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VISUALIZATION OF Nd3+-DOPED LaF3 NANOPARTICLES 
FOR NEAR INFRARED BIOIMAGING VIA UPCONVERSION 
LUMINESCENCE AT MULTIPHOTON EXCITATION 
MICROSCOPY
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ВИЗУАЛИЗАЦИЯ НАНОЧАСТИЦ LaF3, 
ДОПИРОВАННЫХ Nd3+, ДЛЯ БИОИМИДЖИНГА 
В БЛИЖНЕМ ИНФРАКРАСНОМ ДИАПАЗОНЕ 
ПО АП-КОНВЕРСИОННОЙ ЛЮМИНЕСЦЕНЦИИ 
ПРИ МИКРОСКОПИИ С МУЛЬТИФОТОННЫМ 
ВОЗБУЖДЕНИЕМ  

А.В. Рябова1, K. Keevend2, E. Tsolaki3, S. Bertazzo3, Д.В. Поминова1, И.Д. Романишкин1, 
П.В. Грачев1, В.И. Макаров1, И.А. Бурмистров4, А.С. Ванецев1,6, Е.О. Орловская1, 
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1Институт общей физики им. А.М. Прохорова РАН, Москва, Россия
2Swiss Federal Laboratories for Materials Science and Technology (Empa), Switzerland
3University College London (UCL), London, United Kingdom
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Abstract
Recent developments in the field of biophotonics facilitate the raise of interest to inorganic nanoparticles (NPs) doped with Nd3+ ions, because 
of their near-infrared (NIR) absorption. These NPs are interesting bioimaging probes for deep tissue visualization, while they can also act as local 
thermometers in biological tissues. Despite the good possibilities for visualization of NPs with Nd3+ ions in NIR spectral range, difficulties arise 
when studying the cellular uptake of these NPs using commercially available fluorescence microscopy systems, since the selection of suitable 
luminescence detectors is limited. However, Nd3+ ions are able to convert NIR radiation into visible light, showing upconversion properties. In 
this paper we found optimal parameters to excite upconversion luminescence of Nd3+:LaF3 NPs in living cells and to compare the distribution of 
the NPs inside the cell culture of human macrophages THP-1 obtained by two methods. Firstly, by detecting the upconversion luminescence of 
the NPs in VIS under NIR multiphoton excitation using laser scanning confocal microscopy and secondly, using transmission electron microscopy.

Keywords: Nd3+-doped nanoparticles, near-infrared, upconversion luminescence, multiphoton excitation, laser scanning confocal microscopy.

For citations: Ryabova A.V., Keevend K., Tsolaki E., Bertazzo S., Pominova D.V., Romanishkin I.D., Grachev P.V., Makarov V.I., Burmistrov I.A.,  
Vanetsev A.S., Orlovskaya E.O., Baranchikov A.E., Rähn M., Sildos I., Sammelselg V., Loschenov V.B., Orlovskii Yu.V. Visualization of Nd3+-doped LaF3 
nanoparticles for near infrared bioimaging via upconversion luminescence at multiphoton excitation microscopy, Biomedical Photonics, 2018,  
T. 7, No. 1, pp. 4–12.
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Visualization of Nd3+-doped LaF3 nanoparticles for near infrared bioimaging 
via upconversion luminescence at multiphoton excitation microscopy
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Introduction
Optical imaging plays an important role in biomedi-

cal research and clinical diagnosis. Obtaining optical 
images from the depth of biological tissue is a serious 
scientific task, since biotissue is heterogeneous and has 
a strong scattering and absorption by various compo-
nents. NIR spectral region (700-950 nm) is most suitable 
for excitation during in vivo visualization due to minimal 
absorption by biotissue.

In the last decade a lot of attention has been paid to 
the inorganic NPs containing rare-earth ions, as a prom-
ising class of nanomaterials for biophotonics. The advan-
tages of rare-earth ions as luminescent labels include 
narrow-band radiation, a large spectral shift between the 
excitation and emission wavelengths, which is charac-
teristic for the up- and down-conversion, long lumines-
cence lifetime, high photostability of materials and low 
toxicity, minimization of autofluorescence of biological 
tissues by time resolved fluorescence spectroscopy and 
the greatest penetration depth when NPs are excited in 
the NIR spectral range [1]. Rare-earth ions can be excited 
through multiple electronic states, and, due to internal 
conversion, can show luminescence bands in a wide 
range of UV, VIS, and IR including the second biologi-
cal window of optical transparency in short-wavelength 
infrared (SWIR) [2].

NPs doped with Nd3+ ions, are increasingly consid-
ered as an improvement for the upconversion system 
of ion pair, one of which is the sensitizer Yb3+, with the 
possibility of excitation by 800 nm [3-6]. The absorption 
cross section of Nd3+ at 808 nm is 1.2×10-19cm2, about ten 
times larger than that of Yb3+at 980 nm [7], which is con-
ducive to improve the efficiency of upconversion process 

Резюме
Последние разработки в области биофотоники способствуют повышению интереса к неорганическим наночастицам (НЧ), допиро-
ванным ионами Nd3+, из-за их поглощения в ближнем инфракрасном (БИК) спектральном диапазоне. Эти НЧ являются перспектив-
ными зондами для глубокой визуализации тканей, в то же время они могут служить локальными термометрами в биологических 
тканях. Несмотря на хорошие возможности визуализации НЧ с ионами Nd3+ в БИК спектральном диапазоне, при изучении внутрикле-
точного распределения этих НЧ с использованием коммерчески доступных флуоресцентных микроскопических систем возникают 
трудности из-за ограниченности выбора подходящих детекторов люминесценции. Однако, ионы Nd3+ способны преобразовывать 
БИК излучение в видимый свет, демонстрируя ап-конверсионные свойства. В этой работе мы определили оптимальные параметры 
для возбуждения ап-конверсионной люминесценции НЧ Nd3+: LaF3 в живых клетках и сравнили распределение НЧ внутри клеток 
культуры человеческих макрофагов THP-1, полученное двумя методами. Во-первых, путем регистрации ап-конверсионной люминес-
ценции НЧ в видимом диапазоне при многофотонном возбуждении в БИК диапазоне спектра с использованием лазерной сканирую-
щей конфокальной микроскопии и, во-вторых, с использованием просвечивающей электронной микроскопии.

Ключевые слова: наночастицы, допированные Nd3+, ближний инфракрасный спектральный диапазон, ап-конверсионная люминес-
ценция, мультифотонное возбуждение, лазерная сканирующая конфокальная микроскопия.

Для цитирования: Рябова А.В., Keevend K., Tsolaki E., Bertazzo S., Поминова Д.В., Романишкин И.Д., Грачев П.В., Макаров В.И.,  
Бурмистров И.А., Ванецев А.С., Орловская Е.О., Баранчиков А.Е., Rähn M., Sildos I., Sammelselg V., Лощенов В.Б., Орловский Ю.В. Визуали-
зация наночастиц LaF3, допированных Nd3+, для биоимиджинга в ближнем инфракрасном диапазоне по ап-конверсионной люминес-
ценции при микроскопии с мультифотонным возбуждением // Biomedical Photonics. – 2018. – Т. 7, № 1. – С. 4–12.

Контакты: Рябова А.В., e-mail: nastya.ryabova@gmail.com

through Nd-sensitizing [8]. Also, the Nd3+-containing 
NPs are perspective as bioimaging probes [9] and non-
invasive contactless fluorescence temperature sensors 
[10]. The water colloids of Nd3+:LaF3 NPs synthesized by 
hydrothermal microwave treatment have already shown 
themselves to be excellent fluorescent agents for bioim-
aging in the NIR spectral range [11].

Despite the good possibilities for visualization of 
NPs with Nd3+ ions in NIR spectral range, difficulties arise 
when studying the cell uptake of these NPs using the 
methods of common VIS fluorescent microscopy that 
are associated with the selection of suitable detectors of 
luminescence [12-14]. Fortunately, the materials doped 
with Nd3+ ions can convert NIR radiation into VIS, while 
Nd3+ ions can simultaneously act as both sensitizers and 
activators of upconversion. In this case, the probability 
of emission in VIS is higher at high pump densities, when 
high-energy levels of most of the Nd3+ ions in one NP are 
populated [15].

The present work demonstrates the visualization of 
the intracellular distribution of Nd3+:LaF3NPs by laser 
scanning confocal microscopy with multiphoton excita-
tion in the NIR spectral range by pumping into the 4F5/2, 
2H9/2 (795 nm) and 4F7/2, 2S3/2 (738 nm) levels of Nd3+ and 
detection of two-photon and three-photon upconver-
sion luminescence in the VIS range.

Materials and methods
Synthesis of Nd3+-doped lanthanum trifluoride NPs
We use water based hydrothermal microwave treat-

ment (HTMW) synthetic approaches to crystalline 4% 
Nd3+:LaF3 NPs. NPs with such Nd3+ doping concentration 
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is selected as having the highest NIR luminescence bright-
ness. For the synthesis of LaF3 NPs doped with 4% Nd3+ 
ions, 0.48 mM La(NO3)3·6H2O and 0.02 mM Nd(NO3)3·5H2O 
were dissolved in 15 ml deionized water (dH2O). The 
solution of rare-earth salts was added dropwise to the 
5 mM NH4F solution in 25 ml dH2O under vigorous stir-
ring. To improve the dispersibility of the obtained NPs,  
1 g of biocompatible surfactant polyvinylpyrrolidone 
(PVP, average Mw ~55000, Aldrich) was added to the solu-
tions. The surfactant was added to the rare-earth nitrates 
solutions before precipitation. The freshly precipitated gel 
was diluted with 10 ml dH2O and left stirring for 15 min. 
The solution was transferred into a 100 ml Teflon auto-
clave and placed under microwave irradiation for 2 hours 
at 200°C using a microwave digestion laboratory device 
Speedwave Four (2.45 GHz, 1 kW maximum output power, 
Berghof, Germany). The resulting solution was cooled, 
centrifuged using a Heraeus Multifuge X1 (Thermo Fisher 
Scientific, USA) and washed several times with dH2O. The 
resulting powder was redispersed in dH2O.

Characterization of Nd3+:LaF3 NPs
The X-Ray Diffraction (XRD) analysis of the Nd3+:LaF3 

NPs synthesized using HTMW treatment was performed 
as earlier [16]. The NPs demonstrate pure and highly crys-
talline LaF3 phase.

The morphology of the Nd3+:LaF3NPs was studied by 
means of high-resolution transmission electron micros-
copy (HR TEM) using the Titan 200 instrument (FEI, USA) 
with a field emission gun operating at 200 kV. The sample 
was prepared by dropping NPs colloidal solution onto a 
formvar or holey carbon coated copper (grid 3 mm in 
diameter) followed by the evaporation of the solvent.

Hydrodynamic sizes of Nd3+:LaF3 NPs in dH2O were 
determined by multiangle spectrometer of dynamic 
light scattering Photocor Complex (Photocor, Russia). 
ζ-potential measurements were determined using a Zeta-
sizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) analyzer in dH2O 
at 25 °C. All measurements were performed in triplicate.

The absorption spectra of Nd3+:LaF3NPs were recorded 
on a spectrophotometer U-3400 (Hitachi, Japan).

Confocal microscopy
Intracellular Nd3+:LaF3NPs distribution was studied 

using human monocytic cell line derived from an acute 
monocytic leukaemia patient (THP-1). THP-1 cells were 
cultured in Roswell Park Memorial Institute Medium 
(RPMI-1640) containing 10% fetal bovine serum (FBS) at 
37°C in 5% CO2. Cells were sub-cultured every seventh 
day. For confocal microscopy experiments, monocytic 
cells were differentiated into macrophage-like cells using 
Concanavalin A (ConA). Cells were seeded at a density of 
100 000 cells/cm2 on glass bottom dishes with cell culture 
medium containing 30 µg/ml ConA for three days. Dur-
ing this time, cells attach to the glass bottom and develop 

macrophage-like morphology. Next, macrophages were 
incubated with Nd3+:LaF3 NPs (100 µg for 500 000 cells) for 
2÷72 hours.

For microscopy the cells were finally washed twice 
with pre-warmed phosphate buffered saline (PBS). For 
visualization of lysosomes the washed cells were incu-
bated in PBS with 50 nM LysoTracker Green DND-26 (Mole-
cular Probes®) during 20 min at 37°C in 5% CO2. The nuclei 
were stained in PBS with 2 nM Hoechst 33342 (Molecu-
lar Probes®) during 10 min at 37°C in 5% CO2. To acquire 
images a laser scanning microscope LSM- 710-NLO (Zeiss, 
Germany) was used. The 63× oil Plan-Apochromat objec-
tive with numerical aperture (NA) of 1.4 was used.

The upconversion luminescence of Nd3+:LaF3 NPs 
were excited with a pulse femtosecond Chameleon 
Ultra II laser system (Coherent, USA), tunable in the 690÷ 
1060 nm range, 80 MHz pulse laser, 140 fs pulse width.

The power density produced by the scanning laser 
beam emerging from the objective lens in the object 
plane was calculated as follows. The size of this focusing 
laser spot, assuming uniform illumination, is a function 
of the excitation wavelength (λexc) and the parameter NA 
of the objective:

Sspotsize = 1.22λexcΙ N A

Thus, for a wavelength of 738 nm and a 63xOil objec-
tive with aperture NA = 1.4, the spot size was ~640 nm, 
for a wavelength of 795 nm ~690 nm. Accordingly, for 
the 1% laser power or 1 mW measured at the output of 
the objective with the LabMax-TO laser power meter 
(Coherent, USA) the power densities are 0.313 MW/cm2 
(for 738 nm laser) and 0.263 MW/cm2 (for 795 nm laser). 
The dose of laser radiation with a single scan at speed 
2.55 μs/pix was 0.80 J/cm2 for 738 nm laser and 0.67 J/cm2 
for 795 nm laser, respectively.

The luminescence emission was detected by the 32 
channel GaAsP detector in VIS spectral range 400÷750 nm. 
To discriminate between Nd3+ upconversion lumines-
cence and fluorescence of LysoTrackerGreen DND-26 or 
Hoechst 33342, “Online Fingerprint” mode was used. For 
this purpose, the upconversion luminescence spectra of 
the Nd3+:LaF3 NPs and fluorescence of LysoTrackerGreen 
DND-26 or Hoechst 33342 at the same two photon excita-
tion were detected beforehand. As fluorescence of Lyso-
TrackerGreen DND-26 or Hoechst 33342 has gently slop-
ing broad line in the range 400-600 nm, and upconversion 
luminescence Nd3+ ions has characteristic comb of narrow 
peaks, then the total fluorescence corresponding to each 
pixel can be decomposed into the components [17].

The Nd3+:LaF3 NPs upconversion luminescence 
intensity dependence from pump power

The Nd3+:LaF3 NPs upconversion luminescence inten-
sity dependence in VIS spectral range 400÷750 nm 
on 140 fs pulse width 80 MHz pulse laser pump power  
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varying in 0.1÷5.5 MW/cm2 at 738 and 795 nm wave-
lengths was measured using 32 channel GaAsP photo-
multiplier detector in LSM-710-NLO. The obtained spec-
tral images were used to plot the intensity dependences 
of the upconversion luminescence for individual Nd3+ 
electronic transitions.

