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АКтУАльНОСть У пациентов с колоректальным раком (КРР) нормальная тонкая кишка, расположенная вне па-
тологического очага, претерпевает изменения, которые могут быть причиной пищеварительной 
дисфункции после радикальной операции по удалению опухоли.
Оценка метаболических и микроструктурных изменений в слизистой оболочке подвздошной 
кишки у пациентов с КРР необходима для коррекции алгоритмов послеоперационной терапии, 
энтерального питания. Современные средства оптического биоимиджинга потенциально способ-
ны решить эту сложную диагностическую задачу.

Цель Исследовать особенности метаболизма и морфологической структуры стенки условно нормаль-
ной тонкой кишки со стороны слизистой оболочки у пациентов с КРР 1–3-й стадий методами 
макро-FLIM и оптической когерентной томографии (ОКТ).

МАтеРиАл и МетОды Объектом исследования являлась стенка подвздошной кишки (66 образцов) со стороны слизис-
той оболочки у пациентов с гистологически подтвержденным КРР 1–3-й стадий с локализацией 
опухоли в правых отделах ободочной кишки. 8 образцов получены у пациентов с 1-й стадией 
КРР, 38 образцов — у пациентов со 2-й стадией и 20 образцов — с 3-й стадией развития опу-
холи. Объем оперативного вмешательства — правосторонняя гемиколэктомия с тотальной мезо-
колонэктомией — CME (лимфодиссекцией Д2). Свежие образцы ткани исследовали методами 
флуоресцентного время-разрешенного макроимиджинга (макро-FLIM) и ОКТ с последующим 
гистологическим анализом материала.

РеЗУльтАты По данным гистологического исследования в тонкой кишке пациентов с 1-й стадией КРР сли-
зистая оболочка покрыта нормальным однослойным призматическим каемчатым эпителием. В 
образцах кишки пациентов со 2-й стадией КРР наблюдалась гиперсекреция слизи с участками 
фиброза и полнокровием сосудов. При 3-й стадии КРР слизистая оболочка тонкой кишки была 
рыхлой, с локальными утолщениями, участками фиброза с выраженным лейкостазом и очагами 
атрофии. Ни в одном из образцов не обнаружены гистологические признаки злокачественной 
опухоли.
По данным ОКТ в слизистой оболочке тонкой кишки у пациентов с 1-й и 2-й стадиями КРР хоро-
шо визуализировались контуры ворсинок и, частично, крипты. Структура ворсинок была гладкой, 
негрубой, а форма регулярной. У пациентов с 3-й стадией КРР контуры крипт и ворсинок были 
нечеткими. Различий в картине ОКТ между гистологическими препаратами при 1-й и 2-й стадиях 
КРР получено не было: структура ворсинок тонкой кишки была четкой, форма неизмененной. По 
данным FLIM выявлены статистически значимые отличия в показателях среднего времени жизни 
флуоресценции восстановленного никотинамиддинуклеотида (фосфата) НАД(Ф)Н (τm) между 2-
й и 3-й (p=0,031), 1-й и 3-й (p=0,018) стадиями КРР. При 1-й стадии КРР τm составило 1,61 [1,30; 
2,02] нс, при 2-й стадии — 1,50 [1,36; 1,73] нс, при 3-й стадии — 1,37 [1,22; 1,51] нс. Результаты 
FLIM предположительно свидетельствуют об увеличении роли гликолиза в энергетическом мета-
болизме энтероцитов вместе с увеличением стадии КРР.
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КРР — колоректальный рак
Макро-FLIM — флюоресцентный время-разрешенный 

макроимиджинг
ММ ОКТ — мультимодальная установка для 

оптической когерентной томографии

ВВедеНие

Мальабсорбция фиксируется у 91% пациентов 
после правосторонней гемиколэктомии, выполнен-
ной по поводу рака, а в течение 3 месяцев у данной 
группы пациентов сохраняется диарея [1–3]. В послед-
нее время наблюдается рост показателя выживаемос-
ти после операций по поводу колоректального рака 
(КРР); эта положительная тенденция привела к росту 
клинического и социального значения поздних ослож-
нений, определяющих продолжительность и качест-
во жизни успешно прооперированных пациентов [4]. 
Частота хронических поздних желудочно-кишечных 
осложнений составляет от 6 до 66% и коррелирует с 
дополнительными финансовыми расходами лечебного 
учреждения [5]. У пациентов после правосторонней 
гемиколонэктомии по поводу КРР с резекцией более 
10 см подвздошной кишки наблюдается помимо жид-
кого стула частые дефекации [6]. Мальабсорбция (син-
дром недостаточности кишечного всасывания) про-
является нарушением переваривания и всасывания 
питательных веществ из-за изменений нормальной 
структуры и (или) функции кишечника [7]. Белково-
энергетическая недостаточность, развивающаяся 
вследствие алиментарного дефицита, усугубляет состо-
яние пациента в раннем послеоперационном периоде 
и увеличивает риск поздних осложнений [8]. В совре-
менных опубликованных работах механизм развития 
мальабсорбции у пациентов с раком толстой кишки 
связывается прежде всего с последствиями хирурги-
ческого удаления функционально важных участков 
кишки. По данным D.J. Gracie et al. (2012), патоге-
нез развития мальабсорбции после правосторонней 

