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Методам фотодинамической терапии (ФДТ) 
и флюо ресцентной диагностики (ФД) посвящено 
много научных исследований [1–7]. Интерес к этой 
области науки вызван широкими возможностями 
применения методов ФД в диагностике и ФДТ 
в лечении онкологических заболеваний. Кроме 
того, в последнее время появились обнадеживаю-
щие результаты исследований и в других областях 
медицины (сосудистые, кожные, некоторые инфек-
ционные заболевания, офтальмологические забо-
левания – сенильная макулодистрофия с неоваску-
ляризацией, глаукома и др.). 

Термин ФДТ возник для обозначения эффекта 
светового воздействия на биологическую ткань. 
Обязательным условием наличия фото-
динамического эффекта является 
присутствие в биологической ткани 
фотосенсибилизатора (ФС), свойства 
которого во многом определяют успеш-
ность проведения фотодинамической 
процедуры. Из известных ФС наиболь-
шей эффективностью обладают ФС, 
работающие по так называемому кис-
лородному механизму. Это означает, что 
энергия поглощенных фотонов частично 
расходуется на флюоресценцию, а 
частично передается молекулярному 
кислороду через метастабильное три-
плетное состояние. При этом кислород 
переходит в возбужденное синглетное 
состояние, в котором он имеет высо-
кую окислительную активность (рис. 1). 
Поэтому если в какой-либо клетке или 
бактерии находятся ФС и кислород, то 
при световом воздействии с длиной 

волны, соответствующей поглощению ФС, будет про-
исходить разрушение биологических макромолекул, 
и при достижении его критической концентрации 
в клетке или бактерии они погибают. Так как часть 
энергии поглощенных фотонов излучается в виде 
флюоресценции, вполне естественным является ее 
регистрация с целью определить концентрацию ФС 
в биологической ткани и динамику ее изменения от 
времени при световом воздействии, что является 
основой для ФД. Наша задача – не только иметь воз-
можность контролировать эти параметры, но и вли-
ять на них. При этом важным условием является то, 
что методы и аппаратура должны быть адаптированы 
к применению в клинических условиях.
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Рис. 1. Механизм действия ФДТ: 
j – 0ФС + hν → 1ФС – переход фотосенсибилизатора в короткоживущее син-
глетное состояние при поглощении кванта излучения; 
k – 1ФС → 3ФС – переход в долгоживущее триплетное состояние посредством 
интеркомбинационной конверсии; 
l – 3PS + O2 → 0PS + 1O2 – взаимодействие фотосенсибилизатора в возбуж-
денном триплетоном состоянии с молекулой кислорода приводит к его окисле-
нию в исходную структуру и образованию активного кислорода в синглетном 
состоянии
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Преимущества спектрального анализа тканей 
Основным преимуществом методов спектраль-

ного анализа тканей in vivo является его неинвазив-
ность. Это позволяет получать информацию о состо-
янии тканей, не оказывая влияния на динамику 
различных биологических процессов. Такое вмеша-
тельство может зачастую оказаться нежелательным 
или даже опасным. Например, взятие пробы ткани 
на биопсию из меланомы может привести к генера-
лизации опухолевого процесса. 

Другим преимуществом оптического анализа 
тканей является возможность обработки данных 
в реальном масштабе времени и корректировки 
параметров терапевтического процесса в соответ-
ствии с полученной информацией. Так, например, 
анализ концентрации и химического состояния ФС 
в процессе ФДТ дает возможность скорректировать 
интенсивность лазерного облучения. 

Однако измерение спектров флюоресценции или 
рассеяния живого объекта – сложная задача. Еще 
более сложно получить количественную информа-
цию, характеризующую состояние той ли иной био-
логической ткани. 

Основные требования к аппаратуре для ФД и ФДТ 
Обновление измеряемого спектра или флюо-

ресцентного изображения должно происходить в 
течение 0,5–1 с. В наших исследованиях обновле-
ние происходит за 100 мс. Этого времени хватает, 
чтобы избежать погрешности, связанной с сердеч-
ными импульсами, перистальтикой, дыханием или 
нервными импульсами. Скорость обработки резуль-
татов измерений осуществляется в режиме реаль-
ного времени, что дает возможность оценивать 
концентрацию ФС или степень оксигенации гемо-
глобина в исследуемых тканях и оперативно прини-
мать решение. Суммарно отведенное время на ФД 
желудка, легкого или иного полого органа не превы-
шает 1–2 минут. Время, отведенное на ФДТ, состав-
ляет 10–15 минут для полых органов и до одного 
часа и более для кожного покрова. Исходя из этого 
подбираются соответствующие плотности мощности 
облучения.

