лоскутов, так и лоскутов, пересаженных на ножке 
после проведения реконструктивных операций, в частности в офтальмологии. Материалы и методы. Был 
проведен поиск научных публикаций, в результате которого для итогового научного обзора был отобран 61 
источник за период 1957-2022 гг. Для поиска научной литературы использовались базы PubMed, Google Scolar 
и Elibrary. Результаты и обсуждение. Представлена краткая историческая справка о первых 
спектрофлуориметрических исследованиях. Приведен краткий обзор спектрофлуориметрических методов 
исследования кожных покровов, как человека, так и животных в эксперименте, а также других органов и 
систем. Перечислены недостатки и преимущества различных методик исследования. Проведен обзор 
изменений спектрофлуориметрических параметров кожи у пациентов с различными соматическими 
заболеваниями органов и систем. Заключение. Обзор приведенных методик оценки тканевого метаболизма 
применим при хирургическом лечении, в пластической хирургии и онкоофтальмологии.  Особую ценность 
для хирургии будут представлять методики исследования, позволяющие прогнозировать вероятность 
отторжения пересаженных кожных лоскутов и их рубцовые изменения. Представленный литературный обзор 
подтверждает эффективность спектрофлуориметрии для оценки метаболических нарушений в кожных 
покровах. Актуальность метода для прогнозирования косметических исходов при проведении пластических 
операций, в том числе на придаточном аппарате глаза, требует продолжать исследования основных 
флуорофоров кожи. 
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Введение 

Нормальная функция митохондрий является критическим фактором в поддержании 

клеточного гомеостаза в различных органах организма. Из-за имеющейся 

митохондриальной дисфункции при многих патологических состояниях крайне важен 

мониторинг состояния метаболизма митохондрий in vivo в режиме реального времени. 

Данный тип мониторинга на животных моделях, а также у пациентов предоставляет в 

режиме реального времени данные, которые могут помочь интерпретировать результаты 

экспериментов или оптимизировать проводимое лечение на практике [1].  

Хорошо известно, что митохондриальная дисфункция наблюдается при различных 

патологических состояниях и заболеваниях, таких как тканевая ишемия, гипоксемия, 

болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, а также в процессе апоптоза. В связи с этим 

большое значение имеет возможность мониторинга окислительно-восстановительного 

состояния никотинамидадениндинуклеотида (NADH) митохондрий.  

Мониторинг уровня NADH в ткани дает наиболее важную информацию о метаболическом 

состоянии митохондрий с точки зрения производства энергии и уровня внутриклеточного 

кислорода. Хотя сигналы NADH не откалиброваны в абсолютных единицах, мониторинг их 

тенденций важен для интерпретации физиологических или патологических процессов.  

Цель работы 

Цель работы − основываясь на данных научной литературы, оценить возможность 

применения спектрофлуориметрии при оценке состояния как свободных кожных лоскутов, 

так и лоскутов, пересаженных на ножке при реконструктивных операциях. Показать 

возможности применения спектрофлуориметрических методов оценки, основанных на 

исследовании NADH. 

Материалы и методы 

Был проведен поиск научной литературы в базах PubMed, Google Scolar и Elibrary за период 

1957-2022 гг. Поиск научных источников проводился с помощью ключевых слов «Human 

skin», дополнительные ключевые слова — «NADH», «Spectroflurimetry», «FLIM». Всего было 

выявлено и проанализировано 253 источника, большинство из которых – научные статьи 

высокорейтинговых журналов в области патофизиологии, а также медицины в целом. В 

результате для данного научного обзора отобраны 35 публикаций.  
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Результаты и обсуждение 

Спектрофлуориметрические исследования берут начало с 50-х годов ХХ века и отражены в 

различных публикациях. В своем исследовании Chance сравнил спектры NADH, 

измеренные в коре почек крыс, со спектрами коры их головного мозга и обнаружил, что 

основным эффектом аноксического перехода как в почках, так и в мозге явилось 

значительное увеличение интенсивности флуоресценции без обнаруживаемого 

изменения в спектрах [2]. В 1975 г. Sundt и Anderson [3] применили флуориметрию in vivo 

для изучения мозга беличьей обезьяны и зафиксировали значительное увеличение 

интенсивности флуоресценции в мертвом мозге по сравнению с нормальными мозговыми 

тканями и промежуточными значениями в ишемизированном мозге. В то же время Harbig 

et al. показали явное увеличение спектра NADH между нормоксическими и аноксическими 

состояниями в мозге кошек [4].  