Transmission electron microscopy (TEM)
For TEM experiments, THP-1 cells were differentiated 

into macrophage-like cells using phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA). The cells were seeded at a density of 
50 000 cells/cm2 in cell culture medium in the presents of 
PMA at final concentration of 200 nM for differentiation 
for three days. After differentiation, macrophages were 
incubated with Nd3+:LaF3 NPs (100 µg for 100 000 cells) 
for 48 hours.

Cells were then gently washed with pre-warmed PBS, 
trypsinized for 5 min at 37°C in 5% CO2 and fixed with 4% 
methanol-free paraformaldehyde (PFA) overnight in the 
fridge to produce pellets. Then the pellets were washed 
three times with double distilled water (ddH2O) and 0.1 
M cacodylate buffer. For TEM contrast, the pellets were 
stained with 2% osmium tetroxide (OsO4) and 1.5% potas-
sium ferricyanide for 1 hour. Next, the pellets were washed 
with ddH2O and gradually dehydrated using an ethanol 
gradient (20%, 40%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100% 
(3x)) for 5 min. The pellets were embedded to epoxy resin 
(EPON 812) according to procedures described in the man-
ufacturer’s protocol. Resin blocks were cured in the oven 
for 72 hours, trimmed with a razor blade and sectioned in 
100 nm sections using an ultramicrotome. Acquired thin 
sections were imaged using JEOL 2000FX at 80 kV.

Results and discussion
Nd3+-doped LaF3 nanoparticles are synthesized via 

microwave assisted hydrothermal reaction. HR TEM 
results show that synthesized Nd3+:LaF3NPs are crystal-
line with elongated or hexagonal form and a size around 
15 to 20 nm (Inset on the Fig. 2). The hydrodynamic size of 
the particles in colloid is amounted to be 70 nm. The col-
loidal solution remains stable more than 6 months with-
out noticeable precipitation, because of PVP envelope 
for each NP. The ζ-potential of these NPs was 13.7±0.9 mV, 
which is similar to the results obtained for other PVP-
functionalized nanoparticles.

The energy level scheme for the trivalent neodymium 
ions in a Nd3+ LaF3crystal is plotted on the base of litera-
ture data (Fig. 1) [18, 19].

The absorption spectra, NIR luminescence spectra of 
the Nd3+:LaF3 NPs aqueous colloidal solution, obtained 
by excitation with 800 nm wavelength at 1 W/cm2 of con-
tinuous wave (CW) laser, and upconversion luminescence 
obtained with 738 nm and 795 nm wavelengths of fem-
tosecond laser, at 1 MW/cm2 average power density are 
presented in Fig. 2.

At both types of excitation, 738 nm and 795 nm, the 
upconversion luminescence has almost equal inten-
sity and shows different spectral bands of Nd3+ (Fig. 2). 
The laser excitation at 795 nm induces the 4I9/2→

2H9/2, 
4F5/2 transition of Nd3+ ions, followed by nonradiative 
relaxation to the 4F3/2 metastable state. The laser exci-
tation at 738 nm induces the 4I9/2→

4F7/2, 2S3/2 transition 
of Nd3+ ions, followed by nonradiative relaxation to 
the 4F3/2 metastable state. At a sufficient power density, 
the next photon induced absorption transition from 
the excited 4F3/2 state (exited state absorption process, 
ESA). In addition, there is a resonance cross-relaxation  
(4F3/2→

4I15/2; 4I9/2→
4I15/2) transitions from this state, but it 

is not involved in the upconversion. Thus, the 2P1∕2 level 
is excited, followed by nonradiative relaxation to the 
4G7∕2, 2K13/2 metastable state and then to the 4G5/2 state. 
When the third photon is absorbed, the levels higher 
than 2P3/2 are populated (Fig. 1).

The upconversion luminescence intensity Ivis in the 
VIS spectral range depends on the pumping power 
Ip as Ivis ∞ Ip

n  where n is the number of NIR photons 
which are absorbed for emission of one photon in the 
VIS range [20].

However, in practice, deviations from this depen-
dence can be observed. The slope of the dependence 

Fig. 1. The energy level diagram of Nd3+ ions in the LaF3 host matrix
Рис. 1. Диаграмма уровней энергии иона Nd3+ в допирующей 
матрице LaF3
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of the upconversion luminescence intensity on the 
pump power is determined by the competition between 
relaxation processes and upconversion during the 
population of excited states of the acceptor. The slope 
depends on energy transfer to impurity ions, energy 
migration among donor ions, the inhomogeneous dis-
tribution of doping ions in the matrix, and temperature 
[21]. In our experiments, the dependence of the intensity 
of the transition 2P3∕2→

4I13∕2 and 4D3∕2→
4I15∕2 (420÷460 nm), 

2P1∕2→
4I13∕2 and 4G7∕2, 2K13/2→

4I9∕2 (500÷550 nm), 4G5/2→
4I9/2 

and 4G7∕2, 2K13/2→
4I11∕2 (560÷600 nm), 4D3∕2→

4F3∕2 and 
4G7∕2, 2K13/2→

4I13∕2 (620÷660 nm) on the incident pump 
power (in the range 0.5÷2 MW/cm2) gives values of 1.5, 
1.5, 1.3 and 1.5 for n, respectively, which indicate two-
photon upconversion processes (Fig. 3).

The exponent n, if smaller than unity, is related to 
deactivation processes. The upconversion efficiency for 
studied NPs is far from ideal, but using a pulsed laser for 
excitation makes it possible to produce images without 
visible cell structures damage. Similar orders of power 
density (35 kW/cm2 ÷ 3.6 MW/cm2) of CW 730 nm laser 
was used to obtain two-photon, three-photon image and 
four-photon image of Nd3+-doped NPs [15]. Fast scan-
ning speeds can cause artifacts in fluorescence imaging 
because of long lifetimes from Nd3+ NPs. The authors of 
this article noted the streaking artifacts at the scan speed 
more than 100 μs/pixel. We use scan speed 2.55 μs/pixel 
to reduce the laser heating effects on cells, and at such 
scan speed the streaking effect was not observed.

The images in the Fig. 4 are obtained at the simul-
taneous excitation of the LysoTrackerGreen DND-26 or 
Hoechst 33342 and Nd3+:LaF3 NPs by laser 795 nm with a 
power density 1 MW/cm2. 

Confocal microscopy indicates cellular uptake of 
Nd3+:LaF3 NPs. After incubation of live cells with NPs, it 
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Fig. 2. Nd3+:LaF3NPs spectra: absorption, upconversion luminescence at fs pulsed excitation 738 nm and 795 nm, NIR luminescence at 
excitation 800 nm; on the inset is HRTEM image of Nd3+:LaF3 NPs
Рис. 2. Спектры НЧ Nd3+:LaF3: поглощение, ап-конверсионная люминесценция при фемтосекундном импульсном возбуждении 
738 нм и 795 нм, БИК люминесценция при возбуждении 800 нм; на вставке – высокоразрешающая просвечивающая 
электронная микроскопия НЧ Nd3+:LaF3

Fig. 3. The pumping power dependence of Nd3+:LaF
3
 NPs upcon-

version luminescence intensity under 795 nm excitation
Рис. 3. Зависимость интенсивности ап-конверсионной 
люминесценции НЧ Nd3+:LaF

3
 от плотности мощности накачки 

при возбуждении 795 нм
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Fig. 4. Confocal fluorescent images of intracellular distribution of Nd3+:LaF
3
 NPs on THP-1 cells acquired at excitation wavelengths of 

795 nm by separation into individual channels after linear unmixing of spectral image (on the images a, b, c and d the lysosomes are 
additionally stained, on the images e, f, g and h the nuclei are additionally stained):

a – deconvoluted from the spectral image signal of upconversion luminescence from the Nd3+:LaF
3
 NPs;

b – deconvoluted from the spectral image signal from lysosomes stained with LysoTrackerGreen DND-26;
c – bright-field micrographs of the cell taken under visible light;
d – superimposing of a, b and c images;
e – deconvoluted from the spectral image signal of upconversion luminescence from the Nd3+:LaF

3
 NPs;

f – deconvoluted from the spectral image signal from nuclei stained with Hoechst 3334;
g – bright-field micrographs of the cell taken under visible light;
h – superimposing of e, f and g images

Рис. 4. Конфокальное флуоресцентное изображение внутриклеточного распределения НЧ Nd3+:LaF
3
 в клетках THP-1, получен-

ное при возбуждении 795 нм путем разделения на отдельные каналы после линейного разложения спектрального изображе-
ния (на изображениях a, b, c и d – клетки дополнительно окрашены на лизосомы; на изображениях e, f, g и h – клетки дополни-
тельно окрашены на ядра):

a – сигнал ап-конверсионной люминесценции НЧ Nd3+:LaF
3
, выделенный из спектрального изображения;

b – выделенный из спектрального изображения сигнал лизосомального красителя LysoTrackerGreen DND-26; 
c – изображение клеток в проходящем свете;
d – наложение изображений a, b и c;
e – сигнал ап-конверсионной люминесценции НЧ Nd3+:LaF

3
, выделенный из спектрального изображения;

f – выделенный из спектрального изображения сигнал ядерного красителя Hoechst 3334;
g – изображение клеток в проходящем свете;
h – наложение изображений e, f и g 
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is confirmed that NPs are located inside the cells. The 
fluorescence obtained from NPs coincides quite well 
with the signal from the stained lysosomes. However, it 
is also seen that some NPs are attached to the inner and 
outer membranes. Also, some of the bigger aggregates, 
not associated with the uptake, are visible. From the con-
focal microscopy images it is obvious that the Nd3+:LaF3 
NPs are located in macrophage-like THP-1 cells closer to 
the cytoplasm membrane, but also occur throughout the 
cytoplasm. In the cytoplasm, NPs formed clusters, fea-
sibly, are occur in small spherical endosome-like organ-
elles, but not all organelles containing NPs are stained as 

lysosomes. Some of the NPs are attached to the surface 
of the cells from the outside, and in addition, the NPs 
aggregates at the bottom of the Petri dish can be seen. 
Perhaps such a distribution of NPs is associated with their 
positive surface charge.

A more detailed Nd3+:LaF3 NPs distribution within 
the THP-1 cell can be seen on the TEM image (Fig. 5). The 
images clearly indicate uptake of NPs into vesicles and their 
aggregation in the live cells. On the right image on the Fig. 
5 protrusion of the plasma membrane for phagocytosis is 
observed. TEM indicate the presence of NPs in the endo-
somes and on the plasma membrane outside the cell. 
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Cellular uptake of NPs is strongly dependent on their 
surface charge. It has been shown that positively charged 
NPs are more permeable for cells [22]. Studied PVP envel-
oped Nd3+:LaF3 NPs show a small positive charge. In gen-
eral, hydrophilic sodium fluoride-based NPs doped with 
lanthanide ions have very low toxicity to granulocytes 
from the phagocytosis point of view [23]. Their uptake 
by macrophage-like cells THP-1 was observed from two 
hours to three days.

Conclusion
Accumulation of Nd3+:LaF3 NPs in living cells was 

demonstrated by detecting upconversion luminescence 
with laser scanning confocal microscopy. Despite the low 
quantum yields of the VIS upconversion luminescence 
for the Nd3+:LaF3 NPs in aqueous colloidal solutions, 

when pulse excitation is used, it is possible to reliably 
record the VIS signal of Nd3+:LaF3 NPs upconversion lumi-
nescence at 1 MW/cm2 power density, still not destroying 
the cells. The excitation at 738 nm, induces the 4I9/2→

4F7/2, 
2S3/2 transition of Nd3+ ions and 795 nm, induces the 
4I9/2→

2H9/2, gives almost equal the upconversion lumines-
cence intensity from the Nd3+ bands.
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Fig. 5. TEM images of differentiated THP-1 cells after being exposed to Nd3+:LaF
3
 NPs for 

48 hour: white letter N mark nuclei, red arrows indicate NPs
Рис. 5. Просвечивающая электронная микроскопия дифференцированных клеток 
THP-1 после инкубации с НЧ Nd3+:LaF

3
 в течение 48 ч: ядра отмечены белыми буквами 

N, НЧ указаны красными стрелками
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Флуоресцентная диагностика злокачественных новообразований кожи с фотосенсибилизаторами хлоринового ряда

ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ ДИАГНОСТИКА  
ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИЙ КОЖИ 
С ФОТОСЕНСИБИЛИЗАТОРАМИ ХЛОРИНОВОГО РЯДА

Е.В. Ярославцева-Исаева, М.А. Каплан, В.Н. Капинус, И.С. Спиченкова, Н.И. Сокол
Национальный медицинский исследовательский радиологический центр Минздрава России, 
Москва, Россия

Резюме
В статье показаны возможности флуоресцентной диагностики злокачественных новообразований кожи с фотосенсибилизаторами (ФС) 
хлоринового ряда фотолон и фотодитазин. Изучены закономерности накопления фотосенсибилизатора по данным локальной флуорес-
центной спектроскопии в зависимости от фотосенсибилизатора и его дозы, клинической картины и гистологической формы злокаче-
ственного новообразования кожи. Показано, что уровень и селективность накопления ФС в опухолевом очаге зависит от дозы фотосен-
сибилизатора. Так, в исследованиях, включавших 10 пациентов с базальноклеточным раком кожи, после введения фотодитазина в дозе 
менее 1 мг/кг флуоресцентная контрастность «опухоль/здоровая ткань» варьировала в пределах 1,3-9,5 и в среднем составила 2,8±0,3; 
у пациентов, которым фотодитазин вводили в дозе от 1 до 1,9 мг/кг, флуоресцентная контрастность варьировала в пределах 1,4-5 и в 
среднем составила 2,9±0,4. В исследованиях, включавших 127 пациентов, после введения фотолона в дозе 0,7-1 мг/кг среднее значение 
интенсивности флуоресценции в неизмененной коже составило 6,9±0,3 усл.ед. (мин. 4,6, макс. 12,2), в дозе 1,1-1,4 мг/кг – 8,0±0,3 усл. ед. 
(мин. 4,6, макс. 12,5), в дозе 1,5-2 мг/кг – 9,9±0,7 усл. ед. (мин. 5,7, макс. 20,3). Также показано, что интенсивность флуоресценции в злокаче-
ственном новообразовании кожи при одинаковой дозе фотолона зависит от его клинической формы и гистологической структуры. Так, 
через 3 ч после введения фотолона в дозе 1,3 мг/кг флуоресцентная контрастность в поверхностной форме рака кожи в среднем соста-
вила 2,7±0,5, в узловой – 2,3±0,2, в эрозивно-язвенной – 3,6±0,3. У пациентов с узловой формой плоскоклеточного рака кожи флуорес-
центная контрастность после введения фотолона в дозе 1,3 мг/кг была достоверно (p<0,05) выше (в среднем 2,8±0,2), чем при узловой 
форме базальноклеточного рака кожи после введения фотолона в той же дозе (в среднем 2,1±0,2).