Точность биологических исследований обычно не 
очень высока и разброс по концентрациям ФС при 
одной и той же вводимой дозе разным пациентам 
может отличаться в полтора – два раза для одной и 
той же биологической ткани. Поэтому точность опре-
деления концентрации допускает разброс 20–30%. 
Ошибка определения степени оксигенации не 
должна превышать 8–10%. Во время терапии нерав-
номерность светового пятна по интенсивности не 
должна превышать 15–20%. Точность определения 
световой дозы, поглощенной биологической тканью, 
должна быть не хуже 20–30%.

Концентрация ФС, которая реализуется во время 
ФД и ФДТ, в среднем составляет от 0,1 до 10 мг на 
один килограмм веса пациента. В наших исследо-

ваниях мы добиваемся высокой чувствительности 
оборудования за счет использования специального 
волоконно-оптического устройства. По центральному 
волокну подается лазерное излучение мощностью 
10 мВт. Так как диаметр волокна составляет 200 
мкм, плотность мощности на выходе оптического 
волокна получается достаточно высокой (30 Вт/см2). 
При этом каких-либо болевых ощущений при кон-
такте с тканью не возникает. Эта мощность рассеи-
вается в основном в объеме 1–2 мм3 биологической 
ткани. Соответственно информацию о концентрации 
ФС в биологической ткани мы определяем из того 
же объема. Для определения степени оксигенации 
высокая чувствительность достигается за счет уве-
личения расстояния между оптическим волокном, 
являющимся источником излучения, и приемным 
волокном. Таким образом, количество центров, уча-
ствующих в поглощении рассеянного внутри ткани 
света, увеличивается.

Установка лазерная электронно-спектральная 
ЛЭСА-01- «БИОСПЕК»

Схема разработанной портативной спектроско-
пической системы представлена на рис. 2. Свет от 
лазерного источника 4 или лампы фокусируется на 
входной конец 6 Y-образного волоконно-оптического 
зонда 5. Излучение доставляется к исследуемому 
объекту на расстояние от нескольких сантиметров до 
полного контакта с тканью (в зависимости от харак-
тера рассматриваемой проблемы). Дистальный 
конец зонда 7 устроен таким образом, что его можно 
ввести в биопсийный канал обычного эндоскопа для 
исследования полых органов или в иглу для внутрит-
каневых исследований. Флюоресцентное излучение 
и рассеянный назад от ткани свет поступает в при-
емные волокна, которые окружают центральное 
волокно, служащее для доставки возбуждающего 
флюоресценцию лазерного излучения. Изменение 
расстояния между рабочей частью зонда и тканью от 
0 до 2 см и угла наклона от 0 до 30° не приводит к 
ошибке в определении концентрации ФС более чем 
на 10%, если препарат распределен равномерно по 
глубине ткани. В противном случае необходимо учи-
тывать неравномерность распределения, которая 
обычно связана с разной степенью накопления пре-
парата в слизистом и подслизистом слое органа. На 
выходном конце 8, который соединяется со спектро-
графом, волокна сформированы в ряд, чтобы увели-
чить световой поток, не теряя в разрешении. Перед 
входом в спектрограф установлен узкополосный 
светофильтр, снижающий интенсивность рассеян-
ного назад лазерного света. Это позволяет в одном 
масштабе анализировать спектры флюоресценции 
и рассеянного лазерного излучения. Такой подход 
позволяет нормализовать спектры и количественно 
оценивать концентрацию ФС в различных тканях, а 
также сравнивать результаты, полученные в разное 
время на разных приборах. 
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Спектрометр вместе с электронной схемой для 
сбора данных смонтирован на плате и выполнен 
в виде отдельного блока с USB выходом 2, 3. При-
нятый сигнал оцифровывается, передается в память 
компьютера 1 и изображается на дисплее в реальном 
масштабе времени. Такая система позволяет полу-
чать спектр диффузного отражения и флюоресценции 
с периодичностью 0,1 с, что достаточно для монито-
ринга в реальном масштабе времени. Специальное 
программное обеспечение, работающее в среде 
Windows, дает возможность многофункционального 
применения системы. В качестве источника возбуж-
дения флюоресценции были использованы различ-
ные лазеры, от ультрафиолетового до инфракрасного 
света. Однако лучшим для возбуждения флюорес-
ценции применяемых в клинике ФС по совокупности 
характеристик оказался гелий-неоновый лазер. Он 
имеет стабильную длину волны, не дает паразитного 
излучения в длинноволновой области спектра по 
сравнению с лазерными диодами, имеет бóльшую 
глубину проникновения в ткань по сравнению с лазе-
рами, работающими в видимом и УФ диапазоне. 
Кроме того, на квантовый выход флюо ресценции 
последних серьезное влияние оказывает изменение 