гемиколэктомии по поводу рака запускается после 
резекции терминального отдела подвздошной кишки 
с илеоцекальным переходом и включает: уменьшение 
всасывания жёлчных кислот в терминальном отделе 
тонкой кишки; послеоперационную раскоординацию 
моторики кишечника; повышение секреции воды с 
резким снижением ее всасывания; синдром избыточ-
ного бактериального роста [9, 10]. Роль резекции иле-
оцекального угла и правых отделов ободочной кишки в 
развитии длительной мальабсорбции описана J. Cosnes 

et al. (1978) [11]. Достаточно широко освещена пробле-
ма влияния операций на прямой кишке на функцию 
желудочно-кишечного тракта после низкой передней 
резекции толстой кишки [12–14]. Несмотря на боль-
шое количество исследований, до настоящего времени 
остается неясным вопрос: развивается ли мальабсор-
бция у пациентов с КРР только после (и вследствие) 
резекции функционально значимых участков кишки 
или морфофункциональная основа для нарушения 
всасывания в тонкой кишке появляется до операции.

В нормальной слизистой оболочке тонкой кишки у 
пациентов с КРР в отличие от пациентов без патологии 
желудочно-кишечного тракта происходят изменения в 
метаболизме, в частности, в обмене углеводов, жиров 
и аминокислот, а также микробиологические, генети-
ческие и эпигенетические изменения. Исследования 
Matthew L. Silviera et al. (2012) показывают, что асси-
миляция пищевых компонентов в нормальной сли-
зистой оболочке тонкой кишки у пациентов с КРР 
происходит иначе ввиду высокого уровня гормонов, 
регулирующих метаболизм глюкозы, и низкого уровня 

ЗАКлючеНие У пациентов с раком правых отделов ободочной кишки в не затронутой злокачественным пора-
жением подвздошной кишке зафиксированы нарушения микроструктуры слизистой оболочки. 
При этом выраженность нарушений микроструктуры в стенке тонкой кишки связана со стадией 
развития опухоли в толстой кишке. Технологии биовизуализации, а именно — методы оптической 
когерентной томографии и флуоресцентного время-разрешенного макроимиджинга, позволили 
объективно отобразить нарушения микроструктуры и метаболизма в стенке подвздошной кишки. 
Данные оптической колоректальной томографии продемонстрировали различия в структурной 
картине ворсинок кишки у пациентов 1–2-й и 3-й стадий колоректального рака. Результаты флу-
оресцентного время-разрешенного макроимиджинга метаболического кофактора никотинамид-
динуклеотида (фосфата) свидетельствовали об увеличении роли гликолиза в энергетическом ме-
таболизме энтероцитов вместе с ростом стадии колоректального рака. Выявленные нарушения 
в состоянии тонкой кишки развиваются у пациентов с колоректальным раком до операции и с 
высокой вероятностью являются важным патогенетическим звеном мальабсорбции в послеопе-
рационном периоде. В случае подтверждения гипотезы, разработанный алгоритм комплексной 
диагностики нарушений микроструктуры и метаболизма в тканях расширит возможности реаби-
литации пациентов с раком правых отделов толстой кишки.
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гликолитических ферментов (ключевых регуляторов 
метаболизма глюкозы) [15]. Выявление нарушения вса-
сывания в слизистой оболочке толстой кишки может 
быть использовано в ранней диагностике КРР.

Помимо этого ДНК полиомавируса (JCV) и 
Fusobacterium nucleatum в интактной слизистой оболоч-
ке кишечника при КРР встречались в большем коли-
честве наблюдений, чем в слизистой оболочке толстой 
кишки у здорового человека [16, 17]. Так, например, 
ДНК Fusobacterium nucleatum встречалась в слизистой 
толстой кишки у 16–48% здоровых пациентов, а в 
интактной слизистой оболочке толстой кишки у паци-
ентов с КРР — в 63,9% случаев. Изменения в гистологи-
чески интактной кишке у пациентов с КРР на генети-
ческом и эпигенетическом уровнях характеризовались 
усилением экспрессии некоторых генов микроРНК: 21, 
7, 31, 92, 181, 203, 106а, ERK1; белков ITGB1, NLK, mtSSB; 
увеличением количества рецепторов эстрогена и его 
изоформ (ERβ) в сравнении с нормальной кишкой здо-
рового человека.

