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Цель исследования — изучить возможности количественной оценки состояния коллагена и эластина мочевого пузыря мето-
дом нелинейной микроскопии для определения степени тяжести побочных эффектов лучевой терапии опухолей женской репродук-
тивной системы.

Материалы и методы. Объектом исследования был биопсийный материал от девяти пациенток, имевших в анамнезе луче-
вую терапию по поводу злокачественных новообразований органов малого таза, и трех пациенток, получавших лечение по поводу 
хронического цистита бактериальной этиологии. Исследование состояния соединительнотканного внеклеточного матрикса моче-
вого пузыря выполнено методом нелинейной микроскопии в режимах генерации второй гармоники (ГВГ) и двухфотонно-возбужда-
емой автофлюоресценции (ДВАФ) на неокрашенных депарафинированных гистологических срезах толщиной 10 мкм. Проведен 
качественный и количественный анализ 133 изображений мочевого пузыря, разделенных на 4 группы в соответствии с клинической 
картиной: 104 изображения при лучевом поражении II (n=24), III (n=40) и IV (n=40) степени тяжести в сравнении с 29 изображени-
ями при хроническом цистите. В качестве показателей количественной оценки (состояние волокон коллагена и эластина с точки 
зрения их формы и плотности укладки, целостности/дезорганизации и ориентации) выбраны среднее значение интенсивности и 
параметр неоднородности ГВГ- и ДВАФ-сигналов.

Результаты. При рассматриваемой патологии мочевого пузыря степень изменения состояния коллагеновых и эластических 
волокон нарастает от II к IV степени тяжести лучевого цистита, тогда как при хроническом цистите картина может быть схожа с 
лучевым циститом как II, так и III степени тяжести. Изменения коллагеновых и эластических волокон с потерей нативной структуры 
и пространственного расположения проявляются отсутствием на части изображений четкого контура волокон (размытость), дезор-
ганизацией/фрагментацией, появлением областей плотного беспорядочного расположения волокон или бесструктурных областей 
с высоким сигналом.

Среднее значение интенсивности сигнала ГВГ коллагена и ДВАФ эластина при II степени тяжести статистически значимо 
выше, чем при III и IV степенях (р≤0,05). Такое снижение значений отражает заметную дезорганизацию (фрагментацию) волокон по 
сравнению с их нативной структурой, что ведет к снижению способности волокон к генерации ГВГ- или ДВАФ-сигнала. Возрастание 
значений параметра неоднородности ГВГ-сигнала при III и IV степенях тяжести лучевого поражения мочевого пузыря по сравнению 
со II степенью и хроническим циститом отражает ту же тенденцию.

Заключение. Метод нелинейной микроскопии позволяет провести не только качественную, но и количественную оценку про-
странственной и структурной организации экстрацеллюлярного матрикса мочевого пузыря при лучевом поражении и при хрониче-
ском цистите, определить степень тяжести осложнений лучевого поражения и дать прогноз их течения.
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The aim of the investigation was to study the possibilities of the quantitative assessment of the bladder collagen and elastin state 
using nonlinear microscopy for determining the degree of side effect severity after the radiotherapy of female reproductive system tumors.  

Materials and Methods. The object of investigation was a biopsy material from nine patients undergone radiotherapy for malignant 
neoplasms of the small pelvis organs in their past history, and from three patients treated for chronic cystitis of bacterial etiology. The 
extracellular matrix of the bladder connective tissue was examined by nonlinear microscopy in the modes of the second harmonic generation 
(SHG) and two-photon excited autofluorescence (TPEF) on 10 μm unstained dewaxed histological sections. 133 urinary bladder images of 
the patients divided into 4 groups according to their clinical picture (104 images with the radiation damage grade II (n=24), III (n=40), and IV 
(n=40)) were quantitatively and qualitatively analyzed and compared with 29 bladder images of the patients with chronic cystitis.

Mean value of intensity and a non-uniformity parameter of SHG and TPEF signals were chosen as indices of the quantitative 
assessment (collagen and elastin state in terms of their form and packing density, integrity/disorganization, and orientation). 

Results. In the given bladder pathology, the state of the collagen and elastin fibers grows from radiation cystitis grade II to grade IV 
while in chronic cystitis the picture may be similar with radiation cystitis grade II or III alike. Alterations in the collagen and elastin fibers with 
the loss of the native structure and spatial arrangement are seen on part of the images as a fuzzy fiber contour (blurring), disorganization/
fragmentation, areas with a dense random fiber arrangement or anhistic areas with a high signal.