кровенаполненности исследуемого органа, что отри-
цательно сказывается на стабильности и достоверно-
сти результатов диагностики. 

Типичные спектры флюоресценции опухоли, 
содержащей ФС, показаны на рисунке 3. 

На рис. 3,а приведены спектры флюоресценции 
злокачественной опухоли желудка и нормальной 
ткани желудка через 3 часа после приема внутрь 
5-аминолевулиновой кислоты (5-АЛК) в дозе 5 мг/
кг. Необходимо отметить, что сама 5-АЛК не флюо-
ресцирует, но, попав в клетку, она запускает меха-
низм образования порфиринов, и в конечном итоге 
образуется гем. При этом здоровые клетки в боль-
шей мере справляются с избыточной концентрацией 
5-АЛК, чем больные. В результате опухолевые клетки 
накапливают в избытке один из промежуточных про-
дуктов синтеза гема– протопорфиринIX (ППIX), кото-
рый имеет интенсивную флюоресценцию и обладает 
достаточно сильным фотодинамическим эффектом. 
Спектр флуоресценции АЛК-индуцированного ПП 
IX отличается от спектра собственной флюоресцен-
ции смещением максимума интенсивности спектра 
в длинноволновую область.

На рис. 3,б представлены спектры опухоли щеки, 
где в качестве ФС использовался сульфированный фта-
лоцианин алюминия (фотосенс). Контраст накопления 
ФС (отношение концентрации ФС между опухолью и 
нормальной тканью), определенный из этих спектров, 
составлял 2,5. Фотосенс имеет высокий коэффициент 
экстинкции и квантовый выход флюоресценции, поэ-
тому вклад собственной флюоресценции ткани несу-
щественен по сравнению с вкладом ФС.

На рис. 3,в представлены спектры опухолевой 
и нормальной ткани при использовании ФС радахло-
рин. На длине волны 635 нм заметен лазерный пик. 
Нормировка на него позволяет проводить сравни-
тельный анализ спектров, исключая влияние флук-
туаций мощности лазерного излучения и геометрии 
выполнения измерений. После лазерного воздей-
ствия интенсивность флюоресценции падает за счет 
фотобличинга до уровня характеризуемого как соб-
ственная флюоресценция.

Контроль концентрации гемоглобина в различных 
формах 

С помощью системы ЛЭСА-01-»БИОСПЕК» можно 
проводить одновременный спектроскопический 
анализ биологических тканей по спектрам диффуз-
ного отражения и флюоресценции. Для этого она 
комплектуется перекрестной системой фильтров, 
спектрально разделяющей два источника излучения 
и три канала регистрации: спектра диффузного отра-
жения широкополосного излучения, интенсивности 
диффузно-отраженного лазерного излучения и спек-
тра флюоресценции. Поскольку в коротковолновом 
диапазоне биологические ткани характеризуются 
высоким поглощением, эта область видимого спек-
тра наилучшим образом подходит для определения 

Рис. 2. Схематическое устройство портативной системы 
для измерения спектров флюоресценции и отражения тканей 
in vivo методом локальной спектроскопии: 
1 – компьютер с программным обеспечением; 2 – спектро-
метр; 3 – кабель USB; 4 – лазерный источник He-Ne 
и источник на лазерных диодах или твердотельный лазер; 
5 – Y-образный волоконно-оптический зонд; 6 – вход; 
7 – рабочая часть; 8 – выход
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Рис. 3. Спектры флюоресценции опухолевой и нормальной ткани с фотосенсибилизаторами аласенс (а),  
фотосенс (б) и радахлорин (в)  
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содержания хромофоров в ткани. Преобладание 
рассеяния над поглощением в длинноволновом диа-
пазоне спектра позволяет использовать его для ана-
лиза структурных особенностей, а также наблюдать 
флюоресценцию экзогенных флюорофоров, не под-
вергшуюся поглощению гемоглобином. 

