
BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 8, № 1/2019

О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е
 С

ТА
ТЬ

И

1

Том 8, № 1, 2019

В НОМЕРЕ:

issn 2413-9432

•	 Разработка технологии получения наночастиц  
на основе plga и дипропоксибактериопурпуринимида.  
Оценка физико-химическихи биологических  
свойств полученной системы доставки

•	 Солюбилизация гидрофобного фотосенсибилизатора 
бактериохлоринового ряда в мицеллах  
поверхностно-активных веществ

•	 Фотодинамическая терапия пациентов  
с внутрикожными метастазами  
диссеминированной меланомы кожи

•	 Повышение эффективности диагностики рака  
мочевого пузыря при использовании цистоскопии  
с гексиловым эфиром 5-АЛК

•	 Лазерная флуоресцентная спектроскопия  
и оптическая тканевая оксиметрия  
в диагностике фиброза кожи

•	 Оптический спектроанализатор с расширенным  
динамическим диапазоном для фармакокинетических  
исследований флуоресцирующих препаратов   
в биотканях





BIOMEDICAL PHOTONICS
УЧРЕДИТЕЛИ:
Национальная Фотодинамическая Ассоциация  
Московский научно-исследовательский онкологический институт  
им. П.А. Герцена

ГЛАВНЫЙ РЕДАКТОР:
Филоненко Е.В., доктор медицинских наук, профессор, руководитель 
Центра лазерной и фотодинамической диагностики и терапии опухолей 
Московского научно-исследовательского онкологического института  
им. П.А. Герцена (Москва, Россия)

ЗАМ. ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА:
Грин М.А., доктор химических наук, профессор, заведующий  
кафедрой химии и технологии биологически активных соединений  
им. Н.А. Преображенского Московского технологического университета 
(Москва, Россия)
Лощенов В.Б., доктор физико-математических наук, профессор, 
заведующий лабораторией лазерной биоспектроскопии в Центре 
естественно-научных исследований Института общей физики  
им. А.М. Прохорова РАН (Москва, Россия)

РЕДАКЦИОННАЯ КОЛЛЕГИЯ:
Каплан М.А., доктор медицинских наук, профессор, руководитель отдела 
фотодинамической диагностики и терапии Медицинского радиологического 
научного центра им. А.Ф. Цыба (Обнинск, Россия) 
Каприн А.Д., академик РАН, доктор медицинских наук, профессор, 
генеральный директор Национального медицинского исследовательского 
центра радиологии Минздрава России (Москва, Россия)
Лукьянец Е.А., доктор химических наук, профессор, заведующий 
лабораторией Государственного научного центра «Научно-
исследовательский институт органических полупродуктов и красителей», 
(Москва, Россия)
Миронов А.Ф., доктор химических наук, профессор кафедры химии  
и технологии биологически активных соединений им. Н.А. Преображенского 
Московского технологического университета (Москва, Россия)
Пономарев Г.В., доктор химических наук, профессор, главный научный 
сотрудник Института биомедицинской химии им. В.Н. Ореховича РАН 
(Москва, Россия)
Романко Ю.С., доктор медицинских наук, профессор, руководитель 
научно-организационного отдела Медицинского радиологического научного 
центра им. А.Ф. Цыба (Обнинск, Россия)
Странадко Е.Ф., доктор медицинских наук, профессор, руководитель 
отделения лазерной онкологии и фотодинамической терапии 
Государственного научного центра лазерной медицины ФМБА (Москва, 
Россия)
Якубовская Р.И., доктор биологических наук, профессор, руководитель 
отделения модификаторов и протекторов противоопухолевой терапии 
Московского научно-исследовательского онкологического института  
им. П.А. Герцена (Москва, Россия)
Blondel V., профессор Университета Лотарингии, руководитель отделения 
Здравоохранение-Биология-Сигналы (sBs), (Нанси, Франция)
Bolotine L., профессор научно-исследовательского центра автоматики  
и управления Нанси (Нанси, Франция)
Douplik А., профессор Университета Райерсона (Торонто, Канада)
Steiner R., профессор, почетный директор Института лазерных технологий 
в медицине и измерительной технике Университета Ульма (Ульм, Германия)

BIOMEDICAL PHOTONICS – 
научно-практический, рецензируемый, 
мультидисциплинарный журнал.  
Выходит 4 раза в год.
Тираж – 1000 экз., ежеквартально.

Входит в Перечень ведущих рецензируемых
научных журналов ВАК РФ.
Индексируется в международной
реферативной базе данных scopus.

Издательство «Агентство МОРЕ».  
Москва, Хохловский пер., д. 9

Редакция:
Зав. редакцией                  Иванова-Радкевич В.И.
Научный редактор             проф. Мамонтов А.С.
Литературный редактор   Моисеева Р.Н.
Выпускающий редактор   Мачинская Е.А.
Переводчики                      Урлова А.Н.
         Романишкин И.Д.
Компьютерный дизайн     Кренева Е.И.
Компьютерная верстка     Меркулова О.Е.

Адрес редакции:
Россия, Москва, 2-й Боткинский пр., д. 3  
Тел. 8 (495) 945–86–60
www: PDT-journal.com  
E-mail: PDT-journal@mail.ru

Адрес для корреспонденции:
125284, Москва, а/я 13

Свидетельство о регистрации ПИ  
№ ФС 77–51995, выдано 29.11.2012 г. 
Федеральной службой по надзору в сфере 
связи, информационных технологий  
и массовых коммуникаций (Роскомнадзор)

Индекс по каталогу агентства 
«Роспечать» – 70249

Редакция не несет ответственности за 
содержание рекламных материалов.

В статьях представлена точка зрения авторов, 
которая может не совпадать с мнением 
редакции журнала.

К публикации принимаются только статьи, 
подготовленные в соответствии с правилами 
для авторов, размещенными на сайте журнала.

Полное или частичное воспроизведение 
материалов, опубликованных в журнале, 
допускается только с письменного разрешения 
редакции.



BIOMEDICAL PHOTONICS
FOUNDERS:
national Photodynamic Association
P.A. Herzen Moscow Cancer Research institute

EDITOR-IN-CHIEF:
Filonenko E.V., Dr. sci. (Med.), professor, head of the Centre of laser and 
photodynamic diagnosis and therapy of tumors in P.A.Herzen Moscow Cancer 
Research institute (Moscow, Russia)

DEPUTY CHIEF EDITOR:
Grin М.А., Dr. sci. (Chem.), professor, chief of department of Chemistry  
and technology of biological active substances named after Preobragenskiy n.A.  
in Moscow Technological University (Moscow, Russia)
Loschenov V.B., Dr. sci. (Phys and Math), professor, chief of laboratory of laser 
biospectroscopy in the natural sciences Center of General Physics institute of 
the Russian Academy of sciences (Moscow, Russia)

EDITORIAL BOARD:
Kaplan М.А., Dr. sci. (Med.), professor, chief of department of photodynamic 
diagnosis and therapy in A.F. Tsyb «Medical Radiological Research Center» 
(Obninsk, Russia)
Kaprin A.D., Academician of the Russian Academy of sciences, Dr. sci. (Med.), 
professor, general director of national Medical Research Radiological Centre of 
the Ministry of Health of the Russian Federation (Moscow, Russia)
Lukyanets Е.А., Dr. sci. (Chem.), professor, chief of laboratory in state 
Research Center «Research institute of Organic intermediates and Dyes» 
(Moscow, Russia)
Mironov А.F., Dr. sci. (Chem.), professor of department of Chemistry and 
technology of biological active substances named after Preobragenskiy n.A.  
in Moscow Technological University (Moscow, Russia)
Ponomarev G.V., Dr. sci. (Chem.), professor, principal researcher  
in the V.n. Orekhovich institute of Biomedical Chemistry (iBMC) of RAs 
(Moscow, Russia)
Romanko Yu.S., Dr. sci. (Med.), рrofessor, chief of scientificorganizational in 
A.F. Tsyb «Medical Radiological Research Center» (Obninsk, Russia)
Stranadko Е.F., Dr. sci. (Med.), professor, chief of department of laser oncology 
and vascular therapy in state research centre of laser medicine of FMBA 
(Moscow, Russia)
Yakubovskaya R.I., Dr. sci. (Biol.), professor, chief of department of modifiers 
and protectors for cancer therapy in P.A.Herzen Moscow Cancer Research 
institute (Moscow, Russia)
Blondel V., PhD, professor at University of Lorraine, joint-Head of the Health-
Biology-signal Department (sBs) (nancy, France)
Bolotine L., PhD, рrofessor of Research Center for Automatic Control of nancy 
(nancy, France)
Douplik А., PhD, professor in Ryerson University (Toronto, Canada)
Steiner R., PhD, professor, the honorary director of institute of Laser 
Technologies in Medicine and Metrology at Ulm University (Ulm, Germany)

BIOMEDICAL PHOTONICS – 
research and practice, peer-reviewed, 
multidisciplinary journal.
The journal is issued 4 times per year.
The circulation – 1000 copies., on a quarterly 
basis.

The journal is included into the List
of peer-reviewed science press of the state
Commission for Academic Degrees and
Titles of Russian Federation
The journal is indexed in the international
abstract and citation database – scopus.

The publisher «Agentstvo MORE».
Moscow, Khokhlovskiy lane., 9

Editorial staff:
Chief of the editorial staff     ivanova-Radkevich V.i.
science editor professor              Mamontov А.s.
Literary editor                 Moiseeva R.n.
Managing editor                 Machinskaya E.A
Translators                 Urlova A.n.
                 Romanishkin i.D.
Computer design                 Kreneva E.i.
Desktop publishing                 Merkulova O.E.

The Address of Editorial Office:
Russia, Moscow, 2nd Botkinskiy proezd, 3
Tel. 8 (495) 945–86–60
www: PDT-journal.com
E-mail: PDT-journal@mail.ru

Corresponding to: 
125284, Moscow, p/o box 13

Registration certificate ПИ № ФС 77–51995, 
issued on 29.11.2012 by the Federal service for 
supervision of Communications, information Tech-
nology, and Mass Media of Russia

The subscription index  
of «Rospechat» agency – 70249

The editorial staff is not responsible for the content 
of promotional material. Articles represent the 
authors’ point of view, which may be not consistent 
with view of the journal’s editorial board. Editorial 
Board admits for publication only the articles 
prepared in strict accordance with guidelines for 
authors. Whole or partial presentation of the mate-
rial published in the Journal is acceptable only with 
written permission of the Editorial board.



BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 8, № 1/2019
3

С
О

Д
Е

Р
Ж

А
Н

И
Е

 /
 C

O
N

TE
N

TS

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Разработка технологии получения наночастиц  
на основе plga и дипропоксибактериопурпурини
мида. Оценка физико-химическихи биологических 
свойств полученной системы доставки

М.Д. Сапельников, Е.Д. Никольская, 
Н.Б. Морозова, Е.А. Плотникова, А.В. Ефременко,
А.В. Панов, М.А. Грин, Р.И. Якубовская   4

Солюбилизация гидрофобного фотосенсибилизатора 
бактериохлоринового ряда в мицеллах  
поверхностно-активных веществ

Е.А. Плотникова, В.О. Страмова, Н.Б. Морозова,
А.Д. Плютинская, П.В. Островерхов, М.А. Грин,
А.Ф Миронов, Р.И. Якубовская, А.Д. Каприн  18

Фотодинамическая терапия пациентов  
с внутрикожными метастазами диссеминированной 
меланомы кожи

Д.А. Церковский, Н.А. Петровская, 
А.Н. Мазуренко  24

Повышение эффективности диагностики рака 
мочевого пузыря при использовании цистоскопии  
с гексиловым эфиром 5-АЛК

А.Д. Каприн, А.А. Трушин, М.П. Головащенко,  
В.И. Иванова-Радкевич, В.И. Чиссов, 
Е.В. Филоненко   29

Лазерная флуоресцентная спектроскопия  
и оптическая тканевая оксиметрия  
в диагностике фиброза кожи

Ю.В. Чурсинова, Д.А. Куликов, Д.А. Рогаткин, 
И.А. Разницына, Д.В. Мосальская, М.А. Бобров, 
Е.Н. Петрицкая, А.В. Молочков 38

Оптический спектроанализатор с расширенным 
динамическим диапазоном для фармакокинетических 
исследований флуоресцирующих препаратов   
в биотканях

Г.А. Меерович, Е.В. Ахлюстина, Т.А. Савельева, 
К.Г. Линьков, В.Б. Лощенов 46

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

К истории развития лучевой терапии (часть i) 
А.Д. Каприн, Ю.С. Мардынский, В.П. Смирнов, 
С.А. Иванов, А.А. Костин, С.А. Полихов, 
И.В. Решетов, А.С. Фатьянова, М.В. Денисенко, 
Т.В. Эпатова, С.В. Коренев, А.В. Терещенко, 
Е.В. Филоненко, М.М. Гафаров, Ю.С. Романко 52

ORIGINAL ARTICLES

Development of the technology for obtaining plga  
and dipropoxybateriopurpurinimide-based nanoparticles. 
Evaluation of physicochemical and biological properties 
of the obtained delivery system

Sapelnikov M.D., Nikolskaya E.D., 
Morozova N.B., Plotnikova E.A., Efremenko A.V., 
Panov A.V., Grin M.A., Yakubovskaya R.I.  4

Solubilization of hydrophobic  
bacteriochlorin–based photosensitizer  
in micelles of surfactants

Plotnikova E.A., Stramova V.O., Morozova N.B., 
Plyutinskaya A.D., Ostroverkhov P.V., Grin M.A., 
Mironov A.F., Yakubovskaya R I., Kaprin A.D.   18

photodynamic therapy in patients  
with skin metastases  
of dessiminated melanoma

Tzerkovsky D.A., Petrovskaya N.A., 
Mazurenko A.N.  24

improving the efficiency 
of bladder cancer diagnostic cystoscopy 
with 5-ala hexyl ester

Kaprin A.D., Trushin A.A., Golovachenko M.P.,  
Ivanova-Radkevich V.I., Chissov V.I., 
Filonenko E.V.   29

laser fluorescent spectroscopy  
and optical tissue oximetry  
in diagnostics of skin fibrosis 

Chursinova Yu.V., Kulikov D.A., Rogatkin D.A., 
Raznitsyna I.A., Mosalskaya D.V., Bobrov M.A., 
Petritskaya E.N., Molochkov A.V. 38

Optical spectroanalyzer with extended  
dynamic range for pharmacokinetic  
investigations of photosensitizers  
in biotissue

Meerovich G.A., Akhlyustina E.V., Savelieva T.A.,
Linkov K.G., Loschenov V.B. 46

REVIEWS OF LITERATURE

The history of radiation therapy (part i)
Kaprin A.D., Mardinskiy Yu.S., Smirnov V.P., 
Ivanov S.A., Kostin A.A., Polikhov S.A., 
Reshetov I.V., Fatianova A.S., Denisenko M.V., 
Epatova T.V., Korenev S.V., Tereshchenko A.V., 
Filonenko E.V., Gafarov M.M., Romanko Yu.S.  52

BIOMEDICAL PHOTONICS



BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 8, № 1/2019

О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е
 С

ТА
ТЬ

И

4

М.Д. Сапельников, Е.Д. Никольская, Н.Б. Морозова, Е.А. Плотникова, А.В. Ефременко, А.В. Панов, М.А. Грин, Р.И. Якубовская
Разработка технологии получения наночастиц на основе PLgA и дипропоксибактериопурпуринимида. 

Оценка физико-химическихи биологических свойств полученной системы доставки

РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ПОЛУЧЕНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ НА ОСНОВЕ PLGA 
И ДИПРОПОКСИБАКТЕРИОПУРПУРИНИМИДА. 
ОЦЕНКА ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ И БИОЛОГИЧЕСКИХ 
СВОЙСТВ ПОЛУЧЕННОЙ СИСТЕМЫ ДОСТАВКИ

М.Д. Сапельников1, Е.Д. Никольская2, Н.Б. Морозова3, Е.А. Плотникова3,
А.В. Ефременко4,5, А.В. Панов1,6, М.А. Грин1, Р.И. Якубовская3

1МИРЭА – Российский технологический университет, Москва, Россия
2Всероссийский научный центр молекулярной диагностики и лечения (ВНЦМДЛ), Москва, 
Россия
3МНИОИ им. П.А. Герцена – филиал ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздрава России, 
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4Институт биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина
и Ю. А. Овчинникова Российской академии наук, Москва, Россия
5МГУ им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия
6ЗАО «Институт фармацевтических технологий», Москва, Россия

DEVELOPMENT OF THE TECHNOLOGY FOR OBTAINING 
PLGA AND DIPROPOXYBATERIOPURPURINIMIDE-BASED 
NANOPARTICLES. EVALUATION OF PHYSICOCHEMICAL 
AND BIOLOGICAL PROPERTIES OF THE OBTAINED 
DELIVERY SYSTEM

Sapelnikov M.D.1, Nikolskaya E.D.2, Morozova N.B.3, Plotnikova E.A.3, 
Efremenko A.V.4, 5, Panov A.V.1, 6, Grin M.A.1, Yakubovskaya R.I.3

Резюме
В статье описан процесс разработки технологии получения наночастиц на основе сополимера молочной и гликолевой кислот (PLGA), 
включающих дипропоксибактериопурпуринимид (DPBPI) и предназначенных для фотодинамической терапии  (ФДТ) злокачествен-
ных новообразований различного генеза. В работе подобраны технологические параметры, позволяющие оптимизировать метод 
получения наночастиц с заданными характеристиками, в результате был получен образец сферических частиц, обладающая средним 
диаметром частиц 222,6±2,8 нм; ξ-потенциалом –26,3±4,61 мВ; индексом полидисперсности 0,144; общее содержание DPBPI в частицах 
PLGA-DPBPI составило 13,6%. В соответствии с разработанной методикой была осуществлена наработка партии наночастиц PLGA-DPBPI 
для дальнейших биологических исследований. В экспериментах in vitro на клетках немелкоклеточной карциномы легкого человека А549 
для DPBPI, доставленного в клетки с помощью наночастиц PLGA-DPBPI, и эмульсии на основе кремофора EL (CrEL-DPBPI) было показано 
сходное внутриклеточное распределение (концентрирование в везикулярных клеточных структурах и диффузное распределение 
в цитоплазме), а также была показана высокая фотоиндуцированная активность и отсутствие темновой цитотоксичности в случае 
использования частиц PLGA-DPBPI. Изучение специфической активности наночастиц PLGA-DPBPI in vivo на модели саркомы мягких 
тканей мыши S37 показало селективное накопление DPBPI в опухолевой ткани и практически полное выведение DPBPI из организма в 
течение 48 ч, а также выраженную противоопухолевую эффективность при ФДТ.

Ключевые слова: фотодинамическая терапия, наночастицы, PLGA, фотосенсибилизатор, фотоиндуцированная активность, фотоинду-
цированная противоопухолевая эффективность, дипропоксибактериопурпуринимид.

Для цитирования: Сапельников М.Д., Никольская Е.Д., Морозова Н.Б., Плотникова Е.А., Ефременко А.В., Панов А.В., Грин М.А., Якубовская Р.И. 
Разработка технологии получения наночастиц на основе PLGA и дипропоксибактериопурпуринимида. Оценка физико-химических и био-
логических свойств полученной системы доставки // Biomedical Photonics – 2019. – Т. 8, № 1. – С. 4–17. doi: 10.24931/2413–9432–2019–8–1–4-17.
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Введение
На сегодняшний день тема разработки и получе-

ния новых лекарственных форм (ЛФ) гидрофобных 
веществ, имеющих высокую фармакологическую 
активность, является актуальной. Одной из перспек-
тивных ЛФ, применяемой в указанных целях, явля-
ются наночастицы на основе биодеградируемых со-
полимеров молочной и гликолевой кислот (PLGA). 
Данная форма позволяет влиять на процессы до-
ставки и депонирования лекарственных средств в 
органах и тканях-мишенях [1, 2]. Частицы со средним 
диаметром около 200 нм эффективно накапливаются 
как в органах и тканях со злокачественными новооб-
разованиями, так и подвергаются интернализации 
опухолевыми клетками [1]. Использование PLGA с 
терминальной карбоксильной группой и соотноше-
нием мономерных звеньев 50:50 позволяет получать 
частицы с меньшим диаметром по сравнению с дру-
гими соотношениями мономеров молочной и глико-
левой кислот, данный эффект обусловлен его физико-
химическими свойствами [3].

Abstract
The article describes the process of developing a technology for producing nanoparticles based on a copolymer of lactic and glycolic acids 
(PLGA) containing dipropoxybacteriopurpurinimide (DPBPI) for photodynamic therapy of malignant tumors of various origins. Technologi-
cal parameters for optimizing the method in order to obtain nanoparticles with specified characteristics are presented in this paper. As a 
result, the nanoparticles sample with an average particle diameter of 222.6±2.8 nm; ξ-potential 26.3±4.61 mV; polydispersity index 0.144; 
the total content of DPBPI in PLGA-DPBPI nanoparticles 13.6% were obtained. In accordance with the developed technique, the batch of 
PLGA-DPBPI nanoparticles was developed for further biological studies. In vitro experiments on A549 human non-small cell lung carcinoma 
for DPBPI, delivered as a part of PLGA-DPBPI nanoparticles, and an EL cremophor-based emulsion (CrEL-DPBPI) showed a similar intracellular 
distribution (concentrated in vesicular cell structures and diffusely distributed in cytoplasm), as well as high photo induced activity and the 
absence of dark cytotoxicity in case of PLGA-DPBPI nanoparticles. The study of the PLGA-DPBPI nanoparticles specific activity in vivo on the 
S37 mouse soft tissue sarcoma model showed the selective accumulation of DPBPI in tumor tissue and the almost complete elimination of 
DPBPI from the body within 48 hours, as well as significant antitumor efficacy in PDT.

Keywords: photodynamic therapy, nanoparticles, PLGA, photosensitizer, photoinduced activity, photoinduced antitumor efficacy, dipro-
poxybacteriopurpurinimide. 

For citations: Sapelnikov M.D., Nikolskaya E.D., Morozova N.B., Plotnikova E.A., Efremenko A.V., Panov A.V., Grin M.A., Yakubovskaya R.I. 
Development of the technology for obtaining PLGA and dipropoxybateriopurpurinimide-based nanoparticles. Evaluation of physi-
cochemical and biological properties of the obtained delivery system, Biomedical Photonics, 2019, vol. 8, no. 1, pp.  4–17. (in Russian) 
doi: 10.24931/2413–9432–2019–8–1-4–17.

Contacts: Sapelnikov M.D., e-mail: maxsapelnikov@gmail.com

Одной из групп новых соединений, в отношении 
которых применение вышеуказанной ЛФ актуально, 
являются фотосенсибилизаторы (ФС), используемые 
для фотодинамической терапии (ФДТ) онкологиче-
ских заболеваний. В частности, интерес представля-
ют бактериохлорины с интенсивным поглощением в 
ближней ИК-области спектра, поскольку их терапевти-
ческое окно поглощения (750–850 нм) расширяет воз-
можности для диагностики и лечения злокачествен-
ных новообразований за счет проникновения в ткани 
на глубину до 20–25 мм и включения в используемые 
в настоящее время методы лечения более крупных и/
или более глубокозалегающих в тканях опухолей.

Для большинства бактериохлоринов можно вы-
делить общие недостатки, ограничивающие их при-
менение в клинической практике [2]:

 – низкая растворимость в воде, что приводит к 
ограничению применяемой дозы;

 – недостаточный уровень селективности и нако-
пления лекарственных веществ в опухолевых 
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4Shemyakin & Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry of the Russian Academy of Sci-
ences, Moscow, Russia 
5Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia
6ZAO “Institute of pharmaceutical technologies”, Moscow, Russia
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тканях и, как следствие, снижение эффективно-
сти ФДТ;

 – короткое время циркуляции и низкий уровень 
накопления ФС в органах и тканях-мишенях. 

Таким образом, при получении новых форм для 
данной группы веществ важно учитывать вышеука-
занные недостатки и подбирать оптимальную систе-
му доставки, способную их преодолеть и повысить 
результативность метода ФДТ.