Cordeiro et al. [5] сравнили спектры возбуждения в кожно-мышечном лоскуте свиньи со 

спектрами NADH в растворе. Воздействие на лоскут 6-часовой ишемии резко увеличило 

интенсивность света в диапазоне 450 нм. В 1997 г. срез гиппокампа in vitro был измерен 

Perez-Pinzon et al. [6], ими было зарегистрировано заметное увеличение спектра NADH в 

условиях аноксии. Подобные эффекты были недавно обнаружены Toth et al. [7] в тестах 

портняжной мышцы кошки in vivo, при этом выявлена достоверная корреляция между 

изменением сигнала флуоресценции при ишемии и количеством NADH, определенным 

ферментативно. Shimazaki et al. [8] зафиксировали взаимосвязь между флуоресценцией 

NADH и его концентрацией в контрольной роговице, а также в роговице, обработанной 

цианидом. Аналогичным образом сравнивали флуоресценцию NADH и определяемые с 

помощью ферментивного анализа уровни NADH в мозге, подвергнутом ишемии [9]. Таким 

образом, количественное определение NADH можно использовать в качестве суррогатного 

маркера абсолютной (гипоксия) или относительной (повышенный метаболизм) 

кислородной недостаточности [10]. 

Существует несколько способов измерения содержания NADH. Преимущественно на 

практике используются спектрофотометрические, флуорометрические [10,11] и 

биолюминесцентные ферментные анализы [12,13]. 

Интересно, что возбуждение NADH ультрафиолетовым (УФ) светом в диапазоне 320-380 нм 

приводит к автофлуоресцентному излучению в диапазоне 420-480 нм с пиковой 

интенсивностью при 450-460 нм – эта оптическая особенность широко используется для 

измерения концентрации содержания NADH в растворах, клетках и тканях [10]. 

Chance применил метод, основанный на УФ/флуоресценции, для контроля количества 

NADH в клетках и тканях или его концентрации в жидкостях [2]. Первое устройство, 

позволяющее проводить такие измерения, было разработано в 1954 г. Theorell и Nygaard 

[14], с помощью него в 1962 г. Chance et al. изучили содержание NADH в мозге и почках 

наркотизированных крыс [15]. В 1966 г. Chance показал, что первичным источником УФ-
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фотоэмиссии 420-480 нм является восстановленный NADH, а не окисленный NAD+, тем 

самым подтвердив достоверность метода для количественного определения NADH [15]. С 

тех пор метод флуоресценции широко используется во многих исследованиях in vivo. В 

России Маевским и др. данная методика использовалась для изучения NADH на крысах [16] 

и людях [17]. 

Немало работ было проведено по спектрофлуориметрическому исследованию 

содержания NADH в кожных покровах, Доказано, что спектрофлуоримерия имеет ряд 

преимуществ по сравнению с другими методами, которые широко применяются в 

медицинской практике. Так, например, магнитно-резонансная томография с ангиографией, 

также как и компьютерная томография требуют введения контраста, дорогостоящих 

расходных материалов и обладают низкой разрешающей способностью, что позволяет 

обследовать только крупные кровеносные сосуды [18]. УЗИ – методика относительно 

недорогая, однако требует определенных технических навыков исследователя (и плохо 

позволяет визуализировать сосудистую сеть). Допплеровская перфузионная визуализация 

позволяет наблюдать за поверхностным кровотоком в коже за счет взаимодействия 

инфракрасного излучения с клетками кожи. Однако и эти методы не дают информации о 

состоянии формирующегося микрососудистого русла [19]. 

Метод оптической когерентной томографии имеет ряд преимуществ (наглядная 

визуализация всех слоев) за счет хорошего отношения сигнал/шум, он основан на 

низкокогерентной интерферометрии, но недостаточно чувствителен, ввиду большого 

рассеяния света в тканях [20]. Однофотонная флуоресцентная микроскопия позволяет 

визуализировать трехмерное изображение микроциркуляторного русла. Несмотря на 

хорошее пространственное разрешение, она имеет ограничения по глубине исследования 

(50-200 мкм при использовании видимого лазерного излучения) [21].  

В связи с вышеперечисленным исследование содержания NADH в кожных покровах, в 

частности при спектрофлуориметрии, является объективным методом оценки состояния 

витальных кожных покровов и пересаженных лоскутов, как на ножке, так и свободных. Это 

актуализирует использование данной методики при лечении ожогов, в пластической 

хирургии, онкологии, в случаях замещения кожных дефектов. 