Для восстановления информации о составе био-
логической ткани была разработана модель интер-
претации регистрируемого сигнала, обеспечиваю-
щая разделение его на компоненты, обусловленные 
рассеянием и поглощением: 

 

где µ s – редуцированный коэффициент рассея-
ния, (см–1);

µ
a
 – коэффициент поглощения, (см–1); 

А, B
i
 – коэффициенты, зависящие от геометрии 

измерений.
Восстановленный таким образом спектр погло-

щения используется для вычисления концентрации 
гемоглобина в оксигенированной и редуцированной 
форме. Информация о рассеянии служит критерием 
оценки структурных изменений, происходящих в тка-
нях, а также используется для коррекции спектра 
флюоресценции.

В результате применения метода в клинических 
условиях в качестве инструмента интраопераци-
онной навигации [8] в целях определения границ 
мультиформной глиобластомы было сделано заклю-
чение о следующих закономерностях распределе-
ния исследуемых маркеров в тканях опухоли. Было 
показано возрастающее от центра к краю опухоли 
накопление ПП IX и последующий плавный спад при 
переходе от зоны инфильтрации к интактному мозгу. 
В результате анализа кровенаполнения и оксигена-
ции четыре рассматриваемых типа ткани были объ-
единены в две группы – центр и край опухоли, для 
которых было характерно повышение кровенаполне-

ния и одновременное понижение уровня оксигена-
ции при движении от края к центру опухоли. Также 
было показано, что рассеивающие свойства дости-
гают минимума на периферии опухоли, что делает 
этот критерий высокоинформативным при поиске 
границ опухоли.

Метод флюоресцентной спектроскопии с учетом 
рассеивающих свойств более чувствителен, чем метод 
видеофлюоресцентной визуализации при использова-
нии микроскопа Zeiss OPMI Pentero с 78 до 88%, спец-
ифичности – с 60 до 82%. Использование комбиниро-
ванного анализа позволило повысить чувствительность 
до 96% при неизменной специфичности.

Рис. 5. Пример спектральных зависимостей, регистрируемых интраоперационно, и вычисляемых по ним характеристик, полу-
ченных во время удаления глиобластомы при спектроскопическом контроле

Рис. 4. Внешний вид системы, реализующей метод комбини-
рованного спектроскопического анализа
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Установка лазерная для фотодинамической тера-
пии ЛФТ-630/675-01-»БИОСПЕК» 

Для проведения ФДТ и для изучения взаимо-
действия лазерного излучения с биологическими 
тканями нами была разработана серия терапевти-
ческих приборов на основе лазерных диодов. Регу-
лируемое мощное излучение лазерной установки 
может использоваться для ФДТ опухолей внутрипо-
лостной, внутритканевой и наружной локализации. 
Установка комплектуется набором волоконно-опти-
ческих средств доставки излучения в легкие, желу-
док, мочевой пузырь, молочную железу и другие 
органы. Длина волны излучения лазерной установки 
ЛФТ-675-01-»БИОСПЕК» оптимальна при проведении 
ФДТ с использованием препарата фотосенс (произ-
водства ФГУП «ГНЦ «НИОПИК»). Модификации уста-
новки могут быть использованы для проведения ФДТ 
с ФС хлоринового ряда. Лазерная установка ЛФТ-
630-01-»БИОСПЕК» используется для терапии с ФС 
на основе производных гематопорфирина, 5-АЛК 
(аласенс, производство ФГУП «ГНЦ «НИОПИК»). Мак-
симальная мощность излучения лазерной установки 
составляет 1.5–2.5 Вт на выходе оптического разъ-
ема. Установка позволяет контролировать мощность 
излучения, задавать время облучения. Доза облуче-
ния вычисляется автоматически. Установка разра-
ботана на основе лазерных диодов высокой надеж-
ности и большого ресурса, компактна, не требует 
водяного охлаждения и готова к работе сразу после 
включения.