Ключевые слова: фотодинамическая терапия, фотолон, фотодитазин, флуоресцентная визуализация, локальная флуоресцентная спек-
троскопия, злокачественные новообразования кожи.
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FLUORESCENT DIAGNOSTICS OF MALIGNANT SKIN 
TUMORS WITH CHLORIN SERIES PHOTOSENSITIZERS 

Yaroslavtseva-Isaeva E.V., Kaplan M.A., Kapinus V.N., Spichencova I.S., Sokol N.I.
National Medical Research Radiological Centre of the Ministry of Health 
of the Russian Federation, Moscow, Russia

Abstract
The article shows possibilities in fluorescence imaging of malignant skin tumors with chlorin series photosensitizers (PS) photolon and foto-
ditazin. The regularities of photosensitizer accumulation from the data of local fluorescence spectroscopy depending on the PS and its dose, 
the clinical picture and the histological form of the malignant skin neoplasm is investigated. It is shown that the level and selectivity of PS 
accumulation in the tumor focus depends on the PS dose. In studies on 10 patients with basal cell skin cancer after the introduction of fotodi-
tazin at a dose less than 1 mg/kg, fluorescent contrast between tumor and healthy tissue varied between 1.3 and 9.5, the average was 2.8±0.3; 
for patients who had the administered fotoditazin dose of 1 mg/kg, fluorescent contrast was 2.9±0.4, varying from 1.4 to 5. In a study with 
127 patients after the introduction of photolon in the dose of 0.7-1 mg/kg, the average value of the fluorescence intensity in relative units in 
the intact skin was 6.9±0.3 (min 4.6, max 12.2), at a dose of 1.1 to 1.4 mg/kg – 8.0±0.3 (min 4.6, max 12.5), at a dose of 1.5-2 mg/kg – 9.9±0.7 
(min 5.7, max 20.3). It is also shown that fluorescence intensity of malignant neoplasm of the skin with the same dose of the photosensitizer 
depends on the neoplasm’s clinical and histological forms. So, 3 hours after the introduction of photolon at a dose of 1.3 mg/kg the average 
fluorescent contrast in the surface type of skin cancer was 2.7±0.5, in the nodal form – 2.3±0.2, in erosive-ulcerative form – 3.6±0.3. In patients 
with nodular form of squamous skin cancer after the introduction of photolon at a dose of 1.3 mg/kg fluorescent contrast was significantly 



BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 7, № 1/2018

О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е
 С

ТА
ТЬ

И

14

Е.В. Ярославцева-Исаева, М.А. Каплан, В.Н. Капинус, И.С. Спиченкова, Н.И. Сокол
Флуоресцентная диагностика злокачественных новообразований кожи с фотосенсибилизаторами хлоринового ряда

Введение
Флуоресценция – свечение веществ (флуорофоров), 

возникающее вследствие воздействия светом опреде-
ленной длины волны и быстро в течение 10-9-10-8 с зату-
хающее после прекращения облучения. При этом веще-
ства испускают лучи другой длины волны, чем та, кото-
рая вызывает свечение. Спектр флуоресценции сдвинут 
относительно спектра поглощения в сторону длинных 
волн. Это явление получило название «Стоксов сдвиг». 
Впервые флуоресценцию соединений хинина наблюдал 
физик G.G. Stokes в 1852 г. Термин «флуоресценция» про-
исходит от названия минерала флуорит, у которого она 
впервые была обнаружена, и лат. -escent – суффикс, озна-
чающий слабое действие. К флуоресценции способны 
многие органические вещества. Наиболее известными 
являются хинин (голубая флуоресценция при возбуж-
дении ультрафиолетовым излучением), родамины 
(родамин 6G, родамин B) – красно-оранжевое свечение, 
флуоресцеин – зеленое свечение, эозин, акридиновые 
красители (акридиновый оранжевый, акридиновый 
желтый) и многие другие [1,2]. Каждый флуорофор 
имеет индивидуальный спектр поглощения и флуорес-
ценции и может быть эндогенным или экзогенным. В 
зависимости от происхождения изучаемого флуоро-
фора флуоресцентную диагностику разделяют на следу-
ющие направления: аутофлуоресценция – флуоресцен-
ция эндогенных флуорофоров (коллаген, эластин, фла-
вин, порфирины и их производные, триптофан, HADH и 
др.), для регистрации аутофлуоресценции и измерения 
ее характеристик необходима высокочувствительная 
аппаратура, диагностически значимыми признаками 
могут быть как повышение, так и снижение уровня флу-
оресценции в зависимости от изучаемого флуорофора 
[3-5]; индуцированная флуоресценция – канадские уче-
ные (Kennedy et al., 1990) обнаружили, что можно искус-
ственно усилить накопление протопорфиринов в ткани 
путем введения предшественника – 5-аминолевулино-
вой кислоты (5-АЛК), это открытие стало толчком для 
развития флуоресцентной диагностики новообразова-
ний на основе 5-АЛК-индуцированной флуоресценции, 
и сегодня именно эта методика наиболее распростра-
нена в онкологии [6-13]; анализ флуоресценции экзо-
генных флуорофоров (фотосенсибилизаторов). 

В настоящее время для лечения различных зло-
качественных новообразований с успехом применя-
ется фотодинамическая терапия (ФДТ).	

higher (p<0.05) (average of 2.8±0.2) than in the nodular form of basal cell carcinoma after the introduction of photolon at the same dose 
(average of 2.1±0.2).

Key words: photodynamic therapy, photolon, fotoditazin, fluorescence imaging, fluorescence spectroscopy, malignant neoplasms of the skin.

For citations: Yaroslavtseva-Isaeva E.V., Kaplan M.A., Kapinus V.N., Spichencova I.S., Sokol N.I. Fluorescent diagnostics of malignant skin tumors 
with photosensitizers chlorin number, Biomedical Photonics, 2018, T. 7, No. 1, pp. 13–20 (in Russian).
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Метод ФДТ выгодно отличается от традиционной 
противоопухолевой лучевой и лекарственной тера-
пии высокой избирательностью поражения опухоле-
вой ткани, отсутствием тяжелых местных и системных 
осложнений лечения, возможностью повторения 
лечебной процедуры. Достоинством метода является 
возможность сочетания в одной процедуре лечения 
и флуоресцентной диагностики. В последние годы 
при проведении ФДТ широко применяют фотосен-
сибилизаторы (ФС) хлоринового ряда. Хлорины по 
химическому строению относятся к гидратирован-
ным порфиринам, у которых двойная связь пирроль-
ного кольца восстановлена до одинарной. Одним из 
главных отличительных признаков хлоринов явля-
ется наличие в спектре поглощения выраженного 
пика в длинноволновой части спектра (640-700 нм). 
Природным хлорином является хлорофилл, но его 
сложно использовать в качестве ФС из-за низкой 
устойчивости. Поэтому в клинической практике для 
диагностики и ФДТ используют его производное – 
хлорин е6. Спектр поглощения хлорина е6 характе-
ризуется наличием пика на 400 нм и трех-четырех 
менее выраженных пиков в диапазоне 500-670 нм. 
Максимум его флуоресценции соответствует длине 
волны 670 нм.

Для флуоресцентной диагностики с ФС хлорино-
вого ряда применяют две методики: визуализацию 
(использование цифровых камер) и локальную флу-
оресцентную спектроскопию (использование точеч-
ных регистраторов). Возможности флуоресцентной 
визуализации: определение границ опухоли, кон-
троль за процессом ФДТ, выявление скрытых очагов 
патологического процесса. Эффективность ФДТ зло-
качественных новообразований зависит от несколь-
ких факторов, в том числе от характера предыдущего 
лечения, дозы лазерного облучения и количества 
ФС в опухолевой ткани. Определение количества 
ФС в опухолевой ткани является важным фактором 
для планирования дозы лазерного облучения. Един-
ственной клинической методикой для определения 
количества ФС в опухолевом очаге является локаль-
ная флуоресцентная спектроскопия.

Целью исследования являлась демонстрация воз-
можностей флуоресцентной визуализации и изуче-
ние закономерности накопления ФС хлоринового 
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ряда в злокачественных новообразованиях кожи по 
данным локальной флуоресцентной спектроскопии.

Материалы и методы
В работе применяли ФС хлоринового ряда фото-

лон (РУП «Белмедпрепараты», Республика Беларусь, 
регистрационное удостоверение П N015948/01 от 
30.11.2012) и фотодитазин (ООО «ВЕТА-ГРАНД», Рос-
сия, регистрационное удостоверение №ЛС 001246 от 
18.05.2012), которые вводили внутривенно капельно 
перед проведением сеанса облучения больным зло-
качественными новообразованиями кожи.

В исследование было включено 137 пациентов: 
10 пациентам вводили препарат фотодитазин, 127 – 
фотолон. Все пациенты давали добровольное инфор-
мированное согласие на проведение диагностики и 
терапии. Распределение пациентов по гистологиче-
ской форме новообразования представлено в табл.

Фотодитазин вводили пациентам в дозах 0,6- 
1,9 мг/кг, после чего оценивали уровень накопления 
ФС (по данным локальной флуоресцентной спектро-
скопии) в опухолевом очаге и в неизмененной коже 
тыльной поверхности кисти и определяли флуорес-
центную контрастность «опухолевая/здоровая ткань».

Фотолон вводили 30 пациентам в дозах 0,7-1,0 мг/кг, 
69 пациентам – в дозах 1,1-1,4 мг/кг (из них 62 пациен-
там – в дозе 1,3 мг/кг), 28 пациентам – в дозах 1,5-2,0 мг/кг.  
У всех пациентов после введения фотолона оцени-
вали уровень накопления ФС (по данным локальной 
флуоресцентной спектроскопии) в опухолевом очаге 
и в неизмененной коже тыльной поверхности кисти. У 
62 пациентов с одинаковой дозой фотолона (1,3 мг/кг) 
оценивали зависимость флуоресцентной контраст-

ности «опухолевая/здоровая ткань» от клинической 
формы злокачественного новообразования кожи 
(поверхностная (n=14), эрозивно-язвенная (n=14) и 
узловая (n=34). Из них у 34 пациентов с одинаковой 
дозой фотолона (1,3 мг/кг) и одинаковой клинической 
формой рака кожи (узловой) дополнительно оцени-
вали зависимость флуоресцентной контрастности 
«опухолевая/здоровая ткань» от гистологической 
формы (плоскоклеточный (n=17), базальноклеточный 
(n=17)).

Аппаратура для флуоресцентной 
визуализации

1. Устройство светодиодное видеофлуоресцент-
ное УФФ-630/675-01 (ЗАО «БИОСПЕК», Россия) со све-
тодиодным облучателем (длина волны 660-680 нм, 
плотность мощности излучения 40 мВт/см2) и встро-
енной высокочувствительной видеокамерой.

2. Аппарат для визуализации и анализа простран-
ственного распределения флуоресценции ФС в реаль-
ном времени «Флуовизор-1» (ООО «АТКУС», Россия). 
Включает оптический блок с видеокамерой на основе 
высокочувствительной монохромной ПЗС матрицы, 
осветитель (длина волны излучения светодиода – 
660±20 нм, мощность излучения не менее 40 мВт на 
выходе), объектив и селективный узкополосный 
оптический фильтр, обеспечивающий фокусировку 
картины пространственного распределения флуо-
ресценции ФС в плоскости ПЗС матрицы, цифровой 
блок управления и видеозахвата, обеспечивающий 
необходимый режим работы ПЗС матрицы, оциф-
ровку и передачу видеосигнала в персональный 
компьютер по интерфейсу USB 2.0. Освещение ткани 

Е.В. Ярославцева-Исаева, М.А. Каплан, В.Н. Капинус, И.С. Спиченкова, Н.И. Сокол
Флуоресцентная диагностика злокачественных новообразований кожи с фотосенсибилизаторами хлоринового ряда

Таблица 
Распределение пациентов по гистологической форме новообразования
Table
Distribution of patients according to histological form of neoplasm

Гистологическая форма новообразования
Histological form of neoplasm

Используемый фотосенсибилизатор
Used photosensitizer

фотолон
photolon

фотодитазин
fotoditazin

Базальноклеточный рак кожи T1-2N0M0
Basal cell carcinoma T1-2N0M0 100 10

Плоскоклеточный рак кожи T1-2N0M0
Squamous cell carcinoma T1-2N0M0 23 -

Внутрикожные метастазы меланомы
Intradermal melanoma metastases 2 -

Рак придатков кожи T1-2N0M0
Skin appendage neoplasms T1-2N0M0 2 -

Всего
Total 127 10
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приводит к появлению флуоресценции препарата, 
пространственное распределение интенсивности 
которого позволяет судить о форме и размерах опу-
холи. Компьютерная обработка изображения (в том 
числе 3D-формат) с возможностью цифровой оценки 
позволяют выявить зоны максимального накопления 
ФС в опухоли. Фоновое освещение в помещении, в 
котором проводили визуализацию, минимизировали 
за счет максимального затемнения окон. 

Аппаратура для локальной флуоресцентной 
спектроскопии

Локальную флуоресцентную спектроскопию про-
водили на оптоволоконном спектроанализаторе 
ЛЭСА-6 с гелий-неоновым диагностическим лазером 
«ЛГН 633-25» (ЗАО «БИОСПЕК», Россия). Средняя мощ-
ность лазерного излучения 2 мВт, плотность энергии 
локального лазерного излучения на поверхности тка-
ней в процессе одного обследования не более 1 Дж/см2.  
Полученные путем точечных измерений спектры тка-

ней, а также визуально здоровой кожи анализировали 
по форме, величине и амплитуде сигнала. Определяли 
интенсивность флуоресценции по соотношению пло-
щади флуоресценции к площади отраженного от тка-
ней лазерного излучения в условных единицах (усл.
ед.). Свет от лазерного источника фокусируется на 
входной конец Y-образного волоконно-оптического 
катетера и передается к новообразованию кожи. Диа-
гностическое зондирование опухоли проводили при 
непосредственном контакте с ней катетера: не менее 
4 точек в центре опухоли, 4 точек по периферии и 2 
контрольных точек на здоровой коже: в зоне пораже-
ния и на неизмененной коже тыльной поверхности 
кисти. Флуоресцентный и рассеянный свет поступает в 
приемные волокна волоконно-оптического катетера, 
которые окружают центральное волокно для доставки 
света. Проксимальный (выходной) конец катетера соеди-
нен со спектральным анализатором. Принимаемый 
системой сигнал подвергается аналогово-цифровому 
преобразованию, передается в оперативную память 

Рис. 1. Базальноклеточный рак кожи теменной области Т2N0M0:
а – частичная регрессия после 1-го курса ФДТ;
б – флуоресцентная визуализация на аппарате УФФ-630/675-01 (ЗАО «БИОСПЕК», Россия) через 3 ч 

                         после введения фотолона в дозе 1,3 мг/кг, флуоресцентная контрастность «опухолевая/здоровая ткань» 2,4;
в – флуоресцентная визуализация после сеанса ФДТ (интерстициальная + дистанционная);
г – полная регрессия опухоли через 1 год после лечения

Fig. 1. Basal cell carcinoma in the parietal region Т2N0M0:
а – partial regression after 1 course of PDT;
б – fluorescence imaging using UFPh-630/675-01-BIOSPEC («BIOSPEC», Russia) 3 hours after the introduction 
       of photolon at a dose of 1.3 mg/kg, fluorescent contrast between tumor and healthy tissue is 2.4;
в – fluorescence imaging after the session of combined PDT (interstitial + remote);
г – complete tumor regression 1 year after the treatment

а б

гв
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компьютера и отображается на дисплее в реальном мас-
штабе времени в виде кривой. Степень накопления ФС 
оценивали по интенсивности флуоресценции, а также 
рассчитывали флуоресцентную контрастность «опухоле-
вая/здоровая ткань» по средним значениям интенсивно-
сти флуоресценции в опухолевой и здоровой коже.