Идея терапевтического использования наноча-
стиц на основе PLGA, содержащих дипропоксибак-
териопурпуринимид (DPBPI), подразумевает изби-
рательную доставку и контролируемое во времени 
высвобождение фотоактивной субстанции в опу-
холевой ткани, за счет чего снижается неспецифи-
ческая токсичность препарата, а также повышает-
ся его противоопухолевая эффективность. Кроме 
того, данная ЛФ позволяет обеспечивать длитель-
ное хранение препарата, а также быстрый и про-
стой способ приготовления его потребительской 
формы.

Материалы и методы 
Разработка технологии получения наноча-

стиц PLGA-DPBPI 
Используемые материалы
В работе использовали образец (DPBPI), получен-

ный на кафедре химии и технологии биологически 
активных соединений, медицинской и органической 
химии имени Н.А. Преображенского Российского тех-
нологического университета. Структурная формула 

DPBPI приведена на рис. 1. Концентрацию DPBPI в 
образцах наночастиц и эмульсиях на основе кремо-
фора определяли спектрофотометрически в длинно-
волновом максимуме поглощения (λ = 802 нм) с ис-
пользованием коэффициента молярной экстинкции  
30000 л/(моль∙см) [4].

Метод получения наночастиц PLGA-DPBPI 
В 2,0 мл хлористого метилена растворяли 3,0 мг 

DPBPI и 50,0 мг PLGA-СООН (вязкость – 0,17 дл/г в гек-
сафторизопропаноле, LACTEL® (Absorbable Polymers, 
США)) при перемешивании на магнитной мешалке 
15  мин. Полученный раствор по каплям добавляли 
к 10,0 мл 1%-ого водного раствора поливинилового 
спирта (ПВС) в склянке Дрекселя на 150 мл и пере-
мешивали с помощью магнитной мешалки Variomag 
Multipoint (Variomag, США) на скорости 1120 об/мин 
с помощью магнита 9*32 мм в течение 10 мин с за-
крытой пробкой. Затем эмульсию подвергали обра-
ботке гомогенизатором IKA Ultra Turrax T25 (IKA, Гер-
мания) (25000 rpm, 3 раза по 1 мин с интервалом в 1 
мин). Из полученной эмульсии удаляли органический 
растворитель на роторном испарителе (LABOROTA 
4000-EFFICIENT (Heidolph, Германия)) при вакууме 
0,9–1,0 кгс/м2 и температуре водяной бани 35˚С до 
полного удаления органического растворителя. За-
тем суспензию центрифугировали при 14000 об/мин 
в течение 30 мин при +4˚С в целях отделения от из-
быточного количества ПВС. Надосадочную жидкость 
декантировали, а осадок, содержащий наночастицы, 
суспендировали в 2 мл дистиллированной воды. Оса-

Рис. 1. Химические структуры:
а. Дипропоксибактериопурпуринимид (DPBPI);
б. Сополимер молочной и гликолевой кислот (PLGA-COOH 50/50)

Fig. 1. The chemical structures of:
а. Dipropoxybacteriopurpurinimide (DPBPI);
b. Copolymer of lactic and glycolic acids (PLGA-COOH 50/50)

а б
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док в виде суспензии подвергали обработке ультра-
звуком (Transsonic T420 (Transsonic, США)) в течение 
1 мин, затем добавляли криопротектор (D-маннит, 
5,0 мг) и лиофилизировали в течение 24 ч, предвари-
тельно последовательно заморозив в морозильной 
камере (-20˚С) и морозильной установке (-70˚С). Полу-
ченные частицы хранили при +4˚С без доступа света. 

В соответствии с указанной методикой была осу-
ществлена наработка наночастиц PLGA-DPBPI для 
дальнейших биологических исследований.

Определение размеров и ξ-потенциала наноча-
стиц PLGA-DPBPI

Размер частиц определяли методом динамическо-
го светорассеяния, а ξ-потенциал – электрофоретиче-
ским методом. Из испытуемого образца наночастиц 
PLGA-DPBPI готовили водную суспензию с концен-
трацией 1 мг/мл. Измерения проводили с помощью 
анализатора Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 (Malvern 
Instruments, Великобритания) с использованием стан-
дартизованного протокола исследования (SOP).

Определение содержания воды в лиофилизате на-
ночастиц PLGA-DPBPI методом К.Фишера (полумикро-
метод)

Испытуемый образец лиофилизата наночастиц 
PLGA-DPBPI в количестве от 20,0 до 100,0 мг (точная 
навеска) помещают в сосуд титратора (Metrohm 852 
KF Titrando, Швейцария), добавляют 5,0 мл метилово-
го спирта. Проводят титрование титрующим раство-
ром (реактивом Фишера). Реактив Фишера представ-
ляет собой раствор серы диоксида, йода и пиридина 
в метаноле. Прибор автоматически отводит на рас-
творение (или на суспендирование) образца перед 
анализом 10 с. С учётом значения титра определяют 
содержание воды. Проводили не менее двух парал-
лельных измерений. Конец титрования определяли 
потенциометрически.

Содержание воды Х (в %) вычисляли по формуле 1:

где а − объём реактива Фишера, израсходованный 
на титрование в основном опыте, мл; б − объём ре-
актива Фишера, израсходованный на титрование в 
контрольном опыте,  мл; в − навеска наночастиц, г;  
T − титр реактива Фишера, г/мл.

Определение общего содержания DPBPI и его степе-
ни включения в наночастицы PLGA-DPBPI спектрофо-
тометрическим методом 

Точная навеска (4,0 мг) лиофилизата наночастиц 
PLGA-DPBPI была растворена в 5 мл хлороформа. На 
спектрофотометре Helios α (Thermo Electron, США) ре-
гистрировали электронные спектры поглощения по-
лученного раствора в диапазоне длин волн 200–1000 

нм. По значениям интенсивности абсорбции раствора 
при длине волны 802 нм определяли концентрацию 
DPBPI. Расчет общего содержания DPBPI в образце на-
ночастиц (mDPBPI, мг) проводили следующим образом. 

По формуле 2 была рассчитана молярная концен-
трация DPBPI (в моль/л) в растворе хлороформа:

где D802 – оптическая плотность раствора образца на 
длине волны 802 нм, К – коэффициент молярной экс-
тинкции субстанции, равный 30000 л/(моль·см).

Затем, с учётом известной молекулярной массы 
DPBPI (696,84 г/моль), по формуле 3 была рассчитана 
массовая концентрация DPBPI (в г/л) в полученном 
растворе:

где Cm – молярная концентрация субстанции в раство-
ре, моль/л; MDPBPI – молярная масса субстанции, г/моль.

По формуле 4 была рассчитана масса DPBPI (мг) в 
растворе хлороформа.

где С – массовая концентрация субстанции, мг/мл; V – 
объем раствора хлороформа, мл.

Общее содержание DPBPI (WDPBPI, мг/г) в получен-
ной партии частиц (mНЧ, мг) определяли по формуле 5.

где mDPBPI – масса DPBPI в растворе хлороформа, мг, 
mНЧ – масса исследуемого образца наночастиц PLGA-
DPBPI, мг.

Количество включенного DPBPI или степень его 
включения (S, % масс.) в наночастицы определяли по 
формуле 6.

где mDPBPI – масса DPBPI в растворе хлороформа, mзагр. – 
масса DPBPI, изначально загруженная для получения 
наночастиц

Анализ морфологии наночастиц PLGA-DPBPI мето-
дом сканирующей электронной микроскопии

Из испытуемого образца наночастиц PLGA-
DPBPI готовили водную суспензию с концентрацией  
1 мг/мл, которую наносили с помощью микродозато-
ра на двусторонний углеродный скотч. Оставляли вы-
сыхать примерно на 20  мин. Изображения образцов 
получали с помощью просвечивающего электронно-
го микроскопа JSM-7401F (JEOL, Япония).

Анализ морфологии наночастиц PLGA-DPBPI мето-
дом просвечивающей электронной микроскопии 

Для проведения данного анализа 5–10 мкл водной 
суспензии исследуемых образцов наночастиц с кон-

М.Д. Сапельников, Е.Д. Никольская, Н.Б. Морозова, Е.А. Плотникова, А.В. Ефременко, А.В. Панов, М.А. Грин, Р.И. Якубовская
Разработка технологии получения наночастиц на основе PLgA и дипропоксибактериопурпуринимида. 
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центрацией 1 мг/мл наносили на свежеионизирован-
ные угольно-формваровые пленки-подложки, через 
2 мин избыток жидкости удаляли фильтровальной бу-
магой и препараты контрастировали 1%-ым водным 
раствором ацетата уранила. Препараты анализиро-
ваны на электронном микроскопе (JEOL 100СХ, Япо-
ния) при ускоряющем напряжении 80 кВ. Негативы 
(увеличение в 20000–50000 раз) сканировали с раз-
решением 1200 dpi (dots per inch – точек на 1 дюйм).

Исследования in vitro
Используемые материалы
Для проведения экспериментов in vitro в качестве 

биологической модели были использованы клетки 
немелкоклеточной карциномы легкого человека 
линии А549. Культивирование клеток проводили в 
среде DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10%-ой 
эмбриональной бычьей сыворотки (Hyclone, Thermo 
Fisher Scientific, США) и 2 мМ глутамина (ПанЭко, Рос-
сия) при температуре 37˚C в 5%-ой атмосфере CO2, да-
лее называемой полной средой. Клетки пересевали 2 
раза в неделю. Жизнеспособность клеток, использо-
ванных в экспериментах, составляла не менее 95%.

Подготовка образцов для проведения эксперимен-
тов in vitro

Наночастицы, нагруженные DPBPI (PLGA-DPBPI), 
суспендировали в 50 мМ Na-фосфатном буфере (pH 
7,4) до достижения концентрации 0,3 мМ по активно-
му веществу, получая при этом суспензию (исследу-
емый образец). Положительный контроль получали 
путем растирания сухого порошка DPBPI в полиэ-
токсилированном касторовом масле – кремофоре EL 
(CrEL), с дальнейшей обработкой ультразвуком на уль-
тразвуковой бане в течение 20 мин и последующим 
разбавлением 50 мМ Na-фосфатным буфером (pH 7,4) 
до 10% CrEL. Концентрация DPBPI в составе эмульсии 
кремофора EL (CrEL-DPBPI) составляла 0,6 мМ. В экс-
периментах использовали свежеприготовленные су-
спензию PLGA-DPBPI и эмульсию CrEL-DPBPI.

Исследование накопления PLGA-DPBPI в клетках не-
мелкоклеточной карциномы легкого человека А549

Для оценки внутриклеточной интернализации 
PLGA-DPBPI и CrEL-DPBPI, клетки линии А549 при до-
стижении логарифмической фазы роста высевали на 
покровные стекла в 24-луночные планшеты (в кон-
центрации 7,5·104 кл/лунка) и инкубировали сутки 
при +37˚С в 5%-ой атмосфере СО2 до достижения кон-
флюэнтности 70%. Клетки инкубировали с исследу-
емым образцом и положительным контролем в кон-
центрациях 4 и 8 мкМ в течение 2 ч. Внутриклеточное 
распределение (визуализировали флуоресценцию 
DPBPI) изучали с помощью лазерного сканирующе-
го конфокального микроскопа (ЛСКМ) LSM710МЕТА 

(Zeiss, Германия). Все конфокальные флуоресцентные 
изображения были получены с использованием мас-
ляноиммерсионного х63 объектива (C-Apochromat, 
числовая апертура 1,46). Латеральное разрешение 
составляло 0,3 мкм, аксиальное разрешение – 1,5 мкм. 
Флуоресценцию образцов возбуждали гелий-неоно-
вым лазером (543 нм). Для регистрации флуоресцен-
ции использовали APD-детекцию с длинноволновым 
барьерным фильтром с границей 655 нм. Полученные 
изображения были обработаны в программе ImageJ. 

Исследование фотоиндуцированной цитотоксич-
ности PLGA-DPBPI in vitro

Для изучения фотоиндуцированной цитотоксич-
ности образца PLGA-DPBPI клетки А549 высевали в 
96-луночные плоскодонные планшеты (плотность 
посева составляла 2,0·104, 1,2·104 и 0,7·104 кл/лунка). 
Исследуемые образцы вносили в лунки через 24 ч с 
интервалом концентраций образцов от 14,0 мкМ до 
0,010 мкМ, полученных путем двукратного разбавле-
ния. Оценку темновой цитотоксичности частиц PLGA-
DPBPI проводили через 72 ч после внесения образца 
к клеткам А549 с плотностью 0,7·104 кл/лунка. Для 
CrEL-DPBPI оценку темновой цитотоксичности прово-
дили аналогичным образом через 5 и 8 ч.

Оценку фотоиндуцированной цитотоксичности 
образцов при различной плотности посева клеток 
А549 проводили после инкубации клеток с образца-
ми в полной среде в тестируемых диапазонах концен-
траций в течение 2 ч с последующим облучением в 
течение 15 мин с помощью 500 Вт галогеновой лампы 
через водный фильтр толщиной 5 см и широкополос-
ный фильтр (пропускание 680–1000 нм, световая доза 
составляла 13,5 Дж/см2).

Для оценки фотоиндуцированной цитотоксично-
сти исследуемых образцов в зависимости от световой 
дозы облучения клетки с плотностью 0,7·104 кл/лунка 
инкубировали с образцами в полной среде в течение 
2 ч, затем трижды отмывали средой DMEM без сыво-
ротки, добавляли к клеткам свежую полную среду и 
проводили облучение с помощью 500 Вт галогеновой 
лампы через водный фильтр толщиной 5 см и ши-
рокополосный фильтр (пропусканием 680–1000  нм) 
в течение 15 (13,5 Дж/см2), 30 (27,0 Дж/см2) или 45  
(40,5 Дж/см2) мин.

После облучения клетки инкубировали в стан-
дартных условиях в течение 3 ч, а затем окрашивали 
Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich, США) и пропидий иоди-
дом (PI) (Sigma-Aldrich, США). Hoechst 33342 (4 мкМ) и 
PI (6 мкМ) добавляли к клеткам за 15 мин до оконча-
ния инкубации. Результат фотодинамического воз-
действия анализировали при помощи эпи-флуорес-
центной микроскопии, используя флуоресцентный 
микроскоп Axio Observer (Zeiss, Германия). Окрашен-
ные клетки помещали в планшете на предметный 
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столик инвертированного микроскопа и с помощью 
цифровой камеры регистрировали флуоресцент-
ные изображения свечения Hoechst 33342 (λвозб 359–
371 нм, λрег > 397 нм) и PI (λвозб 530–585 нм, λрег > 615 нм) 
в клетках. Полученные изображения были обработа-
ны в программе ImageJ, было получено общее число 
клеток и число погибших клеток для каждой выборки. 
В каждой выборке просчитывалось 300–400 клеток. 
По результатам измерений строили график зависи-
мости процента выживших клеток от концентрации 
образцов. Для сравнения фотоиндуцированной цито-
токсичности образцов рассчитывали величины LС50 и 
LС90, соответствующие концентрациям PLGA-DPBPI и 
CrEL-DPBPI по активному веществу, при которых на-
блюдается 50 и 90% гибель клеток, соответственно.

Исследования in vivo
Используемые материалы
Для проведения экспериментов in vivo использо-

вали мышей-гибридов первого поколения F1 (CBA x 
C57Bl/6J), самок (возраст 7–9 нед, вес тела 18–22 г), ко-
торых получали из питомника лабораторных живот-
ных «Андреевка» ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА России. Жи-
вотные содержались в отдельных комнатах, в контро-
лируемых условиях окружающей среды. Для экспе-
риментов мышам прививали опухолевые клетки сар-
комы мягких тканей мыши линии S37 по 1·106 клеток 
подкожно в область икроножной мышцы с внешней 
стороны бедра. Штамм S37 поддерживали в асцитной 
форме на мышах самцах линии IСR (СD-1). Исследова-
ния проводили на 7 сутки после инокуляции опухоли, 
когда ее объём достигал 130–160 мм3.

Все манипуляции проводили в соответствии с на-
циональными и международными правилами о гу-
манном обращения с животными [5, 6].

Подготовка образцов для проведения эксперимен-
тов in vivo

Для оценки распределения ФС в составе наноча-
стиц в органах и тканях мышей, а также в целях изуче-
ния фотоиндуцированной противоопухолевой актив-
ности был использован образец PLGA-DPBPI c с содер-
жанием активного вещества 13,6 мг/г. Для получения 
потребительской формы навеска образца вносилась 
в 0,9%-ый раствор хлорида натрия с получением ста-
бильной суспензии розового цвета.

Оценка распределения PLGA-DPBPI в тканях и орга-
нах животных

Изучение биораспределения DPBPI, входящего 
в состав наночастиц PLGA-DPBPI (доза 7,5 мг/кг по 
DPBPI, внутривенный путь введения), проводили ex 
vivo на мышах с развитой опухолью методом локаль-
ной флуоресцентной спектроскопии. Флуоресценцию 
регистрировали контактным способом на лазерном 

спектральном анализаторе для флуоресцентной диа-
гностики опухолей «ЛЭСА» (ООО «Биоспек», Россия).

Объектами исследования являлись опухолевая 
ткань, кожа и мышца, печень, почки, селезенка, саль-
ник и кровь, полученные от трех животных на каж-
дый интервал наблюдения (0,25, 2, 4, 24 и 48 ч). При 
возбуждении флуоресценции в красной области 
спектра (632,8 нм) интегральную интенсивность флу-
оресценции в спектральном диапазоне измерений 
(640–900  нм) нормировали на интегральную интен-
сивность сигнала обратного диффузного рассеяния 
в ткани возбуждающего лазерного излучения, опре-
деляя нормированную флуоресценцию (ФН) в тканях. 
Накопление PLGA-DPBPI в тканях оценивали по мак-
симальным значениям ФН при длине волны, соответ-
ствующей максимуму флуоресценции DPBPI. В ходе ис-
следования рассчитывали флуоресцентную контраст-
ность (ФК) как отношение ФН в опухоли к ФН в коже.

Изучение эффективности фотодинамической те-
рапии с использованием наночастиц PLGA-DPBPI

Фотодинамическую терапию проводили дистан-
ционно на седьмой день роста опухоли саркомы S37 
у мышей с введенными частицами PLGA-DPBPI в дозе 
2,5 мг/кг по активному компоненту – DPBPI. Животным 
контрольной группы вводили внутривенно изотониче-
ский 0,9%-ый раствор хлорида натрия. В качестве ане-
стезии применяли дроперидол (раствор для инъекций 
2,5 мг/мл, ФГУП «Московский эндокринный завод», Рос-
сия) в дозе 0,25 мг/мышь внутрибрюшинно. К моменту 
проведения ФДТ объем опухолей варьировал от 130 до 
160 мм3. Для облучения использовали светодиодный 
источник с длиной волны 810±21 нм (ФГУП ГНЦ НИО-
ПИК, Россия): плотность мощности 100 мВт/см2 и плот-
ность энергии 150 Дж/см2. Интервал между введением 
ФС и облучением составил 2 ч. За животными, у кото-
рых не было продолженного роста опухоли, наблюда-
ли 90 сут после лечения. Оценку противоопухолевого 
эффекта проводили по средним значениям объема 
опухоли торможению роста опухоли, увеличению про-
должительности жизни и критерию излеченности в 
контрольной и опытной группах [7]. Объем опухоли (в 
мм3) рассчитывали по формуле 7:

где a – длина, b – ширина и c – высота опухолевого 
узла. 

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов прово-

дили с использованием t-критерия Стьюдента. Для 
построения графиков и статистической обработки 
использовали программы OriginPro  8  SRO (OriginLab 
Corporation, USA), Excel (Microsoft) и Statistica 8 
(StatSoft).
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Результаты и обсуждение
Разработка технологии получения наноча-

стиц PLGA-DPBPI и их физико-химические свойства
Получение частиц, содержащих DPBPI, проводили 

с использованием метода одинарных эмульсий [2]. В 
рамках разработки технологии проводили подбор 
оптимального состава полимерной композиции: кон-
центрация поверхностно-активного вещества (ПВС) 
и соотношение органической фазы к водной (О/В). 
Параметры технологического процесса получения 
частиц и их характеристики представлены в табл. 1. 
Также в рамках разработки проводили подбор техно-
логических параметров, таких как тип гомогенизации 
(с использованием погружного гомогенизатора, либо 
с применением ультразвукового (УЗ)), метод удале-
ния органического растворителя (с использованием 
диффузии или вакуума), время центрифугирования 
суспензии частиц.

Как видно из табл. 1, увеличение концентрации 
ПВС приводит к увеличению среднего размера ча-
стиц и индекса полидисперстности (ПДИ) (образцы 
3, 9). Уменьшение концентрации ПВС, напротив, сни-
жает средний размер частиц (образцы 4, 10), но при-
водит к получению частиц с меньшим содержанием 
DPBPI за счет увеличения общей массы образца на-
ночастиц PLGA-DPBPI, в связи с чем был выбран 1%-
ый ПВС, позволяющий получать частицы меньшего 
диаметра без видимого снижения общего содержа-
ния препарата. Наиболее оптимальным соотноше-
нием О/В является 1:5, поскольку уменьшение соот-
ношения до 1:2,5 приводило к резкому увеличению 
размера и увеличению полидисперсности системы 
(образец 6), а увеличение соотношения до 1:10 (об-
разец 5) не способствовало существенному сниже-
нию размера, однако снижало общее содержание 
DPBPI в частицах. Использование УЗ-гомогенизатора 

Таблица 1
Влияние технологических параметров на основные физико-химические характеристики полученных частиц PLGA-
DPBPI
Table 1
The influence of technological parameters on the major physico-chemical characteristics of the obtained PLGA-DPBPI NPs

№ образ-
ца PLGA-

DPBPI
PLGA-
DPBPI 

sample №

ПВС, %
PVA, %

О/В
O/W

Удаление 
раствори-

теля
Evapora-

tion of 
organic 
solvent

Тип гомоге-
низатора
Homog-

enizer type

t, мин
t, min

WDPBPI, 
мг/г
WBPP, 
mg/g

S, % 
масс.
S, % 

w.

Средний 
диаметр, 

нм
Mean diam-

eter, nm

ξ-потенциал, мВ
ξ-potential, mV

ПДИ
PDI

1 1 1:5
Диффузия
Diffusion Погружной 

гомогениза-
тор

Immersion 
homog-
enizer

15 9,6 28,7 485,1±2,3 –23,8±4,09 0,392

2 1 1:5

Вакуум
Vacuum

15 9,5 26,3 490,1±3,0 –24,6±2,87 0,230
3 2 1:5 15 13,4 35,1 761,3±4,5 –27,4±2,65 0,354
4 0,5 1:5 15 10,2 46,8 540,8±2,4 –20,1±3,42 0,325
5 1 1:10 15 8,1 72,6 523,2±2,2 –17,2±3,21 0,263
6 1 1:2.5 15 10,4 63,4 834,3±1,7 –14,4±2.86 0,368
7 1 1:5 30 13,6 86,1 222,6±2,8 –26,3±4,61 0,144

8 1 1:5

УЗ-гомо-
генизатор
US-homo-

genizer

30 16,9 36,4 261,5±3,2 –23,2±3,92 0,205

9 2 1:5 Погружной 
гомо-гени-

затор
Immersion 

homo-
genizer

30 15,6 25,2 340,2±2,4 –20,3±2,47 0,356

10 0.5 1:5 30 12,4 30,3 245,1±3,6 –19,2±4,06 0,232

O/В – соотношение органической фазы к водной; t – время центрифугирования
ПДИ – индекс полидисперсности
O/W – ratio of organic phase to water; t– centrifugation time
PDI – polydispersity index
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способствовало незначительному увеличению раз-
мера частиц (образец 8), однако степень включения 
препарата оказалась намного ниже, в связи с чем ис-
пользование погружного гомогенизатора являлось 
наиболее актуальным. Удаление растворителя для 
всех частиц проводили с использованием вакуума, 
поскольку применение диффузии при атмосферном 
давлении привело к получению частиц с широкими 
пиками распределения по размерам и образовани-
ем полидисперсной системы (образец 1). Увеличение 
времени центрифугирования суспензии частиц с 15 
до 30 мин, в свою очередь, позволило также снизить 
средний размер частиц в образце с одновременным 
снижением ПДИ, что говорит о подборе оптималь-
ных условий получения частиц с заданными харак-
теристиками.