Устройство светодиодное видеофлюоресцентное 
для проведения диагностики и фотодинамической 
терапии опухолей  УФФ-630/675-01-»БИОСПЕК»

Одной из проблем, стоящих перед разработчи-
ками анализаторов изображений во флюоресцент-
ном свете, является проблема равномерного осве-
щения биологической ткани. Поскольку поверхность 
органа или кожи имеет неровности и участки с высо-
ким коэффициентом отражения, при освещении 
поверхности параллельным пучком лазерного излу-
чения появляются тени и пятна блеска. Так как неко-
торое количество возбуждающего света попадает 
в систему регистрации, на картине флюоресцент-
ного изображения появляются темные и светлые 
участки, идентифицировать которые сложно. Чтобы 
избежать этого, авторами была разработана кони-
ческая система освещения с концентрацией света 
на поверхности объекта. Это позволило избавиться 
от теней и в большой степени от пятен блеска. Дру-
гой немаловажной проблемой является наличие у 
лазерных источников спекловой картины, что также 
затрудняет обработку изображений. Поэтому для 
анализа изображений поверхностных органов были 
выбраны в качестве источников света светодиоды, 
концентрирующие световой поток.

Авторами разработан прибор, который может при-
меняться не только для диагностики, но и для терапии. 

Он широко используется в клиниках для интраопера-
ционных ФД и ФДТ, а также для лечения различных 
кожных заболеваний (рис. 6). Устройство представ-
ляет собой мощный источник света (2000 мВт), кото-
рый может обеспечить плотность энергии оптического 
излучения до 100 мВт/см2. Длина волны излучения 
источника может быть 630 или 675 нм.

Прибор состоит из большого числа светодиодов, 
расположенных концентрическими кольцами на 
сферической поверхности, так что свет фокусируется 
в пятно диаметром около 8 см. В центре этой поверх-
ности располагаются ПЗС камера и дополнительные 
светодиоды ИК и/или УФ подсветки. При попадании 
красного света на ткань, где накопился ФС, проис-
ходит его возбуждение и он начинает люминесци-
ровать на длине волны флюоресценции. Далее изо-
бражение проходит через систему светофильтров и 
формируется объективом на ПЗС камере. Камера 
обладает необходимой чувствительностью (0,05 
люкс) для регистрации флюоресцентного света и 
получения изображения биологической ткани. Это 
изображение обрабатывается с помощью разрабо-
танного программного обеспечения и выводится на 
дисплей компьютера. По флюоресцентной картине 
можно определить места с наибольшей концентра-
цией ФС, следовательно, выявить местоположение 
опухоли и определить зоны возможного метастази-
рования. Устройство может использоваться не только 
для диагностики, но и для проведения терапии, так 
как оно обладает достаточной интенсивностью света 
для возбуждения фотохимических реакций.

В устройстве не применяются дорогостоящие 
лазерные источники и сложные оптоволоконные 
системы, поэтому его стоимость невысока. Приме-
нение светодиодов также существенно упрощает 
систему электропитания и систему охлаждения при-
бора, а также повышает его надежность.

Прибор используется при ФДТ с препаратом фото-
сенс, модификация его с длиной волны излучения 630 
нм – для препаратов на основе производных гемато-
порфирина, 5 АЛК (аласенс).

Видеофлюоресцентный мониторинг биологиче-
ских тканей

На основании полученного клинического опыта 
работы с устройством УФФ-630/675-01-»БИОСПЕК» 
нами была разработана аппаратура и метод, позволя-
ющие проводить видеофлюоресцентную диагностику 
предварительно фотосенсибилизированных тканей 
различной локализации. Система способна одновре-
менно выводить на экран два изображения: цветное 
и флюоресцентное. Она не имеет аналогов по этому 
критерию. В режиме мониторинга концентрация ФС 
определяется в цифровом виде в любой требуемой 
точке изображения. Возбуждение флюоресценции 
инициируется лазерной установкой ЛФТ-630/675-01-
»БИОСПЕК», а именно – лазерным источником света 
в ней с длиной волны 630 нм.
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На рис. 7 представлена схема системы. Она стро-
ится на основе светоделителя и двух камер. Высоко-
чувствительная черно-белая цифровая ПЗС камера 
формирует флюоресцентное диагностическое изо-
бражение, которое передается в персональный 
компьютер. Цветная навигационная камера служит 
для навигации внутри полого органа. Навигаци-
онная камера формирует цветное изображение с 
хорошей цветопередачей.