Для оценки структурно-функциональных измене-
ний подвздошной кишки, прогнозирования мальди-
гестии и мальабсорбцией при раке ободочной кишки 
перспективными могут оказаться методы оптического 
биоимиджинга. Современные методы биоимиджинга 
в виде оптической когерентной томографии (ОКТ) 
и флуоресцентного время-разрешенного имиджинга 
(FLIM) открывают возможность с высокой чувствитель-
ностью и пространственным разрешением, в реаль-
ном времени визуализировать, соответственно, мик-
роструктурные и биохимические изменения в тканях, 
вызванные развитием патологий. Несмотря на то что 
данные методы биоимиджинга объективно ограниче-
ны глубиной сканирования ткани, которая составляет 
до 100 мкм в случае FLIM и до 1500 мкм в случае ОКТ, 
из-за прочной взаимосвязи анатомических футляров 
кишки, данные об обменных нарушениях и изме-
нениях микроструктуры на глубине слизистого слоя 
объективно отображают состояние ткани всей кишеч-
ной стенки. Возможности этих методов в диагностике 
нарушений в стенке тонкой кишки при развитии КРР 
на сегодняшний день не изучены.

Цель: исследовать особенности метаболизма и мор-
фологической структуры стенки условно нормаль-
ной тонкой кишки со стороны слизистой оболочки у 
пациентов с КРР 1–3-й стадий методами макро-FLIM 
и ОКТ.

МАтеРиАл и МетОды

Исследование проведено на базе НИИ экспери-
ментальной онкологии и биомедицинских технологий 
ФГБОУ ВО «ПИМУ» Минздрава России, образцы полу-
чены из колопроктологического центра и отделения 
абдоминальной онкологии ГБУЗ НО «Нижегородская 
областная клиническая больница им. Н.А. Семашко» 
(Нижний Новгород)». Объект исследования: слизистая 
оболочка подвздошной кишки у пациентов с раком 
правых отделов ободочной кишки 1–3-й стадий. 
Критерии включения в исследование: добровольное 
информированное согласие на участие в исследова-
нии, неосложненный рак правых отделов ободочной 
кишки, отсутствие органической патологии толстой 
кишки за пределами сегмента с опухолью. Критерии 
невключения в исследование: осложненный коло-
ректальный рак (кишечная непроходимость, крово-
течение), 4-я стадия колоректального рака, другая 

патология толстой кишки (полипы толстой кишки, 
неспецифический язвенный колит, болезнь Крона), 
хирургические осложнения КРР.

Исследование выполнено на 66 образцах тонкой 
кишки у пациентов с раком правых отделов толс-
той кишки: 8 образцов получены у пациентов с 1-й 
стадией КРР, 38 образцов — со 2-й стадией, 20 образ-
цов — у пациентов с 3-й стадией развития опухоли. 
Стадии развития КРР подтверждены гистологически. 
Всем пациентам выполнялось оперативное вмешатель-
ство — правосторонняя гемиколэктомия с тотальной 
мезоколонэктомией — CME (лимфодиссекцией Д2) по 
поводу рака правых отделов ободочной кишки лапаро-
скопическим способом. В соответствии с клинически-
ми рекомендациями «Злокачественные новообразо-
вания ободочной кишки и ректосигмоидного отдела» 
(2020), помимо лабораторных и инструментальных 
методов исследования (общий анализ крови, общий 
анализ мочи, биохимический анализ крови, коагу-
лограмма, электрокардиограмма и т.д.) всем паци-
ентам выполнены: фиброколоноскопия с гистологи-
ческой верификацией диагноза рака правых отделов 
ободочной кишки, фиброгастроскопия, компьютерная 
томография органов брюшной полости и органов груд-
ной клетки, биомаркеры рака — раково-эмбриональ-
ный антиген и онкомаркер СА19-9 [18]. Операция 
заключалась в удалении правых отделов ободочной 
кишки (слепая, восходящая ободочная кишка, пече-
ночный изгиб и правые отделы поперечной ободочной 
кишки с терминальным отделом подвздошной кишки 
длиной 10±2 см) с наложением экстракорпорального 
антиперистальтического анастомоза с применением 
аппаратного шва (бок в бок с использованием линей-
ного сшивающего аппарата Endo-Gia-60).

АлГОРитМ ЗАБОРА МАтеРиАлА для иССледОВАНия

На сегменте подвздошной кишки, включенном в 
зону резекции, маркировали участок стенки 1,5×2,0 см, 
локализованный на противобрыжеечном крае стен-
ки на расстоянии 0,5–1 см от проксимального края 
(рис. 1 А, стрелка). Маркированный участок кишки 
во всех случаях располагался на расстоянии не менее 
10 см и не более 35 см от опухоли, не содержал дефек-
тов, жировых подвесков (рис. 1 В). Сразу после отсече-
ния брыжейки тонкой кишки маркированный участок 
иссекали, сразу же помещали его в марлевую салфетку, 
смоченную стерильным 10% раствором бычьего сыво-
роточного альбумина и доставляли к месту проведе-
ния макро-FLIM- и ОКТ-исследований на льду, соглас-
но разработанному ранее протоколу [19].