Mean value of collagen SHG and elastin TPEF signal intensity in severity grade II was statistically significantly higher than in grades III 
and IV (р≤0.05). Such decrease of the values reflects a marked disorganization (fragmentation) of the fibers in comparison with their native 
structure which results in the lower ability of the fibers to generate SHG or TPEF signal. Increase of the SHG signal non-uniformity values in 
grade III and IV radiation damage of the urinary bladder compared to grade II and chronic cystitis reflects the same tendency.

Conclusion. A nonlinear microscopy method makes it possible to assess both qualitatively and quantitatively spatial and structural 
organization of the extracellular bladder matrix in radiation damage and chronic cystitis, to determine the severity degree of complications 
in radiation damage, and to predict their course.

Key words: extracellular matrix; urinary bladder; radiotherapy; radiation damage of the urinary bladder; chronic cystitis; nonlinear 
microscopy; collagen; elastin. 

Введение

В последние годы лечение органов малого таза 
при злокачественных новообразованиях женской ре-
продуктивной системы проводится с использовани-

ем методов конформного облучения, позволяющего 
максимально концентрировать дозу на мишени с вы-
соким градиентом по отношению к окружающим нео-
пухолевым тканям. Тем не менее побочные эффекты 
облучения, в частности в отношении мочевого пузы-

Количественная оценка матрикса мочевого пузыря после лучевой терапии



120   СТМ ∫ 2018 ∫ том 10 ∫ №3 

 клиническая медицина 

ря и прямой кишки, до сих пор остаются нерешенной 
проблемой современной радиационной онкологии 
[1]. Степень тяжести побочных эффектов лучевой/
химиолучевой терапии может варьировать от незна-
чительных функциональных нарушений до тяжелых 
повреждений, оказывающих существенное влияние на 
качество жизни пациентов и приводящих к инвалиди-
зации [2, 3].

Патогенез радиационно-индуцированных повре-
ждений нормальных тканей сложен и включает в 
себя взаимодействие большого количества ткане-
вых и клеточных факторов [4], развитие сосудистой 
реакции [5], а также прогрессирующие изменения 
экстрацеллюлярного матрикса [6, 7]. Последнее яв-
ляется особенно важным, поскольку именно процес-
сы деградации соединительнотканной стромы опре-
деляют развитие побочных эффектов III–IV степени 
(кровотечение, некроз, свищ), которые резко снижа-
ют качество жизни больных и представляют угрозу 
для жизни [8].

Особую актуальность в этой ситуации приобретает 
вопрос точной количественной оценки радиационно-
индуцированных изменений экстрацеллюлярного мат-
рикса нормальных тканей. В основном используемые 
в настоящее время системы оценки (LENT/SOMA, 
RTOG/EORTC, CTCAE) основаны на жалобах паци-
ентов и данных визуального осмотра [9]. Развитие 
оптических методов, таких как оптическая когерент-
ная томография (ОКТ) и многофотонная микроскопия, 
позволяющих оценить состояние экстрацеллюлярного 
матрикса на тканевом и клеточном уровнях как ex vivo 
[10, 11], так и in vivo [12, 13], открывает новые возмож-
ности для изучения и классификации побочных эф-
фектов облучения.

Изучение состояния коллагена на модельной среде 
на различных уровнях его иерархической организации 
с помощью оптических и физико-химических методов 
позволяет выявить основные механизмы его деграда-
ции и последующего ремоделирования после воздей-
ствия ионизирующего излучения [14]. Проведенные 
нами ранее методом кросс-поляризационной ОКТ 
исследования показали, что у пациентов с ранними 
лучевыми реакциями мочевого пузыря повреждение 
возникает прежде всего в зоне подуротелиальных сое-
динительнотканных структур [15].

Впервые использованный для изучения лучевых 
повреждений мочевого пузыря метод нелинейной ми-
кроскопии в режимах регистрации сигнала генерации 
второй гармоники (ГВГ) и двухфотонно-возбуждаемой 
автофлюоресценции (ДВАФ) позволил получить ка-
чественные характеристики состояния соединитель-
нотканного матрикса в случае побочных эффектов 
различной степени тяжести [16]. Ведущим мировым 
направлением использования нелинейной микроско-
пии в изучении состояния соединительнотканного 
матрикса является переход к количественной оценке 
изображений, которая позволяет избежать недостат-
ков субъективной визуальной оценки [17], а также си-

стематизировать и дифференцировать клинический 
материал [18].

Цель исследования — методом нелинейной 
микроскопии провести количественную оценку со-
стояния коллагена и эластина мочевого пузыря при 
определении степени тяжести побочных эффектов 
лучевой терапии опухолей женской репродуктивной 
системы.