Лазерный офтальмологический аппарат для спек-
троскопической диагностики, ФД и ФДТ 

Спектроскопическая диагностика позволяет полу-
чать полезную информацию о состоянии тканей глаз-
ного дна [8, 9]. На основании данных о концентра-
ции гемоглобина и нейроглобина можно проводить 
раннюю диагностику глаукомы и других офтальмо-
логических заболеваний. Основным узлом системы 
является щелевая лампа. Дополнительно разработан 

Рис. 6. Схема видеофлуоресцентного анализатора: 
1 – устройство светодиодное видеофлуоресцентное УФФ-630/675-01-»БИОСПЕК»; 2 – ПЗС камера с системой фильтров; 
3 – светоизлучающие диоды; 4 – персональный компьютер или монитор; 5 – блок питания и управления; 6 – биологическая 
ткань; 7 – изображение биологической ткани

Рис. 7. Схема двухканальной лапароскопической видеосистемы флюоресцентного мониторинга 
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лазерный адаптер, позволяющий получать на глаз-
ном дне равномерное лазерное пятно управляемого 
размера (рис. 8).

В оптическую схему щелевой лампы также инте-
грирован двухканальный блок визуализации глазного 
дна в различных спектральных диапазонах.

Использование в качестве флюоресцентных мар-
керов веществ, обладающих фотосенсибилизирую-
щими свойствами, позволяет объединить процедуру 
диагностики и ФДТ. Принципиальным преимуществом 
системы является уникальная возможность оператив-
ного определения пространственного распределения 
ФС в тканях глазного дна. Такая информация служит 
объективными критериями для выбора правильного 
режима терапии.

Флюоресцентное или обратно отраженное излуче-
ние через объектив попадает на спектрометр ЛЭСА-
01-»БИОСПЕК». С помощью программного обеспе-
чения данного спектрометра на экране компьютера 
строится спектр, а также вычисляется интегральная 
мощность в нужном диапазоне. 

Для анализа спектрально-разрешенных видео-
изображений используется камера, позволяющая 
программно задавать время экспозиции и усиле-
ние сигнала. С помощью этой камеры и разрабо-
танного программного обеспечения можно полу-

чить концентрационную карту распределения ФС 
на глазном дне. 

Применение методик ФД и ФДТ в клинической 
практике 

Представленные варианты аппаратуры для ФД и 
ФДТ использованы для диагностики и лечения опухолей у 
нескольких тысяч пациентов в МНИОИ им. П.А. Герцена. 
ММА им. И.М. Сеченова, РОНЦ им. Н.Н. Блохина РАМН, 
в десятках медицинских центров, больниц, диспансе-
ров онкологического профиля. Аппаратура отличается 
надежностью, долгим сроком бесперебойной работы, 
соответствием заявленным характеристикам, что позво-
ляет достичь положительных результатов в ФД и ФДТ при 
различных заболеваниях, в том числе: опухолей органов 
головы и шеи; опухолей мозга; онкологических и макулоде-
генеративных заболеваний глаз; заболеваний пародонта; 
заболеваний кожи (акне, онкологические заболевания, 
псориаз, гнойные раны); онкологических заболеваний 
легких и плевры; онкологических заболеваний желудка, 
кишечника, печени; болезней женской репродуктивной 
системы (онкология и эндометриоз); заболеваний муж-
ской мочеполовой системы (онкологические заболева-
ния, заболевания простаты, мочевого пузыря).

Аппаратура выпускается на производственной 
базе ЗАО «БИОСПЕК».

Рис. 8. Лазерная офтальмологическая система
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The results of hardware and tool development in photodynamic therapy and fluorescence diagnostics performed by the Natural 
Research Center, A.M. Prokhorov General Physics Institute, Russian Academy of Sciences in collaboration with several research 
and medical institutes are presented. Physical and technical aspects of the problem are mentioned. We describe schemes and 
the principle of operation of devices which we use with our medical colleagues in clinical and experimental studies. Some results 
of clinical use of the developed devices and methods are presented.
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