Макро-FLIM проводили на оригинальном двух-
канальном конфокальном FLIM/PLIM макросканере 
(Becker&Hickl, Германия) с однофотонным возбуж-
дением флуоресценции с помощью пикосекундных 
лазеров. Макросканер позволяет получать время-раз-
решенные изображения с поля зрения размером до 
18×18 мм с пространственным разрешением до 15 мкм 
[20]. Регистрация времени жизни флуоресценции 
осуществлялась по принципу время-коррелирован-
ного счета фотонов TCSPC (Becker&Hickl, Германия). 
Флуоресценцию возбуждали в спектральном канале 
НАД(Ф)Н с помощью пикосекундного лазера на длине 
волны 375 нм, детектировали в диапазоне 435–485 нм. 
Мощность возбуждающего излучения составляла 
12 мВт, время сбора фотонов — 90 с. Анализ кривых 
затухания автофлуоресценции проводили в програм-
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ме SPCImage 8.4 (Becker&Hickl, Германия). Изображения 
импортировали в программу, аппроксимировали зату-
хание биэкспоненциальной моделью, выбирали участ-
ки с допустимым хи-квадратом (от 0,8 до 1,2), выделя-
ли зоны интереса (по 2 зоны на каждом изображении), 
исключая области без объекта и содержащие артефак-
ты. Был проанализирован параметр τm — средневзве-
шенное время жизни флуоресценции (τm=a1×τ1+a2×τ2, 
где τ1 и τ2 — времена жизни короткой и длинной ком-
понент, а1 и а2 — относительные вклады короткой и 
длинной компонент затухания, а1+а2=100%).

После проведения макро-FLIM была исследована 
микроструктура образцов методом ОКТ. Использована 
мультимодальная установка для оптической когерент-
ной томографии (ММ ОКТ), работающая на спектраль-
ном принципе приема обратно рассеянного от ткани 
сигнала (Институт прикладной физики РАН, Нижний 
Новгород, Россия) [21, 22]. Центральная длина волны 
источника излучения составляет 1310 нм со спект-
ральной шириной 100 нм, продольное разрешение 
составляет 10 мкм, поперечное разрешение — 15 мкм. 
Скорость получения данных составляет 20 000 А-ска-
нов/с. А-скан представляет собой профиль распре-
деления интенсивности сигнала с глубиной в точке 
сканирования. Поперечные срезы ткани (В-сканы) 
длиной 2,4 мм и глубиной 1,3 мм получаются при 2D-
латеральном сканировании. Последовательное полу-
чение 256 поперечных В-сканов позволяет провес-
ти реконструкцию 3D-изображения в объеме ткани 
2,4×2,4×1,3 мм. ОКТ-сканирование проводилось в кон-
тактном режиме.

Для качественного и количественного анализа из 
полученных объемных ОКТ-изображений сохранялись 
несколько В-сканов и изображений вида сверху на 
ткань (en-face). На изображениях оценивали форму 
и структуры кишечных ворсинок, расстояние между 
ворсинками. Анализ полученных данных выполняли 
в программе ImageJ (NIH, США). Для сравнения ОКТ-
изображений в зависимости от стадий КРР применяли 
критерий «структура», характеризующийся качествен-
ными параметрами гладкости, грубости и регуляр-
ности.

Гистологическое исследование резецированного 
участка кишки с опухолью выполняли в отделении 
патоморфологии ГБУЗ НО «НОКБ им. Н.А. Семашко». 
Гистологическое исследование образцов тканей, полу-
ченных с проксимального и дистального концов резе-
цированного участка тонкокишечной стенки, выпол-
няли на базе ПИМУ. Образцы фиксировали в 10% 
формалине в течение 48 часов. При приготовлении 
гистологических срезов учитывали плоскость ОКТ-
сканирования: она совпадала с плоскостью В-сканов. 
Использовали окрашивание гематоксилином и эози-
ном (Г&Э). Патоморфолог проводил слепое описание 
гистологических препаратов с занесением результа-
тов в специальную таблицу. Оценивали наличие/отсут-
ствие отека, воспаления и некроза, а также состояние 
кровеносных сосудов. Цифровые фотографии получа-
ли в проходящем свете с помощью микроскопа Leica 

DM2500 DFC (Leica Microsystems, Wetzlar, Германия), 
оснащенного цифровой камерой Leica DFC425 C. 
Результаты патоморфологического исследования 
сравнивали с соответствующими структурными ОКТ-
изображениями и данными макро-FLIM.