Материалы и методы
Объектом исследования служил биопсийный ма-

териал от 9 пациенток (по три пациентки со II, III и IV 
клинической степенью тяжести лучевых поврежде-
ний), имевших в анамнезе лучевую терапию по по-
воду злокачественных новообразований органов ма-
лого таза в сроки от 1,5 до 20 лет, и трех пациенток, 
получавших лечение по поводу хронического цисти-
та (ХЦ) бактериальной этиологии. Известно [19], что 
повышенный риск развития тяжелых радиационно-
индуцированных повреждений органов малого таза 
имеют пациенты с хроническими воспалительными 
заболеваниями мочевого пузыря, поэтому в данном 
исследовании больные с ХЦ служили группой конт-
роля.

Работа выполнена в соответствии с Хельсинкской 
декла рацией (2013). На проведение клинических 
иссле дований при лучевом повреждении мочево-
го пузыря имеется разрешение Этического комитета 
При волж ского исследовательского медицинского уни-
верситета. От каждой пациентки получено информиро-
ванное согласие.

Забор биопсийного материала выполняли резекто-
скопом (Karl Storz, Германия) из области дна мочевого 
пузыря — «горячей зоны», максимально подвержен-
ной лучевому воздействию.

Исследование состояния соединительнотканного 
внеклеточного матрикса мочевого пузыря выполнено 
методом нелинейной микроскопии в режимах ГВГ и 
ДВАФ на неокрашенных депарафинированных гисто-
логических срезах толщиной 10 мкм. Использован ла-
зерный сканирующий конфокальный микроскоп LSM 
510 META (Carl Zeiss, Германия) с выбранной длиной 
волны 800 нм и мощностью около 4 мВт. Для возбу-
ждающего излучения был применен Ti:Sa фемто-
секундный лазер MAI TAI (Spectra Physics, США) с 
частотой следования импульсов около 80 МГц и дли-
тельностью 100 фс.

Детекцию осуществляли одновременно по двум 
каналам с использованием фильтров в диапазонах 
362–415 нм (сигнал ГВГ коллагена, зеленый цвет на 
изображениях) и 480–554 нм (сигнал ДВАФ эласти-
на, красный цвет на изображениях). Данный под-
ход позволил визуализировать структуру эластина 
и коллагеновых волокон неокрашенных препаратов. 
Изображения тонкой структуры строились с помощью 
масляно-иммерсионного объектива Plan-Neofluar (Carl 
Zeiss, Германия) с сорокакратным увеличением и чи-
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Рис. 1. Пример выделения областей интереса для количественной оценки со-
стояния волокон коллагена (а) и эластина (б) соединительнотканного матрикса

словой апертурой 1.3, что по-
зволило получить поле зрения 
318×318 мкм.

Проведен качественный и 
количественный анализ 133 
изо бражений мочевого пузыря 
пациентов, разделенных на 4 
группы в соответствии с клини-
ческой картиной: 104 изобра-
жения при лучевом поражении 
II (n=24), III (n=40) и IV (n=40) 
степени тяжести в сравнении 
с 29 изображениями при ХЦ. 
Для верификации изображений 
нелинейной микроскопии ис-
следованы по лу ченные парал-
лельно гисто логические срезы, 
окрашенные гематоксилином 
и эозином по об щепринятой 
стандартной методике. Гистологические препараты 
изучали с помощью бинокулярного микроскопа Leica 
DMLS (Leica, Германия).

Количественная оценка сигнала ГВГ/ДВАФ на изо-
бражениях проведена с использованием программы 
ImageJ (NIH, США) [17]. В качестве показателей ко-
личественной оценки состояния волокон коллагена и 
эластина с точки зрения их формы, плотности укладки, 
целостности/дезорганизации и ориентации выбраны 
среднее значение интенсивности и параметр неодно-
родности ГВГ- и ДВАФ-сигналов. Среднее значение 
интенсивности отражает относительное количество 
волокон коллагена/эластина в единице поля зрения, 
параметр неоднородности характеризует степень со-
хранности волокон в поле зрения. Параметр неодно-
родности вычислялся как отношение значения стан-
дартного отклонения средней интенсивности сигнала 
по выбранной области к значению средней интенсив-
ности [18].

Для количественной оценки состояния стромы на 
изображениях ГВГ и ДВАФ коллагена и эластина вы-
бирались прямоугольные области, имеющие типич-
ную тканевую структуру. На каждом изображении вы-
делялось не менее двух областей интереса (рис. 1).