В результате были подобраны оптимальные па-
раметры метода получения частиц PLGA-DPBPI (об-
разец 7), позволяющие получать частицы с улучшен-
ными физико-химическими характеристиками, таки-
ми, как максимальные значения общего содержания 
вещества и степени сорбции, монодисперсное рас-
пределение частиц по размерам (ПДИ меньше 0,250), 
средний диаметр частиц меньше 250 нм, чем и об-
условлен их выбор для дальнейших экспериментов. 
В полученном лиофилизате наночастиц PLGA-DPBPI 
(образец 7) было определено содержание воды, 
которое составило не более 1,5%, что было учтено 
во всех расчетах. Полученные значения общего со-
держания DPBPI указаны в пересчете на безводное 
вещество.

Размер частиц и их сферическую форму подтверж-
дали с помощью просвечивающей электронной ми-

кроскопии и сканирующей электронной микроско-
пии (рис. 2). 

Таким образом, дальнейшие эксперименты по изу-
чению эффективности интернализации опухолевыми 
клетками полученных частиц и их фотодинамической 
активности на моделях in vitro и in vivo были проведе-
ны с использованием PLGA-DPBPI-7.

Биологические свойства PLGA-DPBPI. Исследо-
вания in vitro

Исследование накопления PLGA-DPBPI в клетках 
аденокарциномы легкого А549

Методом лазерной сканирующей конфокальной 
микроскопии (ЛСКМ) было установлено, что DPBPI, 
входивший в состав частиц PLGA-DPBPI, накапливается 
в цитоплазматической области клеток А549. При этом 
наблюдается концентрирование DPBPI в везикуляр-
ных клеточных структурах субмикронного размера, а 
также диффузное окрашивание цитоплазмы (рис. 3 II). 
Наблюдается частичная со-локализация наночастиц с 
липидными каплями (рис. 3ж, з), что характерно для ци-
клоимидных производных бактериохлорина р [8]. 

Поскольку DPBPI обладает гидрофобными свой-
ствами, в группе контроля в качестве солюбилизато-
ра был выбран кремофор EL (CrEL), способный стаби-
лизировать не агрегированную форму тетрапирроль-
ных соединений в водных растворах и не токсичный 
для клеток in vitro в низких концентрациях [8–10]. 
Важно отметить, что CrEL используется в клинической 
практике [11].

В клетках, инкубируемых с CrEL-DPBPI, методом 
ЛСКМ обнаружено сходное с наночастицами вну-
триклеточное распределение DPBPI. (рис. 3 I). Таким 

Рис. 2. Микрофотографии частиц PLGA-DPBPI, полученных методом просвечивающей электронной микроскопии (а) и сканирую-
щей электронной микроскопии (б)
Fig. 2. TEM (а) and SEM (б) microphotographs of PLGA-DPBPI NPs

а б
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образом, включение DPBPI в состав наночастиц не 
блокирует его проникновение в клетки и не влияет 
на характер внутриклеточного распределения DPBPI. 

Исследование фотоиндуцированной цитотоксич-
ности PLGA-DPBPI

В экспериментах по изучению цитотоксичности 
PLGA-DPBPI было установлено, что образец PLGA-
DPBPI не проявлял токсичности в отношении клеток 
А549 при высоких концентрациях и длительных вре-
менах инкубации (более 8 ч), в то время как приме-
нение DPBPI, входящего в состав CrEL-DPBPI (положи-
тельного контроля), было ограничено цитотоксично-
стью CrEL. Максимальные показатели для его исполь-
зования составляют не более 5 ч с концентрацией не 
выше 14 мкМ (рис. 4). 

При исследовании фотоиндуцированной цитоток-
сичности было показано, что частицы PLGA-DPBPI вы-
зывают концентрационно-зависимую гибель клеток 
А549 (рис. 5). При различной плотности посева кле-
ток (0,7∙104 кл/лунка; 2∙104 кл/лунка, рис. 5а) отношение 
параметров LС50 и LС90 (концентрации, вызывающие 
гибель 50% и 90% клеток, табл. 2) PLGA-DPBPI к CrEL-
DPBPI сохраняется и составляет 1,6±0,1 (табл. 3). Уве-

личение световой дозы приводит к усилению фото-
динамической активности обеих форм DPBPI (рис. 5, 
табл. 2). Проведение отмывки клеток А549 после 2 ч 
инкубации с PLGA-DPBPI или CrEL-DPBPI перед облу-
чением не привело к снижению фотодинамического 
эффекта (рис. 5б). Следовательно, фотоиндуцирован-
ная гибель клеток происходит вследствие активации 
внутриклеточной концентрации PLGA-DPBPI или по-
ложительного контроля (рис. 5, табл. 2). Фотодина-
мический эффект PLGA-DPBPI может лимитироваться 
скоростью внутриклеточного высвобождения актив-
ного вещества из наночастиц, в связи с чем, была ис-
следована фотоиндуцированная цитотоксичность со-
единений при различном времени облучения. Пред-
варительно образцы были удалены из клеточной сре-
ды (проводили отмывку клеток через 2 ч инкубации 
с образцами). Увеличение времени облучения и, сле-
довательно, световой дозы облучения привело к уве-
личению фотодинамического эффекта как для PLGA-
DPBPI, так и для CrEL-DPBPI (рис. 5б, табл. 2). Отноше-
ние параметров LС50 и LС90 PLGA-DPBPI к CrEL-DPBPI 
варьируется в пределах 1,6÷2,4 (табл. 3). При этом дву-
кратное увеличение дозы (и двукратное увеличение 
времени облучения) способствовало снижению LС50 в 

Рис. 3. Типичное внутриклеточное распределение DPBPI, входящего в состав CrEL-DPBPI (I) и PLGA-DPBPI (II), в клетках немелко-
клеточной карциномы легкого человека линии А549, полученные методом ЛСКМ (а, в, д, ж) и в проходящем белом свете (б, г, е, 
з) после инкубации клеток с образцами в концентрации 4 мкМ в течение 2-х ч. На изображениях д-з показана со-локализация 
DPBPI с липидными каплями (области обведены овалами). Масштаб соответствует 15 мкм
Fig. 3. Typical intracellular distribution of DPBPI in CrEL-DPBPI (I) and PLGA-DPBPI (II) complexes inside А549 human non-small lung 
cancer cells. Images were obtained by LSCM (а, в, д, ж) and in transmitted white light (б, г, е, з) after incubation of cells with samples 
at the concentration of 4 µm for 2 h. The co-localization of DPBPI with lipid drops (the areas are circled ovals) is shown in the images 
д-з. Scale bar is equal to 15 µm
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2,53 раза для положительного контроля и в 1,75 раз 
для PLGA-DPBPI. Дальнейшее увеличение дозы (вре-
мени облучения) в 1,5 раза снизило LС50 в 1,49 раз для 
положительного контроля, тогда как для исследуемо-
го образца значение LС50 снизилось в 1,7 раз. 

Таким образом, применение DPBPI в составе нано-
частиц PLGA-DPBPI способствует накоплению DPBPI в 
цитоплазме опухолевых клеток А549 и вызывает фо-
тоиндуцированную цитотоксичность, что подтверж-
дает сохранение фотодинамических свойств DPBPI 
после включения его в состав полимерной формы.

а б

Рис. 4. Выживаемость клеток немелкоклеточной карциномы 
легкого человека линии А549 от концентрации PLGA-DPBPI, 
CrEL-DPBPI и CrEL при различном времени инкубации при изу-
чении темновой цитотоксичности
Fig. 4. Survival of non-small cell lung carcinoma cells of the A549 
line from the concentration of PLGA-DPBPI, CrEL-DPBPI and CrEL 
at different times of incubation in the study of dark cytotoxicity

Рис. 5. Выживаемость клеток немелкоклеточной карциномы легкого человека линии А549 от концентрации CrEL-DPBPI и PLGA-
DPBPI при изучении фотоиндуцированной цитотоксичности, где (а) – после 2 ч инкубации и облучения галогенной лампой в тече-
ние 15 мин (13,5 Дж/см2) при различной плотности клеток; (б) – после 2 ч инкубации, отмывки клеток от соединений во внешней 
среде и облучения галогенной лампой в течение различного времени облучения. Плотность клеток 0,7·104 кл/лунка
Fig. 5. Survival of non-small cell lung carcinoma cells of the A549 line from the concentration of CrEL-DPBPI and PLGA-DPBPI in the 
study of photoinduced cytotoxicity. (a) – after 2 hours of incubation and irradiation with a halogen lamp for 15 minutes (13.5 J/cm2) 
at different cell densities; (b) – after 2 hours of incubation, washing cells from compounds in the environment and irradiation with a 
halogen lamp for various irradiation times. The density of cells was 0.7·104 cells/well

При увеличении времени облучения и световой 
дозы фотоиндуцированная цитотоксичность PLGA-
DPBPI возрастает линейно, в то время как для CrEL-
DPBPI наблюдается тенденция к снижению. 

Биологические свойства PLGA-DPBPI. Исследо-
вания in vivo

Распределение PLGA-DPBPI в тканях и органах жи-
вотных 

При анализе спектров флуоресценции, получен-
ных ex vivo после внутривенного введения мышам 
DPBPI, установлено, что максимум флуоресценции 
для красителя в органах и тканях животных регистри-
ровался при 817±3 нм. 

Исследованный препарат в виде наночастиц 
PLGA-DPBPI при внутривенном введении сравни-
тельно быстро поступал в ткань опухоли S37, уро-
вень ФН достигал максимального значения через 2 ч 
после введения и составлял 7,1±1,1 отн. ед. (табл. 4). 
Через 48 ч средний уровень ФН в опухоли составлял 
9,8% от максимального зарегистрированного значе-
ния.

В нормальной коже максимальное накопление 
DPBPI определялось в интервале времени от 0,25 до 
2 ч после внутривенного введения красителя (вели-
чина ФН составила 2,6±0,3 – 3,5±0,3 отн. ед.), а через 
24 ч DPBPI уже не определялась. Максимальная вели-
чина ФК относительно кожи регистрировалась в ин-
тервале времени от 2 до 4 ч после введения красите-
ля и составляла 2,7–3,0 отн. ед. 

В связи с этим при ФДТ облучение следует про-
водить через 2 ч после введения наночастиц PLGA-
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DPBPI, когда накопление в опухоли и флуоресцентная 
контрастность достигают максимального значения.

В кровотоке DPBPI определялось в течение суток 
после введения. В мышечной ткани и сальнике были 
зарегистрированы невысокие значения нормирован-
ной флуоресценции (4,3±0,4 отн. ед. и 4,8±0,6 отн. ед., 
соответственно), которые через сутки снижались на 
71,4% и 83,3% от максимального зарегистрирован-
ного значения, соответственно. Через 48 ч в коже и 
сальнике ФН определялось на уровне фона. В основ-
ных внутренних органах максимальное накопление 
DPBPI зарегистрировано в печени и селезенке через 
15 мин после введения, ФН составляла 31,3±1,4 отн. 
ед. и 25,9±1,8 отн. ед., соответственно. Через 24 ч по-
сле внутривенного введения красителя уровень нор-
мированной флуоресценции в печени и селезенке 
снижался на 88,5% и 89,7% от максимального значе-
ния, соответственно, а через 48 ч отмечены только 
фоновые значения. В почках максимальные значения 
нормированной флуоресценции DPBPI регистриро-
вались через 2 ч после введения (12,0±0,2 отн. ед.), а 
через 48 ч флуоресценция в почках определялась на 
уровне фона. Полученные данные свидетельствуют о 
быстрой элиминации фотосенсибилизатора из орга-
низма мышей и о преимущественном выведении со-
единения через выделительную систему печени.

Фотоиндуцированная противоопухолевая актив-
ность PLGA-DPBPI у мышей с саркомой S37

При проведении ФДТ с PLGA-DPBPI у облученных 
животных с саркомой S37 в течение 2-х ч развивался 
отек, который сохранялся до 4 сут. Гибели животных 

от фототоксического шока после сеанса ФДТ отмече-
но не было.

Из представленных на рис. 6 и 7 данных видно, что 
фотосенсибилизатор обладает противоопухолевой 
эффективностью. При использовании PLGA-DPBPI в 
дозе 2,5 мг/кг (по действующему веществу) и интер-
вале между облучением и введением в 2 ч, среднее 
значение объема опухоли в опытной группе увели-
чивалось медленно по отношению к объему опухо-
ли контрольной группы, торможение роста опухоли 
(ТРО) на 22 сут после сеанса ФДТ составило 71%. Мак-
симальное значение ТРО составило 78% на 11 сут.  В 
течение 90 сут у 33% мышей не было выявлено про-
долженного роста опухоли.

Таким образом, воздействие ФДТ на перевивную 
опухоль S37 с применением PLGA-DPBPI позволяет 
достичь выраженного противоопухолевого эффекта 
при данной постановке эксперимента (УПЖ – 83%, 
КИ – 33%).

Заключение
Авторами была разработана технология получе-

ния наночастиц на основе PLGA, содержащих в своем 
составе DPBPI и обладающих оптимальными физико-
химическими характеристиками, такими, как сред-
ний размер частиц, значение ξ – потенциала, степень 
включения и содержание субстанции в частицах. В 
экспериментах in vitro регистрировалось внутрикле-
точное накопление и распределение DPBPI в составе 
частиц PLGA-DPBPI в клетках А549, характер которо-
го совпадал с распределением DPBPI в составе кон-
трольной композиции (CrEL-DPBPI). Было показано 

Таблица 2
Значения LС90 и LС50 для CrEL-DPBPI и PLGA-DPBPI при различной концентрации клеток (облучение галогенной лампой в 
течение 15 мин, 13,5 Дж/см2) и времени облучения (плотность клеток 0,7·104 кл/лунка, с проведением отмывки)
Table 2 
The values of LC90 and LC50 for CrEL-DPBPI and PLGA-DPBPI at various cells concentrations (halogen lamp exposure for 15 minutes 
(13.5 J/cm2)) and irradiation time (cell density of 0.7·104 cells / well, with washing)

Концентрация клеток, кл/лунку
Cells concentration, cells/well

LС90, мкМ
LС90, µМ

LС50, мкМ
LС50, µМ

PLGA-DPBPI CrEL-DPBPI PLGA-DPBPI CrEL-DPBPI

0,7·104 4,7±0,1 2,9±0,1 2,8±0,1 1,7±0,1

1,2·104 8,0±0,1 3,9±0,1 4,7±0,1 2,8±0,1

2·104 8,5±0,1 5,3±0,1 5,6±0,1 3,7±0,1

Время облучения, мин (световая доза,  Дж/см2)
Exposure time, min (light dose, J/cm2)

LС90, мкМ
LС90, µМ

LС50, мкМ
LС50, µМ

PLGA-DPBPI CrEL-DPBPI PLGA-DPBPI CrEL-DPBPI

15 (13,5) 4,7±0,1 2,9±0,1 2,8±0,1 1,7±0,1

30 (27) 2,5±0,1 1,1±0,05 1,6±0,1 0,67±0,05

45 (40,5) 1,6±0,1 0,67±0,05 0,96±0,05 0,45±0,03
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Таблица 3
Отношения (LС90)2/(LС90)1* и (LС50)2/(LС50)1* для CrEL-DPBPI (1) и PLGA-DPBPI (2) при различной концентрации клеток (облуче-
ние галогенной лампой в течение 15 мин (13,5Дж/см2)) и времени облучения (плотность клеток 0,7·104 кл/лунка, с проведе-
нием отмывки)
Table 3 
(LC90)2/(LC90)1

* and (LC50)2/(LC50)1
* rates for CrEL-DPBPI (1) and PLGA-DPBPI (2) at various cell concentrations (halogen lamp exposure 

for 15 minutes (13.5 J/cm2)) and irradiation time (cell density of 0,7·104 cells / well, with washing)

Концентрация клеток, кл/лунка
Cells concentration, cells/well (LС90)2 / (LС90)1 (LС50)2 / (LС50)1

0,7∙104 1,62 1,65
1,2∙104 2,05 1,68
2,0∙104 1,60 1,51

Время облучения, мин  (световая доза, Дж/см2)
Exposure time, min (light dose, J/cm2)

(LС90)2 / (LС90)1 (LС50)2 / (LС50)1

15 (13,5) 1,62 1,65
30 (27) 2,27 2,39

45 (40,5) 2,39 2,13
*(1) – CrEL-DPBPI; (2) – PLGA-DPBPI

Таблица 4
Интенсивность нормированной флуоресценции DPBPI в органах и тканях мышей с саркомой S37 после введения наноча-
стиц PLGA-DPBPI в дозе 7,5 мг/кг
Table 4
The intensity of the normalized fluorescence of DPBPI in organs and tissues of mice with S37 sarcoma after administration of 
PLGA-DPBPI polymer particles at a dose of 7.5 mg / kg

Органы 
и ткани

Organs and 
tissues

Контроль*
(Фон)

Control*
(Background)

Нормированная флуоресценция (ФН), отн. ед.
Normalized fluorescence (FN), rel.units

Сроки измерения нормированной флуоресценции после введения образца, ч
The timing of the measurement of normalized fluorescence after the introduction of 

the sample, h
0,25 2 4 24 48

Опухоль
Tumor

3,0±0,2 4,5±0,4 7,1±1,1 5,4±0,7 3,9±0,1 3,4±0,1

Кожа
Skin

1,5±0,1 3,5±0,3 2,6±0,3 1,8±0,2 1,6±0,1 1,6±0,1

Мышца
Muscle

2,7±0,1 4,1±0,5 4,3±0,4 3,9±0,3 3,1±0,4 2,8±0,1

Сальник
Adipose tissue

3,0±0,3 4,2±0,2 4,8±0,6 3,2±0,2 3,2±0,2 3,1±0,1

Печень
Liver

7,8±0,2 31,2±1,4 23,4±1,0 18,3±0,1 10,5±0,3 8,6±0,6

Почки
Kidneys

7,6±0,2 10,8±0,2 12,0±0,2 9,8±1,2 8,3±0,1 7,8±0,2

Селезенка
Spleen

9,4±0,3 25,9±1,8 20,7±1,0 17,0±0,9 11,1±0,6 10,2±0,5

Кровь
Blood

4,0±0,5 22,3±0,2 7,7±0,1 6,1±0,1 4,2±0,1 3,9±0,1

ФК**
FС**

- 1,3 2,7 3,0 2,4 2,1

* Контроль – мыши без воздействия (фон);
** ФК (флуоресцентная контрастность) = ФНопухоль / ФНкожа
* Control – mice without exposure (background);
** FK (fluorescent contrast) = FNtumor / FNskin, rel. units.
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отсутствие темновой цитотоксичности частиц при 
высоких концентрациях и длительных временах ин-
кубации. Противоопухолевая эффективность частиц 
PLGA-DPBPI была сопоставима с эффектом CrEL-DPBPI, 
что подтверждает сохранение фотоиндуцированной 
активности DPBPI после включения его в состав по-
лимерной матрицы. В экспериментах in vivo было по-
казано накопление частиц в опухолевой ткани с ФК до 
3,0 отн. ед., а также практически полное выведение 

DPBPI из организма через 48 ч. Для кожи это значение 
составило 24 ч, что немаловажно с учетом специфики 
проведения процедуры фотодинамической терапии. 
Также была доказана противоопухолевая фотоинду-
цированная активность использования PLGA-DPBPI 
при проведении ФДТ на модели саркомы мягких тка-
ней S37, излеченность животных достигала 33%. Полу-
ченные данные позволяют сделать вывод о перспек-
тивности дальнейшего изучения частиц PLGA-DPBPI.

Рис. 6. Объем опухоли S37 у мышей после проведения ФДТ 
(150 Дж/см2, время экспозиции 2 ч) после введения PLGA-
DPBPI (в дозе 2,5 мг/кг) в контрольной и опытной группах
Fig. 6. S37 tumor volume in mice after PDT (150 J/cm2, exposure 
time 2 h) after administration of PLGA-DPBPI (at a dose of  
2.5 mg/kg) in the control and experimental groups

Рис. 7. Торможение роста опухоли (ТРО, %) на 6–22 сут после 
проведения ФДТ (150 Дж/см2, время экспозиции 2 ч) с исполь-
зованием PLGA-DPBPI (в дозе 2,5 мг/кг)
Fig. 7. Inhibition of tumor growth (TGI, %) on days 6–22 after 
PDT (150 J/cm2, exposure time 2 hours) using PLGA-DPBPI  
(2.5 mg/kg)
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РЯДА В МИЦЕЛЛАХ ПОВЕРХНОСТНО-АКТИВНЫХ ВЕщЕСТВ

Е.А. Плотникова1, В.О. Страмова1, Н.Б. Морозова1, А.Д. Плютинская1, П.В. Островерхов2, 
М.А. Грин2, А.Ф Миронов2, Р.И. Якубовская1, А.Д. Каприн1

1МНИОИ им. П.А. Герцена – филиал ФГБУ «НМИЦР» Минздрава РФ, Москва, Россия, 
2МИРЭА – Российский технологический университет, Москва, Россия
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BASED PHOTOSENSITIzER IN MICELLES OF SURFACTANTS
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Резюме
Целью настоящей работы являлось получение стабильной мицеллярной эмульсии перспективного фотосенсибилизатора (ФС) – 
метилового эфира О-пропилоксим-N-пропоксибактериопурпуринимида, поглощающего в длинноволновой области спектра (λmax = 
800±2 нм). В процессе работы были получены солюбилизаты красителя на основе поверхностно-активных веществ (ПАВ): Kolliphor ELP, 
Poloxamer 407, Эмуксол 268. По физико-химическим параметрам отобрана и охарактеризована наиболее перспективная мицеллярная 
эмульсия ФС для парентерального введения. Выбранная эмульсия на основе Kolliphor ELP остается стабильной в течение 4 мес, в тече-
ние которых остаются неизменными спектр флуоресценции и поглощения и диаметр мицелл. 

Ключевые слова: фотосенсибилизатор, фотодинамическая терапия, бактериохлорин, солюбилизатор, эмульсия.
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Abstract
The aim of the paper was to obtain a stable micellar emulsion of potent photosensitizer (PS) – O-propyloxime-N-propoxybacteriopurpu-
rinimide methyl ester absorbing light in long-wave region of the spectrum (λmax = 800±2 нм). Solubilizates of the dye based on different 
surfactants (Kolliphor ELP, Poloxamer 407, Emuxol 268) were obtained. Taking into account the physical and chemical parameters, the most 
potent micellar emulsion for injection was selected and characterized. The emulsion based on Kolliphor ELP remains stable for 4 months, 
with no changes in the fluorescence spectrum and absorption, as well as the particle diameter. 

Keywords: photosensitizer, photodynamic therapy, bacteriochlorin, solubilizer, emulsion.
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Введение
Фотодинамическая терапия (ФДТ) является дина-

мично развивающимся методом лечения патологий 
различного характера, включая злокачественные 
новообразования. Обеспечивая высокую эффектив-
ность лечения, ФДТ получила широкое применение 
в клинической практике [1–3]. Преимуществами ФДТ 
являются малоинвазивность, селективность воздей-
ствия, многократное применение при необходимо-
сти, благоприятный косметический эффект, а также 
возможность использовать методику как в качестве 
самостоятельного способа лечения, так и в комплек-
се с другими методами противоопухолевой тера-
пии [4–6].

На сегодняшний день основными препаратами, 
применяемыми в ФДТ, являются фотосенсибилиза-
торы (ФС) на основе порфиринов, хлоринов и фта-
лоцианинов  [7, 8], которые интенсивно поглощают в 
области 630–685 нм, где проницаемость биологиче-
ских тканей незначительна. Данную группу ФС харак-
теризует высокая активность в отношении опухолей 
небольшого объема. Следует отметить, что ФС фта-
лоцианинового ряда продолжительно циркулиру-
ют в организме, что приводит к длительной кожной 
токсичности [9].   В связи с вышеперечисленными 
причинами исследователями ведется направленный 
поиск новых высокоэффективных красителей, в том 
числе среди соединений бактериохлоринового ряда, 
поглощающих в области 700–900 нм [10–13]. ФС дан-
ного ряда преимущественно являются гидрофобны-
ми соединениями, поэтому для того, чтобы их вну-
тривенное введение стало возможным, необходима 
разработка лекарственной формы красителя в виде 
стабильной эмульсии [14].

Для получения инъекционных форм гидрофоб-
ных субстанций наиболее широко применяют сле-
дующие поверхностно-активные вещества (ПАВ): по-
лиэтиленгликоль, кремофор, плюроники и их водные 
растворы. Сорастворители данного ряда являются 
фармацевтическими вспомогательными веществами, 
которые способствуют повышению растворимости и 
стабильности лекарственных средств, увеличивают 
биодоступность и, следовательно, эффективность 
лечения методом фотодинамической терапии [14–17].