Рис. 1. Этапы забора и подготовки к исследованию участка 
подвздошной кишки. А — вид макропрепарата (на примере 
пациентки В., 80 лет) после операции — правосторонней 
гемиколэктомии (гистологически — аденокарцинома слепой 
кишки), стрелкой указана проксимальная граница резекции 
опухоли; В — участок подвздошной кишки подготовлен к 
исследованию с помощью методов флюоресцентного время-
разрешенного макроимиджинга и оптической когерентной 
томографии со стороны слизистой оболочки
Fig. 1. Stages of sampling and preparation for the study of the ileum. 
A — macropreparation (on the example of patient V., 80 years old) after 
surgery — right-sided hemicolectomy (histologic — adenocarcinoma of the 
caecum), the arrow indicates the proximal border of tumor resection; C — 
the ileum section was prepared for examination using fluorescent-lifetime 
macroimaging and optical coherence tomography on the mucosal side

А В

СтАтиСтичеСКАя ОБРАБОтКА дАННых

Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием пакета статистического анализа 
STATISTICA 10 (StatSoft, Inc., США). В работе прово-
дили расчет медианных значений (Ме) измеряемых 
величин и верхнего (Q1) и нижнего (Q3) квартилей. 
Достоверность различий между группами при срав-
нении количественных параметров микроструктуры и 
кровообращения стенки кишки проводили с использо-
ванием непараметрического критерия Манна–Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при 
уровне значимости р<0,05.

РеЗУльтАты

Установлено, что морфологические и метаболичес-
кие нарушения в незатронутой опухолевым процессом 
подвздошной кишке у пациентов с КРР появляются 
до операции резекции кишечника, а их выраженность 
коррелирует со стадией развития опухоли (таблица).

По данным гистологического исследования у паци-
ентов с 1-й стадией КРР в тканях подвздошной кишки 
не обнаружены признаки воспаления, все структуры 
слизистой оболочки (однослойный призматический 
каемчатый эпителий, собственная пластинка слизис-
той оболочки и мышечная пластинка), подслизистой 
основы, мышечной и серозной оболочек соответство-
вали норме (рис. 2 А).

У пациентов со 2-й стадией КРР структура сли-
зистой оболочки тонкой кишки также выглядела 
условно нормальной, но высота ворсин была снижена 
(рис. 2 D). У части пациентов имели место некоторые 
морфологические особенности: в 8 из 38 образцов 
наблюдались признаки гиперсекреция слизи, наличие 
участков фиброза и полнокровия сосудов: у 1 пациента 
имели место очаги атрофии ворсин, а также лейкостаз 
в одиночных сосудах; у 1 пациентки слизистая оболоч-
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ка была утолщена, сосуды выглядели полнокровными, 
зафиксирована умеренная диффузная инфильтрация 
ткани кишки эозинофильными лейкоцитами.

У 12,5% образцов ткани пациентов (1 из 8) с 3-й 
стадией КРР имели место выраженное диффузное хро-
ническое воспаление, высота части ворсин снижена. 
Также у 12,5% (1 из 8) — ворсины неравномерно умень-
шены в размере либо отсутствовали, а воспалительная 
инфильтрация была минимальной (рис. 2 G).

По данным ОКТ в слизистой оболочке тонкой кишки 
при 1-й (рис. 2 B, C) и 2-й (рис. 2 E, F) стадиях КРР у 
всех пациентов структура тканей сохранена: на кросс-
секционных изображениях (рис. 2 B, E белые стрелки) 
хорошо различимы контуры ворсинок и, частично, 
крипты, видна граница слизистой и подслизистой обо-
лочек. Существенных различий в ОКТ-картине между 
1-й и 2-й стадиями КРР получено не было, однако при 
2-й стадии контуры ворсинок на кросс-секционных 
изображениях видны четче (рис. 2 E), на en-face изоб-
ражениях ворсинки имеют больший диаметр (рис. 2 F) 
по сравнению с 1-й стадией (рис. 2 C), что может быть 
объяснено снижением их высоты и небольшим утол-
щением. В препаратах тонкой кишки пациентов с 
3-й стадией развития рака по данным ОКТ-исследова-
ния контуры ворсинок были нечеткими, в некоторых 
случаях неразличимыми; слизистая и подслизистая 
оболочки дифференцировались плохо (рис. 2 H, I).

Анализ среднего времени жизни флуоресценции 
НАД(Ф)Н (τm) показал статистически значимое сни-
жение данного параметра у пациентов с 3-й стадией 
в сравнении с 1-й и 2-й стадиями КРР. При 1-й стадии 
КРР Me [Q1; Q3] показатель tm составил 1,61 [1,3; 2,02] 
нс. У пациентов со 2-й стадией КРР значение tm соста-
вило 1,5 [1,36; 1,73] нс. При 3-й стадии показатель tm 
составил 1,37 [1,22; 1,51] нс. Статистически значимые 
различия в значениях τm зафиксированы и между 2-й 
и 3-й (p=0,031), 1-й и 3-й (p=0,018) стадиями КРР. Между 
1-й и 2-й стадиями статистически значимых различий 
не выявлено. На рис. 3 представлены типичные для 
каждой группы макро-FLIM-изображения параметра 
tm (нс) эндогенной флуоресценции тканей.