Статистическую обработку данных и анализ 
результатов проводили с помощью пакета программ 
«STATISTICA 6». Для оценки различия между груп-
пами использовали непараметрический U-критерий 
Манна-Уитни.

Результаты
После внутривенного введения ФС у больных зло-

качественными новообразованиями кожи при флу-
оресцентной визуализации отмечали очаг флуорес-
ценции в зоне злокачественного новообразования 

различной интенсивности в зависимости от дозы ФС, 
клинической и гистологической формы рака кожи, 
проведенного ранее лечения (рис. 1 а, б, в, г; рис. 2 а, 
б, в, г, д).

Если флуоресцентная контрастность «опухолевая/
здоровая ткань» по данным локальной флуоресцент-
ной спектроскопии была ниже 2, то визуальная интен-
сивность флуоресценции была низкой. При пигмент-
ной меланоме и внутрикожных метастазах меланомы 
отмечали отсутствие флуоресценции при визуализа-
ции (рис. 3 а, б, в, г).

В процессе сеанса ФДТ интенсивность флуорес-
ценции снижалась или отмечалось ее полное отсут-
ствие в зависимости от подведенной дозы лазерного 
облучения. Недостаточное снижение интенсивности 
флуоресценции после курса ФДТ может быть преди-
ктором рецидива [14]. 

Рис. 2. Базальноклеточный рак кожи затылочной области Т2N0M0, узловая форма:
а – опухоль до ФДТ;
б – флуоресцентная визуализация через 3 ч после введения фотолона в дозе 0,8 мг/кг, флуоресцентная кон-
трастность «опухолевая/здоровая ткань» 1,5;
в – максимальное накопление фотолона окрашено красным цветом (на «Флуовизоре-1» через 3 ч после введе-
ния фотолона);
г – 3D-визуализация на «Флуовизоре-1»;
д – полная регрессия опухоли через 2 года после лечения

Fig. 2. Basal cell carcinoma in the occipital region Т2N0M0, nodular type:
а – tumor before PDT;
б – fluorescence imaging 3 hours after the introduction of photolon at a dose of 0.8 mg/kg, fluorescent contrast 
between tumor and healthy tissue is 1.5;
в – the maximum accumulation of photolon is colored in red (image obtained using «Fluovisor-1» 3 hours after the 
introduction of photolon);
г – 3d imaging on the «Fluovisor-1»;
д – complete tumor regression 2 years after treatment 

а б

дв г
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Интенсивность флуоресценции по данным 
локальной флуоресцентной спектроскопии также 
зависит от вида ФС и времени после его внутривен-
ного введения. 

Как видно из рис. 4, максимальное накопление 
фотолона после его внутривенного введения в дозе 
1,1 мг/кг в очаге базальноклеточного рака кожи 
(БКРК) наблюдается через 3 ч, а после внутривен-
ного введения фотодитазина в дозе 0,9 мг/кг – через 
1,5 ч (рис. 5), при этом интенсивность флуоресцен-
ции больше при эрозивной форме БКРК.

В исследованиях in vitro было показано, что 
интенсивность флуоресценции фотолона зави-
сит от его концентрации (рис. 6). Однако эта зави-
симость не прямая: если концентрация раствора 
увеличивается в несколько раз, то интенсивность 
флуоресценции увеличивается незначительно. Поэ-
тому можно предположить, что даже при неболь-
шой флуоресцентной контрастности «опухолевая/
здоровая ткань» по данным локальной флуорес-
центной спектроскопии, в злокачественном ново-

образовании накопление ФС значительно выше, 
чем в здоровых тканях.

Фотолон и фотодитазин через 1,5-3 ч после в/в 
введения накапливаются в опухоли и в меньшей 
степени в здоровой коже. Степень накопления ФС в 
неизмененной коже зависит от введенной дозы. 

В исследованиях, включавших 10 пациентов с 
БКРК, после введения фотодитазина в дозе менее 
1 мг/кг (5 больных) флуоресцентная контрастность 
«опухолевая/здоровая ткань» варьировала в преде-
лах 1,3-9,5 и в среднем составила 2,8±0,3. У пациен-
тов, которым фотодитазин вводили в дозе от 1,0 до 
1,9 мг/кг (5 больных), флуоресцентная контрастность 
варьировала в пределах 1,4-5 и в среднем составила 
2,9± 0,4.

Фотолон вводили 30 пациентам (1-я группа) в дозе 
0,7-1 мг/кг, 69 пациентам (2-я группа) – в дозе 1,1-1,4 мг/кг 
и 28 пациентам (3-я группа) – в дозе 1,5-2 мг/кг. В 1-ой 
группе значение интенсивности флуоресценции 
составило в среднем 6,9±0,3 усл. ед. (мин. 4,6, макс. 
12,2), во 2-ой группе – 8,0±0,3 усл. ед. (мин. 4,6, макс. 

Рис. 3. Меланома кожи левой подлопаточной области Т4bN2сM0, III стадия, IV клиническая группа, множественные 
внутрикожные метастазы:

а – опухоль до ФДТ;
б – флуоресцентная визуализация через 3 ч после введения фотолона в дозе 1 мг/кг;
в – компьютерное окрашивание флуоресцентной визуализации;
г – 3D-визуализация на «Флуовизоре-1»

Fig. 3. Skin melanoma of the left subscapular region Т4bN2сM0, stage III, clinical group IV, multiple intradermal metastases:
а – before treatment;
б – fluorescence imaging 3 hours after the introduction of photolon at a dose of 1 mg/kg;
в – computer staining of the fluorescent image; 
г – 3D imaging using «Fluovisor-1»

а б

гв
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12,5), в 3-ей группе – 9,9±0,7 усл. ед. (мин. 5,7, макс. 
20,3). Выявлена корреляция (r=0,997, р<0,05) между 
интенсивностью флуоресценции в неизмененной 
коже тыльной поверхности кисти пациента и вве-
денной дозой ФС. Уравнение регрессии по средним 
величинам имело вид у=3,24х+4,08, где х – средне-
групповая доза ФС.

Оценка зависимости флуоресцентной контраст-
ности «опухолевая/здоровая ткань» от клинической 
формы злокачественного новообразования кожи, 
проведенная у 62 пациентов, показала, что через 
3 ч после введения фотолона в дозе 1,3 мг/кг флуо-
ресцентная контрастность «опухолевая/здоровая 
ткань» в поверхностной форме рака кожи в среднем 
составляла 2,7±0,5, в узловой – 2,3±0,2, в эрозивно-
язвенной – 3,6±0,3; достоверные различия полу-
чены между поверхностной и эрозивно-язвенной 
формами рака, U (14, 14) = 58 (р<0,05), и между узло-
вой и эрозивно-язвенной формами, U (34, 14) = 50 
(р<0,0025). 

Оценка зависимости флуоресцентной контраст-
ности «опухолевая/здоровая ткань» от гистологиче-
ской формы рака кожи, проведенная у 34 пациентов, 
показала, что при одинаковой дозе фотолона (1,3 мг/
кг) и одинаковой клинической форме новообразова-
ния (узловая форма) флуоресцентная контрастность 
«опухолевая/здоровая ткань» была достоверно 
выше у пациентов с плоскоклеточным раком кожи (в 
среднем 2,8±0,2), чем у пациентов с базальноклеточ-
ным раком кожи (в среднем 2,1±0,2), t=2,1 р<0,05.

Заключение
Таким образом, интенсивность флуоресценции 

фотосенсибилизаторов производных хлорина фото-
дитазин и фотолон в очаге злокачественного ново-
образования кожи зависит от внутривенно введен-
ной дозы препарата, клинической и гистологиче-
ской формы опухоли. Флуоресцентная диагностика 

до проведения фотодинамической терапии – необ-
ходимое условие для правильного формирования 
полей облучения, индивидуального планирования 
световой дозы, ее увеличения при низкой (менее 2) 
флуоресцентной контрастности, т.к. проведенные 
ранее исследования с фотодитазином показали, 
что при более низком уровне флуоресценции воз-
никновение рецидивов вероятнее. Флуоресцент-
ная контрастность «опухолевая/здоровая ткань» 
ниже в узловых формах злокачественных новооб-
разований. Недостаточное снижение интенсивности 
флуоресценции после курса ФДТ может быть пре-
диктором рецидива, поэтому в дальнейших иссле-
дованиях планируется оценить степень снижения 
интенсивности флуоресценции в зависимости от 
подведенной дозы лазерного облучения и связь с 
возникновением рецидивов. Отсутствие флуорес-
центной визуализации в пигментных новообразо-
ваниях кожи также можно использовать в качестве 
диагностического критерия распространенности 
процесса.

1                    2                           3                                   4                             5

25,0

20,0

15,0

10,0

5,0

0,0

Время/time (часы/hours)

контроль/control
периферия/peripherals
центр/center

0,16            1                     1,5                     2                    2,5

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0

Время/time (часы/hours)

контроль/control
периферия/peripherals
центр/center

Рис. 4. Динамика накопления фотолона (1,1 мг/кг) в очаге 
БКРК (папулезное образование с эрозией в центре)
Fig. 4. Dynamics of photolon accumulation (1.1 mg/kg) in basal 
cell skin cancer focus (papular formation with central erosion)

Рис. 5. Динамика накопления фотодитазина (0,9 мг/кг)  
в очаге БКРК с эрозией на поверхности
Fig. 5. Dynamics of fotoditazin accumulation (0.9 mg/kg) 
 in basal cell skin cancer focus with surface erosion
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Fig. 6. Photolon solution fluorescence intensity in vitro 
dependence on its concentration
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АНТЕГРАДНАЯ ПАПИЛЛОТОМИЯ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
YAG:HO ЛАЗЕРА ПРИ СТЕНОЗЕ БОЛЬШОГО СОСОЧКА 
ДВЕНАДЦАТИПЕРСТНОЙ КИШКИ
Н.В. Левченко1,3, В.В. Хрячков1, Р.Р. Шавалиев1,3, Д.П. Кислицин1,2
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ANTEGRADE PAPILLOTOMY WITH THE USE OF YAG:HO 
LASER IN STENOSIS OF THE MAJOR DUODENAL PAPILLA
Levchenko N.V.1,3, Khrachkov V.V.1, Shavaliev R.R.1,3, Kislitsyn D.P.1,2

1State Medical Academy of Khanty-Mansiysk, Khanty-Mansiysk, Russia
2District Clinical Hospital, Khanty-Mansiysk, Russia
3Nyagan District Hospital, Nyagan, Russia

Abstract
The purpose of our study was to develop and implement a new invasive method of papillotomy – an antegrade dissection of the major 
duodenal papilla using high-energy holmium (YAG:Ho) laser. Results of antegrade laser papillotomy in 35 patients are presented. All surgical 
procedures were laparoscopic, no indications for conversion were found. The use of high-energy holmium laser helps perform an adequate 
papillotomy with minimal damage to the surrounding tissues. Studies have shown that antegrade laser papillotomy is feasible in the pres-
ence of parapillary diverticula, severe deformity of the duodenum, and also when retrograde interventions are extremely difficult or imprac-
ticable. The high efficiency of the applied technique (in all cases the stenosis of the major duodenal papilla has been successfully eliminated) 
and the absence of complications and deaths is shown. Based on the analysis of the study results, a therapeutic algorithm for managing 
patients with stenosis of the major duodenal papilla is proposed.

Key words: major duodenal papilla stenosis, choledoholitiasis, Ho:YAG, antegrade laser papillotomy.

For citations: Levchenko N.V., Khrachkov V.V., Shavaliev R.R., Kislitsyn D.P. Аntegrade papillotomy with the use of YAG:Ho laser in 
stenosis of the major duodenal papilla, Biomedical Photonics, 2018, T. 7, No. 1, pp. 21–27 (in Russian).
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Резюме
Разработан и внедрен новый способ папиллотомии путем антеградного рассечения большого сосочка двенадцатиперстной кишки высо-
коэнергетическим излучением гольмиевого (YAG:Ho) лазера. Представлены результаты выполнения антеградной лазерной папиллото-
мии у 35 пациентов. Все оперативные вмешательства выполнены лапароскопически, показаний для конверсии не было. Применение 
высокоэнергетического гольмиевого лазерного излучения позволило выполнить адекватную папиллотомию при минимальном риске 
повреждения окружающих тканей. Исследования показали, что антеградная лазерная папиллотомия выполнима при наличии пара-
пиллярных дивертикулов, выраженной деформации двенадцатиперстной кишки, а также когда ретроградные вмешательства крайне 
затруднительны или невыполнимы. Показана высокая эффективность применяемой методики (во всех случаях успешно устранен стеноз 
большого дуоденального сосочка) и отсутствие осложнений и летальных исходов. На основе анализа результатов исследования пред-
ложен лечебный алгоритм ведения пациентов со стенозом большого сосочка двенадцатиперстной кишки.

Ключевые слова: большой сосочек двенадцатиперстной кишки, холедохолитиаз, гольмиевый лазер, антеградная лазерная 
папиллотомия.
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Н.В. Левченко, В.В. Хрячков, Р.Р. Шавалиев, Д.П. Кислицин 
Антеградная папиллотомия с использованием YAG:Ho лазера 

при стенозе большого сосочка двенадцатиперстной кишки

Введение
В хирургии панкретобилиарнодуоденальной зоны 

одной из актуальных проблем является раннее выяв-
ление и лечение стеноза большого сосочка двенад-
цатиперстной кишки [1-7]. Стеноз большого сосочка 
двенадцатиперстной кишки при первичных операци-
ях на желчных путях встречается в 6,2-25% случаев, а 
при повторных вмешательствах частота его выявле-
ния возрастает до 11,2-84%. В настоящее время лече-
ние стеноза большого сосочка двенадцатиперстной 
кишки имеет много вариантов. 