Целью настоящей работы являлось получение 
стабильной мицеллярной эмульсии метилового 
эфира О-пропилоксим-N-пропоксибактериопурпу-
ринимида,

Материалы и методы
Фотосенсибилизатор
Субстанция-фотосенсибилизатор представляет 

собой метиловый эфир О-пропилоксим-N пропокси-
бактериопурпуринимида, поглощающий в области 
800±2 нм [18].

Получение коллоидных растворов ПАВ
Для получения коллоидных растворов ПАВ с кон-

центрацией 4% (масса/объем) навески солюбилиза-
торов Kolliphor ELP (BASF, Германия), Poloxamer 407 
(Sigma-Aldrich, США), Эмуксол 268 (ФГУП «ГНЦ «НИО-
ПИК», Россия) растворяли в воде для инъекций (ООО 
«Гротекс», Solopharm, Россия) и перемешивали в тече-
ние 10 мин до полного растворения. Перемешивание 
проводили на магнитной мешалке (ThermoScientific, 
Великобритания) при температуре 25, 40, 50, 60, 70 
и 80˚С. Далее коллоидный раствор подвергали обра-
ботке ультразвуком в течение 10 или 20 мин. Эффек-
тивность образования коллоидных растворов оцени-
вали по характеру формирования мицелл методом 
динамического рассеяния света, определяя диаметр 
частиц в растворе. Анализ проводили на анализа-
торе размера частиц, ξ-потенциала частиц и плоских 
поверхностей Delsa™Nano С (BeckmanCoulter, США). 
Источником света служил диодный лазер, работаю-
щий при фиксированной длине волны 658 нм. Каждое 
измерение проводили по меньшей мере 3 раза, далее 
высчитывали среднее значение диаметра мицелл.

Получение солюбилизатов на основе ПАВ
Для получения эмульсии ФС на основе различных 

ПАВ (Kolliphor ELP, Poloxamer 407, Эмуксол 268) навеску 
красителя растворяли в хлористом метилене (дихлор-
метан, ХЧ, ООО «Химмед», Россия) и добавляли неболь-
шими порциями в 4%-ый раствор ПАВ, нагретый на 
магнитной мешалке до 42˚С, что соответствует темпе-
ратуре кипения хлористого метилена, при постоянном 
перемешивании и барботации аргоном. Процесс про-

Рис. 1. Химическая формула фотосенсибилизатора
Fig. 1. Chemical formula of the photosensitizer
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должали до полного испарения растворителя, затем 
охлажденную до комнатной температуры эмульсию 
подвергали стерилизации через мембранный фильтр 
Millipore (Corning, Германия) с размером пор 0,22 мкм.

Оценка стабильности солюбилизатов на основе ПАВ
Оценка стабильности включала в себя анализ 

спектров поглощения и флуоресценции во времени 
и распределения по размерам частиц эмульсий фото-
сенсибилизатора на основе ПАВ.

Растворы ФС готовили ex tempore последователь-
ным разведением исходных эмульсий с известны-
ми концентрациями. Спектры поглощения и флуо-
ресценции регистрировали на спектрофотометре 
Genesys  2 (ThermoSpectronic, США) и на лазерном 
анализаторе для флуоресцентной диагностики опу-
холей ЛЭСА (ООО «БИОСПЕК», Россия), соответствен-
но. Измерения проводили ex tempore, а также через 2, 
4, 24 ч, 7 сут, 1 и 4 мес хранения в затемненных ус-
ловиях. Флуоресценцию возбуждали He-Ne лазером 
при длине волны генерации 632,8 нм при оптическом 
разрешении 2 нм в диапазоне длин волн от 400 до 
1000 нм. При математической обработке из регистри-
руемых спектров вычитали спектр фоновой флуорес-
ценции растворителя и интегрировали в пределах от 
300 до 900 нм. Концентрация активного вещества в 
растворе составляла 20 мкг/мл. В ходе исследований 
оценивали положение максимумов на спектрах по-
глощения и флуоресценции, оптическую плотность, 
интенсивность флуоресценции, а также характер из-
менения профиля спектров ФС.

Для определения размера частиц в растворе 
ис пользовали метод динамического лазерного 
свето рассеяния (DLS). Анализ проводили на анали-
заторе размера частиц, ξ-потенциала частиц и пло-
ских поверхностей Delsa™Nano С. Перед проведе-
нием эксперимента эмульсии стерилизовали через 
мем бранный фильтр Millipore с размером пор 0,22 
мкм. Растворы для проведения исследований гото-
вили ex tempore путем последовательных разведе-
ний ис ходных эмульсий до конечной концентрации 
актив ного вещества 40 мкг/мл. Каждое измерение 
прово дили по меньшей мере 3 раза, далее высчиты-
вали среднее значение диаметра пустых мицелл и 
мицелл с включенным фотосенсибилизатором.

Оценка фотостабильности фотосенсибилизатора
Растворы готовили ex  tempore путем последо-

вательных разведений исходной эмульсии в куль-
туральной среде Игла МЕМ (НПП «ПанЭко», Россия), 
содержащей 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки до конечной концентрации активного веще-
ства 25 мкг/мл. В лунки плоскодонного 96-луночного 
микропланшета (Corning, США) вносили по 150 мкл 
раствора ФС. В качестве источника оптического излу-
чения использовали галогеновую лампу мощностью 
500 Вт с широкополосным фильтром КС-19 (λ ≥ 720 нм) 
и водным фильтром толщиной 5 см. Плотность мощ-
ности составляла 18±1,0 мВт/см2, а световая доза – 5, 
10, 20, 50 и 100 Дж/см2. Мощность излучения контро-
лировали с помощью измерителя ИМПО (НПО «По-
люс», Москва). Интенсивность флуоресценции оце-

Рис. 2. Абсорбционные спектры ФС в хлористом метилене (1), в составе эмульсии на 
основе Kolliphor ELP (2), Poloxamer 407 (3) и Эмуксол 268 (4)
Fig. 2. Absorption spectra of the PS in dichloromethane (1), in the emulsion based on 
Kolliphor ELP (2), Poloxamer 407 (3) and Emuxol 268 (4)
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нивали до и после облучения. При математической 
обработке из регистрируемых спектров вычитали 
спектр фоновой флуоресценции растворителя и ин-
тегрировали в пределах от 300 до 900 нм.

Результаты и обсуждение
Получение коллоидных растворов ПАВ
Для солюбилизации ФС в качестве сорастворите-

лей использовали следующие поверхностно-актив-
ные вещества: Kolliphor ELP, Эмуксол 268 и Poloxamer 
407. Kolliphor  ELP представляет собой неионный со-
любилизатор, полученный путем смешивания касто-
рового масла с окисью этилена в соотношении 1:35; 
Эмуксол 268 – блоксополимер окиси этилена с оки-
сью пропилена и пропиленгликолем; Poloxamer 407 

Таблица 
Физико-химические свойства солюбилизатов на основе различных ПАВ
Table
Physicochemical properties of solubilizates based on various surfactants

Название ПАВ
Name of surfac-

tant

ωПАВ, %
ωsurfactants, %

λmax,
нм

λmax, nm

ℇ,
М-1см-1

ℇ,
М-1сm-1

Диаметр частиц, нм
Diameter of particles, nm

Стабильность
StabilityБез субстанции

Without substance
С субстанцией
With substance

Kolliphor ELP 4 800±2 29285 10,7±0,3 10,5±0,40
4 мес

4 months

Emuxol 268 4 910±2 – 12,0±1,1
362±15

535 ±201
не стабилен

not stable

Poloxamer 407 4 800±2 23492 28,5±2,0 27,5±2,5
2 ч

2 hours

Рис. 3. Спектры флуоресценции ФС в составе эмульсии на 
основе 4% Kolliphor ELP во времени
Fig. 3. Fluorescence spectra of the PS in the 4% Kolliphor ELP-
based emulsion in time

– тройной блок-сополимер этиленоксида и пропиле-
ноксида [19]. В процессе приготовления коллоидных 
растворов было установлено, что Kolliphor ELP эф-
фективно образует мицеллы при комнатной темпера-
туре без применения ультразвука. Размер образую-
щихся частиц при этом составляет 10,7±0,3 нм.

Наименьший размер частиц коллоидного раство-
ра на основе Эмуксол 268 наблюдали при нагревании 
до 40°С и обработке ультразвуком в течение 10 мин 
(12,0±1,1 нм). Образцы на основе Poloxamer 407, приго-
товленные при 40 и 50°С и обработке ультразвуком в 
течение 10 мин, имели диаметр частиц не более 30,0 нм. 
Таким образом, температура нагревания 40°С и время 
озвучивания 10 мин были выбраны наиболее оптималь-
ными параметрами приготовления эмульсии.

Оценка физико-химических свойств солюбилиза-
тов на основе ПАВ

Анализ полученных данных показал, что интенсив-
ность главной полосы поглощения солюбилизатов 
на основе Kolliphor  ELP (OD=0,810) и Poloxamer  407 
(OD=0,635) оказалась наиболее высокой (рис. 2). Воз-
можно, это связано с тем, что данные ПАВ имеют наи-
более длинные гидрофобные участки, при этом объ-
ем гидрофобного ядра у Poloxamer  407 больше  [20, 
21]. Показано, что выбор того или иного солюбилиза-
тора не влияет на вид электронного спектра погло-
щения субстанции (рис. 3). Максимум флуоресценции 
ФС в этих условиях регистрируется при 822±2 нм.

Солюбилизация субстанции в Эмуксол  268 при-
вела к ее моментальной агрегации, при этом наблю-
далось расширение основной полосы поглощения и 
образование новой полосы с максимумом в области 
910±2 нм, что соответствует образованию агрегиро-
ванной формы красителя  (рис.  2). Данные по опре-
делению диаметра частиц подтверждают агрегацию 
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Рис. 4. Изменение диаметра частиц ФС в составе эмульсии на 
основе 4% Kolliphor ELP во времени
Fig. 4. Change in the diameter of the PS particles in the on 4% 
Kolliphor ELP-based emulsion in time

Рис. 5. Спектры флуоресценции ФС в составе эмульсии на 
основе 4% Kolliphor ELP до воздействия света и после облуче-
ния дозой света в 5, 10, 20, 50 и 100 Дж/см2

Fig. 5. Fluorescence spectra of the PS in the 4% Kolliphor ELP-
based emulsion: before and after irradiation at a dose of 5, 10, 
20, 50 and 100 J/cm2

красителя, диаметр мицелл солюбилизатов превысил 
5000 нм (см. табл.).

Солюбилизаты на основе Kolliphor  ELP и 
Poloxamer 407 оказались монодисперсными со сред-
ним диаметром частиц 10,5±0,40 и 27,5±2,5 нм, соот-
ветственно.

Фотосенсибилизатор в составе эмульсии на основе 
Poloxamer  407 стабилен в течение 2  ч, по истечении 
которых происходит изменение формы электронно-
го спектра с появлением высокоинтенсивного длин-
новолнового пика в области 895±2  нм, а также ис-
чезновение основной полосы поглощения в области 
800±2 нм, что свидетельствует об агрегации субстан-
ции в растворе, в результате чего происходит затуха-
ние флуоресценции на 100%. Возможно, подобный эф-
фект вызван тем, что большая гидрофильная часть из 
полиэтиленоксидных блоков Poloxamer 407 способна к 
гидратации, результатом которой является проникно-
вение воды в ядра мицелл и их дальнейшая агрегация.

На основании полученных данных установлено, 
что солюбилизат на основе Kolliphor ELP остается ста-
бильным в течение 4 мес, при этом на протяжении 
всего срока наблюдения не происходит изменения 
спектра флуоресценции и поглощения и диаметра 
частиц (табл., рис. 3–4).

Оценка фотостабильности фотосенсибилизато-
ра в составе эмульсии на основе Kolliphor ELP

Показано, что при облучении исследуемого 
ФС в составе эмульсии на основе Kolliphor  ELP до  
100  Дж/см2 краситель не подвержен фотовыцвета-
нию: изменений в профиле спектра и интенсивности 
флуоресценции не отмечено (рис. 5).

Заключение
На основании данных по растворимости и 

стабильности отобрана мицеллярная эмуль-
сия ФС на основе Kolliphor  ELP, характеризую-
щаяся стабильностью как при хранении (4 мес), 
так и облучении (до 100  Дж/см2). Мицеллярная 
эмульсия метилового эфира О-пропилоксим-
N-пропоксибактериопурпуринимида на основе 
Kolliphor  ELP является перспективной субстанци-
ей и представляет большой интерес для дальней-
ших исследований в области фотодинамической 
терапии злокачественных новообразований, по-
скольку применение данного красителя даст воз-
можность проводить лечение пациентов с объем-
ными и глубокозалегающими опухолевыми обра-
зованиями.
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ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ ПАЦИЕНТОВ 
С ВНУТРИКОЖНЫМИ МЕТАСТАЗАМИ 
ДИССЕМИНИРОВАННОЙ МЕЛАНОМЫ КОЖИ

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

PHOTODYNAMIC THERAPY IN PATIENTS WITH SKIN 
METASTASES OF DESSIMINATED MELANOMA

Tzerkovsky D.A., Petrovskaya N.A., Mazurenko A.N.
N.N. Alexandrov National Cancer Centre of Belarus, Lesnoy, Republic of Belarus

Резюме
Целью работы была оценка непосредственных результатов применения фотодинамической терапии (ФДТ) у пациентов с внутри-
кожными метастазами меланомы кожи. В исследование было включено 50 пациентов с внутрикожными метастазами диссемини-
рованной меланомы кожи, получавших лечение на базе отделения гипертермии и фотодинамической терапии. Среди них было 
23 (46%) мужчины и 27 (54%) женщин; средний возраст пациентов составил 60,7±10,4 лет. Облучение опухолей проводили через 3–4 
ч после внутривенного введения фотосенсибилизатора хлоринового ряда (фотолон) в дозах 1,5–3 мг/кг с использованием полупро-
водникового лазера «УПЛ-ФДТ» (НТЦ «ЛЭМТ» БелОМО, Республика Беларусь, λ=660±5 нм). Суммарная доза света варьировалась от 
100 до 400 Дж/см2; плотность мощности – от 0,2 до 0,9 Вт/см2; мощность – от 0,25 до 1 Вт; длительность облучения одного очага за-
висела от размеров и локализации опухоли и составляла от 5 до 20 мин. Оценку противоопухолевой эффективности ФДТ осу-
ществляли по критериям ВОЗ. Сроки наблюдения за пациентами составили от 3 до 23 мес. При контрольном наблюдении через 
1–3 мес после проведенного лечения полная регрессия внутрикожных метастазов меланомы кожи достигнута у 9 (18%), частичная –  
у 28 (56%), стабилизация процесса – у 8 (16%) и прогрессирование – у 5 (10%) пациентов. Объективный эффект достигнут у 74% пациентов, 
лечебный – у 90%. Метод ФДТ может быть применен в лечении внутрикожных метастазов диссеминированной меланомы кожи в палли-
ативных целях и позволяет уменьшать объем опухоли, что существенно повышает качество жизни пациентов.

Ключевые слова: меланома кожи, внутрикожные метастазы, фотодинамическая терапия. 
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Abstract
The aim of the study was to evaluate the immediate results of photodynamic therapy (PDT) in patients with intradermal metastases of skin 
melanoma. The study included 50 patients who received treatment at the department of hyperthermia and photodynamic therapy. The 
study included 23 (46%) men and 27 (54%) women with an average age of 60.7±10.4 years. PDT of tumors was carried out 3–4 hours after 
intravenous administration of a chlorine-based photosensitizer (Photolon) in doses of 1.5–3 mg/kg using a semiconductor laser «UPL-PDT» 
(Lemt, Belarus, λ=660±5 nm). The exposure doses varied from 100 to 400 J/cm2; power density – from 0.2 to 0.9 W/cm2; power – from 0.25 
to 1 W and time of PDT of one focus was dependent on the size and location of the tumor and was 5 to 20 minutes. Evaluation of antitumor 
efficacy of PDT was carried out according to WHO criteria. The terms of follow-up of patients were between 3 and 23 months. At follow-up 
observation, 1–3 months after the treatment, complete regression of intradermal metastases of skin melanoma was achieved in 9 (18%) 
patients, partial – in 28 (56%), process stabilization in 8 (16%) and progression in 5 (10%)) patients. The objective effect was achieved in 74% 
of patients, the therapeutic – in 90%. PDT can be used in the treatment of intradermal metastases of disseminated skin melanoma with pal-
liative purposes and allows reducing the tumor volume, which significantly improves the quality of life of patients.

Keywords: skin melanoma, intradermal metastases, photodynamic therapy.
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Фотодинамическая терапия пациентов с внутрикожными метастазами диссеминированной меланомы кожи

Введение
Меланома кожи является одной из агрессивных 

форм злокачественных опухолей, обладающих вы-
сокой потенцией роста и регионарного метастази-
рования, способностью к диссеминации по коже и 
множественному гематогенному метастазированию. 
В последнее время по всему миру отмечается зна-
чительное увеличение числа пациентов с данной 
патологией: среднегодовой темп прироста заболе-
ваемости меланомой в мире составляет около 5% и 
может считаться одним из самых высоких среди всех 
злокачественных новообразований. Несмотря на то, 
что доля меланомы в структуре всех опухолевых за-
болеваний кожи составляет в среднем 4%, именно 
это заболевание является главной причиной смерти 
пациентов с онкологической патологией кожи. Сред-
няя продолжительность жизни больных меланомой 
варьирует от 6 до 9 мес при показателях 5-летней вы-
живаемости менее 18% [1]. 

На сегодняшний день одной из наиболее сложных 
проблем клинической онкологии является лечение 
диссеминированной меланомы, что связано с низкой 
чувствительностью этой опухоли к традиционно ис-
пользуемым химио-, гормоно- и иммунотерапии. Не-
смотря на определенные достижения в лекарственной 
терапии метастатической формы меланомы кожи и 
многообразие противоопухолевых препаратов, толь-
ко незначительная их часть с относительным успехом 
используется в лечении данного заболевания. 

Все указанное выше показывает, что проблема 
комбинированного лечения диссеминированной ме-
ланомы кожи еще далека от разрешения и остается 
весьма актуальной для клинической онкологии. Не-
достаточная эффективность существующих методов 
терапии диссеминированной меланомы кожи являет-
ся основной предпосылкой для поиска и апробации 
новых направлений в этой области. 

Одним из таких методов, подтвердивших свою 
эффективность и безопасность использования в кли-
нических условиях, является фотодинамическая те-
рапия (ФДТ). 

ФДТ представляет собой метод локальной актива-
ции селективно накопившегося в опухолевой ткани 
фотосенсибилизатора (ФС) видимым красным цве-
том, что в присутствии кислорода тканей приводит 
к развитию фотохимических реакций I и II типов, ре-
зультатом которых является разрушение опухолевых 
клеток [2]. 

ФДТ является результатом комбинированно-
го взаимодействия трех компонентов – ФС, света и 
кислорода. В основе реализации противоопухоле-
вого эффекта лежит избирательная лазерная фото-
деструкция предварительно сенсибилизированной 
опухолевой ткани. Одной из основных мишеней для 
фотодинамического воздействия являются эндотели-

оциты кровеносных сосудов и система макрофагаль-
ных клеток, облучение которых приводит к выработ-
ке медиаторов воспаления и цитокинов (лимфокины, 
тромбоксаны, простогландины), играющих весомую 
роль в сосудистом компоненте деструкции стромы 
опухоли [3]. Механизм ФДТ включает прямое цитоток-
сическое действие на опухоль, приводящее к некрозу 
и апоптозу опухолевой клетки, повреждению микро-
сосудистого русла опухоли вследствие развивающе-
гося сосудистого стаза, тромбоза и кровоизлияний. 
Результатом этих процессов является гипоксия и по-
следующая гибель опухоли [4].

На данный момент опубликованы результаты ряда 
экспериментальных и клинических исследований, 
подтверждающих чувствительность меланомы кожи 
к ФДТ с использованием фотосенсибилизирующих 
агентов различных классов [1, 5–7].

Цель данной работы заключалась в изучении эф-
фективности ФДТ с ФС хлоринового ряда у пациентов 
с внутрикожными метастазами меланомы кожи.

Материалы и методы
Пациенты
В исследование было включено 50 пациентов с 

внутрикожными метастазами диссеминированной 
меланомы кожи. Среди них было 23 (46%) мужчины и 
27 (54%) женщин в возрасте от 27 до 82 лет, средний 
возраст больных составил 60,7±10,4 лет. У 32 (64%) па-
циентов первичный очаг локализовался на нижних 
конечностях, у 14 (28%) – на верхних, у 4 (8%) – в об-
ласти туловища. У всех пациентов диагноз был мор-
фологически верифицирован и соответствовал на 
момент клинического осмотра IV-ой стадии (Т1–4N0–
2M1(a,b,c)) онкологического заболевания (по класси-
фикации AJCC, Клинические рекомендации ESMO по 
диагностике, лечению и наблюдению при меланоме 
кожи, 2002). Всем пациентам, включенным в исследо-
вание, ранее проводилось комбинированное лече-
ние, включавшее хирургическое иссечение первич-
ной опухоли, лучевую терапию, полихимиотерапию 
и гормонотерапию. На момент начала лечения у всех 
пациентов было выявлено прогрессирование забо-
левания (многочисленные метастатические очаги на 
кожных покровах). Применение метода ФДТ прово-
дилось на фоне моно- или полихимиотерапии. Пара-
метры воздействий подбирались индивидуально для 
каждого пациента в зависимости от общего статуса, 
локализации поражения, количества и размеров 
опухолевых очагов. Все пациенты, включенные в ис-
следование, были проинформированы о методике 
проведения ФДТ, возможных ее побочных реакциях 
и осложнениях, сроках наблюдения и рекомендациях 
после проведенного лечения. Все пациенты подписа-
ли информированное согласие.
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Фотосенсибилизатор
В качестве ФС использовали лекарственное 

средство фотолон (РУП «Белмедпрепараты», Респу-
блика Беларусь, регистрационное удостоверение 
П N015948/01 от 30.11.2012), представляющий собой 
комплекс тринатриевой соли хлорина е6 с поливинил-
пирролидоном (РУП «Белмедпрепараты», Республика 
Беларусь). Фотолон растворяли в 200 мл физиологи-
ческого раствора и вводили внутривенно, капельно, 
в течение 30 мин в дозах 1,5–3 мг/кг. 

Сеанс ФДТ
Сеанс ФДТ проводили однократно в условиях 

затемненной палаты через 3–4 ч после внутривен-
ного введения фотолона с использованием полу-
проводникового лазерного аппарата «УПЛ-ФДТ» 
(НТЦ «ЛЭМТ» БелОМО, Республика Беларусь, λ=660 
нм). Непосредственно перед облучением опухолей 
с помощью измерителей мощности осуществляли 
калибровку лазерных аппаратов. Для защиты орга-
нов зрения пациентов и медицинского персонала 
применяли светозащитные очки. Непосредственно 
перед сеансом пациентам осуществлялась премеди-
кация внутримышечным введением кеторолака 4,0. 
Облучение опухолей осуществляли дистанционно, 
перпендикулярно к поверхности патологического 
очага, с использованием световода с микролинзой 
(Полироник, Россия) одним, двумя или тремя поля-
ми. Световая доза излучения варьировалась от 100 
до 400 Дж/см2. Плотность мощности составляла от 
0,2 до 0,9 Вт/см2, мощность лазерного излучения от 
0,25 до 1 Вт. Размер полей облучения варьировал от 
0,5 до 2,0 см, число полей – от 3 до 17. Суммарное ко-
личество сеансов облучения составило 125. Длитель-
ность облучения одного очага зависела от размеров 
и локализации опухоли и составляла от 5 до 20 мин. С 
целью профилактики локального краевого рецидива 
облучению подвергались нормальные неизменен-
ные ткани по периферии опухолевого очага на рас-
стоянии 5–7 мм от его краев. 

Критерии оценки эффективности
Для всех пациентов оценку противоопухолевой 

эффективности ФДТ в отношении внутрикожных ме-
тастазов меланомы осуществляли по критериям ВОЗ, 
основываясь на данных клинического исследования 
через 1–3 мес после проведенного лечения. 