Флуоресцентная визуализация времени жизни (FLIM) метаболических коферментов, то 

есть NAD(P)H (никотинамидадениндинуклеотид (фосфат)) и FAD 

(флавинадениндинуклеотид), в настоящее время широко признана одним из наиболее 

важных методов метаболической визуализации [22]. Эти методы уже широко 

апробируются в клинической практике, в том числе выпускается оборудование, 

предназначенное для проведения оптической биопсии кожных покровов MPTflex, 

разработанное JenLab, GmbH (Германия). Однако в силу малой доступности данной 

техники, широкого применения метод не получил. 
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Фаррахова Д. с соавт. [23] разработали методику оценки состояния пересаженного лоскута 

у лабораторных мышей с помощью спектрофлуориметрии, проводя количественное 

исследование макрофагов. 

Флуоресценция NADH является самым сильным компонентом общей флуоресценции кожи 

человека [24,25]. Фотофизические свойства основных флуорофоров кожи приведены в 

таблице 1. 

Таблица 1. Фотофизические свойства основных флуорофоров кожи.  

Флуорофор возб, нм исп, нм 

Триптофан 275 348 

Тирозин 274 303 

NADH 340 470 

Фенилалан 257 282 

FAD 450 530 

Важно подчеркнуть, что проникновение возбуждающего света (340 нм) в ткань кожи 

невысокое (около 0,5 мм). Поэтому значительная часть возбуждающего света поглощается 

эпидермисом и папиллярной дермой. В этих участках кожи плотность кровеносных 

микрососудов низкая, и изменения флуоресценции NADH зависят от поступления 

кислорода, диффундирующего из более глубоких слоев [26]. 

Рогаткин Д.А. с соавт. выделил при помощи лазерной спектроскопии фазы фибротического 

изменения кожи при формировании рубцовых изменений. При этом на 21-й день после 

лечения блеомицином регистрировали повышение интенсивности флуоресценции 

эндогенного коллагена и снижение удельного потребления кислорода за счет избыточного 

накопления внеклеточного матрикса [27].  

Устиновой А.О. и Артемьевым Д.Н. проведен анализ химического состава слоев кожи и их 

флуоресцентных свойств. Разработана модель кожи, содержащая три флуорофора, 

которые возбуждались в УФ диапазоне – тирозин, триптофан и NADH. В работе показано, 

что молекула NADH отображается на глубине 100 мкм. Полученные результаты 

моделирования аутофлуоресцентной среды с многократным рассеянием подтверждаются 

данными реальных оптических систем. В ходе исследования авторам удалось получить 

априорную информацию для последующей̆ качественной дифференциации здоровых и 

пораженных тканей̆ при клинических исследованиях [28].  

При лабораторных пробах на мышах было показано, что с помощью FLIM-визуализации 

срезов замороженных тканей в лоскутах эпидермиса наблюдалось общее увеличение 

времени активности NADH в процессе лечения, что свидетельствует о переходе от 

гликолитического к окислительному метаболизму. Эти сдвиги в сторону окислительного 

метаболизма могут быть результатом повышенной неоваскуляризации [29]. 
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Немаловажным фактом является то, что уменьшение флуоресценции в диапазоне 460 нм 

во время реперфузии отражает восстановление функции митохондрий после 

предшествующей ишемии, что явно отражается в полученных данных после пластических 

операций с пересаживанием кожно-мышечного лоскута на ножке [30]. 

Доказано, что изменение спектров кожных структур, происходящее при компрессии и 

перерастяжении, специфичны для кожи разной морфологии. Так, после наложения 

компрессии, отмечается увеличение концентрации гемоглобина в коже шеи, в то время как 

в коже пальца и предплечья уменьшается. Гемоглобин в коже шеи уменьшается только при 

достаточно большом давлении – 77 мН/мм2 (0,77 105 Па), в отличие от кожи пальца и 

предплечья, где концентрация гемоглобина уменьшается уже при малом давлении. С 

увеличением давления содержание гемоглобина продолжает уменьшаться, при этом 

также уменьшается степень насыщения гемоглобина кислородом, и через 60 секунд 

гемоглобин в тканях полностью отсутствует. Авторы считают, что такие различия в 

поведении спектров обусловлены морфологией образцов. Кожа шеи лежит на более 

мускулистой и эластичной по сравнению с пальцем и предплечьем ткани, в связи с чем эта 

ткань быстро не сжимается, и требуется большее давление для достижения такого же 

эффекта, как для пальца или предплечья. Из-за этих же особенностей области шеи 

сдавленная ткань показывает временное увеличение содержания крови, которое 

впоследствии уменьшается [31].  