Показатели средней интенсивности и неоднородно-
сти сигналов ГВГ и ДВАФ вычислялись путем усред-
нения значений, полученных для набора областей ин-
тереса исследуемого образца. Для оценки параметра 
неоднородности ГВГ-сигнала использовали стандарт-
ные функции вычисления среднего значения и стан-
дартного отклонения по выбранной области, а затем 
рассчитывали отношение последнего к первому для 
каждой области обсчета [17].

Сравнение количественных характеристик ГВГ- и 
ДВАФ-сигнала между выделенными группами про-
водили в зависимости от патологического состояния 
(степень тяжести лучевого повреждения, хронический 
цистит), что позволило детектировать радиационно-
индуцированные изменения структуры коллагена и 

эластина и соотнести их с тяжестью клинических про-
явлений лучевого поражения ткани мочевого пузыря.

Статистический анализ выполнен с использова-
нием пакета Statistica 10.0. В каждой группе параме-
тры ГВГ- и ДВАФ-сигналов характеризовали средним 
значением и стандартным отклонением (M±SD). Для 
сравнения количественных данных двух независимых 
групп использован t-критерий Стьюдента. Различия 
считали статистически достоверными при уровне зна-
чимости р<0,05.

Результаты
Типичные для каждой из анализируемых групп 

изображения в режиме ГВГ и ДВАФ представлены на 
рис. 2. При визуальном сравнении изображений вид-
ны различия в форме волокон и характере их уклад-
ки (подробный патоморфологический анализ изобра-
жений проведен нашей исследовательской группой 
в работе [15]). В данной работе установлено, что при 
рассматриваемых патологических состояниях мочево-
го пузыря степень изменения состояния коллагеновых 
и эластических волокон нарастает от II к IV степени 
тяжести лучевого цистита (рис. 2, б–г), тогда как при 
ХЦ (рис. 2, а) картина может быть схожа как с луче-
вым циститом II степени, так и с лучевым циститом III 
степени тяжести. Изменения коллагеновых и эласти-
ческих волокон с потерей нативной структуры и про-
странственного расположения проявляются отсутст-
вием на части изображений четкого контура волокон 
(размытость) (см. рис. 2, а), дезорганизацией/фраг-
ментацией (см. рис. 2, а–г), появлением областей 
плотного беспорядочного расположения волокон (см. 
рис. 2, а, г) или бесструктурных областей с высоким 
сигналом (см. рис. 2, г). Мы полагаем, что структур-
ные изменения соединительнотканного матрикса яв-
ляются одной из причин функциональных нарушений 
мочевого пузыря и непосредственно связаны с выра-
женностью клинических проявлений заболевания.
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а б

в г

Рис. 2. Изображения слизистой оболочки мочевого пузыря, полученные методом нелинейной микроскопии:
а — хронический цистит; б, в, г — II, III и IV степени тяжести осложнений лучевой терапии соответственно; в каждой паре 
изображений слева — ГВГ, справа — ДВАФ; бар — 100 мкм
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Рис. 3. Результаты количественной оценки состояния коллагена (а, б) и эластина (в, г) по изображениям нелиней-
ной микроскопии в зависимости от тяжести лучевых осложнений:
а — средняя интенсивность распределения ГВГ-сигнала коллагена; б — параметр неоднородности распределения ГВГ-
сигнала коллагена; в — средняя интенсивность распределения ДВАФ-сигнала эластина; г — параметр неоднородности 
распределения ДВАФ-сигнала эластина; * — статистически значимые различия значений между группами тяжелой сте-
пени лучевого поражения (III, IV) и II степени тяжести, р≤0,05; # — между группами лучевого поражения и хронического 
цистита, р≤0,05
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Результаты количественной оценки ГВГ- и ДВАФ-
изображений представлены на рис. 3. Среднее зна-
чение интенсивности сигнала ГВГ коллагена при II 
степени тяжести (124,8±21,0 усл. ед.) статистически 
значимо выше, чем при III и IV степенях (87,6±10,3 и 
81,3±3,2 соответственно; р≤0,05) (рис. 3, а). Разброс 
параметра неоднородности сигнала ГВГ от коллагена 
при III и IV степенях был статистически значимо выше, 
чем при II степени и ХЦ (соответственно при III и 
IV степени — 0,40±0,03 и 0,45±0,09; при II — 0,29±0,05 
и при ХЦ — 0,28±0,01; р≤0,05), что свидетельствует о 
более выраженном нарушении структурной укладки 
коллагена (рис. 3, б). При наличии пузырно-влагалищ-
ного свища при IV степени поражения биопсию вы-
полняли из боковых стенок мочевого пузыря, поэтому 
изменения ткани были менее выраженными, соответ-
ствовали изменениям, характерным для II степени тя-
жести лучевого поражения.