У каждого способа имеются как свои плюсы, так 
и свои минусы, поэтому необходимы обоснованные 
тактические подходы и поиск новых технических ре-
шений для восстановления пассажа желчи. Из мало-
инвазивных методик в настоящее время для лечения 
стеноза большого сосочка двенадцатиперстной киш-
ки самой распространенной является эндоскопиче-
ская ретроградная папиллосфинктеротомия [5,8-14]. 
При выполнении эндоскопической ретроградной па-
пиллосфинктеротомии могут возникнуть сложности 
с канюляцией большого сосочка двенадцатиперстной 
кишки, установкой режущей струны папиллотома в 
нужном положении, а также существует риск крово-
течения из зоны папиллосфинктеротомии при недо-
статочной диатермокоагуляции. В тоже время, избы-
точная диатермокоагуляция может стать причиной 
развития острого панкреатита. Недостаточная длина 
разреза способна привести к рестенозированию, в то 
время как избыточная – к перфорации двенадцати-
перстной кишки [15].

Осложнения после эндоскопической ретроград-
ной папиллосфинктеротомии, по литературным 
данным, встречаются в 1–13% случаев: при этой про-
цедуре частота панкреонекроза – 0,5–1,3%, часто-
та перфорации задней стенки двенадцатиперстной 
кишки – 0,5%, летальность – 0,1–1% [6,16-19]. В некото-
рых случаях, парафатериальные дивертикулы также 
представляют сложности, а иногда делают невозмож-
ным выполнение эндоскопической ретроградной па-
пиллосфинктеротомии [3,17].

Нами был разработан новый способ папиллото-
мии путем антеградного рассечения большого со-
сочка двенадцатиперстной кишки высокоэнергетиче-
ским излучением гольмиевого (YAG:Ho) лазера.

Материалы и методы
В основе работы лежит анализ результатов вы-

полненных антеградных вмешательств у 35 пациен-
тов со стенозом большого сосочка двенадцатиперст-
ной кишки, проходивших обследование и лечение в 
Няганской окружной больнице в 2010-2017 гг. Возраст 
больных варьировал от 25 до 79 лет (средний возраст 
– 55 лет). Преобладали пациенты в возрасте старше 
60. Женщин было 21, мужчин 14. У части пациентов 

имелось несколько сопутствующих заболеваний. 
Наиболее часто встречались: патология сердечно-
сосудистой системы – в 51,92%, описторхоз – в 15,8%, 
ожирение различной степени – в 39,8% случаев.

При обследовании пациентов были выполне-
ны лабораторные исследования, такие как общий 
анализ крови, общий анализ мочи, биохимический 
анализ крови (билирубин и его фракции, мочевина, 
креатинин, общий белок, глюкоза), по показаниям 
– коагулограмма. Все лабораторные исследования 
проводили до вмешательства на большом сосочке 
двенадцатиперстной кишки, а в послеоперацион-
ном периоде – неоднократно, вплоть до достижения 
нормальных показателей. Инструментальные методы 
исследования применяли в первые сутки от момента 
поступления и включали ЭКГ, по показаниям – рент-
генографию органов грудной клетки и брюшной по-
лости, обязательное ультразвуковое исследование 
органов брюшной полости (печень, желчный пузырь, 
поджелудочная железа, внутрипеченочные и внепе-
ченочные желчные протоки) и эзофагогастродуоде-
носкопию. При наличии показаний проводили КТ и 
МРТ. Всем пациентам старше 40 лет была назначена 
консультация терапевта. Показаниями к выполнению 
эндоскопических вмешательств на большом сосочке 
двенадцатиперстной кишки у пациентов были следу-
ющие ультразвуковые признаки: наличие в просвете 
холедоха конкрементов, расширение холедоха 9 мм 
и более, расширение внутрипеченочных протоков 
более 3 мм. Для выполнения ретроградных эндо-
скопических вмешательств использовали цифровой 
дуоденоскоп (Olympus, Япония) с инструментальным 
каналом 3,2 мм, стандартный и игольчатый папилло-
томы (Olympus, Япония).

Уровень билирубинемии при поступлении у паци-
ентов варьировал от 8,8 мкмоль/л до 388 мкмоль/л. 
Билирубинемия до 100 мкмоль/л была у 22 (62,9%) па-
циентов, более 100 мкмоль/л – у 9 (25,7%) пациентов. 
При УЗИ до операции признаки внутрипротоковой 
гипертензии были обнаружены у 11 (31,4%) пациен-
тов, у 6 (17,1%) пациентов был выявлен холедохоли-
тиаз. Максимальный диаметр холедоха, выявленный 
при дооперационном УЗИ составил 18,5 мм. 

При дуоденоскопии у 3 (8,6%) пациентов найдены 
парапапиллярные дивертикулы двенадцатиперстной 
кишки. 

Интраоперационную антеградную холедохоско-
пию проводили всем пациентам с обоснованным 
подозрением или доказанным стенозом большого 
сосочка двенадцатиперстной кишки, с холедохолити-
азом, при наличии механической желтухи на момент 
операции или в анамнезе, с признаками расширения 
желчных протоков более 3 мм по данным УЗИ, при 
обнаружении расширенных внепеченочных прото-
ков во время операции больше 9 мм. Показанием к 
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Антеградная папиллотомия с использованием YAG:Ho лазера 
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антеградной лазерной папиллотомии считали суже-
ние просвета большого сосочка двенадцатиперстной 
кишки менее 3 мм.

Для выполнения антеградной лазерной папилло-
томии использовали эндовидеохирургические ком-
плексы Stryker (США) и Karl Storz (Германия), фибро-
холедохоскоп Karl Storz (Германия), а также лазерную 
установку Coherent (США), оснащенную высокоэнер-
гетическим YAG:Ho лазером (мощность до 80 Ватт). 

Благодаря высокоэнергетическому лазерному из-
лучению систему можно использовать для лечения 
широкого спектра урологических и хирургических 
заболеваний. На сегодняшний день YAG:Ho лазер яв-
ляется эффективным инструментом для папиллото-
мии. Также доказана его эффективность при прове-
дении контактной лазерной литотрипсии. Благодаря 
заданным параметрам, энергия излучения YAG:Ho по-
глощается в воде и водосодержащих тканях, приводя 
к быстрому выделению большого количества тепла. 
Удобство применения данного лазера заключается в 
том, что излучение  с длиной волны 2100 нм  может 
быть передано через кварцевые световоды, что дает 
возможность проведения эндоскопических хирур-
гических вмешательств. Кроме того, световоды 200 
мкм и 365 мкм могут быть проведены через каналы 
фиброхоледохоскопа. При случайном попадании на 
стенки холедоха излучение YAG:Ho лазера проникает 
в ткань лишь на глубину 0,4 мм и производит терми-
ческое повреждение ткани на расстоянии менее 0,5 
мм. Благодаря этому лазер может быть использован 
для высокоточного рассечения и коагуляции тканей. 
Еще одним преимуществом YAG:Ho лазера являет-
ся хорошая визуализация, так как при его исполь-
зовании фактически не образуются пузырьки пара. 
Наряду с этим постоянное орошение ирригационной 
жидкостью обеспечивает хорошую визуализацию ра-
бочей зоны.

Методика проведения операции
Методика проведения операции состояла в следу-

ющем. Операционный доступ осуществляли из четы-
рех небольших разрезов передней брюшной стенки, 
через которые устанавливали троакары с оптической 
системой и инструментами. Расположение троакаров 
было такое же, как при лапароскопической холеци-
стэктомии. Для уменьшения влияния пневмопери-
тонеума на гемодинамику у пожилых пациентов и 
пациентов с сопутствующей субкомпенсированной 
сердечно-сосудистой патологией, операцию вы-
полняли при внутрибрюшном давлении не более 10 
мм.рт.ст. Для улучшения доступа к элементам гепато-
дуоденальной связки, операционный стол наклоняли 
на 15-25° влево, а его головной конец приподнимали 
на 5-25° градусов. Параумбиликальный троакар №  1 
(10 мм) использовали для введения лапароскопа. 

Субксифоидальный троакар № 2 (10 мм) использова-
ли для введения «рабочих» инструментов – диссекто-
ра, зажима, иглодержателя, коагуляционного крючка. 
Троакар № 3 (5 мм), установленный в правой подребе-
рье по среднеключисной линии, также использовали 
для введения рабочих инструментов – диссектора, 
зажима, холедохоскопа. Также через этот троакар, как 
правило, выводили наружу дренаж холедоха, если 
таковой имелся. При проведении холедохоскопии ис-
пользовали специальный проводник-тубус, который 
устанавливали в троакар № 3. Через данный прово-
дник холедохоскоп вводили в брюшную полость и 
холедох. Холедохоскопию выполняли холедохоско-
пом фирмы Karl Storz (Германия). Троакар № 4 (5 мм) 
устанавливали по передней подмышечной линии в 
правом подреберье, его использовали для введения 
зажима, с помощью которого осуществляли тракцию 
желчного пузыря. Впоследствии через этот доступ 
при необходимости выполняли дренирование брюш-
ной полости. 

Выделяли пузырный проток и пузырную арте-
рию. Пузырную артерию клипировали, пересекали. 
Пузырный проток клипировали в дистальном отделе 
и надсекали. Через троакар, установленный по сред-
неключичной линии, в брюшную полость вводили 
холедохоскоп в тубусе, который имелся в комплекте 
поставки фиброхоледохоскопа. Далее фиброхоле-
дохоскоп вводили через надрез стенки пузырного 
протока в холедох. Достаточно затруднительным 
оставался момент проведения фиброхоледохоскопа 
в холедох через пузырный проток при сужении по-
следнего на фоне его воспалительных изменений, а 
также при наличии острого угла впадения протока в 
холедох. В этих случаях высока вероятность повреж-
дения наружной оболочки фиброхоледохоскопа из-
за его чрезмерного перегиба.

На основании полученного опыта нами было пред-
ложено направляющее устройство для холедохоскопа 
(патент РФ на полезную модель № 149055, приоритет от 
12.05.2014, регистрация в Государственном реестре по-
лезных моделей РФ от 21.11.2014), которое значительно 
облегчает проведение холедохоскопии и позволяет 
избежать повреждения холедохоскопа [20].

Направляющее устройство для проведения ин-
траоперационной холдохоскопии представляет со-
бой выполненную из нержавеющей стали цилиндри-
ческую трубку с длиной 250-300 мм, дистальный ко-
нец которой посредством тяг может изгибаться от 0° 
до 100° по отношению к проксимальному концу, с воз-
можностью размещения в ней эндоскопа и выведе-
ния дистального конца его за пределы трубки. Рычаг 
управления тягами позволяет выбрать оптимальный 
угол изгиба рабочей части. При использовании дан-
ного устройства, его дистальный конец устанавлива-
ли на границе с раной холедоха или пузырного про-
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тока таким образом, чтобы дистальный конец эндо-
скопа беспрепятственно проникал в просвет протока.

Если просвет пузырного протока был сужен, не-
проходим для холедохоскопа, то в супрадуоденаль-
ном отделе холедоха выполняли холедохотомию. 
Учитывали, что длина холедохотомического разреза 
должна соответствовать диаметру холедохоскопа. 
Это позволяет минимизировать травму стенки холе-
доха и способствует созданию необходимого давле-
ния промывной жидкости в холедохе и улучшению 
визуализции при проведении манипуляций. 

Далее проводили ревизию холедоха. Оценивали 
состояние стенки холедоха, наличие дополнительных 
образований, состояние сфинктера Одди и ампулы 
большого сосочка двенадцатиперстной кишки. 

При наличии стеноза большого сосочка двенад-
цатиперстной кишки, под визуальным контролем, по 
рабочему каналу холедохоскопа подводиили гибкий 
лазерный световод. С применением YAG:Ho лазера 
выполняли процедуру рассечения сосочка в избран-
ном режиме (рис. 1).

После устранения стеноза большого сосочка две-
надцатиперстной кишки холедохоскоп, как правило, 
беспрепятственно проникал в просвет двенадцати-
перстной кишки. Извлечение холедохоскопа из хо-
ледоха производили после контрольного осмотра 
желчных путей.

Решение о дренировании холедоха принимал хи-
рург в каждом конкретном случае. При этом он учи-
тывал выраженность воспалительных изменений 
стенки холедоха, наличие явлений панкреатита.

В настоящее время существует много способов 
дренирования холедоха. Мы отдавали предпочтение 
дренированию холедоха через культю пузырного 
протока. В случаях облитерации пузырного протока 
устанавливали дренаж через холедохотомическое от-
верстие, которое ушивали до дренажа. 

Иногда пузырный проток был непроходим для 
холедохоскопа, а дренаж провести через него уда-
валось. Тогда дренаж в холедох устанавливали через 
культю пузырного протока, а холедохотомическое 
отверстие ушивали наглухо. Фиксацию дренажа в 
культе пузырного протока производили лигировани-
ем или наложением клипсы. Отдавали предпочтение 
дренированию холедоха после холедохотомии.

Если было принято решение не устанавливать 
дренаж в холедох через культю пузырного протока, 
то ее клипировали. При наличии дренажа холедоха, 
его выводили наружу через троакар, расположенный 
по среднеключичной линии.

При завершении операции проводили контроль-
ный осмотр брюшной полости и области вмешатель-
ства. При необходимости устанавливали дренаж в 
подпечёночное пространство справа через троакар, 
установленный по передней подмышечной линии. 

Результаты и обсуждение
Лазерная папиллотомия была успешно произве-

дена у 35 (100%) пациентов со стенозом большого со-
сочка двенадцатиперстной кишки. Из них у 15 (42,9%) 
стеноз большого сосочка двенадцатиперстной кишки 
сочетался с холедохолитиазом, который в 9 (25,7%) 
случаях был выявлен интраоперационно. Все опера-
тивные вмешательства были выполнены лапароско-
пически, показаний для конверсии не было. У 3 (8,6%) 
пациентов большой сосочек двенадцатиперстной 
кишки был расположенен в дивертикуле двенадцати-
перстной кишки, при этом эффективность выполне-
ния антеградной лазерной папиллотомии у пациен-
тов с парафатериальными дивертикулами составила 
100%. В качестве примера приводим клиническое на-
блюдение. 

Пациент Б., 52 года, поступил в экстренном по-
рядке с жалобами на интенсивные боли постоянного 
характера в правом подреберье с иррадиацией в пра-
вую лопатку, сухость во рту, тошноту, рвоту, «кислый» 
привкус во рту. Из анамнеза было установлено, что 
пациент заболел около 5 дней назад, когда после при-
ема жирной пищи появились вышеуказанные жало-
бы. Пациент обратился к врачу по месту жительства 
и был направлен в приемное отделение. При осмо-
тре общее состояние удовлетворительное. Кожные 
покровы желтушные. Живот мягкий, не вздут, болез-
ненный в правом подреберье. Пузырные симптомы 
(Керра, Ортнера, Мерфи) положительные. Симптомы 

Рис. 1. Схематичное изображение антеградной папилло-
томии YAG:Ho лазером (1 – большой сосочек двенадцати-
перстной кишки, 2 – просвет двенадцатиперстной кишки,  
3 – пузырный проток, 4 – общий желчный проток, 5 – панкре-
атический проток, 6 – холедохоскоп с лазерным световодом)
Fig. 1. Schematic depiction of the antegrade papillotomy using 
YAG: Ho laser (1 – major duodenal papilla, 2 – duodenal lumen, 
3 – cystic duct, 4 – common bile duct, 5 – pancreatic duct, 6 – 
choledochoscope with laser light guide)
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раздражения брюшины отрицательные. Диурез до-
статочный. При поступлении общий анализ крови 
и общий анализ мочи в пределах нормы. В биохи-
мическом анализе крови при поступлении: амилаза 
– 95,4 ед/л; общий билирубин – 117,8 мкмоль/л; пря-
мой билирубин – 76,6 мкмоль/л. При ультразвуковом 
исследовании органов брюшной полости: холедох 
до 10 мм, в дистальном отделе нечетко лоцирует-
ся гиперэхогенное включение до 6 мм, с эхотенью. 
Желчный пузырь 86х43 мм, стенка утолщена до 4 мм, 
содержимое негомогенное, гиперэхогенная взвесь. 
Фиброгастроскопия: слизистая двенадцатиперстной 
кишки умеренно гиперемирована, в просвете следы 
желчи. В проекции большого дуоденального сосочка 
дивертикул, с широким основанием. Устье большого 
дуоденального сосочка расположено в дивертикуле. 
Заключение терапевта – без соматической патологии.