Критерии были следующими:
 – полная регрессия (ПР) – 100% резорбция опухо-

левых очагов через 1 мес после проведения ФДТ, 
подтвержденная через 3 мес после проведенно-
го лечения;

 – частичная регрессия (ЧР) – уменьшение суммар-
ного размера опухолевого очага на 50% и более 
с последующей стабилизацией, установленное 

через 1 мес и подтвержденное через 3 мес после 
проведения сеанса ФДТ;

 – стабилизация процесса – отсутствие увеличения 
размеров опухолевых узлов, появления новых 
узлов или других признаков прогрессирования 
заболевания в течение 3 мес;

 – прогрессирование процесса – увеличение сум-
марного размера опухолевого узла на 25% и бо-
лее, либо развитие новых опухолевых очагов.

Также оценивался объективный (сумма ПР и ЧР) и 
лечебный (сумма ПР, ЧР и стабилизации) эффекты. 

Результаты и обсуждение
Оценку переносимости метода производили на 

основании общего состояния пациентов до сеанса 
ФДТ, после введения ФС, после светового воздей-
ствия и ежедневно до выписки пациента из стациона-
ра на протяжении 3–5 сут. Нежелательных реакций во 
время инфузии фотолона и проведения сеанса ФДТ 
отмечено не было. 

Во время сеанса ФДТ у большинства пациентов на-
блюдались явления, характерные для фотодинамиче-
ской реакции в целом, такие как зуд, чувство жжения 
и болезненность в зоне облучения. В случае развития 
выраженного болевого синдрома применяли ненар-
котические анальгетики и/или снижали мощность 
лазерного излучения с сохранением световой дозы 
за счет пропорционального увеличения времени об-
лучения. В ряде случаев у пациентов наблюдались 
симптомы кожной фототоксичности, которые были 
связаны с нарушением ими светового режима.

После сеанса ФДТ в опухолевых очагах развива-
лись явления геморрагического некроза с последу-
ющим образованием струпа, который формировался 
в течение 4–12  сут. Во всех случаях он представлял 
собой плотную корочку темно-коричневого цвета, 
спаянную с подлежащими тканями, который само-
стоятельно отторгался через 3–6 нед после лечения 
(рис. 1). 

На месте опухолевого очага формировался со-
единительнотканный рубец, представляющий собой 
гладкую ровную розоватую поверхность, иногда с не-
большим углублением в центре. 

Для профилактики кожной фототоксичности па-
циентам назначали антиоксиданты и светозащитные 
мази, что способствовало ранней эпителизации ра-
невого дефекта и усилению роста соединительной 
ткани. 

Нежелательных реакций и явлений, связанных с 
введением ФС, отмечено не было.

При оценке кожной фототоксичности, следует 
отметить, что у всех пациентов, которые соблюдали 
световой режим в течение 2–3 сут после сеанса ФДТ, 
избегая воздействия прямого солнечного света, не-
желательных реакций в виде возникновения ожогов 
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Рис. 1. Меланома кожи теменной области (Т3N0M0). Состояние после хирургического лечения (2014 г.). Прогрессирование: внутрикож-
ные метастазы лобно-теменной области:

а – состояние до ФДТ;
б – состояние непосредственно после сеанса ФДТ с фотолоном;
в – состояние через 1 мес после ФДТ

Fig. 1. Melanoma of the skin of the parietal region (T3N0M0). Condition after surgical treatment (2014). Progression: intradermal metastasis 
of the fronto-parietal region:

а – before PDT;
б – immediately after the PDT session with photolon;
в – 1 month after PDT

кожи различной степени и развития гиперпигмента-
ции отмечено не было. В единичных случаях умыш-
ленного или неумышленного несоблюдения реко-
мендаций наблюдалась легкая гиперемия подверг-
шихся облучению солнечным светом участков кожи, 
проходящая в течение нескольких часов. 

Сроки наблюдения за пациентами составили от 3 
до 23 мес. При контрольном клиническом наблюде-
нии через 1–3 мес после проведенного лечения ПР 
внутрикожных метастазов меланомы кожи достигну-
та у 9 (18%), ЧР – у 28 (56%), стабилизация процесса – 
у 8 (16%) и прогрессирование – у 5 (10%) пациентов. 
Объективный терапевтический эффект достигнут у 
74% пациентов, лечебный – у 90%. 

Результаты использования ФДТ в лечении паци-
ентов с внутрикожными метастазами диссеминиро-
ванной меланомы соответствуют имеющимся лите-
ратурным данным. Так, в исследовании профессора 
М.А. Каплана и соавт. через 1–2 мес после проведения 
очаговой ФДТ ПР была достигнута у 7 (11,5%) пациен-
тов с поражением кожи, ЧР – у 33 (54,1%) пациентов с 
поражением кожи и мягких тканей. Частота объектив-

ных ответов составила 65,6%. Стабилизация длитель-
ностью более 6–8 нед зарегистрирована в 13 (21,3%) 
очагах. Лечебный эффект был достигнут в 86,9% на-
блюдений. Вместе с тем, следует отметить, что коллеги 
использовали для облучения опухолевых очагов су-
щественно большие световые дозы (600–900 Дж/см2)  
по сравнению с нашим исследованием [1]. 

Заключение
Таким образом, ФДТ выгодно отличается избира-

тельностью поражения опухолевой ткани, отсутстви-
ем тяжелых местных и системных нежелательных ре-
акций и возможностью повторения сеансов. Вместе с 
тем, следует отметить тот факт, что лечение пациен-
тов с данной патологией можно осуществлять в амбу-
латорных условиях, что позволяет достигнуть хоро-
шего экономического эффекта. Метод ФДТ в лечении 
внутрикожных метастазов диссеминированной мела-
номы кожи может быть использован в паллиативных 
целях, его применение позволяет уменьшать объем 
опухоли и существенно улучшать качество жизни па-
циентов.

а б в
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Резюме
В работе отражены результаты клинического исследования, в котором изучена диагностическая эффективность флуоресцентной диа-
гностики (ФД) немышечно-инвазивного рака мочевого пузыря с использованием препарата для ФД злокачественных новообразова-
ний – гексилового эфира 5-аминолевулиновой кислоты (ГЭ 5-АЛК) в сравнении со стандартной цистоскопией. В исследование участво-
вали 110 пациентов. Исследование начинали с внутрипузырного введения 50 мл 0,2%-го раствора ГЭ 5-АЛК, время экспозиции cоставило 
1 ч, после чего препарат удаляли из органа. В течение последующего часа проводили осмотр слизистой в двух режимах цистоскопии. 
Затем проводили трансуретальную рецзекцию всех подозрительных участков уротелия на опухолевое поражение в белом свете и из 
зон визуальной красной флуоресценции, а также у каждого пациента осуществляли контрольную «слепую» биопсию из визуально не-
измененной и нефлуоресцирующей слизистой. Результаты исследования свидетельствуют о высокой эффективности разработанной 
методики. Флуоресцентная диагностика по сравнению с результатами стандартной цистоскопии достоверно повысила чувствитель-
ность диагностики на 24,4% (с 75,1% до 99,5%), точность диагностики – на 15,8% (с 82,4% до 98,2%) и отрицательную прогностическую 
ценность – на 33,2% (с 65,8% до 99%) (р≤0,05). Дополнительно, в общей сложности у 37 (33,6%) больных, обнаружены 63 очага флуорес-
ценции диаметром от 2,5 до 3,0 мм, на неизмененных в белом свете участках слизистой оболочки, в 59 из которых морфологически 
подтвержден рак мочевого пузыря.

Ключевые слова: гексиловый эфир 5-аминолевулиновой кислоты, рак мочевого пузыря, флуоресцентная диагностика.
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Abstract
This article presents the results of a clinical study that examined the diagnostic efficacy of fluorescent diagnostics (FD) of non-muscular-
invasive bladder cancer using a photosensitizer of FD of malignant neoplasms – 5-aminolevulinic acid hexyl ester (5-ALA HE) compared with 
standard cystoscopy. The study involved 110 patients. The study began with intravesical administration of 50 ml of 0.2% solution of 5-ALA HE, 
the exposure time was 1 hour, after which the drug was removed from the organ. During the next hour, the mucous membranes were exam-
ined in two cystoscopy modes, followed by a standard transurethral resection of all urothelium sites with suspicion for tumor lesion based on 
white light and visible red fluorescence, and a control blind biopsy from the visually unchanged and non-fluorescent mucous tissue in each 
patient. The results of the study indicate the high effectiveness of the developed FD methodology with 5-ALA HE in detecting non-muscular-
invasive bladder cancer during intravesical administration of the drug, due to selective accumulation of hexasens-induced PPIX in the tumor 
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Повышение эффективности диагностики рака мочевого пузыря 
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Введение
Число впервые выявленных случаев злокаче-

ственных новообразований в мире неуклонно рас-
тет, не является исключением и рак мочевого пузыря 
(РМП). Эта патология в общей структуре онкологиче-
ской заболеваемости занимает 9-е место [1]. В России 
в 2017 г. на долю РМП пришлось 2,7%, составляя 70% 
среди всех неоплазий органов мочеполовой систе-
мы. РМП находится на втором месте по частоте встре-
чаемости среди урологических заболеваний и на тре-
тьем – среди причин смертности от нее. Ежегодно в 
нашей стране регистрируют свыше 13 тыс. больных 
с установленным впервые в жизни диагнозом РМП, 
от которого умирают более 6 тыс. пациентов в год. 
За последние десять лет зарегистрирован прирост 
заболеваемости на 24,35%, среднегодовой прирост 
при этом составляет 2,15% [2]. 

Чрезвычайно важной задачей является раннее 
выявление опухолей мочевого пузыря, морфологи-
ческая структура которых более чем в 90% случаев 
представлена уротелиальным раком. На момент уста-
новления диагноза РМП 70–85% случаев приходится 
на немышечно-инвазивную опухоль (Ta, Tis, T1), кото-
рую диагностируют в РФ не более чем в 30% наблю-
дений, что значительно уступает лучшим мировым 
практикам, где этот показатель достигает 80% [3, 4]. 

Проблема выявления ранних форм заболевания 
РМП является актуальной темой современной онкоу-
рологии и, очевидно, связана не только с несвоевре-
менной диагностикой злокачественных опухолей, но 
и с неправильным стадированием, где частота оши-
бок достигает 73% [5]. Опухоли мочевого пузыря с 
инвазией не глубже слизисто-подслизистого cлоя за-
частую пропускают из-за невозможности визуализа-
ции всех очагов во время стандартной цистоскопии 
в белом свете в силу ее разрешающей способности 
[6]. Этот рутинный метод диагностики не позволяет 
в ряде случаев определить истинные границы по-
ражения, получить достаточную информацию о ко-
личестве мультифокальных очагов, оценить глубину 
инвазии, визуализировать очаги carcinoma in situ (CIS), 

а также не дает достаточно полной количественной и 
прогностической характеристик опухолям Та и Т1 [7]. 

Неадекватная оценка опухолевых поражений в 
уротелии после трансуретральной резекции (ТУР) 
может привести к ошибкам при выборе тактики ле-
чения, а также обусловливает высокий риск рези-
дуальных очагов Cis, Та, Т1, при этом у 81% больных 
рецидивы локализованы в области хирургического 
воздействия [8]. Кроме того, стандартная цистоско-
пия не позволяет удалить опухолевую ткань в пол-
ном объеме, при этом часто остаются ее остаточные 
фрагменты в хирургическом крае резекции, диагно-
стируемые в 40–70% вторичных ТУР [9]. Эти реци-
дивы не являются истинными и в большей степени 
связаны с множеством не выявленных опухолевых 
зачатков, нечеткой визуализацией злокачественных 
изменений в крае резекции и ложноотрицательными 
результатами экспресс-биопсий, поскольку те берут-
ся случайным способом [10]. 

Таким образом, ограничения в применении стан-
дартной цистоскопии и малая ее информативность в 
диагностике интраэпителиальных опухолевых образо-
ваний обусловили повышенный интерес к изучению 
эффективности различных диагностических подходов, 
способных распознать микроскопические опухоли, 
часто внешне не отличающиеся от окружающих здо-
ровых тканей, что послужило началом поиска новых 
современных методик, способных улучшить возмож-
ности светового маркирования злокачественных ново-
образований, среди которых наиболее перспективным 
считается флуоресцентная диагностика (ФД). Данный 
метод основан на возможности распознавания с помо-
щью специальной аппаратуры патологических тканей 
по индуцированной световым излучением характер-
ной флуоресценции экзогенных или эндогенных флуо-
рохромов, что позволяет уточнять границы опухолево-
го новообразования и обнаруживать очаги, невидимые 
невооруженным глазом в белом свете [11]. 

Эффективность метода зависит от уровня нако-
пления и локализации красителя в отдельных струк-

tissue compared with healthy mucosa. Compared with the results of standard cystoscopy, fluorescence diagnostics significantly increased 
diagnostic sensitivity by 24.4% (from 75.1% to 99.5%), diagnostic accuracy – by 15.8% (from 82.4% to 98.2%) and a negative predictive value – 
by 33.2% (from 65.8% to 99%) (p≤0.05). Additionally, a total of 37 (33.6%) patients was found to have 63 foci of fluorescence with a diameter 
of 2.5 to 3.0 mm. 59 of these were morphologically confirmed to contain cancer cells.

Key words: 5-aminolevulinic acid hexyl ester, bladder cancer, fluorescent diagnostics.
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турах опухолевого очага и окружающей ткани, что 
может быть достигнуто стимуляцией организма к 
продукции эндогенных фотоактивных соединений – 
порфиринов и, в частности, эндогенного фотоактив-
ного протопорфирина IX (ППIX) [12]. Индукция этой 
биологической субстанции визуализируется по высо-
кому флуоресцентному контрасту между опухолью и 
окружающей тканью, что является важным для выяв-
ления и уточнения границ распространения опухоли, 
что одновременно повышает радикальность хирур-
гического воздействия и уменьшает повреждение 
тканей, окружающих опухоль. Таким соединением, 
является 5-аминолевулиновая кислота (5-АЛК) – один 
из промежуточных продуктов синтеза гема – пред-
шественника порфиринов, который в здоровых тка-
нях быстро утилизируется, превращаясь в гем под 
действием феррохелатазы. В опухолевой ткани на-
блюдается дефицит этого фермента и при избыточ-
ном введении 5-АЛК происходит временное, но зна-
чительное повышение уровня порфиринов [13]. 

Продолжение исследований по улучшению физи-
ко-химических свойств порфиринов и диагностиче-
ской способности ФД привело к разработке лекар-
ственного препарата на основе 5-АЛК II поколения – 
гексилового эфира 5-АЛК (ГЭ 5-АЛК), подвергающе-
гося в организме метаболической трансформации до 
5-АЛК. Будучи более липофильными соединениями, 
чем 5-АЛК, эфиры лучше преодолевают биологиче-
ские мембраны, что способствует их более быстро-
му и большему накоплению в клетках и включению в 
биосинтез как предшественников ППIX [14]. 

Одним из перспективных направлений примене-
ния ГЭ 5-АЛК в качестве агента для ФД в онкоуроло-
гии является диагностика РМП на ранних стадиях, 
известная как флуоресцентная цистоскопия с при-
менением синего света с использованием различных 
фотосенсибилизаторов для маркировки опухолей 
при внутрипузырном введении [15, 16]. 

Целью исследования являлось повышение эф-
фективности диагностики немышечно-инвазивного 
рака мочевого пузыря (НМИРМП) с использованием 
гексилового эфира 5-АЛК при внутрипузырном вве-
дении. 

Материалы и методы
В исследование были включены 110 больных, бо-

лее чем у половины из которых жалобы были связаны 
с предшествующей раку патологией мочеполовой си-
стемы и проявлялись прежде всего дизурией, ощуще-
нием дискомфорта в мочевом пузыре, а также макро- 
и микрогематурией. Исследуемая группа была пред-
ставлена преимущественно лицами мужского пола в 
соотношении 3,7:1 в возрасте старше 60 лет. 

На первом этапе всем больным проводили скри-
нинговое обследование в амбулаторном режиме с 

целью выявления первичных пациентов с НМИРМП. 
Существенными факторами, влияющими на отбор 
пациентов, являлись данные цистоскопии, эхографи-
ческого и в некоторых случаях рентгенологического 
исследований, оценивающих количество и размеры 
опухолевых очагов, их локализацию. 

 Стандартную цистоскопию в режиме белого све-
та и флуоресценции выполняли с использованием 
инструментария и аппаратуры производства фирмы 
«Karl Storz» (Германия), включая жесткий цистоскоп, 
оснащенный специальным фильтром с характери-
стиками пропускания, соответствующими максимуму 
возбуждения в синем диапазоне спектра флуорес-
ценции ППIХ (380–440 нм), что позволяет визуали-
зировать патологические изменения в уротелии на 
фоне окружающих здоровых тканей. Для эндо-хирур-
гического вмешательства на слизистой мочевого пу-
зыря применяли жесткий резектоскоп, оснащенный 
флуоресцентной оптикой, и имеющий наружный диа-
метр F26.

Для флуоресцентной диагностики использовали 
ГЭ 5-АЛК, представляющий собой гигроскопический 
мелкокристаллический порошок белого цвета без 
запаха, легко растворимый в воде и водно-солевых 
растворах. 

Исследование начинали с внутрипузырного вве-
дения 50 мл 0,2%-го раствора ГЭ 5-АЛК, время экс-
позиции cоставляло 1 ч, после чего раствор удаляли 
из мочевого пузыря. В течение последующего часа 
проводили ряд последовательных и преемственных 
этапов с включением стандартной и флуоресцентной 
цистоскопии, ТУР опухоли в условиях ФД. Во вре-
мя цистоскопии в режиме белого света обращали 
внимание на объем органа, изменения в состоянии 
и цвете слизистой, в пределах которой проводили 
поиск патологических образований. При визуализа-
ции опухолевых очагов оценивали их локализацию, 
макроскопическое строение (характер строения 
ворсин), размеры, характер роста, количество, состо-
яние окружающей слизистой оболочки, отношение к 
устьям мочеточников, выраженность сосудистого ри-
сунка самой опухоли и подслизистого слоя. 

Переход в режим флуоресценции давал возмож-
ность выявить следующие типы участков: I тип – по-
дозрительные на рак в белом свете и не флуоресци-
рующие в синем свете; II тип – подозрительные на рак 
в белом свете и флуоресцирующие в синем свете; III 
тип – дополнительные очаги, флуоресцирующие в 
синем свете размерами от 2,5 до 3,0 мм в диаметре, 
но не видимые в обычном свете; IV тип – не флуорес-
цирующие и нормальные в белом свете участки не-
измененной слизистой. После окончания осмотра 
слизистой в двух режимах цистоскопии проводи-
ли стандартную ТУР всех подозрительных участков 
уротелия на опухолевое поражение в белом свете 
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и из зон визуальной красной флуоресценции, а так-
же у каждого пациента осуществляли контрольную 
«слепую» биопсию из визуально неизмененной и не 
флуоресцирующей слизистой. Электрорезекцию сли-
зистой мочевого пузыря осуществляли в пределах 
слизистой или с удалением основания патологиче-
ского очага с мышечной стенкой с целью определе-
ния глубины инвазии в случае подтверждения опухо-
левого характера изменений. После завершения всех 
этапов исследования выполняли повторный осмотр в 
синем свете для контроля радикальности ТУР. В слу-
чае обнаружения флуоресцирующих участков, их ре-
зецировали. Весь полученный гистологический мате-
риал подвергали плановому исследованию, резуль-
тат которого являлся окончательным в диагностике 
внутрипузырной патологии, и позволял определять 
характер морфоструктурных изменений в слизистой 
мочевого пузыря. Среднее количество исследован-
ных очагов у одного пациента составило 3,2.

Для маркировки очаговых образований слизистой 
мочевого пузыря, выявленных в процессе проведе-
ния цистоскопии в двух режимах диагностики, была 
применена классификация, разработанная в МНИОИ 
им П.А. Герцена: V(+) – опухоль определяется визу-
ально при осмотре в белом свете, V(–) – опухоль при 
осмотре в белом свете не определяется; F(+) – очаг 
флуоресценции, F(–) – флуоресценция не определя-
ется; Т(+) – обнаружены элементы злокачественного 
новообразования, Т(–) – не обнаружены элементы 
злокачественного новообразования. В зависимости 
от результатов стандартной и флуоресцентной ци-
стоскопии, данных морфологического исследования 
рассчитывали истинноположительный (ИП), истин-
ноотрицательный (ИО), ложноположительный (ЛП) и 
ложноотрицательный (ЛО) результаты. 

Результаты
Суммарное количество исследованных очагов в 

двух режимах цистоскопии у всех пациентов соста-
вило 352: 179 (50,8%) с визуально определяемой па-
тологией, подозрительной на опухолевый процесс; 
173 (49,2%) неизмененных в белом свете. Флуорес-
ценцию регистрировали в 241 (68,5%) очаге, в осталь-
ных 111 (31,5%) флуоресценцию не наблюдали. Яркую 
флуоресценцию ГЭ 5-АЛК-индуцированного ПП IX 
визуализировали в 178 (99,4%) очагах (V(+)F(+)), пред-
ставленных в белом свете ячеистой или шероховатой 
слизистой с гиперваскуляризацией, приподнятой 
по отношению к окружающим тканям, а также еди-
ничными или множественными папилломатозными 
разрастаниями. В большей части ворсинчатые обра-
зования имели микроскопические размеры – менее 
0,5 см (79,6%), другая часть – до 3,0 см (12,5%) и более 
5,0 см (7,9%). Дополнительно, в общей сложности у 37 
(33,6%) больных, обнаружены 63 (36,4%) очага флуо-

Таблица 1
Результаты стандартной и флуоресцентной цистоскопии 
с ГЭ 5-АЛК при внутрипузырном введении
Table 1
Results of standard and fluorescent cystoscopy with 5-ALA 
HE with intravesical administration

Результаты стандартной цистоскопии и ФД
Results of standard and fluorescent cystoscopy

V(+)F(+) V(–)F(+) V(+)F(–) V(–)F(–)
178 (73,8%) 63 (26,2%) 1 (0,9%) 110 (99,1%)

F(+) n=241 F(–) n=111
«V(+)» – в белом свете определяется опухоль, «V(–)» – 

опухоль в белом свете не определяется, «F(+)» – участки 
флуоресцирующей ткани, «F(–)» – участки не флуоресциру-
ющей ткани.

V(+) – tumor is detected in white light, V(–) – tumor is not 
detected in white light, F(+) – areas of fluorescent tissue, F(–) – 
areas of non-fluorescent tissue.

ресценции диаметром от 2,5 мм до 3,0 мм, неизме-
ненных в белом свете (V(–)F(+)), при этом максималь-
ное количество таких очагов, найденных у одного 
пациента, составило 3. С точки зрения повышения 
эффективности диагностики опухолей мочевого пу-
зыря метод ФД направлен на выявление именно этих 
зон, которые не могут быть обнаружены в белом све-
те, но с высокой вероятностью являются опухолями, 
следовательно, представляют значительный практи-
ческий интерес. Флуоресценцию не определяли в од-
ном очаге с клинической картиной гиперемии, край-
не подозрительной на опухолевые изменения (0,9%) 
(V(+)F(–)), и во всех 110 (99,1%) участках контрольных 
биопсий (V(–)F(–)) (табл.1). 

Гистологическое исследование всех биоптатов 
уротелия (n=241), резецированных в очагах яркой 
флуоресценции, верифицировало в 236 (97,9%) из них 
уротелиальный рак (Т+), в остальных 5 (2,1%) – неспец-
ифический воспалительный процесс. При этом, из 236 
очагов F(+)Т(+): было 177 очагов V(+) и 59 очагов V(–); а 
из 5 очагов F(+)Т(–): было 1 очаг V(+) и 4 очагов V(–).

При исследовании 178 образцов тканей уротелия, 
представленных в белом свете очагами интенсивной 
гиперемии, крайне подозрительными на рак, в режиме 
синего света излучающих яркую флуоресценцию (V(+)
F(+)), опухолевые изменения выявлены в 177 (99,4%) из 
них (Т(+)). В одном (0,6%) биоптате, выполненном в оча-
ге васкуляризации, подозрительном на рак, в режиме 
синего света принимающего вид ярко флуоресцирую-
щего эпителия (V(+)F(+)), при гистологическом иссле-
довании опухолевые изменения отсутствовали, имел 
место метапластический процесс (Т(–)). 