Среднее значение интенсивности ДВАФ-сигнала 
эластина при II степени тяжести (142,3±17,4) статисти-
чески значимо выше, чем при III и IV степенях тяже-
сти (110,4±12,3 и 81,3±3,2 соответственно) (рис. 3, в). 
Разброс этого параметра менее выражен и не имеет 
статистически значимой разницы.

Значения параметра неоднородности распределе-
ния ДВАФ-сигнала эластина во всех группах не имеют 
статистически значимой разницы (р≥0,05), что можно 
интерпретировать как факт большей устойчивости 
эластина к радиационному поражению. Это требует 
дополнительного изучения.

Таким образом, при III и IV степенях тяжести луче-
вого поражения мочевого пузыря значения средней 
интенсивности ГВГ- и ДВАФ-сигналов ниже, чем при 
II степени тяжести, при ХЦ значения этого параме-
тра — на уровне II–III степеней тяжести. Такое сни-
жение значений отражает заметную дезорганизацию 
(фрагментацию) волокон по сравнению с их нативной 
структурой, что ведет к снижению способности воло-
кон к генерации ГВГ- или ДВАФ-сигналов. Возрастание 
значений параметра неоднородности ГВГ-сигнала при 
III и IV степенях тяжести лучевого поражения мочево-
го пузыря по сравнению со II степенью тяжести и ХЦ 
отражает ту же тенденцию.

Обсуждение
Одним из научных достижений медицины XXI века 

стала новая точка зрения на значение соединитель-
ной ткани в организме как объединяющей глобальной 
сети [20, 21]. В ряде работ показана значимая роль 
соединительной ткани, которая вовлекается в любые 
патологические процессы, проходящие в органах [22, 
23], в том числе при лучевом воздействии [24].

Роль экстрацеллюлярного матрикса в физиологиче-
ских процессах тканей является основополагающей, 
поскольку известно, что волокнистый компонент (пре-
имущественно коллагеновые и эластические волокна) 
и аморфный компонент (гликопротеины, гликозами-

ногликаны, протеогликаны и их агенты) биохимически 
и функционально связаны. Коллагеновые и эласти-
ческие волокна играют важнейшую роль в регуляции 
тканевого метаболизма, являясь для клеток опорны-
ми структурами и химическими раздражителями [20]. 
Деструкция коллагеновых волокон любой природы 
играет значимую роль в патогенезе повреждения мо-
чевого пузыря и зачастую является причиной последу-
ющих функциональных расстройств. Вследствие этого 
знания об исходном состоянии соединительнотканно-
го матрикса мочевого пузыря до лучевой терапии, а 
также о его структурных изменениях, возникших после 
лучевой терапии, важны для своевременной коррек-
ции развившихся осложнений и сохранения функцио-
нальных резервов мочевого пузыря.

Традиционное использование стандартных мето-
дов гистологического исследования не позволяло по-
лучить полную информацию о состоянии ведущего 
компонента тканевого метаболизма в стенке мочевого 
пузыря — экстрацеллюлярного матрикса. С помощью 
метода нелинейной микроскопии стало возможным 
провести качественную и количественную оценку сое-
динительнотканного матрикса при клинически разных 
степенях тяжести осложнений лучевой терапии.

Использование нелинейной оптической микроско-
пии, а также применение компьютерной обработки по-
лученных цифровых изображений стромы в режимах 
ГВГ и ДВАФ позволили нам выполнить количествен-
ный анализ состояния коллагена и эластина мочевого 
пузыря при осложнениях лучевой терапии опухолей 
женской репродуктивной системы.

Оценка состояния соединительнотканного матрик-
са мочевого пузыря до облучения дает возможность 
выявить группу риска по развитию тяжелых лучевых 
повреждений. Кроме того, полученные результаты 
могут служить патогенетической основой для разра-
ботки неинвазивных оптических инструментов мони-
торинга радиационно-индуцированных повреждений 
в клинической практике. Базовым может стать метод 
кросс-поляризационной ОКТ, потенциал которого ра-
нее оценен нашей исследовательской группой в ряде 
исследований [12, 15, 25] как минимально инвазивный 
метод объективного контроля, работающий в режиме 
реального времени.

Заключение
Метод нелинейной микроскопии позволяет про-

вести не только качественную, но и количественную 
оценку пространственной и структурной организации 
экстрацеллюлярного матрикса мочевого пузыря при 
лучевом поражении и при хроническом цистите, опре-
делить степень тяжести осложнений лучевого пораже-
ния и дать прогноз их течения.
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