Таким образом, в исследовании впервые получены 
характерные параметры автофлуоресценции НАД(Ф)Н 
в тонкой кишке в норме и при КРР с помощью техно-

Та бл и ц а
Соотношение гистологических, метаболических (по данным FLIM) и микроструктурных (по данным ОКТ) изменений 
в тканях подвздошной кишки со стадией развития колоректального рака
Ta b l e

The ratio of histological, metabolic (according to FLIM ) and microstructural (according to OCT) changes in the tissues of the 
ileum with the stage of development of colorectal cancer

Стадия КРР Результат гистологического исследования Время жизни флуоресценции 
НАД(Ф)Н (нс)

Результаты ОКТ

1 (n=8) Везде условная норма 1,61 [1,3; 2,02] Поверхность ворсинок тонкой кишки 
гладкая, а форма регулярная 
и неизмененная2 (n=38) 21% — гиперсекреция слизи, наличии участков фиброза и полнокровия 

сосудов;
2,6% — очаги атрофии слизистой оболочки, а также лейкостаз в 
одиночных сосудах;
2,6% — утолщение слизистой оболочки, полнокровие сосудов, 
умеренная диффузная инфильтрация ткани кишки эозинофильными 
лейкоцитами

1,50 [1,36; 1,73]

3 (n=20) 75% — условная норма в слизистой;
12,5% — ворсины неравномерно уменьшены в размере либо 
отсутствуют, воспалительная инфильтрация минимальная;
12,5% — выраженное диффузное хроническое воспаление, высота 
части ворсин снижена

1,37 [1,22; 1,51] Плохая дифференцировка слизистой 
и подслизистой оболочек, контуры 
ворсинок нечеткие

Примечания: КРР — колоректальный рак; НАД(Ф)Н — никотинамиддинуклеотид (фосфат); ОКТ — оптическая когерентная томография
Nоtes: КРР — colorectal cancer; НАД(Ф)Н — nicotinamide dinucleotide (phosphate);ОКТ — optical coherence tomography

Рис. 2. Гистологическая картина (А, D, G); кросс-секционное 
(В-сканы) (D, E, H) (вид сверху) и en-face (C, F, I) оптическая 
когерентная томография изображения при колоректальном 
раке 1-й, 2-й и 3-й стадий соответственно
Fig. 2. Histologic picture (A, D, G); cross-sectional (B-scans) (B, E, H) (top 
view) and en-face (C, F, I) optical coherence tomography of the image in 
colorectal cancer of the 1st, 2nd and 3rd stages, respectively

А
В C

D E F

G H I

логии макро-FLIM. Выявленные различия во времени 
жизни флуоресценции НАД(Ф)Н в энтероцитах под-
вздошной кишки могут указывать на преобладание 
процесса гликолиза при увеличении стадии КРР (от 1-й 
к 3-й стадии). 

В исследовании получены первые характерные 
параметры структуры тонкой кишки в норме с помо-
щью технологии FLIM. Метаболизм в слизистой обо-
лочке статистически значимо различался у пациентов 
с 1-й и 3-й, 2-й и 3-й стадиями КРР. Между 1-й и 2-й 
стадиями статистически значимых различий не выяв-
лено. 

ОБСУждеНие

В данной работе впервые выполнено комплекс-
ное исследование биохимических и микроструктурных 
особенностей тонкой кишки у пациентов с КРР различ-
ных стадий с помощью современных методов оптичес-
кого биоимиджинга — макро-FLIM и ОКТ. 
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В настоящее время одним из перспективных мето-
дов оценки энергетического метаболизма живых кле-
ток и тканей является флуоресцентный время-разре-
шенный имиджинг (FLIM) с определением параметров 
затухания флуоресценции метаболического кофактора 
НАД(Ф)Н [23]. Нефосфорилированная форма кофакто-
ра в виде редокс-пары НАД/НАДН является одним из 
основных кофакторов, участвующих в клеточном дыха-
нии, осуществляемом через процессы окислительного 
фосфорилирования в митохондриях и анаэробного 
гликолиза в цитозоле. Фосфорилированный аналог 
НАДН, НАД(Ф)Н, регулирует пути биосинтеза липи-
дов, аминокислот и нуклеотидов и защиту от актив-
ных форм кислорода с помощью глутатиона (GSH) 2. 
Спектры флуоресценции НАДН и НАД(Ф)Н практи-
чески идентичны, однако концентрация НАД(Ф)Н в 
клетке, как правило, крайне мала и не регистрируется 
с помощью FLIM, так что результаты исследования 
часто интерпретируют как НАДН.

Молекула НАДН существует в свободной и в свя-
занной c белками формах, отличающихся по времени 
жизни флуоресценции [24]. Свободная форма НАДН 
находится в цитоплазме клетки и ассоциируется с гли-
колизом в отличие от связанной, которая находится в 
митохондриях и ассоциируется с окислительным фос-
форилированием. Показано, что увеличение интен-
сивности гликолиза или ингибирование клеточного 
дыхания приводят к росту вклада свободной формы 
НАД(Ф)Н в затухание флуоресценции и, как следствие, 
снижению среднего времени жизни [25].