При гистологическом исследовании 63 очагов до-
полнительно выявленной красной флуоресценции, 
представленных в режиме белого света уротелием 
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без патологических изменений (V(–)F(+)), в 59 (93,6%) 
из них установлен переходноклеточный рак (Т(+)). 
Во всех этих случаях опухолевый рост определялся 
в мультифокальных зачатках, не видимых в режиме 
белого света. В остальных 4 (6,4%) очагах дополни-
тельной флуоресценции (V(–)F(+)), неизмененных при 
стандартной цистоскопии, диагностированы воспа-
лительные изменения неспецифического характера – 
зернистый и гландулярный цистит (Т(–)).

В одном очаге (0,9%) гиперваскуляризации, подо-
зрительном на опухолевый процесс, но без явлений 
флуоресценции (V(+)F(–)), гистологически диагности-
рован неспецифический воспалительный процесс по 
типу гландулярного цистита (Т(–)) (табл. 2). Все данные 
гистологического исследования биоптатов, выпол-
ненных по результатам цистоскопического исследо-
вания в двух режимах визуализации были статистиче-
ски значимыми (р≤0,05). (табл. 2.). Следует отметить, 
что в очагах с визуально неизмененной слизистой 
флуоресценция была более интенсивной при опухо-
левых поражениях, чем в эпителии с неспецифиче-
ским воспалительным процессом. 

Морфологическая структура опухолей во всех био-
птатах уротелия была представлена переходноклеточ-
ным раком различной степени дифференцировки. Ста-
дии Та-Т1 и Тis диагностированы, соответственно, в 156 
(87,6%) и 21 (11,8%) очагах V(+)F(+), при этом low grade 
(G1) – 51,1%, intermediate grade (G2) – 38,6%; high grade 
(G3) – 10,3%. В 9 (15,3%) дополнительно выявленных 
очагах со злокачественными изменениями в поверх-
ностном эпителии (V(–)F(+)) установлены Та-Т1 стадии и 
в 50 (84,7%) – Тis, при этом степень дифференцировки 
опухолей соответствовала преимущественно G1 и G2. 
CIS практически в одинаковом проценте случаев об-
наружена как в опухолях с экзофитным ростом, так и 
практически не определяемых в режиме белого света. 
В первом случае поверхностный эпителий в зоне ло-
кализации CIS сопровождался явлениями гиперемии 

или воспаления, имел резко выраженный ячеистый 
или шероховатый вид (рис. 1), во втором – представлял 
собой практически неизмененный участок слизистой 
(рис. 2). Флуоресценция с ГЭ 5-АЛК дала возможность 
выявить интраэпителиальные злокачественные изме-
нения более чем в 2 раза чаще по сравнению со стан-
дартной цистоскопией, так как микроскопическая CIS 
может быть пропущена во время цистоскопии или рас-
смотрена как участок воспаления, если не была прове-
дена биопсия. Эти очаги опухолевого роста более чем 
в половине наблюдений (54,6%) имели изолированный 
характер, в 32,6% были локализованы по краю папил-
лярных разрастаний и в меньшем проценте случаев в 
их структуре (12,8%). 

 При стандартной цистоскопии истинноположи-
тельными признаны 177 (97,6%) очагов с визуально 
определяемой опухолевой патологией. 2 очага (2,4%) 
трактованы как ложноположительные из-за отсут-
ствия в исследуемом материале злокачественного 
процесса, однако эндоскопическая картина была 
крайне подозрительной на уротелиальный рак. Лож-
ноотрицательный результат установлен в 59 (34,1%) 
очагах неизмененного в белом свете уротелия, но 
результат гистологического исследования свидетель-
ствовал о немышечно-инвазивном РМП, обнаружен-
ным только по ГЭ-АЛК-индуцированной флуорес-
ценции ППIX. Истиноотрицательные случаи зареги-
стрированы в 4 (2,3%) образцах тканей без визуально 
определяемой патологии, но с явлениями флуоресцен-
ции, вызванной неспецифическим воспалением. К ис-
тинноотрицательным результатам также отнесены 110 
(63,5%) контрольных биопсий (V(–)F(–)), ни в одном из 
которых опухолевые клетки не обнаружены (табл. 3). 

К истинноположительным (ИП) результатам флуо-
ресцентной цистоскопии отнесены 236 (97,9%) очагов 
ярко-красного свечения ГЭ 5-АЛК-индуцированного 
ППIX, представленных переходно-клеточным РМП: 177 
(75,0%) клинически определяемых и 59 (25%) дополни-

Таблица 2 
Сопоставление результатов стандартной и флуоресцентной цистоскопии с данными гистологического исследования
Table 2
Comparison of standard and fluorescent cystoscopy results with histological examination data

Гистологическое исследование
Histological examination V(+)F(+) V(+)F(–) V(–)F(–) V(–)F(+)

T(+) n=236 177 (75,0%) – – 59 (25,0%)
T(–) n=116 1 (0,9%) 1 (0,9%) 110 (94,8%) 4 (3,4%)

n= 352 n=178 n=1 n=110 n=63
«V(+)» – в белом свете определяется опухоль, «V(–)» – опухоль в белом свете не определяется; «F(+)» – участки флуорес-

цирующей ткани, «F(–)» – участки не флуоресцирующей ткани. «Т(+)» данные морфологического исследования подтверж-
дают наличие РМП; «Т(–)» данные морфологического исследования не подтверждают наличие РМП.

V(+) – tumor is detected in white light, V(–) – tumor is not detected in white light, F(+) – areas of fluorescent tissue, F(–) – areas 
of non-fluorescent tissue, T(+) –the presence of bladder cancer is confirmed by morphology, T(–) – the presence of bladder cancer 
is not confirmed by morphology .
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Рис. 1. Участок уротелия с картиной гиперемии подозрительного на рак характера (а), флуоресцирующий ярким свечением (б)
Fig. 1. An area of urothelium with hyperemia with cancer-like characteristics (a), with bright fluorescence (б)

Рис. 2. Участок слизистой оболочки неизмененный в режиме белого света (а), флуоресцирующий ярким свечением (б)
Fig. 2. An area of the mucous membrane almost unchanged in the white light mode (a), with bright fluorescence (б)

а

а

б

б

тельно выявленных. В 5 (2,1%) участках флуоресценции 
опухолевый процесс не подтвержден, что свидетель-
ствует о ложноположительном результате: в 4 образцах 
резецированного уротелия диагностированы воспали-
тельные изменения по типу гландулярного и зернистого 
цистита, в одном – метаплазия. Истинноотрицательный 
результат установлен в 110 контрольных исследованиях 
(n=110), в каждом из которых отсутствовала флуорес-
ценция и опухолевый процесс не был выявлен. В одном 
случае (0,9%) также имел место истинноотрицательный 
результат в очаге, подозрительном на рак, без явлений 
флуоресценции, в котором был выявлен неспецифиче-
ский воспалительный процесс по типу гландулярного 
цистита. Ложноотрицательный результат не имел места 
ни в одном исследовании (табл. 4.).

Чувствительность стандартной цистоскопии со-
ставила 74,7%, специфичность – 99,1%. Положитель-
ная прогностическая ценность соответствовала 

99,4%, отрицательная прогностическая ценность – 
65,8%. Показатель точности равнялся 82,8%. 

Чувствительность флуоресцентной цистоскопии со-
ставила 100%, специфичность – 95,6%. Положительная 
прогностическая ценность соответствовала 97,9%, от-
рицательная прогностическая ценность – 100%, показа-
тель точности – 98,5%. Полученные результаты оценки 
диагностических параметров цистоскопии в белом све-
те и в режиме флуоресценции приведены на рис. 3.

Как видно из данных, представленных на рис. 3б, 
проведение ФД позволило достоверно повысить чув-
ствительность диагностики на 25,3% (с 74,7% до 100%), 
точность диагностики – на 15,7% (с 82,8% до 98,5%) и 
отрицательную прогностическую ценность – на 34,2% 
(с 65,8% до 100%) (р≤0,05).

Показатель чувствительности представляется как 
очень важный параметр на этапе предоперационной 
диагностики, поскольку характеризует возможность 
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Таблица 3 
Оценка результатов цистоскопии в белом свете
Table 3
Evaluation of the results of cystoscopy in white light

Цистоскопия в белом свете
Cystoscopy in white light

Всего
Total

Морфологическое исследование
Morphological examination Оценка результатов

Evaluation of results
T(+) T(–)

V(+) 179 177 (97,6%) 2 (2,4%)
ИП 177; ЛП 2
TP 177; FP 2

V(–) 173 59 (34,2%) 114 (65,8%)
ЛО 59; ИО 114
FN 59; TN 114

«V(+)» – в белом свете определяется опухоль, «V(–)» – опухоль в белом свете не определяется. «T(+)» – морфологически 
подтверждена ткань опухоли, «T(–)» – морфологически подтверждена ткань мочевого пузыря. 

ИП – истинноположительный. ИО – истинноотрицательный. ЛП – ложноположительный. ЛО – ложноотрицательный.
V(+) – tumor is detected in white light, V(–) – tumor is not detected in white light, T(+) –the presence of bladder cancer is 

confirmed by morphology, T(–) – the presence of bladder cancer is not confirmed by morphology .
TP – true positive. TN – true negative. FP – false positive. FN – false negative. 

выявления опухолевых очагов, не детектируемых при 
проведении стандартной цистоскопии, и более пол-
ного хирургического удаления опухоли. 

При проведении ФД отмечено большее количе-
ство ложноположительных результатов (5 очагов у 4 
пациентов), чем при проведении стандартной цисто-
скопии (1 очаг у 1 пациента). Эти случаи ложного све-
чения уротелия имели место в очагах воспаления, что 
привело к некоторому снижению показателей специ-
фичности и положительной прогностической ценно-
сти ФД (95,6% и 97,9%, соответственно) по отношении 
к таковым значениям при цистоскопии в белом свете 
(99,1% и 99,4%, соответственно) (р≤0,05). 

Клинически значимой разницей в показателях диа-
гностической эффективности флуоресцентной и стан-
дартной цистоскопии была принята разница более 10%. 
Опираясь на это значение можно заключить, что эффек-

тивность метода ФД по показателям чувствительности, 
точности и отрицательной прогностической ценности 
достоверно выше эффективности цистоскопии в белом 
свете. В то же самое время разница в показателях спец-
ифичности и положительной прогностической ценности 
была достоверно менее 10% (3,5% и 1,5%, соответствен-
но) и, следовательно, не считается клинически значимой.

Заключение
Таким образом, результаты исследования свиде-

тельствуют о высокой эффективности разработан-
ной методики ФД с ГЭ 5-АЛК в выявлении НМИРМП 
при внутрипузырном введении препарата, обуслов-
ленным избирательным накоплением ГЭ 5-АЛК-
индуцированного ППIX в опухолевой ткани по сравне-
нию со здоровой слизистой. Высокий контраст между 
опухолью и окружающими тканями вследствие флуо-

Таблица 4 
Оценка результатов флуоресцентной цистоскопии
Table 4
Evaluation of the fluorescent cystoscopy results

Флуоресцентная цистоскопии
Fluorescent cystoscopy

Всего
Total

Морфологическое исследование
Morphological examination Оценка результатов

Evaluation of results
T(+) T(–)

F(+) 241 236 (97,9%) 5 (2,1%)
ИП 236; ЛП 5
TP 236; FP 5

F(–) 111 – 111 (100%)
ЛО 0; ИО 111
FN 0; TN 111

«F(+)» – участки флуоресцирующей ткани, «F(–)» – участки не флуоресцирующей ткани, «T(+)» – морфологически под-
тверждена ткань опухоли, «T(–)» – морфологически подтверждена ткань мочевого пузыря. 

ИП – истинноположительный. ИО – истинноотрицательный. ЛП – ложноположительный. ЛО – ложноотрицательный.
F(+) – areas of fluorescent tissue, F(–) – areas of non-fluorescent tissue, T(+) –the presence of bladder cancer is confirmed by 

morphology, T(–) – the presence of bladder cancer is not confirmed by morphology.
TP – true positive. TN – true negative. FP – false positive. FN – false negative. 
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ресценции, позволил выявить 59 очагов опухоли до-
полнительно, что в 2,3 раза выше, чем при стандартной 
цистоскопии. Достоверное повышение чувствитель-
ности диагностики с 74,7% (при стандартной цистоско-
пии) до 100% достигнуто за счет обнаружения скрытых 
очагов мультифокального роста и уточнения истинных 
границ злокачественного процесса между изменен-
ным и неизмененным эпителием, делая их более чет-

кими и видимыми чем при стандартной цистоскопии. 
Такой подход с использованием флуоресценции при 
проведении первичной ТУР обусловливает радикаль-
ный объем лечения, что значительно понижает веро-
ятность остаточных процессов в слизистой мочевого 
пузыря, соответственно снижая риск повторных выяв-
лений злокачественного процесса, развития рециди-
вов и прогрессирования заболевания.

Рис. 3. Показатели диагностической эффективности флуоресцентной и стандартной цистоскопии (а, б)
Fig. 3. Indicators of diagnostic efficiency of fluorescent and standard cystoscopy (а, б)

а

б
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В ДИАГНОСТИКЕ ФИБРОЗА КОЖИ
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LASER FLUORESCENT SPECTROSCOPY AND OPTICAL 
TISSUE OXIMETRY IN DIAGNOSTICS OF SKIN FIBROSIS
Chursinova Yu.V.1, Kulikov D.A.1, Rogatkin D.A.1, Raznitsyna I.A.1,2, Mosalskaya D.V.1,  
Bobrov M.A.1, Petritskaya E.N.1, Molochkov A.V.1
1Moscow Regional Research and Clinical Institute (“MONIKI”), Moscow, Russia
2National Research Nuclear University MEPhI (Moscow Engineering Physics Institute),  
Moscow, Russia

Резюме
В современной медицинской практике нет эффективных мер борьбы с фиброзом. Одна из причин – поздняя диагностика, связанная с 
отсутствием доступных клинических биомаркеров и эффективных методов неинвазивного обнаружения этого процесса. Фиброзирующие 
заболевания кожи характеризуются фиброзом дермы, подлежащих тканей и представлены широким спектром нозологий. Наибольший 
интерес для изучения представляют склеродермия и рубцы кожи. На экспериментальной модели методами лазерной флуоресцентной 
спектроскопии и оптической тканевой оксиметрии изучены изменения кожи в рамках развития блеомицин-индуцированного фиброза. 
Выявлен достоверный рост показателей эндогенной флуоресценции порфиринов на 7 и на 21 сут, вызванный воспалением и гипоксией. 
Зафиксированы повышение интенсивности эндогенной флуоресценции коллагена и снижение показателей удельного потребления кис-
лорода на 21 сут исследования, связанные с избыточным накоплением межклеточного матрикса. Синхронные измерения флуоресценции 
коллагена и удельного потребления кислорода позволили провести корреляцию с фазами фиброгенного ответа, описанного морфологи-
чески. Полученные результаты позволяют судить о выраженности воспаления и гипоксии в процессе развития фиброза. Объективный и 
количественный характер регистрируемых параметров дает возможность разработки критериев для диагностики фаз развития фиброза. 

Ключевые слова: фиброз, лазерная флуоресцентная спектроскопия, оптическая тканевая оксиметрия, диагностика in vivo.
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Abstract
There are currently no effective measures to combat fibrosis in modern medical practice. One of the reasons for that is the late diagnosis 
associated with the lack of available clinical biomarkers and effective methods of non-invasive detection of the process. Fibrosis of the skin 
is characterized by fibrosis of the dermis, underlying tissues and is represented by a wide range of nosologies. Scleroderma and scars are of 
the greatest interest for the study. Skin changes in the development of bleomycin-induced fibrosis was studied in the experimental model 
using laser fluorescence spectroscopy and optical tissue oximetry. A significant increase in the rates of endogenous fluorescence of porphy-
rins, caused by inflammation and hypoxia, was detected at 7 and 21 days. An increased intensity of endogenous collagen fluorescence and 
a decreased specific oxygen uptake due to excess accumulation of the extracellular matrix were recorded on the 21st day after bleomycin 
treatment. Synchronous measurements of the collagen fluorescence and the specific oxygen uptake allowed to correlate the obtained data 
and the phases of the fibrogenic response described morphologically. The results allow to judge the severity of inflammation and hypoxia 
in the process of the fibrosis development. The objective and quantitative nature of the recorded parameters makes it possible to develop 
criteria for diagnosing the phases of fibrosis development.

Keywords: fibrosis, laser fluorescence spectroscopy, optical tissue oximetry, diagnostics in vivo
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Введение 
Системный и органный фиброз представляют 

собой одну из серьезных медицинских проблем, 
затрагивающих значительную долю населения зем-
ного шара [1]. Фиброз является ведущим процессом 
при развитии аутоиммунных состояний, таких как 
ревматоидный артрит, болезнь Крона, неспецифиче-
ский язвенный колит, системная красная волчанка, 
а также при заболеваниях печени, почек, легочном 
альвеолите и сердечной недостаточности [2]. 

В отечественной медицинской школе избыточ-
ное накопление соединительной ткани в коже при-
нято обозначать как склероз, являющийся конечным 
этапом фиброзирования тканей, с потерей функций 
органа [3]. Сегодня в периодических изданиях, всё 
чаще процессы накопления и дезорганизации соеди-
нительной ткани обозначаются фиброзом [4].

Фиброз кожи наиболее часто проявляется скле-
родермией, гипертрофическими и келоидными руб-
цами [5]. Фиброзные изменения при этом могут иметь 
различную степень тяжести: от косметических дефек-
тов при рубцовой деформации до жизнеугрожающих 
состояний при системной склеродермии [6–8]. Пато-
генез фиброза кожи при разных заболеваниях имеет 
схожие черты и характеризуется пролиферацией 
фибробластов, миофибробластов, чрезмерным син-
тезом и накоплением соединительной ткани [9]. Акти-
вация фибробластов всегда является ключевым зве-
ном в фиброзе кожи [10]. Известно, что хроническое 
воспаление, инфекция, аутоиммунные и аллергиче-
ские реакции, а также повреждение кожи вследствие 
излучения или химического воздействия вызывают 
их неконтролируемую пролиферацию. Стойкая акти-
вация фибробластов при этом способствует избыточ-
ному синтезу межклеточного вещества, в основном 
состоящего из коллагена, эластина, не коллагенового 
гликопротеина и протеогликана [11]. Результатом 
чрезмерного синтеза волокон и осаждения межкле-
точного матрикса является фиброз кожи.

В научной литературе обсуждается точка зрения, 
описывающая фиброз не как исход повреждения тка-
ней, но как динамически протекающий и обратимый 
процесс, связанный с воспалением и гипоксией [12, 
13], своевременное воздействие на которые повышает 
терапевтические возможности [14]. Так обоснованный 
выбор метода лечения формирующихся гипертрофи-

For citations: Chursinova Yu.V., Kulikov D.A., Rogatkin D.A., Raznitsyna I.A., Mosalskaya D.V., Bobrov M.A., Petritskaya E. N.., Molochkov A.V. 
Laser fluorescence spectroscopy and optical tissue oximetry in the diagnosis of skin fibrosis, Biomedical Photonics, 2019, vol. 8, no. 1   
pp. 38–45 (in Russ.). doi: 10.24931/2413–9432–2019–8–1-38–45.

Contacts: Chursinova Yu.V., e-mail: yu.chursinova@monikiweb.ru

ческих и келоидных рубцов опирается на понимание 
преобладающего в нем процесса (воспаление-гипок-
сия-фиброз). Исследования в этой области показы-
вают, что реакция фиброзированных тканей на тот или 
иной вид лечения зависит от адекватности действую-
щего лечебного фактора характеру патологического 
процесса, определяющего функциональное состоя-
ние ткани [15]. Клиницисту объективно определить 
активность и вклад отдельных процессов (воспале-
ние-гипоксия-фиброз) в процессе осмотра не пред-
ставляется возможным. Гистологическое исследова-
ние позволяет получить дополнительный объем объ-
ективной информации, однако процесс забора биоло-
гического материала (биопсия) может стать причиной 
последующего избыточного роста рубца [16]. Сегодня 
отсутствуют общепринятые алгоритмы выбора метода 
лечения рубцов, а тактика лечения конкретного паци-
ента основана на личном опыте врача и традициях 
отдельных клинических школ и организаций [17]. 

Анализ современных исследований показал, что 
неинвазивные методы диагностики фиброза кожи, 
такие как ультразвуковое исследование, эластогра-
фия, конфокальная микроскопия, оптическая коге-
рентная томография, до сих пор не нашли своего 
широкого применения в повседневной медицинской 
практике. Прежде всего это связано с отсутствием 
критериев, достоверно характеризующих фиброз 
[18]. Поэтому с уверенностью можно говорить, что 
вопрос разработки способа быстрой, неинвазивной, 
количественной оценки фиброза остается актуаль-
ным для медицины. Мы полагаем, что оптические 
технологии могут иметь диагностический потенциал, 
который может стать основой принципиально нового 
подхода к комплексной оценке этого процесса. 
Например, известно, что избыток коллагена можно 
зафиксировать методом лазерной флуоресцентной 
спектроскопии, так как под воздействием света в 
УФ-диапазоне это вещество флуоресцирует [19], а в 
красном и зеленом спектре также можно обнаружить 
флуорофоры, ответственные за воспаление и гипок-
сию [20]. Методы оптической тканевой оксиметрии 
позволяют определить удельное потребления кисло-
рода тканями, что характеризует активность проли-
феративных процессов. Поэтому, предположительно, 
результаты лазерной флуоресцентной спектроско-
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Рис. 1. Схема экспериментальной установки и расположение 
осветительных и приёмных волокон в оптоволоконном жгуте
Fig. 1. Experimental setup and location of illuminating and receiv-
ing optical fibers in the probe

пии и оптической тканевой оксиметрии в совокупно-
сти могли бы помочь в определении ведущего пато-
логического процесса, что позволит персонализиро-
вано подойти к подбору терапии.

Целью нашей работы стало изучение диагности-
ческих возможностей оптических методов лазерной 
флуоресцентной спектроскопии и оптической ткане-
вой оксиметрии при оценке фиброза кожи животных. 

Материалы и методы
Исследование проводилось на беспородных 

белых мышах, самцах, в возрасте 6 нед, массой 25–30 г 
в количестве (N) 47 голов. Животные содержались 
в стандартных условиях вивария при температуре 
21–23°C, влажности 50–65%, 14-часовом дневном 
освещении. Они получали сбалансированный гра-
нулированный корм, не содержащий флуорофоры, 
доступ к питьевой воде был свободным. 

Эксперимент выполнен с соблюдением принци-
пов Хельсинкской декларации о гуманном отноше-
нии к животным, принципов гуманности, изложенных 
в директиве Европейского сообщества (86/609/ЕС), 
Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для исследований и других 
научных целей (European Convention for the Protection 
of Vertebrate Animals Used for Experimental and other 
Scientific Purposes (ETS 123) Strasbourg, 1986).

Для создания фиброза использовалась релевант-
ная модель фиброза кожи на животных, которая 

используется при изучении склеродермии и рубцо-
вых изменений кожи [21, 22]. Животные были поде-
лены на 2 группы. Первой группе (N=30) вводились 
подкожные инъекции блеомицина (BLM) в дозировке 
0,1 мл (концентрация 0,5 мг/мл). Второй (контрольной) 
группе (N=17) вводились подкожные инъекции 0,1 мл 
0,9% NaCl (PBS). Всем животным инъекции проводи-
лись ежедневно в течение 21 сут в предварительно 
депилированную кожу межлопаточной области 
спины. Первые четыре инъекции осуществлялись в 
вершины предварительно обозначенного маркером 
квадрата размером 1 см², пятая – в центр квадрата. 

На 0, 7, 14 и 21 сут проводились измерения интен-
сивности эндогенной флуоресценции, тканевой сату-
рации оксигемоглобина и объемного кровенаполне-
ния кожи in vivo. Показания снимались с поверхности 
кожи непосредственно над экспериментальной обла-
стью (рис. 1). Все измерения проводились на много-
функциональном лазерном диагностическом ком-
плексе «ЛАКК–М» (ООО НПП «ЛАЗМА», Россия) [23].