После подготовки выполнена операция в следу-
ющем объеме: лапароскопическая холецистэктомия, 
интраоперационная холедохоскопия с контактной 
лазерной литотрипсией и антеградной лазерной па-
пиллотомией, дренирование холедоха и брюшной 
полости. Первым этапом хирургического вмешатель-
ства произведена интраоперационная ревизия, от-
мечено что желчный пузырь флегмонозно изменен. 
Пузырный проток клипирован в дистальном отделе, 
надсечён, отмечалось выделение коричневой замаз-
кообразной жёлчи под давлением, холедох до 1 см 
в диаметре. Через культю пузырного протока в про-
свет холедоха был введён холедохоскоп, слизистая 
холедоха местами гиперемирована, с точечными 
кровоизлияниями, в просвете холедоха большое ко-

личество описторхов, в дистальном отделе фиксиро-
ванный конкремент размерами до 1 см. Выполнена 
лазерная литотрипсия. Устье большого дуоденально-
го сосочка резко сужено, для холедохоскопа не про-
ходимо. К стенозированному сосочку двенадцати-
перстной кишки подведен лазерный световод (рис. 2). 
С помощьюYAG:Но лазера выполнена антеградная 
папиллотомия 0,8 см. После хирургического этапа 
холедохоскоп беспрепятственно введен в двенадца-
типерстную кишку через папиллотомную рану. Через 
культю пузырного протока в дистальном направле-
нии установлена дренажная трубка.

Клинический диагноз: желчекаменная болезнь; 
острый флегмонозный холецистит; холедохолитиаз; 
описторхоз; острый катаральный холангит; стеноз 
устья большого дуоденального сосочка; механиче-
ская желтуха.

Течение послеоперационного периода спокой-
ное. Контрольная фиброгастродуоденоскопия: в про-
екции большого сосочка двенадцатиперстной кишки 
парафатереальный дивертикул до 2 см с широким 
устьем, без признаков воспаления; папиллотомиче-
ское отверстие до 7-8 мм, отмечается поступление 
светлой желчи; перистальтика активная.

Пациент выписан в удовлетворительном состоя-
нии. При контрольной фиброгастродуоденоскопии че-
рез 3 мес признаков рестенозирования не выявлено.

Наш опыт выполнения антеградной лазерной па-
пиллотомии позволяет утверждать, что обнаружение 
дивертикула при дуоденоскопии не должно являться 
причиной отказа от проведения антеградной лазер-
ной папиллотомии.

У 2 пациентов с парафатериальными дивертику-
лами стеноз большого сосочка двенадцатиперстной 
кишки сочетался с холедохолитиазом. Обоим пациен-
там были проведены антеградная лазерная папилло-
томия и литотрипсия.

У всех 35 пациентов, включенных в исследование, 
был достигнут желаемый результат. Летальных исхо-
дов не было. У наблюдаемых более 5 лет пациентов ос-
ложнений не выявлено, повторных операций не было.

У 5 (14,3%) пациентов в послеоперационном пери-
оде было отмечено повышение уровня амилазы кро-
ви до 229 Ед/л, при норме до 100 Ед/л, которое уда-
лось купировать консервативной терапией.

Одним из наиболее технически сложных этапов 
в процессе антеградной лазерной папиллотомии, 
как показал накопленный опыт, является проведе-
ние фиброхоледохоскопа через пузырный проток. 
Значительно усложняют выполнение этой манипуля-
ции анатомические особенности пузырного протока, 
такие как протяженность, извитость, облитерация 
просвета и угол впадения в холедох.

В 7 (20%) из 35 наблюдений не удалось провести 
фиброхоледохоскоп через пузырный проток. В этих 

Рис. 2. Вид стенозированного сосочка двенадцатиперстной 
кишки и подведенного к нему лазерного световода при холе-
дохоскопии (1 – лазерный световод, 2 – стеноз большого 
сосочка двенадцатиперстной кишки)
Fig. 2. View of stenotic papilla of the duodenum and a laser light 
guide delivered to it during choledochoscopy (1 – laser light 
guide, 2 – stenosis of the major duodenal papilla)
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Н.В. Левченко, В.В. Хрячков, Р.Р. Шавалиев, Д.П. Кислицин 
Антеградная папиллотомия с использованием YAG:Ho лазера 

при стенозе большого сосочка двенадцатиперстной кишки

случаях его вводили через холедохотомическое от-
верстие. Дренирование холедоха выполняли через 
культю пузырного протока в 16 (42,8%) случаях и 
только одному пациенту (2,8%) было произведено 
дренирование холедоха через холедохотомическое 
отверстие.

Заключение
Предложенный способ лапароскопического ле-

чения стеноза большого сосочка двенадцатиперст-
ной кишки, с использованием YAG:Ho-лазера (патент 
на изобретение № 2449757 от 09.11.2010), позволил 
во всех случаях выполнить папиллотомию. Одним 
из наиболее информативных методов в диагностике 
стеноза большого сосочка двенадцатиперстной киш-
ки является интраоперационная холедохоскопия. 

Антеградная лазерная папиллотомия при стенозе 
большого сосочка двенадцатиперстной кишки под 

контролем эндофиброхоледохоскопии позволяет 
одноэтапно выполнить холецистэктомию, санацию 
холедоха и папиллотомию с сохранением анатомиче-
ской целостности и физиологической функции сфин-
ктера Одди;  достичь малой травматичности, за счет 
проведения операции без введения дополнительных 
троакаров; сократить период реабилитации; избе-
жать повреждения терминального отдела холедоха и 
осложнений за счет прицельного подведения лазер-
ного излучения.

Антеградная лазерная папиллотомия выполнима 
при наличии парапиллярных дивертикулов, выра-
женной деформации двенадцатиперстной кишки, а 
также когда ретроградные вмешательства крайне за-
труднительны или невыполнимы.

Предложенное направляющее устройство для хо-
ледохоскопа облегчает выполнение антеградной хо-
ледохоскопии.
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ОПЕРАТИВНЫЙ АНАЛИЗ СЛОЖНЫХ МЕДИЦИНСКИХ 
СОСТОЯНИЙ МЕТОДАМИ ФОТОНИКИ
А.И. Ларкин1, K.A. Труханов2 
1Национальный исследовательский ядерный университет МИФИ, Москва, Россия
2Институт медико-биологических проблем РАН, Москва, Россия

Резюме
В работе анализируются возможности специальных методов и оборудования когерентной фотоники при работе с многопараметрической 
информацией. Обратное парафазное кодирование и оперативный анализ многопараметрической информации позволяют реализовать ряд 
вероятностных алгоритмов. Обосновывается возможность и целесообразность реализации методами фотоники не только корреляционного 
алгоритма, лежащего в основе голографического распознавания образов, но и универсальных статистических алгоритмов. Проводится 
сравнительный анализ фотонных систем медицинской диагностики, работающих по широкому классу алгоритмов: поиск прецедента, 
диагностика соответствия, детерминистская диагностика, алгоритм Байеса. Приводятся экспериментальные результаты по постановке 
медицинского диагноза и прогнозированию сложных состояний с помощью методов и средств цифровой фотоники. Существенно, что при 
расширении диапазона вероятностных алгоритмов удается сохранить известные достоинства голографического метода: многомерность, 
оперативность, рекордно высокую информационную емкость и быстродействие, наглядность и гибкость представления результата. 
Описанные методы приобретают особую актуальность в связи с появлением первых образцов фотонных процессоров.
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Введение
Когерентное лазерное излучение эффективно 

используется в различных видах медицинской диа-
гностики: оптическая когерентная томография, ис-
следование крови, изучение состояния кожи и зубов 
и др. [1-3]. Голографические методы пригодны для 
диагностирования в общем случае. Они не наклады-
вают никаких ограничений на статистическую функ-
цию состояния системы и позволяют анализировать 
информацию, представленную в универсальной 
многопараметрической форме. Это очень важно и 
полезно для оперативного анализа и распознавания 
изображений в медицине и других сложных ситуаци-
ях. В последние годы отмечается переход от простых 
устройств распознавания и обработки изображений 
к разработке сложных систем анализа многопараме-
трической информации. В общем случае такой анализ 
может быть осуществлен посредством векторно-ма-
тричного умножения [4]. Показанная в работах [4,5] 
возможность реализации этого процесса методами 
лазерной фотоники дает возможность расширения 
диапазона вероятностных алгоритмов при сохране-
нии известных достоинств голографического метода, 
таких как многомерность, оперативность, высокая 
информационная емкость, наглядность и гибкость 
представления результата.

Алгоритмы голографической памяти
Лазерная голография предоставляет уникальные 

возможности параллельной обработки двумерных 
массивов данных, простой реализации корреляци-
онного алгоритма, обеспечивая оперативную обра-
ботку информации и рекордно высокую плотность 
памяти. В медицине диагноз и прогноз состояния 
пациента определяются сочетанием большого числа 
разнообразных параметров. В связи с этим необходи-
мо учитывать большое количество различных ком-
бинаций параметров и возможность сравнения этой 
многопараметрической картины с прошлым опытом. 
В идеальном случае на первом этапе необходимо 
определить информативный вес каждого признака. 
Однако поиск наиболее информативных признаков – 
неразрешимая проблема не только в общем случае, 
но и для большинства конкретных ситуаций. Кроме 
того, зачастую информативный вес конкретного при-
знака зависит от окончательного диагноза. Реальный 
подход требует увеличивать количество параметров, 
что увеличивает избыточную информацию и создает 
два рода трудностей. Во-первых, количество анали-
зов не может быть бесконечно большим, тем более, 
если число пациентов велико и необходим оператив-
ный диагноз. Во-вторых, при увеличении избыточной 
информации требуемая мощность обрабатывающей 
системы экспоненциально растет с количеством па-
раметров. С учетом этих обстоятельств достоинства 

голографического метода становятся принципиаль-
но необходимыми. В общем случае, статистическая 
обработка многопараметрической информации мо-
жет привести к многомерным распределениям. В 
простейшем случае мы должны принять решение о 
том, соответствует ли ситуация определенному набо-
ру символов, относящихся к данному классу или вы-
ходит за его пределы.

Простейшим алгоритмом диагностики является 
поиск прецедента. Это единственный алгоритм, в 
котором объем обрабатываемой информации прак-
тически равен емкости хранения данных. Число 
возможных состояний системы составляет qm, где 
q – количество возможных значений определенного 
параметра, а m – число параметров. Такой алгоритм 
не требует предварительной обработки исходных 
данных, но предъявляет самые жесткие требования 
к емкости памяти.

Более приемлемы диагностические процедуры, ос-
нованные на метрических или вероятностных методах. 
Наиболее надежны вероятностные алгоритмы, осно-
ванные на теореме Байеса, согласно которой сведения, 
содержащиеся в символе Si (или в системе символов S) 
при условии, что болезнь Bj имеет место, равна инфор-
мации, содержащейся в диагнозе Bj при условии, что 
символ Si (или система символов S) имеет место.

Наиболее привлекателен алгоритм определения 
соответствия [6,7]. Это наиболее общий случай клас-
сификации, который не накладывает никаких ограни-
чений на характеристическую независимость параме-
тров. В то же время этот алгоритм не нуждается в из-
мерении интенсивности в корреляционной плоскости 
и дает информацию о точной результирующей оценке 
и ее вероятности. Этот алгоритм не ограничивает вид 
исходного статистического распределения и дает воз-
можность учитывать форму конкретного статистиче-
ского распределения при определении вероятности 
результирующего диагноза. Он сочетает в себе преи-
мущества детерминистских и вероятностных методов, 
но требует самой серьезной математической обработ-
ки исходной статистической информации.

Сравнительная оценка возможностей алгоритмов 
фотоники приведена в таблице. В ней представлен 
список тестируемых алгоритмов в порядке убывания 
необходимого объема информации, соответствующе-
го постоянному количеству обрабатываемых данных.

Реализация диагностических алгоритмов 
методами фотоники

В общем случае методы фотоники пригодны для 
диагностирования без ограничений на статистиче-
ские функции состояний системы (метод соответ-
ствия), а также для случаев, когда распределение 
представлено в виде гистограммы (детерминистский 
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метод), или параметры системы статистически неза-
висимы (Байесовский метод), или объем статисти-
ческих выборок имеет ограниченный размер (ме-
трический метод). Важно, что система сохраняет все 
известные преимущества голографического метода. 
Процедура постановки диагноза методами фотоники 
включает в себя следующие этапы: 

1.	 Подготовка и формализация данных.
2.	 Кодирование и запись исходных данных – фор-

мирование памяти.
3.	 Оперативное кодирование результатов обсле-

дования пациента на динамическом транспа-
ранте – ввод данных.

4.	 Обработка результатов обследования пациента 
и вероятностное сопоставление со статистиче-
ским материалом, хранящимся в архивной па-
мяти.

Первые два этапа являются подготовительными. 
Целесообразно, чтобы они были проведены в веду-
щих учреждениях здравоохранения и только один 
раз, если не предполагается, что память будет попол-
няться новыми данными.

Материалы и методы
При экспериментальной реализации записи ис-

ходной статистической информации на голографи-
ческий фильтр и ввода данных каждому параметру 
присваиваются две ячейки динамического модуля-
тора света. Это позволяет реализовать парафазное 

кодирование и нормировать выходные сигналы. Для 
модуляции применяется динамическое рассеивание 
света подачей управляющего потенциала на соответ-
ствующие части входного транспаранта. Отдельные 
опорные лучи используются для записи двух совме-
щенных голограмм, соответствующих благоприятно-
му и неблагоприятному прогнозу болезни. 

Результаты и обсуждение
Мы испытали диагностическую систему, используя 

опубликованные данные по диагностике заболеваний 
печени и распределения, описывающие заболевания 
желудка. Наибольшее внимание было уделено непо-
средственному анализу и прогнозированию состо-
яния пациентов после многочисленных сочетанных 
поражений в результате крупных катастроф, когда к 
скорости многопараметрического анализа предъ-
являются особенно жесткие требования. На первом 
этапе были определены возможные состояния и их 
результаты для пациента по выборке из 200 реаль-
ных историй болезни института Склифосовского с 20 
параметрами каждая. В результате была построена 
карта медицинской информации и составлены матри-
цы статистических распределений, необходимые для 
записи данных в голографическую память. Решение 
принималось с учетом относительной интенсивности 
корреляционных сигналов на выходе.