В последние годы в различных клинических исследованиях активно начали внедрять 

определение содержания NADH в кожных покровах. Установлено, что физические 

тренировки приводят к увеличению уровня флуоресценции NADH в коже в состоянии покоя 

и после нагрузки у спортсменов [32]. Японскими исследователями была выявлена 

корреляция между показателями аутофлуоресценции кожи и показателями количества 

абсолютных скотом при компьютерной периметрии у пациентов с первичной 

открытоугольной глаукомой [33].  

В работе на мышах при помощи спектрофлуоримерии было доказано, что длительное 

лечение стероидами приводит к значительному увеличению средней продолжительности 

флуоресценции NADH, что свидетельствует о более высокой скорости созревания 

эпидермальных кератиноцитов, а также наблюдаются изменения в организации 

коллагена. Эти результаты дают представление о структурных и биохимических процессах 

атрофии кожи, связанных с длительным лечением стероидами [34]. 

Определенные выводы были сделаны при исследовании кожных покровов у пациентов с 

системной красной волчанкой (СКВ). Изменения флуоресценции NADH свидетельствуют о 

снижении ее восстановления, особенно наблюдаемом при реперфузии, и подтверждают 

нарушение микроциркуляции кожи на митохондриальном уровне. Регистрируемые 

данные могут быть связаны с меньшей чувствительностью к гипоксии и, возможно, с 

дисфункцией эндотелия у пациентов с СКВ [35]. 
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Заключение 

Таким образом, исследование уровня NADH, а также отношения NADH/FAD в кожных 

покровах является перспективной методикой, в том числе для прогнозирования рубцовых 

изменений при проведении пластических операций на придаточном аппарате глаза. В 

офтальмоонкологии, несмотря на развитие других методик (брахитератия, диатермо- и 

криодеструкция), в 90% случаев предпочтение отдается хирургическим методам лечения. 

Гистологический тип опухоли требует дифференцированного подхода к выбору тактики 

лечения, однако даже при необходимости проведения радикального объема 

оперативного вмешательства, требуется сохранить функцию и эстетику век, в том числе 

используя различные способы замещения дефекта кожных покровов. В связи с этим поиск 

методов ранней диагностики рисков отторжения и прогнозирования приживления 

пересаженных лоскутов (свободных и на ножке) с минимальным уровнем образования 

рубцовой ткани, сегодня остается актуальным.  
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Abstract 

Background. Nicotinamide adenine dinucleotide (NADN) is involved in many important biochemical reactions in 
human metabolism, including participation in mitochondrial energy production. Mitochondrial activity, which affects 
skin microcirculation and the efficiency of local blood supply, can be indirectly assessed by the fluorescence of NADH 
in its reduced form. Changes in major skin fluorophores have been studied in both animals and humans, at rest and 
under different conditions, using spectrofluorimetry. The purpose of the work is, based on scientific literature data, 
to evaluate the possibility of using a spectrofluorimetric study of NADH levels, as well as the NADH/FAD ratio when 
assessing the condition of both free skin flaps and pedicled flaps after reconstructive operations, in particular in 
ophthalmology. Materials and methods. A search of scientific publications in PubMed, Google Scolar and Elibrary 
was conducted, as a result 61 articles for the period of 1957-2022 were selected for the final scientific review. Results 
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and discussion. A brief historical background of the first spectrofluorimetric studies is presented. A brief overview 
of spectrofluorimetric methods for studying the skin of both humans and experimental animals, as well as other 
organs and systems, is given. The disadvantages and advantages of various research methods are listed. A review of 
changes in spectrofluorimetric parameters of the skin in patients with various somatic diseases of organs and 
systems was carried out. Conclusion. A review of the abovementioned methods for assessing tissue metabolism is 
applicable in surgical treatment, plastic surgery and onco-ophthalmology. Of particular value for surgery will be 
research methods that make it possible to predict the likelihood of rejection of transplanted skin flaps and their 
cicatricial changes. The presented literature review confirms the effectiveness of spectrofluorimetry for assessing 
metabolic disorders in the skin. The relevance of the method for predicting cosmetic outcomes during plastic 
surgery, including on the adnexal apparatus of the eye, requires continued research into the main fluorophores of 
the skin. 

Keywords: cicatricial changes of the skin of the eyelids; NADH; skin; spectrofluorimetry, autofluorescence 
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