На рис. 1 представлена принципиальная схема ком-
плекса «ЛАКК-М». Комплекс работает в режимах «флу-
оресценция» и «микроциркуляция». В режиме «микро-
циркуляция» комплекс непрерывно измеряет насыще-
ние гемоглобина кислородом и объем фракции гемо-
глобина в зондируемой области исследования. Вычис-
ление данных показателей производится по методо-
логии абсорбционной спектроскопии и основано на 
разнице в регистрируемых сигналах при зондировании 
биоткани в красном и зеленом спектральных диапазо-
нах длин волн. Насыщение гемоглобина кислородом 
определяется на основе разных оптических свойств 
оксигенированных и дезоксигенированных фракций 
гемоглобина, содержащихся в крови диагностического 
объёма. На основе данных показателей, усредненных 
по времени измерения (15 с), вычислялось удельное 
потребление кислорода клетками (U), характеризую-
щее потребление кислорода на единицу объема цирку-
лирующей в ткани крови по формуле [24]:

где StO2 – средняя тканевая сатурация оксигемогло-
бина, Vb – среднее объемное кровенаполнение. При 
этом сатурация оксигемоглобина (SpO2) в артериаль-
ной крови была принята равной 98%.

Режим работы «флуоресценция» реализует метод 
лазерной флуоресцентной спектроскопии. К поверх-
ности исследуемого объёма с помощью оптоволо-
конного зонда по осветительному волокну доставля-
ется излучение от выбранного источника. Через при-
ёмное волокно вторичное излучение доставляется к 
спектрометру.

Для возбуждения флуоресценции в различных 
частях спектра использовались маломощные лазеры 
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с длинами волн λe = 365 и 535 нм. Выходная мощность 
на дистальном конце волоконно-оптического зонда 
составляет около 2–3 мВт для каждого источника 
света. Длины волн, на которых флуоресценция иссле-
дуемых флуорофоров достигает значений, наиболее 
эффективных для регистрации, далее обозначались 
λf. Для коллагена λf = 445–455 нм, для порфирина  
λf = 600–620 нм [19]. Отметим, что вклады коллагена и 
эластина в общий спектр трудноразделимы, поэтому 
далее считали, что флуоресценция в диапазоне длин 
волн λf = 445–455 нм отражает наличие обоих флуоро-
форов. В данной работе оценивалась динамика интен-
сивности на данных длинах волн (далее – «интенсив-

ность флуоресценции») при отслеживаемых равных 
мощностях лазерного излучения. 

Образцы для гистологических исследований заби-
рались на 0, 7, 14 и 21 сут. Выделялись фрагменты 
кожи из исследуемой области размером 1,0×1,0 см с 
последующей окраской гистологических препаратов 
гематоксилин-эозином. При изучении морфологиче-
ской картины оценивалось состояние эпидермиса, 
воспалительные изменения в дерме, подкожно-жиро-
вой клетчатке и структура коллагеновых волокон.

Статистический анализ проводили в программе 
Microsoft Excel (Microsoft corp., USA). Гипотезы о на-
личии различий между группами проверяли с помо-

Рис. 2. Кожа мышей в группе BLM. Гистологические препараты, окраска гематоксилином и эозином (увеличение ×100):
а – 0 сут, структура эпидермиса и дермы не изменена; 
б – 7 сут, воспалительная инфильтрация долек жировой ткани лимфоцитами и гистиоцитами;
в – 14 сут, частичное замещение жировой ткани межклеточным матриксом, уменьшение воспалительной инфильтрации;
г – 21 сут, обширные очаги накопления межклеточного матрикса, обедненные клеточными элементами (гипоцеллюляр-
ный фиброз), сглаженность коллагеновых волокон

Fig. 2. The skin of mice in the BLM group. Histological preparations, hematoxylin and eosin staining (magnification ×100):
a – Day 0: the structure of epidermis and dermis is not changed;
б – Day 7: inflammation in the lobule of adipose tissue due to infiltration of lymphocytes and histiocytes;
в – Day 14: partial replacement of the adipose tissue by extracellular matrix, reduction of inflammatory infiltration;
г – Day 21: extensive foci of the extracellular matrix deposition, depleted of cellular elements (hypocellular fibrosis), smoothness 
of collagen fibers

Рис. 3. Примеры спектров флуоресценции в области инъекций на 21 сут:
а – в УФ-диапазоне (λ

e
 = 365 нм);

б – в зеленом диапазоне (λ
e
 = 535 нм)

Fig. 3. Example of the fluorescence spectra at the injection site at day 21:
а – in the UV wavelength range (λ

e
 = 365 nm);

б – in the green wavelength range (λ
e
 = 535 nm)

a

a

вб

б

г
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щью сравнения средних арифметических значений и 
построения 95%-ых доверительных интервалов для 
средних арифметических значений.

На рис. 4а представлена динамика усредненной 
по группам интенсивности флуоресценции коллагена 
и эластина. Мы полагаем, что снижение интенсивно-
сти эндогенной флуоресценции коллагена на 7 сут по 
сравнению с 0 сут в группе BLM, вероятнее всего свя-
зано с отеком тканей за счет воспалительной экссуда-
ции, гистологически наиболее выраженной именно 
в это время. Повышение же интенсивности эндоген-
ной флуоресценции коллагена и эластина на 21 сут в 
группе BLM вызвано их накоплением в области сфор-
мировавшегося фиброза, что также соответствует 
морфологической картине фиброза кожи. Принимая 
во внимание, что основным внеклеточным веще-
ством соединительной ткани при фиброзе кожи явля-
ется коллаген [25], вклад флуоресценции эластина в 
данном случае будет незначительным. 

Установлено, что порфирины быстро реагируют на 
метаболические изменения в тканях. В частности, их 
синтез активно повышается в клетках, находящихся 
в состоянии хронической гипоксии и воспаления 
[26]. Динамика усредненной по группам интенсивно-
сти флуоресценции порфирина (рис. 4б) показывает 
достоверный рост показателей на 7 сут по сравне-
нию с 0 сут эксперимента в обеих группах животных, 
что, вероятно, отражает воспалительные процессы, 
вызванные ежедневными подкожными инъекциями. 
Кроме того, на 21 сут эксперимента получены досто-
верные различия в группе BLM и PBS. Мы полагаем, 
что повышение интенсивности эндогенной флуорес-
ценции порфиринов в коже с фиброзом в этот период 
вызвано гипоксией, возникшей прежде всего за счет 
нарушения перфузии в тканях [27]. 

Результаты измерения удельного потребления 
кислорода показывают достоверное снижение его 
показателей к 21 сут в группе BLM (рис. 4в), предпо-
ложительно за счет образование гипоцеллюлярного 
фиброза с низкой метаболической активностью. 

Достоверно известно, что воспаленная и про-
лиферирующая ткань имеет высокую потребность в 
кислороде. Наиболее ярко это выражено в структуре 
незрелых метаболически активных тканей рубца. 
Однако уже сформированный фиброз, в том числе за 
счет сокращения количества клеточных элементов, 
такую потребность уменьшает [28]. В нашем экспери-
менте мы подтвердили это гистологически, а резуль-
таты вычисления удельного потребления кислорода 
клетками и показатели эндогенной флуоресценции 
коллагена на 14 и 21 сут в группе BLM отразили дан-
ную зависимость (рис. 5). 

Современная концепция позволяет делить фибро-
генный ответ на четыре фазы, перекрывающие друг 
друга: 1 фаза – инициация ответа, вызванного первич-

Рис. 4. Динамика показателей оптической диагностики в 
группах BLM (инъекция блеомицина) и PBS (инъекция физра-
створа):

а – интенсивности флуоресценции коллагена и эластина 
(λ

e 
= 365 нм, λ

f 
= 445–455 нм); 

б – интенсивности флуоресценции порфирина (λ
e 

= 
535 нм, λ

f 
= 610 нм); 

в – удельного потребления кислорода тканями
Fig.4. Dynamics of optical diagnostic indicators in the BLM 
(bleomycin injection) and PBS (saline injection) groups:

а – fluorescence intensity of collagen and elastin (λ
e
 =  

365 nm, λ
f
 = 455 nm); 

б – fluorescence intensity of porphyrin (λ
e
 = 535 nm,  

λ
f
 = 610 nm);

в – specific oxygen uptake by tissues

a

б

в
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ным повреждением, 2 фаза – активация эффекторных 
клеток, 3 фаза – выработка внеклеточного матрикса, 
4 фаза – динамическое осаждение/недостаточная 
резорбция внеклеточного матрица [4]. Результаты изме-
рения флуоресценции коллагена и удельного потре-
бления кислорода в совокупности с морфологической 
картиной кожи позволяют нам провести корреляцию с 
фазами фиброгенного ответа. Так, в 1 и 2 фазы (0–7 сут) 
наблюдается повышение потребления кислорода 
эффекторными клетками за счет первичного повреж-
дения ткани и следующего за ним воспаления и гипок-
сии потребления. В 3 фазе (7–14 сут) нарастает флуорес-
ценция коллагена, что подтверждается накоплением 
межклеточного матрикса, а уменьшение потребления 
кислорода – ослаблением процесса воспаления. 4 фаза 
(14–21 сут) сопровождается избыточным накоплением 
межклеточного матрикса с обеднением клеточными 
элементами и резким падением потребления кисло-
рода. Однако стоит отметить, что временные границы 
на данном этапе выделены условно ввиду особенно-
стей проведения эксперимента.

Рис. 5. Динамика интенсивности флуоресценции коллагена и 
эластина (λ

e 
= 365 нм, λ

f
 = 445–455 нм) и удельного потребле-

ния кислорода тканями.
Fig. 5. Dynamics of collagen and elastin fluorescence intensity 
(λ

e
 = 365 nm, λ

f
 = 445–455 nm) and specific oxygen uptake by 

tissues

Ряд исследователей придерживается мнения, 
что фиброз необратим, если ткань становится мало-
клеточной и, как следствие, бедной биологически 
активными молекулами, необходимыми для деграда-
ции внеклеточного вещества соединительной ткани 
[29, 30]. Это соответствует периоду, когда увеличение 
удельного потребления кислорода сменяется его 
спадом, вследствие уменьшения количества клеток 
его потребляющих. При этом параллельно регистри-
руется рост флуоресценции коллагена, как основ-
ного биомаркера фиброза. Мы полагаем, что одно-
временное измерение флуоресценции коллагена и 
удельного потребления кислорода, позволит зафик-
сировать не только синхронный характер процессов 
воспаления и гипоксии в рамках фиброгенеза, но и 
предоставит новые возможности для диагностики 
фаз фиброза. 

Заключение
Результаты исследования продемонстрировали 

возможность объективного неинвазивного дина-
мического наблюдения за процессами воспале-
ния и гипоксии в рамках развития фиброза кожи с 
применением методов лазерной флуоресцентной 
спектроскопии и оптической тканевой оксиметрии. 
Развитие предложенных подходов может быть реа-
лизовано путем разработки количественных кри-
териев для четкой периодизации формирования 
фиброза. Объективность исследования также может 
быть повышена за счёт использования дополнитель-
ных методов, позволяющих параллельно оценить и 
сопоставить проявления изучаемых процессов на 
молекулярном, клеточном и тканевом уровнях. Это, 
в свою очередь, расширит возможности практикую-
щих врачей в диагностике фиброза, персонализации 
лечебной тактики, прогнозировании исхода заболе-
вания.

Исследование выполнено при финансовой под-
держке РФФИ в рамках научного проекта № 18–02–
00564/18.
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Резюме
В настоящее время наиболее перспективным методом для исследования фармакокинетики препаратов, обладающих выраженными флу-
оресцентными свойствами, является спектрально-флуоресцентный метод. В этой статье мы предлагаем алгоритм расширения динамиче-
ского диапазона спектроанализатора путем автоматического мониторинга максимального значения спектральной плотности в регистри-
руемом спектре флуоресценции и автоматического контролируемого изменения времени накопления в зависимости от этого значения 
с последующей компенсацией выходного сигнала с учетом этого изменения, а также схемные решения, позволяющие реализовать этот 
алгоритм.
Тестирование спектроанализатора ЛЭСА-01-«Биоспек», модернизированного с использованием предложенного подхода, проводилось на 
дисперсиях фотосенсибилизатора на основе тетра-3-фенилтиофталоцианина гидроксиалюминия различной концентрации (от 0,01 мг/л 
до 50 мг/л), примерно соответствующих концентрациям, реализующихся в процессе исследования фармакокинетики в калибровочных 
образцах и тканях экспериментальных животных. Предложенные решения, реализующие алгоритм регистрации спектров флуоресценции 
с автоматическим изменением времени накопления в зависимости от уровня сигнала, обеспечили существенное расширение динамиче-
ского диапазона спектроанализатора (до 3.5 порядков) и повышение точности при фармакокинетических исследованиях.

Ключевые слова: флуоресцентная диагностика, фармакокинетика, спектр, интенсивность, экспозиция. 
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Abstract
Currently, the most promising method for the study of pharmacokinetics of drugs with fluorescent properties is the spectral-fluorescent 
method. In this article, we propose an algorithm for expanding the dynamic range of the spectrum analyzer by automatically monitoring 
the maximum spectral density in the recorded fluorescence spectrum and automatically controlled changes in the accumulation time 
depending on this value, followed by compensation of the output signal with regard to this change, as well as hardware circuit solutions 
that allow this algorithm.
Testing of LESA-01-"Biospeс" spectrum analyzer, upgraded using the proposed approach, was carried out on photosensitizer dispersions 
based on tetra-3-phenylthiophthalocyanine hydroxyaluminium of various concentrations (from 0.01 mg/l to 50 mg/l), approximately cor-
responding to the concentrations realized in the process of studying pharmacokinetics in calibration samples and tissues of experimental 
animals.
The proposed solutions that implement the algorithm for recording fluorescence spectra with automatic change of accumulation time 
depending on the signal level, ensured a significant expansion of the dynamic range of the spectrum analyzer (up to 3.5 orders of magni-
tude) and improved accuracy in pharmacokinetic studies
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Введение
Изучение фармакокинетики и биораспределения 

лекарственного вещества основано на оценке его 
концентрации в органах, тканях и биологических 
жидкостях организма в определенные моменты вре-
мени после введения [1]. Одним из важнейших требо-
ваний при проведения таких исследований является 
широкий динамический диапазон метода измерения, 
который должен составлять не менее трех порядков. 

В настоящее время наиболее перспективным 
методом для исследования фармакокинетики препа-
ратов, обладающих выраженными флуоресцентными 
свойствами, является спектрально-флуоресцентный 
[1–4]. Он широко используется для оценки уровня и 
селективности накопления фотосенсибилизаторов 
(ФС), предназначенных для фотодинамической тера-
пии и флуоресцентной диагностики, в биологических 
тканях.

Используемое для таких исследований спектро-
скопическое оборудование, как правило, включает 
в себя лазер, полихроматор, оптоволоконный зонд, 
содержащий осветительные световоды для доставки 
к биоткани возбуждающего излучения и приемные 
световоды для доставки излучения флуоресцен-
ции от биоткани на вход полихроматора, и матрич-
ный фотоприемник на выходе полихроматора, в 
частности, прибор с зарядовой связью (ПЗС) или 
КМОП («комплементарная структура металл-оксид-
полупроводник»)-линейку. Система регистрации 
сигнала от каждой из ячеек линейки, пропорцио-
нального ее заряду, включает аналогово-цифровой 
преобразователь (АЦП), блок буферной памяти и 
персональный компьютер (ПК) [2, 5]. При проведении 
спектрально-флуоресцентного исследования излу-
чение с выхода лазера вводится в осветительный 
световод оптоволоконного зонда. Выходя из дис-
тального конца осветительного световода, это излу-
чение облучает биологическую ткань, содержащую 
флуоресцирующий препарат, и инициирует флуорес-
ценцию его молекул. Интенсивность характеристи-
ческой полосы флуоресценции препарата в первом 
приближении пропорциональна его содержанию в 
биоткани. Приемные световоды оптоволоконного 
зонда доставляют излучение флуоресценции от био-
ткани на вход полихроматора, где происходит спек-
тральное разложение этого излучения, после чего 

оно попадает на линейку. Сигнал с выхода линейки 
поступает на АЦП и в блок буферной памяти. ПК из 
поступающих с выхода блока буферной памяти циф-
ровых данных, соответствующих интенсивности сиг-
нала из каждой ячейки фотоприемника, и номеров 
ячеек фотоприемника, которым поставлена в соот-
ветствии с результатами калибровки определен-
ная длина волны, формирует спектральную кривую 
(зависимость интенсивности от длины волны), кото-
рая отображается на мониторе ПК. 

Динамический диапазон спектроанализатора 
определяется, в основном, характеристиками 
линейки. При высоких уровнях световых потоков, 
падающих на ячейку линейки, может происходить 
зарядовое насыщение сигнала этой и прилегающих 
ячеек линейки; при низких уровнях сигнал, связан-
ный с падающим световым потоком, может оказаться 
мало различимым на фоне аппаратных шумов устрой-
ства (в первую очередь, шумов линейки). Из-за этого 
динамический диапазон известных устройств не пре-
вышает, как правило, двух порядков.

 В настоящей статье рассматривается возмож-
ность расширения динамического диапазона спек-
троанализатора для фармакокинетических исследо-
ваний флуоресцирующих препаратов.

Материалы и методы
В качестве тест-объектов были использованы 

образцы липосомальных дисперсий тетра-3-
фенилтиофталоцианина гидроксиалюминия в дис-
тиллированной воде с концентрациями 0,01 мг/
мл; 0,05 мг/мл; 0,1 мг/мл; 0,5 мг/мл; 2 мг/мл; 10 мг/мл;  
25 мг/мл; 50 мг/мл в пробирках Эппендорфа. Контроль-
ным образцом служила пробирка Эппендорфа с водой.

Исследования флуоресценции проводились с 
использованием лазерного электронного спектраль-
ного анализатора ЛЭСА-01-«Биоспек» (ООО «БИО-
СПЕК», Россия).

Результаты и обсуждение
Исследование зависимости выходного сигнала спек-

троанализатора от значения времени накопления
Результаты исследований спектров липосомаль-

ных дисперсий тетра-3-фенилтиофталоцианина 
гидроксиалюминия различных концентраций пока-
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Рис. 1. Спектры флуоресценции дисперсий ФС разной концентрации при времени накопления: 
a – при 12 мс;
б – при 300 мс.

Fig. 1. Fluorescence spectra of PS dispersions of various concentrations with an exposure time: 
a  – 12 ms; 
б – 300 ms

a

б
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зывают, что при небольших значениях времени нако-
пления спектроанализатор ЛЭСА-01-«Биоспек» обе-
спечивает неискаженную регистрацию сигналов флу-
оресценции дисперсий с высокой концентрацией. 
Однако при этом сигналы флуоресценции дисперсий 
с низкой концентрацией практически неразличимы 
на фоне аппаратных шумов (рис. 1а).

При высоких значениях времени накопления 
спектроанализатор обеспечивает правильную реги-
страцию сигналов флуоресценции при низкой кон-
центрации ФС. Однако при регистрации флуоресцен-
ции ФС с высокой концентрацией, когда интенсив-
ность сигнала флуоресценции большая, может про-
изойти зарядовое насыщение сигнала ячеек линейки, 
соответствующих области спектрального максимума 
флуоресценции (рис. 1б). Поэтому работа спектро-
анализатора становится некорректной вследствие 
аппаратного искажения формы спектра.

Расширение динамического диапазона интенсив-
ности регистрируемых сигналов флуоресценции 

Для расширения динамического диапазона интенсив-
ности сигналов флуоресценции предложен следующий 
подход. Постоянно во время регистрации спектрального 
сигнала происходит автоматический мониторинг макси-
мального и минимального значения спектральной плот-
ности. В случае, если это значение выходит за пределы 
заданного диапазона, запускается алгоритм автоматиче-
ской настройки экспозиции фотоприемника, обработки 
и записи сигналов линейки полихроматора.

На рис. 2 представлена усовершенствован-
ная блок-схема регистрирующей системы спек-
троанализатора [5] со следующими обозначени-
ями: 1 – лазер для возбуждения флуоресценции; 
2 – оптоволоконный зонд, содержащий освети-
тельные световоды для доставки к биоткани воз-
буждающего излучения и приемные световоды для 
доставки излучения флуоресценции от биоткани на 
вход полихроматора; 3 – биоткань; 4 – полихрома-
тор; 5 – ПЗС или КМОП-линейка на выходе полихро-
матора; 6 – АЦП; 7 – блок буферной памяти; 8– ком-
паратор; 9 – задатчик опорного сигнала верхнего 
уровня; 10 – компаратор; 11 – задатчик опорного 
сигнала нижнего уровня; 12 – блок управления вре-
менем накопления; 13 – блок коррекции накопле-
ния; 14 – персональный компьютер (ПК).

Если сигнал всех ячеек линейки 5 меньше напря-
жения опорного сигнала, поступающего на опорный 
вход компаратора 8 из задатчика 9, или больше напря-
жения опорного сигнала, поступающего на опорный 
вход компаратора 10 из задатчика 11, совокупность 
сигналов, соответствующая спектру флуоресценции, 
из блока 7 буферной памяти без изменения посту-
пает в цифровом виде на вход ПК 14 для построения 
и отображения спектра.

Рис. 2. Блок-схема спектроанализатора для спектрально-флу-
оресцентных исследований с расширенным динамическим 
диапазоном интенсивности сигналов флуоресценции
Fig. 2. Block-diagram of the spectrа-analyzer for spectral-
fluorescent studies with an extended dynamic range of intensity 
of fluorescence signals

Если сигнал от какой-нибудь из ячеек линейки 5 
больше напряжения опорного сигнала, поступаю-
щего на вход компаратора 8 из задатчика 9, команда 
из компаратора 8 подается на блок 12 управления 
временем накопления, который подает на линейку 
5 команду уменьшения длительности времени нако-
пления. При уменьшенном времени накопления сиг-
нал с выхода линейки 5, уменьшенный пропорцио-
нально времени накопления, поступает на вход блока 
буферной памяти 6, а с блока буферной памяти – на 
сигнальные  входы компараторов. Если при умень-
шенном времени накопления сигнал от любой из 
ячеек линейки меньше напряжения опорного сиг-
нала, поступающего на вход компаратора 8 из задат-
чика 9, совокупность сигналов, соответствующая 
спектру флуоресценции, из блока буферной памяти 
подается на блок 13 коррекции накопления, где изме-
няется (увеличивается) обратно пропорционально 
времени накопления, затем поступает в цифровом 
виде на вход ПК для построения и отображения 
спектра. Аналогично, если сигнал от какой-нибудь 
из ячеек линейки меньше напряжения опорного сиг-
нала, поступающего на вход компаратора 10 из задат-
чика 11, команда из компаратора 10 подается на блок 
12 управления временем накопления, который в свою 
очередь подает на линейку команду увеличения дли-
тельности времени накопления. При увеличенном 
времени накопления сигнал с выхода линейки, уве-
личенный пропорционально времени накопления, 
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поступает на вход блока буферной памяти, а с блока 
буферной памяти на сигнальные входы компарато-
ров 8 и 10. Если при увеличенном времени накопле-
ния сигнал от всех ячеек линейки больше напряже-
ния опорного сигнала, поступающего на вход ком-
паратора 10 из задатчика 11, совокупность сигналов, 
соответствующая спектру флуоресценции, из блока 
буферной памяти подается на блок 12 коррекции 
накопления, где уменьшается обратно пропорцио-
нально времени накопления, после чего поступает в 
цифровом виде на вход ПК для построения и отобра-
жения спектра.

Таким образом, если значение сигнала из любой 
ячейки линейки выше верхней границы или ниже 
нижней границы заданного диапазона, время нако-
пления прибора понижается (или, соответственно, 
повышается) в заданное количество раз. Если указан-
ной корректировки экспозиции оказывается недо-
статочно для того, чтобы сигнал оказался в пределах 
допустимого диапазона интенсивностей, корректи-
ровка экспозиции осуществляется автоматически 
повторно до тех пор, пока сигнал не попадет в этот 
диапазон.

Тестирование спектроанализатора проводи-
лось на дисперсиях фотосенсибилизатора на основе 
тетра-3-фенилтиофталоцианина гидроксиалюминия 
различной концентрации (от 0,01 мг/л до 50 мг/л), при-

мерно соответствующих концентрациям, реализую-
щихся в процессе исследования фармакокинетики в 
калибровочных образцах и тканях эксперименталь-
ных животных.