Тестирование на реальном медицинском материа-
ле подтвердило оперативную работоспособность си-

Таблица 
Сравнительные характеристики алгоритмов голографической памяти
Table 
Comparative characteristics of holographic memory algorithms

Алгоритм диагностирования
Algorithm of diagnosing

Информация 
о вероятности 

результата
Information on prob-

ability of result

Информационная 
емкость параметров

Information capacity of 
parameters

Взаимная 
независимость 

параметров
Mutual independence 

of parameters

Поиск прецедента
Search for precedent - + +

Диагностика соответствия
Correspondence diagnostics + + +

Детерминистская диагностика
Deterministic diagnostics - + ±

Диагностика Байеса
Bayesian diagnostics + + ±

Измерение расстояния Хемминга
Hamming distance measurement + ± ±

«+» – возможность реализации; 
«-» – невозможность реализации; 
«±» – возможность реализации, но за счет увеличения информационной емкости входного транспаранта.
«+» – possible to implement;
«-» – impossible to implement;
«±» – possible to implement but requires increasing the information capacity of the input transparency.
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стемы многопараметрической фотоники. Сопоставле-
ние с известными медицинскими результатами инсти-
тута Склифосовского показало, что голографический 
анализ и прогноз при таких статистических данных со-
впадает с известным с точностью более 80 процентов. 

Заключение
Методы когерентной фотоники можно и целесоо-

бразно использовать не только при работе с изобра-
жениями, но и для обработки информации, представ-
ленной в универсальной многомерной форме. Наша 
система позволяет реализовывать не только класси-
ческий корреляционный алгоритм, но и ряд более 
сложных алгоритмов обработки. 

В отличие от оптических методов, работающих 
с сигналами и изображениями в натуральном виде, 
рассмотренные методы позволяют анализировать 
информацию, представленную в многопараметриче-
ской форме. Таким образом, становится возможной 
реализация комбинированного метода, сочетающего 
рекордно высокую емкость голографической памяти 
и оперативную реализацию статистических алгорит-
мов обработки данных методами фотоники. Этот уни-
версальный результат приобретает самостоятельное 
значение в связи с сообщениями [8] о разработке пер-
вого фотонного процессора способного умножать 
256-байтный вектор на 256х256-байтную матрицу за 
один такт – 8 нс.
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Резюме
Бесконтактная оптическая диагностика структурных нарушений глаза обладает рядом преимуществ: высокая скорость, точность и большой 
спектр параметров, доступных для анализа. В работе представлены результаты исследований фотолюминесценции фиброзной оболочки глаза, 
возбуждаемой поляризованным светом, в зависимости от внутриглазного давления. В эксперименте применяли деэпителизированные глаза 
кролика с искусственно повышенным офтальмотонусом до 50 мм рт.ст. При этом склеру и роговицу освещали линейно поляризованным светом 
на длинах волн 250, 350 и 450 нм, возбуждая фотолюминесценцию в диапазоне длин волн до 700 нм. Были получены ко- и кросс-поляризованные 
спектры фотолюминесценции, возбуждаемые линейно поляризованным светом. При возбуждении поляризованным светом фотолюминесцен-
ция роговицы оказалась частично поляризованной. В зависимости от длины волны фотолюминесценции степень поляризации изменяется от 0,2 
до 0,35. Показано, что степень поляризации фотолюминесценции роговицы глаза при возбуждении линейно поляризованным светом можно рас-
сматривать в качестве измеряемого параметра для оценки состояния внутриглазного давления. Показано, что спектр фотолюминесценции состо-
ит из двух полос с максимумами вблизи 460-470 и 430-440 нм. Эти полосы отнесены, соответственно, к пиридиннуклеотидам и гликозилированно-
му коллагену. Существенный вклад оказывает эпителий глаза, в котором содержится рибофлавин с полосами поглощения вблизи длин волн 450 и  
365 нм. При возбуждении на длине волны 450 нм максимум фотолюминесценции расположен вблизи 540 нм, что соответствует  
спектру флуорофоров в эндотелии и эпителии. Спектр фотолюминесценции при возбуждении на длине волны 250 нм можно приписать трипто-
фану, находящемуся в хрусталике глаза.

Ключевые слова: глаукома, роговица, склера, фиброзная оболочка глаза, фотолюминесценция, поляризация.
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METHOD OF NON-CONTACT PHOTOLUMINESCENT 
DIAGNOSTICS OF THE EYE FIBROUS TUNIC CONDITION
Petrov S.Yu.1, Bubnova I.A.1, Novikov I.A.1, Pakhomova N.A.1, Volzhanin A.V.1,  
Semchishen V.A.2, Khaydukov E.V.2, Sviridov A.P.2

1Experience Scientific-Research Institute of Eye Diseases of the Russian Academy  
of Medical Sciences, Moscow, Russia
2Shubnikov Crystallography Institute of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Abstract
Non-contact optical diagnostics of structural disorders of the eye has a number of advantages: high speed, accuracy and a large range 
of parameters available for analysis. The paper presents the results of studies of the photoluminescence of the fibrous tunic of the 
eye, excited by polarized light, depending on the intraocular pressure. In the experiments, isolated de-epithelized eyes of the rabbit 
were used, inside of which pressure up to 50 mm Hg was artificially created. Under these conditions, the cornea and sclera were illumi-
nated with linearly polarized light at wavelengths of 250, 350 and 450 nm, exciting photoluminescence in the wavelength range up to  
700 nm. Cross and co-polarized photoluminescence spectra excited by linearly polarized light were obtained. It has been established 
that, when excited by polarized light, the photoluminescence of the cornea is partially polarized. Depending on the wavelength of 
the photoluminescence, the degree of polarization varies from 0.2 to 0.35. It is shown that the degree of polarization of the photolu-
minescence of the cornea of the eye upon excitation by linearly polarized light can be used as a measurable parameter for assessing 
the physiological state of the eye. It is shown that the photoluminescence spectrum consists of two bands with maxima near 460-470 
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and 430-440 nm. These bands are assigned, respectively, to pyridinnucleotides and glycosylated collagen. A significant contribution 
can be made by the epithelium of the eye, which contains riboflavin with characteristic absorption bands near 450 and 365 nm. When 
excited at 450 nm, the photoluminescence maximum is located near 540 nm, which corresponds to the spectrum of fluorophores in 
the endothelium and epithelium. The spectrum of photoluminescence upon excitation at a wavelength of 250 nm can be attributed to 
tryptophan located in the intraocular lens.
Keywords: glaucoma, cornea, sclera, fibrous envelope of the eye, photoluminescence, polarization.

Key words: laser photonics, holography, correlation, coherence, optical computing, photonic processor.
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Введение
Механические и оптические свойства склеры и 

роговицы глаза определяются специфической орга-
низацией волокон коллагена, эластина и протеоглика-
нов, что позволяет выполнять им свои биологические 
функции. Исследования взаимосвязей механических 
напряжений в склере и роговице глаза с их оптически-
ми характеристиками вызывают значительный фунда-
ментальный и практический интерес офтальмологов 
[1-3] поскольку они открывают новые перспективы для 
бесконтактной оптической диагностики состояния 
глаза [4,5]. Например, состояние поляризации фото-
люминесценции, возбуждаемой в локальных областях 
тканей глаза поляризованным светом, можно экспери-
ментально измерить в зависимости от внутриглазного 
давления. Тогда обратная функция может стать осно-
вой для контроля внутриглазного давления. Так, ро-
говица глаза обладает свойством фотоупругости – из-
менением параметров, характеризующих двулучепре-
ломление при механической нагрузке [6-8]. Поскольку 
роговицу глаза можно отнести к линейно упругим 
материалам, то механические напряжения в ней и вы-
званные ими деформации однозначно связаны с оп-
тическими эффектами [9]. В последнее время активно 
развиваются методики визуализации внутренней ми-
кроструктуры коллагенсодержащих тканей, в частно-
сти, тканей глаза, измеряя интенсивности излучения 
второй гармоники, генерируемой пучками коллагено-
вых волокон биотканей [10,11]. В работе [12] показано, 
что фотолюминесценция роговицы глаза, возбуждае-
мая поляризованным излучением, является частично 
поляризованной, при этом степень поляризации зави-
сит от механических напряжений. В представленной 
работе проведены исследования спектров возбужде-
ния и спектров фотолюминесценции роговицы и скле-
ры глаза поляризованным излучением, направленные 
на выявление возможностей контроля внутриглазно-
го давления оптическими методами.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на глазных яблоках кро-

лика ex vivo, в пределах 10 ч после энуклеации. Транс-
портировку глаз осуществляли в холодильной сумке 

Рис. 1. Держатель с глазом кролика в измерительном 
отсеке спектрофотометра
Fig. 1. A holder with a rabbit eye in the measurement compart-
ment of a spectrophotometer

при температуре не выше 4°C. В ряде экспериментов 
эпителий глаза снимали. Эту процедуру выполняли 
либо механически специально разработанным для 
этих целей разметчиком, либо с помощью 20%-го 
раствора этанола. Измерения проводили при ком-
натной температуре 18-20°С. Глазное яблоко крепили 
в специальном держателе на эластичной мембране и 
прикрывали жестким фланцем с круглым отверстием. 
При этом область роговицы выступала наружу через 
отверстие. С помощью ручного воздушного компрес-
сора осуществляли наддув до заданного давления, 
которое и определяло внутриглазное давление. В на-
ших экспериментах оно достигало 50 мм рт.ст.

Для регистрации спектров фотолюминесценции и 
спектров возбуждения фотолюминесценции глаз ис-
пользовали спектрофотометр Flurolog-3 (Jobin-Yvon, 
Франция). Возбуждение фотолюминесценции осущест-
вляли светом ксеноновой разрядной лампы, из которо-
го с помощью монохроматора выделяли узкий участок 
спектра. Измерения спектров фотолюминесценции 
проводили при постоянном внутриглазном давлении. 
На рис. 1 представлена фотография держателя с глазом 
кролика в измерительном отсеке спектрофотометра.
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На пути возбуждающего света от монохромато-
ра до образца и на пути люминесцентного света от 
образца к приемнику устанавливали поляризаци-
онные фильтры, с параллельной или ортогональ-
ной взаимной ориентацией оптических осей. Таким 
образом получали ко- и кросс-поляризационные 
спектры фотолюминесценции. В качестве поляри-
зационных фильтров в канале возбуждения исполь-
зовали призму Глана-Тейлора. Дискриминация света 
в диапазоне длин волн 450-700 нм при взаимно ор-
тогональной конфигурации поляризаторов была не 
хуже 102.

Результаты
Спектр фотовозбуждения
На рис. 2 приведен спектр возбуждения фото-

люминесценции роговицы глаза кролика in vitro при 
регистрации излучения на длине волны 455 нм. Он 
имеет колоколообразную форму с максимумом сиг-
нала в области 330-360 нм. Важно с точки зрения 
дистанционной диагностики, что интенсивность фо-
толюминесценции при длинах волн возбуждающего 
света более 380 нм (видимый диапазон) остается до-
статочно высокой для измерений обычными фото-
приемниками.

Спектры фотолюминесценции
На рис. 3 представлены спектры фотолюминесцен-

ции роговицы глаза кролика in vitro с эпителием и без 
эпителия при возбуждении на длине волны 350 нм. По-
лученные спектры могут быть представлены в виде 
суммы двух полос гауссового профиля с максимума-
ми в областях 430-440 и 470-480 нм (на рисунке не по-
казаны). Видно, что довольно значителен вклад эпи-
телия в сигнал фотолюминесценции.

Для клинического применения необходимо так-
же учитывать возможные фотохимические повреж-
дения клеток и биотканей, вероятность которых 
существенно возрастает при возбуждении фотолю-
минесценции светом УФ области спектра. Поэтому 
спектры фотолюминесценции роговицы глаза при 
возбуждении в УФ области представляют в основ-
ном академический интерес. С точки зрения прак-
тических приложений наибольший интерес при-
влекают исследования возможности возбуждении 
фотолюминесценции роговицы глаза фиолетовым 
и синим светом видимой области спектра, причем 
желательно сдвигаться дальше в длинноволновую 
область спектра. Наши исследования показали, что 
при возбуждении роговицы глаза даже слабым го-
лубым светом ксеноновой лампы с длиной волны 
450 нм ее фотолюминесценция может быть отчетли-
во измерена. При этом, как видно из рис. 4а, спектр 
ее фотолюминесценции простирается примерно 
до 700 нм. На рис. 4б представлен спектр фотолю-

Рис. 2. Спектр возбуждения фотолюминесценции роговицы 
глаза кролика in vitro при регистрации на длине волны 455 нм
Fig. 2. Excitation spectrum of a rabbit eye cornea photolumi-
nescence in vitro, registered at 455-nm wavelength

Рис. 3. Спектры фотолюминесценции роговицы глаза кролика 
in vitro при возбуждении на длине волны 350 нм с эпителием 
(зеленая кривая) и без эпителия (синяя кривая)
Fig. 3. Photoluminescence spectra of a rabbit eye cornea in vitro 
with epithelium (green curve) and without epithelium (blue curve) 
excited at 350 nm wavelength 
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минесценции роговицы глаза при возбуждении на 
длине волны 250 нм. Все представленные спектры 
фотолюминесценции отстроены от возбуждающего 
света в сторону больших длин волн на 20-50 нм. Это 
связано с фильтрацией возбуждающего излучения, 
чтобы исключить его влияние на результаты спек-
тральных измерений.

Поляризационные измерения
Поляризационные спектры фотолюминесценции 

роговицы глаза in vitro измеряли при возбуждении 
линейно поляризованным светом с длиной волны 
450 нм. Для этого на пути света от образца к прием-
нику спектрометра устанавливали поляризационный 
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фильтр, оптическая ось которого была направлена 
перпендикулярно или параллельно вектору поля-
ризации возбуждающего света. Полученные ко- и 
кросс-поляризационные спектры позволили постро-
ить спектры доли линейно поляризованного света 
в фотолюминесценции от длины волны как разница 
ко- и кросс поляризационных сигналов деленная на 
их сумму. Результаты измерений и соответствующих 
вычислений представлены на рис. 5. Из этого рисун-
ка видно, что интенсивность фотолюминесценции 
роговицы глаза зависит от взаимной ориентации оп-
тических осей поляризатора и анализатора. При из-
менении длины волны фотолюминесценции от 500 
до 700  нм степень поляризации изменяется от ~0,2 
до ~0,35. Уровень ошибок при измерении степени 
поляризации также спектрально зависим. Ошибки 

измерений значительно растут с увеличением длины 
волны, что, очевидно, связано с ослаблением сигнала 
люминесценции.