Метод FLIM может быть реализован в виде лазер-
ной сканирующей микроскопии и макроимиджинга 
[26]. С одной стороны, FLIM-микроскопия, обладая суб-
клеточным разрешением, позволяет проводить анализ 
метаболического статуса на уровне отдельных клеток, 
но, с другой стороны, малый размер поля зрения (не 
более 1 мм) и сложное техническое исполнение огра-
ничивают ее применение в клинике. Преимущество 
FLIM-макроимиджинга перед двухфотонной время-
разрешенной микроскопией состоит в возможности 
быстрого обследования достаточно крупных образцов 
тканей, что представляет интерес для дальнейшего 
клинического использования данного метода. В основ-
ном, FLIM применяется в экспериментах на клеточных 
культурах и моделях заболеваний у животных. Работы 
с использованием FLIM для исследования матери-
ала пациентов немногочисленны. Например, опуб-
ликованы статьи, описывающие первые результаты 

клинического применения FLIM для оценки метабо-
лизма в клетках при раке мочевого пузыря [27], КРР 
[28], глиобластомах [29], новообразованиях кожи [30]. 
Исследований по использованию метода FLIM в оцен-
ке морфофункционального состояния тонкой кишки у 
пациентов до настоящего времени не проводилось.

Трансформация структуры кишечника ведет к 
нарушению его функции в виде синдрома мальас-
симиляции, включающего в себя мальабсорбцию и 
мальдигестию. Расширенные оперативные вмеша-
тельства на толстой кишке также очень часто сопро-
вождаются вышеуказанными синдромами ввиду нару-
шений процессов гуморальной и нервной регуляции 
пищеварительного канала и изменения биоценоза 
кишечника [31]. Мальабсорбция относится к наруше-
нию всасывания питательных веществ в кишечнике, а 
мальдигестия относится к нарушенному пищеварению 
питательных веществ в просвете кишечника или у 
кишечной стенки.

Для комплексного решения актуальных клиничес-
ких задач у пациентов с КРР в послеоперационном 
периоде в качестве первого этапа исследования нами 
предложено изучение морфофункционального состоя-
ния тонкой кишки с помощью технологий FLIM и ОКТ. 
Однако ОКТ в данной работе выступает в качестве 
метода выявления грубых нарушений структуры, когда 
гистологически ворсинки неравномерно уменьшены 
в размерах либо отсутствуют. При этом локальные 
изменения ворсинок, такие как атрофия единичных 
участков ворсинок, зоны фиброза и т.д., отследить 
не удается в связи с деформацией ворсинок от зонда 
при исследовании и их неравномерным поджати-
ем, а также невозможностью расправить все складки, 
установить зонд и увидеть истинную высоту и форму 
ворсинок.

Проблема поиска оптимального способа оценки 
метаболизма эпителия тонкой кишки у пациентов с 
различной патологией органов желудочно-кишечного 
тракта актуальна. Ввиду особенностей анатомичес-
кого расположения тонкой кишки существует про-
блема ограниченности применения эндоскопического 
метода; из существующих методов эндоскопического 
исследования возможно применение лишь капсуль-
ной эндоскопии, однако вышеуказанный метод не 
позволяет изучить структуру кишки на всей ее толщи-
не. Магнитно-резонансная томография и позитронно-
эмиссионная томография не позволяют оценить мик-
роструктуру кишки из-за небольшой разрешающей 

Рис. 3. Макро-FLIM-изображения параметра t
m
 (нс) эндогенной флуоресценции тканей слизистой оболочки тонкой кишки 

пациентов в 3 изучаемых группах: с 1 (А), 2 (B) и 3 (C) стадией колоректального рака. λex=375 нм, λim=435–485 нм
Fig. 3. Macro-FLIM images of tm (ns) parameter of endogenous fluorescence of the tissues of the mucous membrane of the small intestine of patients in 
3 studied groups: with 1 (A), 2 (B) and 3 (C) stage of colorectal cancer. λex=375 nm, λim=435–485 nm

А В C
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способности. Использование метода SDFM (Sidestream 

dark field imaging method) ограничено из-за недоста-
точной глубины исследования стенки кишечника. Для 
оценки структуры и функции тонкой кишки исполь-
зуются методы ОКТ и флуоресцентной ангиографии, 
однако они позволяют лишь визуализировать мор-
фологию ткани, но не ее функциональное состояние. 
Таким образом, достоинства технологии метаболичес-
кого макро-FLIM в оценке структуры и функции тон-
кой кишки при КРР не вызывают сомнения. Следует 
отметить, что данный метод может быть применен 
для оценки метаболических изменений в кишке при 
различных патологических состояниях.

ВыВОды

В представленном исследовании метод FLIM на 
основе регистрации эндогенной флуоресценции 

кофактора никотинамиддинуклеотида (фосфата) был 
впервые применен в оценке метаболического стату-
са слизистой оболочки тонкой кишки у пациентов с 
колоректальным раком 1–3-й стадий. Выявленные 
изменения предположительно указывают на преоб-
ладание процесса гликолиза при увеличении стадии 
колоректального рака. Сопутствующие структурные 
изменения в тонкой кишке верифицированы методом 
оптической колоректальной томографии и стандарт-
ным гистологическим исследованием. Таким образом, 
продемонстрировано, что FLIM позволяет ex vivo оце-
нить структуру и метаболизм intestinum в целом, и в 
слизистой оболочке подвздошной кишки в частности 
у пациентов с колоректальным раком, что в дальней-
шем расширит границы его применения у пациентов с 
ургентными состояниями после расширенных опера-
ций на кишечнике с синдромом мальассимиляции.
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RelevANCe In patients with colorectal cancer (CRC), the normal small intestine, located outside the pathological focus, undergoes changes that may be the cause 
of digestive dysfunction after radical surgery to remove the tumor.

The assessment of metabolic and microstructural changes in the ileum mucosa in patients with colorectal cancer is necessary to correct the algorithms of 
postoperative therapy and enteral nutrition. Modern means of optical bioimaging are potentially capable of solving this complex diagnostic problem.
AIM OF STUDY To study the features of metabolism and morphological structure of the wall of a conditionally normal small intestine in the mucosa in patients 
with stage 1–3 CRC using macro- FLIM and optical coherence tomography (OCT).
MATeRIAl AND MeTHODS The object of the study was the wall of the ileum (66 samples) from the mucosal side of patients with histologically confirmed CRC 
stages 1–3 with tumor location in the right sections of the colon. Eight samples were obtained from patients with stage 1 CRC, 38 samples were obtained from 
patients with stage 2 and 20 samples were obtained from patients with stage 3 tumor. The volume of surgical intervention is right-sided hemicolectomy with 
total mesocolonectomy, CME (D2 lymph node dissection). Fresh tissue samples were examined using fluorescent lifetime macroimaging (macro-FLIM ) and OCT, 
followed by histological analysis of the material.
ReSUlTS According to a histological study in the small intestine of patients with stage 1 CRC, the mucosa is covered with a normal single-layer prismatic border 
epithelium. In the intestine samples of patients with stage 2 CRC, mucus hypersecretion with areas of fibrosis and vascular congestion was observed. At the 3rd 
stage of CRC, the mucous membrane of the small intestine was loose, with local thickenings, areas of fibrosis with severe leukostasis, and foci of atrophy. None of 
the samples showed histological signs of a malignant tumor.
According to OCT data, in the mucous membrane of the small intestine in patients with the 1st and 2nd stages of CRC, the contours of the villi and, partially, the 
crypts were well visualized. The structure of the villi was smooth, not coarse, and the shape was regular. In patients with stage 3 CRC, the contours of the crypts 
and villi were indistinct. There were no differences in the OCT picture between histologic preparations in the 1st and 2nd stages of CRC: the structure of the villi 
of the small intestine was clear, the shape was unchanged. According to FLIM data, statistically significant differences were revealed in the mean fluorescence 
lifetime values of reduced nicotinamide dinucleotide (phosphate) NAD(P)H (τ

m
) between 2nd and 3rd (p=0.031), 1st and 3rd (p=0.018) by CRC stages. At the 1st 

stage of CRC τ
m
 was 1.61 [1.30; 2.02] ns, at the 2nd stage 1.50 [1.36; 1.73] ns, at the 3rd stage 1.37 [1.22; 1.51] ns. The FLIM results suggest an increase in the 

role of glycolysis in enterocyte energy metabolism along with progression of the CRC stage.
CONClUSION In patients with cancer of the right colon, lesions of the microstructure of the mucous membrane were revealed in the ileum not affected by the 
malignancy. At the same time, the severity of microstructural disorders in the wall of the small intestine is associated with the stage of tumor development in 
the colon. Bioimaging technologies, namely, methods of optical coherence tomography and fluorescence lifetime macroimaging, made it possible to objectively 
display microstructural and metabolic disorders in the ileum wall. The data of optical colorectal tomography demonstrated differences in the structural picture of 
the intestinal villi in patients with stages 1–2 and 3 of colorectal cancer. Results of fluorescence lifetime macroimaging of the metabolic cofactor nicotinamide 
dinucleotide (phosphate) confirmed an increase in the role of glycolysis in the energy metabolism of enterocytes along with an increase in the stage of colorectal 
cancer. The identified disorders in the state of the small intestine develop in patients with colorectal cancer before surgery and are highly likely to be an 
important pathogenetic link of malabsorption in the postoperative period. If the hypothesis is confirmed, the developed algorithm for the complex diagnosis of 
microstructural and metabolic disorders in tissues will expand the possibilities for the rehabilitation of patients with cancer of the right colon.
Keywords: ileum, fluorescent lifetime imaging FLIM, optical coherence tomography OCT, metabolism, colorectal cancer, malabsorption
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