Обсуждение
Максимум спектра фотолюминесценции рогови-

цы глаза при возбуждении на длине волны 450 нм 
находится вблизи 540 нм, что соответствует спек-
трам флуоресценции флуорофоров, локализованых 
в эпителии и эндотелии, среди которых основными 
являются флавопротеины, такие как флавин, аденин 
динуклеотид, и др. Отличия спектров фотолюминес-
ценции роговицы глаза с эпителием и без эпителия, 
представленные на рис. 3, скорее всего, связаны с 
вкладом фотолюминесценции рибофлавина, с двумя 
характерными максимумами поглощения на длинах 
волн 450 и 365 нм [13]. 

Спектр фотолюминесценции глаза, полученный 
при возбуждении на длине волны 250 нм, может быть 
приписан триптофану, который содержится во внут- 
риглазной линзе [13].

Спектр фотолюминесценции, полученный при 
возбуждении на длине волны 350 нм, имеет макси-
мум вблизи 440-455 нм. Он может быть представлен  
в виде  комбинации фотолюминесценции пиридинну-
клеотидов с максимумом вблизи 460-470 нм и фото-
люминесценции гликозилированного коллагена с 
максимумом вблизи 430-440 нм [13]. 

Заключение 
В представленной работе исследованы кросс- и 

ко-поляризованные спектры фотолюминесценции 
фиброзных тканей глазного яблока, возбуждаемые 
линейно поляризованным светом. Получены новые 

Рис. 4. Спектры фотолюминесценции роговицы глаза при возбуждении на длинах волн:
а – 450 нм;
б – 250 нм

Fig. 4. Photoluminescence spectra of cornea excited at wavelengths:
а – 450 nm;
б – 250 nm

Рис. 5. Спектр степени поляризации люминесценции глаза 
кролика in vitro, полученный  при возбуждении на длине 
волны 450 нм линейно поляризованным светом
Fig. 5. Polarization degree spectra of rabbit eye cornea 
photoluminescence in vitro, excited by linearly polarized light  
( =450 nm)
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Метод бесконтактной фотолюминесцентной диагностики состояния фиброзной оболочки глаза

данные о спектрах фотолюминесценции и спектрах 
возбуждения тканей глаза, необходимые для неинва-
зивной диагностики структурных нарушений тканей 
глаза и механических напряжений. Показано, что фото-
люминесценция тканей глаза при возбуждении линей-
но поляризованным светом является частично поля-

ризованной. При возбуждении на длине волны 450 нм 
степень поляризации фотолюминесценции спектраль-
но зависима и изменяется в пределах 20-30%.

Работа поддержана Российским фондом фундамен-
тальных исследований (грант 15-29-03843).
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Фотодинамическая терапия лейкоплакии головки полового члена (клиническое наблюдение) 

Введение
Лейкоплакия представляет собой хронический 

дистрофический процесс слизистой оболочки, вы-
ражающийся пролиферацией и повышенным оро-
говением многослойного плоского эпителия и даль-
нейшим склерозированием тканей. Заболевание мо-
жет локализоваться на любых слизистых оболочках, 
но чаще всего обнаруживается в полости рта, возле 
заднего прохода, на наружных половых органах и 
в дыхательных путях. Лейкоплакия полового члена 

ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ ЛЕЙКОПЛАКИИ 
ГОЛОВКИ ПОЛОВОГО ЧЛЕНА 
(КЛИНИЧЕСКОЕ НАБЛЮДЕНИЕ) 

Д.А. Церковский, Т.П. Артемьева
Республиканский научно-практический центр онкологии и медицинской радиологии  
им. Н.Н. Александрова, Лесной, Республика Беларусь

Резюме
В публикации авторы представили клинический случай успешного применения фотодинамической терапии с фотолоном – 
фотосенсибилизатором хлоринового ряда, у пациента с лейкоплакией головки полового члена. Фотолон вводили в дозе 2 мг/кг за 2,5 ч 
до проведения облучения (световая доза 50 Дж/см2). Проведенное лечение включало 3 курса фотодинамической терапии с интервалом 
в 1 мес. В результате проведенного лечения получена полная регрессия патологических очагов и длительная клиническая ремиссия 
(более 6 мес).

Ключевые слова: лейкоплакия, половой член, фотодинамическая терапия.
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PHOTODYNAMIC THERAPY FOR PENILE LEUKOPLAKIA 
(CASE REPORT) 
Tzerkovsky D.A., Artemyeva T.P. 
N.N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus, Lesnoy, Republic of Belarus

Abstract
In the publication, the authors present a clinical case of successful application of photodynamic therapy with photolon – a chlorin series 
photosensitizer, in a young patient with leukoplakia of the glans penis. Photolon was administered in a dose of 2 mg/kg 2.5 hours before 
photodynamic therapy (light dose 50 J/cm2) The treatment included 3 sessions of photoirradiation with 1 month interval. The authors note 
complete regression of pathological foci and long-term clinical remission (more than 6 months).

Key words: leukoplakia, penis, photodynamic therapy.

For citations: Tzerkovsky D.A. Artemyeva T.P. Photodynamic therapy for penile leukoplakia (case report), Biomedical Photonics, 2018, T. 7,  
No. 1, pp. 37–40 (in Russian).

Contacts: Tzerkovsky D.A., e-mail: tzerkovsky@mail.ru

является достаточно редкой патологией, чаще всего 
встречаясь в возрастной группе мужчин 30 и более 
лет. Основными причинами развития данного за-
болевания являются химические, механические и 
химические факторы, воздействие которых приво-
дит к возникновению хронического повреждения 
слизистой оболочки. Ведущими факторами, ком-
плексное влияние которых приводит к появлению 
патологических очагов, являются механическое, 
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систематическое повреждение головки тесным бе-
льем, длительно существующий фимоз, нарушение 
гормонального баланса; заболевания эндокринной 
системы (сахарный диабет), возрастные и физиоло-
гические изменения слизистой («старческие» атро-
фии), воспалительные процессы мочеполовой систе-
мы мужчины, гиповитаминоз А, наследственная пред-
расположенность. 

Основным клиническим проявлением лейкопла-
кии данной локализации является появление на го-
ловке полового члена или крайней плоти одной или 
нескольких бляшек белесоватого цвета с гладкой по-
верхностью (рис. 1).

Начинается развитие лейкоплакии с участка вос-
паления. На данном этапе каких-либо клинических 
проявлений не отмечается, и мужчины часто не за-
мечают изменений в организме. В месте воспаления 
начинает происходить чрезмерное ороговение с по-
явлением мутных пленочек, которое не сопровожда-
ется субъективной симптоматикой. В дальнейшем 
ороговение продолжает прогрессировать, поэтому 
на месте пленки образуется бляшка, выступающая 
над слизистой оболочкой. Форма новообразования 
бугристая и при дальнейшем развитии патологии оно 
трескается и изъязвляется. В ряде случаев, возможно 
нарушение или задержка мочеиспускания (при во-
влечении в процесс ладьевидной ямки мочеиспуска-
тельного канала) [1, 2].

Основными клиническими формами лейкоплакии 
полового члена являются:

•	 плоская;
•	 бородавчатая (веррукозная);
•	 эрозивно-язвенная. 

Плоская форма является начальным проявлени-
ем заболевания и характеризуется возникновением 
патологических очагов белесоватого или сероватого 
цвета, не снимающихся при механическом воздей-
ствии на них. В дальнейшем при прогрессировании 
клинической симптоматики и отсутствии адекватного 
лечения появляются безболезненные бляшки белого 

цвета, возвышающиеся над поверхностью слизистой 
оболочки (веррукозная форма). Третьей и наиболее 
серьезной с точки зрения прогноза заболевания яв-
ляется эрозивно-язвенная форма, характеризующая-
ся появлением в зоне патологическим очагов крово-
точящих трещин и язвочек, в ряде случаев, болезнен-
ных при пальпации. Следующим этапом в развитии 
лейкоплакии является малигнизация. Основными 
клиническими признаками злокачественной транс-
формации лейкоплакии полового члена являются: 
изменение консистенции патологического очага 
(уплотнение), появление и быстрое прогрессирова-
ние эрозий и язв, неравномерность контуров патоло-
гического очага. 

Диагностика лейкоплакии полового члена доста-
точно проста и основывается на данных клиническо-
го осмотра и выполнении гистологического исследо-
вания подозрительных на малигнизацию патологиче-
ских очагов. Дифференциальную диагностику прово-
дят с эритроплазией Кейра, кандидозом, первичным/
вторичным сифилисом и инвазивным плоскоклеточ-
ным раком [1].

Все клинические формы лейкоплакии полового 
члена представляют собой очаги избыточной про-
лиферации эпителия и являются облигатным пред-
раком. Терапевтический подход в лечении начальных 
форм заболевания включает в себя, в первую оче-
редь, устранение влияния этиологических факторов, 
вызывающих его развитие. Наиболее эффективным 
является радикальный подход, направленный на 
удаление патологических очагов. К неинвазивным 
методам принято относить диатермокоагуляцию, 
электроэксцизию, криодеструкцию, лазерную тера-
пию и радиоволновое воздействие; к инвазивным  – 
хирургическое удаление с циркумцизией [2]. При 
подтверждении злокачественной трансформации 
патологических очагов показано выполнение ради-
кальных операций и последующим проведением кур-
са лучевой терапии. 

Следует отметить тот факт, что все перечислен-
ные методы лечения данной патологии направлены 
на механическое удаление очагов лейкоплакии без 
воздействия на механизмы ее развития, что может 
послужить причиной недостаточной эффективности 
лечения. В связи с этим, необходимым является поиск 
новых методов лечения. Альтернативным методом 
лечения является фотодинамическая терапия (ФДТ) – 
метод, основанный на использовании лекарственно-
го средства – фотосенсибилизатора (ФС), цитотоксич-
ность которого проявляется при воздействии лазер-
ного излучения с определенной длиной волны. 

Основную роль в развитии запрограммированной 
гибели клетки при ФДТ играют процессы фотоини-
циированного окисления. Фотохимические реакции 
включают прямое взаимодействие возбужденной ла-

Рис. 1. Клиническая картина лейкоплакии полового члена
Fig. 1. Clinical picture of penile leukoplakia
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зерным излучением молекулы ФС с субстратом и об-
разование переходных радикалов, которые вступают 
в реакцию с кислородом. Сложный каскад взаимодей-
ствий инициирует образование свободных радика-
лов, таких как синглетный кислород (1O2), гидроксил-
радикал (OH·), супероксид-анион (O2

-) и пероксид во-
дорода (H2O2), вызывающих развитие окислительного 
стресс-синдрома. Основополагающим моментом при 
развитии апоптоза является нарушение целостности 
мембран митохондрий, которое приводит к быстро-
му высвобождению митохондриального цитохрома 
С в цитозоль с последующей активацией апоптосо-
ма и прокаспазы-3 [3-5]. Вместе с тем, фотодинами-
ческое повреждение эндотелиоцитов капилляров, 
питающих опухолевую ткань, приводит к развитию 
сосудистого стаза, тромбоза и выраженной гипоксии 
клеток, результатом чего является ишемический не-
кроз. Таким образом, результатом облучения пред-

варительно сенсибилизированной ткани является 
апоптоз, аутофагия и ишемический некроз зоны об-
лученных патологических тканей [6]. 

Целью данной публикации является представ-
ление клинического случая применения ФДТ в  
лечении пациента с лейкоплакией головки полового 
члена.

Пациент З., 1985 года рождения, был направлен 
на консультацию в отделение гипертермии и фото-
динамической терапии Республиканского научно-
практического центра онкологии и медицинской 
радиологии им. Н.Н. Александрова с предваритель-
ным диагнозом: доброкачественное заболевание го-
ловки полового члена. По данным анамнеза пациент 
считал себя больным в течение 6 мес, с тех пор, как 
начал отмечать жалобы на появление белесоватого 
патологического очага на головке полового члена, 
не поддающегося механическому снятию. На момент 

Рис. 2. Лейкоплакия головки полового члена:
а – состояние до ФДТ;
б – состояние через 24 ч после ФДТ;
в – состояние 7 сут после ФДТ;
г – полная регрессия через 1 мес после ФДТ

Fig. 2. Leukoplakia of the glans penis:
а – status localis before PDT;
б – status localis 24 hour after PDT;
в – status localis 7 days after PDT;
г –complete regression 1 month after PDT

а б

гв
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осмотра пациент предъявлял жалобы на наличие па-
тологического очага и умеренно-выраженный зуд и 
жжение. Объективно на коже головки полового члена 
определялся патологический очаг белесоватого цве-
та, неправильной формы с вовлечением в процесс 
наружного отверстия мочеиспускательного канала, 
безболезненный при пальпации. Выполнена биопсия 
новообразования. На основании данных гистологи-
ческого исследования был установлен диагноз: лей-
коплакия головки полового члена. Пациенту было 
рекомендовано проведение лечения методом ФДТ.

Пациент был проинформирован о методе ФДТ, 
сроках наблюдения и возможных нежелательных 
реакциях, и подписал информированное согласие. В 
условиях затемненного помещения пациенту внутри-
венно капельно был введен раствор фотолона (РУП 
«Белмедпрепараты», Республика Беларусь, регистра-
ционное удостоверение П N015948/01 от 30.11.2012) в 
дозе 2 мг/кг. Через 2,5 ч после инфузии было произ-
ведено облучение патологических очагов (световая 
доза лазерного излучения 50 Дж/см2, плотность мощ-
ности 0,11 Вт/см2). В качестве источника лазерного из-
лучения применяли полупроводниковый лазер «УПЛ 
ФДТ» («БелОМО», Республика Беларусь, λ=660±5 нм). 
Нормальные ткани полового члена были экрани-
рованы с целью профилактики возникновения не-
желательных фототоксических реакций. Облучение 

сопровождалось развитием умеренно выраженного 
болевого синдрома в виде чувства жжения и пока-
лывания. С целью его купирования были применены 
ненаркотические аналгетики (кеторолак, в/м, 4,0 мл).

С целью профилактики рецидивов заболевания 
через 1 и 2 мес после первого курса были выполнены 
еще 2 курса ФДТ с фотолоном в дозе 2 мг/кг (световая 
доза лазерного излучения 50 Дж/см2, плотность мощ-
ности 0,08 Вт/см2).

Реакцию на проведение ФДТ оценивали во вре-
мя сеанса облучения, непосредственно после его 
окончания и через 7 сут. Кроме этого через 3 и 6 мес 
после третьего курса ФДТ оценивали результат лече-
ния. Сразу после первого сеанса ФДТ отмечено появ-
ление признаков фотохимического геморрагического 
некроза: цвет элемента изменился на темно-бурый. 
Окончательное формирование некротического струпа 
с четкой границей и правильной формой в зоне облу-
чения произошло через 7 сут после лечения (рис. 2). 

По данным контрольного клинического наблюде-
ния через 3 и 6 мес после завершения лечения при-
знаков заболевания не выявлено.

Полученные результаты свидетельствуют о том, 
что метод ФДТ можно рассматривать как хорошо 
переносимую и эффективную опцию в лечении лей-
коплакии полового члена, позволяющую эффективно 
воздействовать на патологический очаг.

Д.А. Церковский, Т.П. Артемьева
Фотодинамическая терапия лейкоплакии головки полового члена (клиническое наблюдение) 
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