При регистрации флуоресценции ФС с постоян-
ным малым временем накопления происходит иска-
жение зависимости в области малых значений кон-
центрации, где в сигнале добавляется дополнитель-
ная положительная ошибка из-за аппаратного шума 
спектроанализатора (рис. 3, голубая кривая). При 
постоянном высоком значении времени накопления 
(рис. 3, красная кривая) появляется ошибка в области 
сигналов флуоресценции дисперсий с большими кон-
центрациями. Более того, начиная с некоторых значе-
ний концентрации, зависящих от значения времени 
накопления, регистрацию сигналов ввиду зарядового 
насыщения части линейки проводить невозможно. 

При работе спектроанализатора по предложен-
ному алгоритму регистрации (с автоматическим 
изменением времени накопления в зависимости от 
уровня сигнала флуоресценции) регистрация спек-
тральной информации проходила при высоких зна-
чениях отношения «сигнал-шум» и без искажения 
формы спектра (пунктирная кривая). 

Это позволило при дальнейшей обработке сиг-
нала построить корректную (неискаженную) зависи-
мость интегральной интенсивности флуоресценции 

Рис. 3. Зависимость интенсивности флуоресценции ФС от его концентрации при разных временах экспозиции
Fig. 3. Dependence of fluorescence intensity of PS on its concentration at various exposure times

Г.А. Меерович, Е.В. Ахлюстина, Т.А. Савельева, К.Г. Линьков, В.Б. Лощенов
Оптический спектроанализатор с расширенным динамическим диапазоном 

для фармакокинетических исследований флуоресцирующих препаратов  в биотканях



BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 8, № 1/2019

О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е
 С

ТА
ТЬ

И

51

дисперсий тетра-3-фенилтиофталоцианина гидрок-
сиалюминия от их концентрации в расширенном 
динамическом диапазоне значений, превышающем 
3,5 порядка (Рис. 3, пунктирная кривая) 

Заключение
Предложенный алгоритм регистрации спектров 

флуоресценции с автоматическим изменением вре-
мени накопления в зависимости от уровня сигнала 
обеспечил существенное расширение динамиче-
ского диапазона спектроанализатора, обеспечил 

повышение точности при фармакокинетических 
исследованиях. Кроме того, это позволило при фото-
динамической терапии реализовать более точный 
контроль содержания ФС в опухоли непосредственно 
перед облучением, в процессе и после облучения, 
оптимальным образом выбрать время начала облуче-
ния и режим облучения в целом.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского фонда фундаментальных исследований 
(грант № 18–08–01112А). 
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Резюме
В 1903 г. на базе Института им. Морозовых Императорского Московского университета (ныне Московский научно-исследовательский 
онкологический институт имени П.А. Герцена – филиал ФГБУ «Национального медицинского исследовательского центра радиологии» 
Минздрава России) открыли первое в России специализированное подразделение – отдел лучевой терапии онкологических заболева-
ний, в котором впервые в нашей стране были официально начаты научные исследования в области медицинской радиологии. К этому 
же периоду можно отнести первые исследования в области лучевой терапии.
В работе освещены основные этапы развития лучевой терапии в нашей стране и в мире; приведена информация о важнейших научных 
достижениях, имеющих общемировое значение и являющихся основополагающими для данного научного направления. Рассмотрена 
деятельность ведущих российских организаций в области лучевой терапии; названы имена ученых, врачей и других специалистов, внес-
ших значительный вклад в ее развитие. Приведены основные литературные источники, актуальные в рассматриваемой области.
Данные статьи могут представлять интерес и быть полезными в работе ученых медико-биологического профиля, практикующих вра-
чей-радиологов и радиотерапевтов, онкологов, слушателей факультетов последипломного образования, студентов медицинских 
факультетов, аспирантов, ординаторов и других специалистов.

Ключевые слова: история медицины, развитие лучевой терапии, радиотерапия, медицинская радиология, терапевтическая радиоло-
гия, рентгенорадиология, рентгенотерапия, лечение злокачественных новообразований, радиологические методы в онкологии, луче-
вая терапия в онкологии, радиоактивность.
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Abstract
In 1903, on the basis of Morozov Institute of the Moscow Imperial University (currently, P. Herzen Moscow Oncology Research Center, a 
branch of the National Medical Research Radiological Center, Ministry of Health of the Russian Federation), the first specialized unit in Rus-
sia was opened – department of radiation therapy of oncological diseases, in which scientific research in the field of medical radiology was 
officially launched in our country for the first time. The first studies in the field of radiation therapy can be attributed to this period.
The article presents a brief summary of the historical development of radiotherapy in the world and in Russia; provides information on the 
achievements of global importance, fundamental for this scientific field. The activities of leading Russian organizations in the field of radia-
tion therapy are reviewed; names of scientists, doctors and other specialists who have made a significant contribution to its development 
are provided. The main literature sources relevant to the field are given.
The data in this article may be of interest and be useful for biomedical scientists, practicing radiologists and radiotherapists, oncologists, 
medical and graduate students, interns and other specialists.

Key words: history of medicine, development of radiation therapy, radiotherapy, medical radiology, therapeutic radiology, X-ray radiology, 
X-ray therapy, treatment of malignant neoplasms, radiological methods in oncology, radiation therapy in oncology, radioactivity.
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Введение
В 2018 г. исполнилось 115 лет со времени начала 

первых в России научных исследований в области 
медицинской радиологии на базе института им. 
Морозовых Императорского Московского универ-
ситета. С 2014 г. это медицинское учреждение носит 
название «Московский научно-исследовательский 
онкологический институт имени П.А. Герцена (МНИОИ 
имени П.А. Герцена) – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр радиологии 
Министерства здравоохранения Российской Феде-
рации» (ФГБУ «НМИЦ радиологии» МЗ РФ). В 1903 г. 
в институте им. Морозовых было открыто первое в 
нашей стране специализированное радиологическое 
подразделение – отдел лучевой терапии онкологиче-
ских заболеваний. На сегодняшний день МНИОИ им. 
П.А. Герцена вместе с двумя ведущими медицинскими 
научными организациями России – МНРЦ им. А.Ф. 
Цыба и НИИ урологии и интервенционной радиологии 
им. Н.А. Лопаткина – осуществляют свою деятельность 
в составе ФГБУ «НМИЦ радиологии» МЗ РФ.

История мирового становления и развития луче-
вой терапии ведет свой отсчет с конца XIX в., когда 
были проведены первые исследования по воздей-
ствию ионизирующей радиации на организм. Начало 
им положил ряд судьбоносных исторических собы-
тий, связанных с открытием искусственной и есте-
ственной радиоактивности, вызвавших настоящий 
переворот в науке, в том числе, в области физики, 

медицины, биологии и др., и предопределивших ее 
дальнейшее развитие в различных сферах челове-
ческой деятельности. В истории лучевой терапии 
навсегда сохранены имена ученых, стоявших у исто-
ков открытия радиоактивности: Вильгельма Конрада 
Рентгена, Марии и Пьера Кюри, Анри Беккереля и 
других их последователей [1].

Всестороннее изучение свойств рентгеновских 
лучей было начато сразу после того, как они были 
обнаружены К. Рентгеном 8 ноября 1895 г. и заклю-
чалось в выявлении их физических свойств, а также 
влияния на различные биологические объекты [2–4]. 
Эти процессы ускорило открытие в 1896 г. естествен-
ной радиоактивности [5].

Еще в 1896 г. российский учёный И.Р. Тарханов, 
который одним из первых обосновал способность 
ионизирующего излучения вызывать функциональ-
ные и структурные изменения в клетках, тканях, орга-
нах и во всем организме, предвидел широкое распро-
странение радиологических методов в медицине [6].

В этом же году J. Gillman (США) и V. Despeignes 
(Франция) предприняли попытку лечения злока-
чественных новообразований с помощью рентге-
новского излучения [7]. Тогда же были описаны еще 
несколько случаев лечения онкологических больных 
с помощью рентгеновских лучей. 

В 1897 г. L. Freund (Австрия) опубликовал данные 
о применении фракционированной рентгенотера-
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пии для лечения обширного пигментного невуса у 
ребенка [8]. Данное сообщение и эту дату чаще всего и 
относят к началу рождения лучевой терапии, широко 
используемой в настоящее время в зарубежной и оте-
чественной медицинской практике [9–11].

Существенный импульс развития лучевая терапия 
получила после открытия естественной радиоактив-
ности А. Беккерелем, а затем радия и полония Марией 
и Пьером Кюри [5, 12]. В 1902 г. радий был с успехом 
использован в Вене для лечения рака глотки, а в 1904 
г. в Нью-Йорке радиевые трубки были имплантиро-
ваны непосредственно в опухоль [13, 14].

В Российской империи вышли публикации осно-
воположника исследований по лучевой терапии зло-
качественных опухолей Д.Ф. Решетилло: руководство 
«Лечение лучами рентгена» в 1906 г. [15] и позднее, 
в 1910 г. – монография «Радий и его применение для 
лечения болезней кожи, злокачественных новообра-
зований и некоторых болезней внутренних органов», 
которую можно считать первой фундаментальной 
работой, опубликованной на эту тему.

В 1911 г. Cl. Regaud (Франция) проводил опыты по 
стерилизации барана тремя фракциями ионизирую-
щего излучения с интервалом 15 дней между ними. 
Работа L. Freund и серии экспериментов Cl. Regaud 
легли в основу фракционированной дистанционной 
лучевой терапии [8,16]. В этот же период в 1910 г. в 
США  O. Pasteau и P. Degrais предложили метод бра-
хитерапии путем доставки ампулы радия через уре-
тру в простату [17, 18].

Cl. Regaud совместно с другими учеными Париж-
ского Института Радия разработал различные мето-
дики использования источников радия, в том числе 
в качестве альтернативы хирургическим резекциям и 
для внутриполостной терапии опухолей шейки матки 
и других локализаций [19].

В этом же институте в 1920 г. H. Coutard с успехом 
использовал фракционную дистанционную луче-
вую терапию для лечения разнообразных опухолей 
головы и шеи. Ориентирами оценки дозы служили 
лучевые реакции кожи и слизистых. H. Coutard пред-
ложил коллимацию при формировании пучков и 
использование металлических фильтров для форми-
рования монохромного излучения [20].

Немаловажный вклад в развитие феномена отно-
шения время-доза-эффект в лучевой терапии внесли 
работы E. Quimby и M. Strandquist (США) [21, 22]. В 
рамках этого направления F. Ellis (Англия) предложил 
использовать понятие и формулу номинальной стан-
дартной дозы, сравнивающей различные режимы 
лечения на основе общей дозы, числа фракций и 
общего времени лечения [23]. Работы в этом направ-
лении для отдельных типов опухолей и нормальных 
тканей актуальны и по сей день, также как и исполь-
зуемая линейно-квадратичная модель, учитываю-

щая соотношение нерепарируемых и репарируемых 
радиационных повреждений для различных типов 
клеток.

Энергия первых рентгенотерапевтических уста-
новок не превышала 100 кэВ, что ограничивало 
их практическое применение. В 1913 г. W. Coolidge 
(США) разработал рентгеновские трубки, с энергией 
около 200 кэВ. Позднее терапия с их использованием 
получила название ортовольтной. Усовершенство-
вание происходило в направлении монохромиза-
ции пучка. Для «ужесточения» рентгеновского излу-
чения и улучшения дозного распределения широко 
использовали фильтры и методику многопольного 
облучения. Создание в начале 1920-х гг. аппаратов 
с возможностью ротации пучков вокруг опухоли 
существенно расширило возможности и эффектив-
ность лучевой терапии в онкологии. Значительная 
оптимизация рентгенотерапии была достигнута 
после разработки W. Coolidge в 1926 г. «каскадной» 
трубки, которая была установлена в Мемориальном 
госпитале Нью-Йорка [24, 25].

После того, как в 1930 г. E. Lawrence и D. Sloan (США) 
создали линейный ускоритель и в 1940 г. D. Kerst (США) 
был изобретен бетатрон, а В.И. Векслером (СССР) и E. 
McMillan (США) – синхротрон, лучевая терапия полу-
чила новый импульс дальнейшего усовершенствова-
ния.

Прогресс лучевой терапии резко ускорился в 
1950–1960 гг. Уже в 1956 г. H. Каplan лечил в Стэнфорд-
ском Университете пациентов фотонами энергией 6 
МэВ [26]. В начале 1960-х гг. были созданы компакт-
ные линейные ускорители с возможностью ротаци-
онного облучения. Однако развитие лучевой терапии 
в этот период было связано в основном с использо-
ванием дистанционной гамма-терапии источниками 
кобальта-60 (60Со) [27].

Следующий этап развития лучевой терапии 
(начало 1990-х гг.), связан с широким применением 
высокоэнергетических линейных ускорителей, как 
правило, до 20 МэВ [28, 29]. Внедрение этой техники 
позволило существенно улучшить технические пара-
метры лучевой терапии и её переносимость боль-
ными. 

Дальнейшая оптимизация лучевой терапии свя-
зана с совершенствованием диагностического обо-
рудования, широким применением компьютерных 
(КТ), магнито-резонансных (МРТ), позитронно-эмис-
сионных (ПЭТ) томографов, позволивших освоить 
системы трехмерного планирования конформной 
лучевой терапии [30]. Одновременно происходило 
совершенствование дополнительных опций, сопро-
вождающих лучевую терапию: появились фиксирую-
щие устройства, системы, формирующие сложные по 
конфигурации поля облучения, и др. Использование 
оптимизированных систем конформного планирова-
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ния лучевой терапии, подразумевающей максималь-
ную равномерность дозы в мишени и минимальную 
лучевую нагрузку на окружающие опухоль ткани, яви-
лось новым качественным шагом в совершенствова-
нии лучевой терапии. 

В 1978 г. впервые появилась возможность изме-
нения интенсивности пучков по площади облучения, 
что позволило ещё больше оптимизировать про-
странственное распределение дозы при реализа-
ции, так называемой, лучевой терапии с модуляцией 
интенсивности облучения (IMRT). В последние годы 
(2000–2018 гг.) стали проводить лучевую терапию с 
учетом изменения положения опухоли в процессе 
облучения, определяемую как лучевую терапию с 
контролем образов (IGRT) [31, 32].

Основными источниками излучения в современ-
ной лучевой терапии остаются фотонное и электрон-
ное излучение ускорителей. С научно-практической 
точки зрения и перспектив развития метода наиболь-
ший интерес сегодня представляет адронная терапия 
(протонная, ионная, нейтронная) [33]. Протоны, ионы 
углерода, благодаря наличию пика Брэгга, обладают 
лучшими, чем фотонное излучение, возможностями 
для оптимизации пространственного распределения 
дозы, что особенно важно при близости опухоли к 
критическим, с точки зрения радиочувствительности, 
структурам [34].

Ионное и нейтронное излучение по сравнению 
с редкоионизирующими (фотонное, электронное) 
излучениями обладают многочисленными радиобио-
логическими преимуществами, что позволяет более 
эффективно воздействовать на медленнорастущие, 
гипоксические, рецидивные и радиорезистентные 
опухоли.

Пионером в использовании пучка быстрых ней-
тронов для лечения злокачественных новообразова-
ний стал R. Stone (CША), который начал исследования 
в 1938 г., через шесть лет после открытия нейтронов 
[35]. В то время не было известно, что различные виды 
излучений при одинаковых поглощенных дозах соз-
дают существенно различающиеся эффекты. Тради-
ционные режимы облучения пациентов нейтронами 
привели к возникновению тяжелых лучевых повреж-
дений, и после серии неудач в 1942 г. использование 
нейтронного излучения было прервано на длитель-
ный срок. 

Возрождение интереса к нейтронной тера-
пии произошло после исследований радиолога M. 
Catterall (Великобритания), осуществившей вместе с 
физиком D. Bewley (США) в 1970-х гг. в Хаммерсмите 
клинические испытания на циклотроне с энергией 
быстрых нейтронов 8 МэВ, итогом которых явилось 
пособие по применению быстрых нейтронов в онко-
логии [36]. В конце прошлого века нейтронная тера-
пия стала развиваться и в нашей стране [37]. Было 

доказано, что она наиболее эффективна при лечении 
радиорезистентных к редкоионизирующему излуче-
нию опухолей.

Первый положительный опыт нейтронозахватной 
терапии (НЗТ) связан с именем H. Hatanaka (Япония), 
который в 1968 г. получил весьма обнадеживающие 
результаты при лечении глиом мозга [38]. 

Впервые о возможности использовать протоны 
для лучевой терапии сообщил Р. Вильсон (США) в ста-
тье, опубликованной в 1946 г. [39], а первым больным 
протонная терапия была проведена на ускорителях в 
Радиационной лаборатории в Беркли в 1954 г. и в Уни-
верситете Уппсала (Швеция) в 1957 г.

Практические работы по использованию ион-
ной лучевой терапии были начаты в Японии с 1994 г. 
в городе Чиба. В Национальном радиологическом 
институте (NIRS) был создан первый в мире госпиталь, 
специализирующийся на ионной терапии [40]. 

Необходимо отметить, что основным ограничи-
вающим фактором на пути широкого клинического 
использования данных технологий являлась их высо-
кая стоимость и небольшое число специализирован-
ных медицинских источников адронов.

История развития лучевой терапии в нашей 
стране неразрывно связана с мировой историей дан-
ной дисциплины. 

Важную роль в развитии отечественной радио-
логии сыграл МНИОИ им. П.А. Герцена [41], где, как 
ранее было отмечено, в 1903 г. было открыто первое в 
России специализированное подразделение – отдел 
лучевой терапии онкологических заболеваний. С 
этого момента в России начались первые официаль-
ные научные исследования в данной области. Отдел 
возглавил Д.Ф. Решетилло – крупный ученый, осно-
воположник исследований возможностей лучевой 
терапии для лечения злокачественных опухолей. Под 
руководством Д.Ф. Решетилло уже на первых этапах 
развития метода лучевой терапии в онкологии изуча-
лась эффективность метода дробного облучения [15].

Радиологи института стояли у истоков создания 
первых гамма-терапевтических установок с источ-
никами радия и радия-мезотория и были активными 
участниками разработок и испытаний новых моделей 
этих аппаратов.

В 20–30-х гг. прошлого века радиологи исследо-
вали эффективность дробно-протяженного метода 
лучевой терапии, различные аспекты общего воздей-
ствия радиации на организм больного при локаль-
ном облучении опухоли, распределении дозы во 
времени, оптимальные варианты сочетания излуче-
ний различных энергий при различных локализациях 
опухоли (Астрахан М.П., Домшлак М.П., Неворожкин 
Д.Б., Френкель С.Р. и др.).

В МНИОИ им. П.А. Герцена была начата разработка 
методов лучевого сочетанного и комбинированного 
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лечения рака молочной железы, шейки матки и дру-
гих локализаций (Герцен П.А., Домшлак М.П., Нисне-
вич Л.М., Савицкий А.И., Френкель С.Р.).

В 1939 г. в институте был установлен первый в 
СССР телерадиевый аппарат с источником в 4 г радия. 
В этот период за рубежом не было установок с боль-
шей активностью. 

В послевоенные годы в МНИОИ им. П.А. Герцена 
возобновились исследования по развитию и совер-
шенствованию лучевой терапии. Особое внимание 
уделялось развитию сочетанного метода с использо-
ванием различных источников, уровня доз и объёмов 
облучения. Сочетание близкофокусной рентгеноте-
рапии и дистанционной радиотерапии было опро-
бовано для лечения рака полости рта, вульвы, шейки 
матки (Астрахан Д.Б., Волкова М.А., Киселева Е.С.). 

В 60–70-е годы в институте проводились иссле-
дования с использованием 198Аu, 90Y, 32P, 131I, а также 
испытания аппаратов для брахитерапии серии АГАТ, 
дистанционной лучевой терапии серии РОКУС, пер-
вого отечественного спирального ускорителя типа 
МИКРОТРОН (Квасов В.А., Рахманин Ю.А. и др.). Зна-
чительный вклад в решение проблем преодоления 
радиорезистентности новообразований при лучевой 
терапии внесли исследования А.В. Бойко, С.Л. Дарья-
ловой, А.В. Черниченко.

В последующий период в числе направлений 
работы МНИОИ им. П.А. Герцена в области лучевой 
терапии были:

– разработка и внедрение в широкую клиническую 
практику комплекса автоматизированных мето-
дов и средств радикальной лучевой терапии;

– разработка радиомодификаторов для повыше-
ния эффективности лучевой терапии злокаче-
ственных опухолей;

– разработка и внедрение в клиническую прак-
тику лазерных установок для лечения онкологи-
ческих больных.

В 2014 г. МНИОИ им. П.А. Герцена вошел в состав 
ФГБУ «НМИЦ радиологии» МЗ РФ, генеральным 
директором которого был назначен академик РАН 
А.Д. Каприн.

Основанный в Санкт-Петербурге в 1918 г. Рентге-
норадиологический институт (впоследствии извест-
ный как «Государственный рентгенологический и 
радиологический институт и ЦНИРРИ»; а ныне – ФГБУ 
«Российский научный центр радиологии и хирургиче-
ских технологий им. академика А.М. Гранова» МЗ РФ), 
стал первым в мире учреждением подобного рода 
[42]. В дальнейшем по его образцу были созданы рент-
генорадиологические институты в Харькове (1920), 
Москве (1924) и других городах СССР.

Основателем первого в мире Рентгенорадиоло-
гического института стал профессор М.И. Неменов. 
В начальном периоде в работе института принимали 

участие крупнейшие представители отечественной 
физики, клинической и теоретической медицины: 
И.В. Курчатов, Н.Н. Аничков, В.Г. Гаршин, А.А. Завар-
зин, Н.С. Купалов, Е.С. Лондон, Г.В. Мор, Г.А. Надсон, 
В.А. Оппель, Н.Н. Петров, П.В. Троицкий, Н.Я. Чистович 
и др., труды которых заложили основы отечественной 
рентгенорадиологии.

На базе Рентгенорадиологического института 
впервые в нашей стране были разработаны методы 
лечения рентгеновскими лучами и радием различ-
ных опухолей и неопухолевых заболеваний, а в 1937 г. 
было опубликовано первое отечественное руковод-
ство по клиническому применению радия для лечеб-
ных целей.

В этот и последующие периоды достижения 
института в области лучевой терапии связаны также 
с именами И.Н. Грекова, Ф.С. Гросманна, Л.И. Коры-
товой, Б.А. Конова, Н.Н. Петрова, А.С. Страшинина, 
Л.П. Симбирцевой, В.А. Шаак, А.М. Югенбург и мно-
гими другими.

В Институте в 1966 г. был создан медико-биоло-
гический отдел при фазотроне Физико-технического 
института им. А.Ф. Иоффе с задачей разработки мето-
дов адронной (протонной) терапии опухолевых и 
неопухолевых заболеваний, не поддающихся тради-
ционным методам лучевой терапии. Успешное вне-
дрение в клинику этого метода связано с именем про-
фессора Б.А. Конова.

Как было упомянуто выше, в январе 1924 г. поста-
новлением Совета народных комиссаров был создан 
Рентгеновский институт (впоследствии – Московский 
научно-исследовательский институт рентгенора-
диологии; Московский научно-исследовательский 
институт диагностики и хирургии), ныне – Федераль-
ное государственное бюджетное учреждение «Рос-
сийский научный центр рентгенорадиологии» МЗ РФ 
(РНЦРР) [43].

Первым директором института стал академик 
П.П. Лазарев – основоположник отечественной био-
физики, пионер исследований биологического дей-
ствия ионизирующего излучения и создатель первых 
в мире ротационных рентгеновских установок. 

Существенное место в работе института с момента 
его создания занимали вопросы совершенствования 
лучевой терапии опухолевых и неопухолевых забо-
леваний, в том числе, гинекологических заболеваний 
(Иваницкая Е.П., Карлин М.И., Колосов М.А., Шапошни-
кова Н.Е. и др.), заболеваний органов грудной клетки и 
брюшной полости (Корнев Н.И., Паньшин Г.А., Павлов 
А.С., Подлящук Л.Д., Переслегин И.А., Рудерман А.И., 
Саркисян Ю.Х., Цыбульский И.Б. и др.).

Большое внимание уделялось вопросам раз-
работки рациональных методик лучевой терапии, 
оценки эффективности лучевого лечения и выра-
ботки мероприятий по предупреждению осложне-
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ний после лучевой терапии (Паньшин Г.А., Титова В.А., 
Хмелевский Е.В. и др.).

Институт является одним из пионеров в разра-
ботке современных методов комбинированного и 
комплексного лечения злокачественных опухолей 
основных локализаций, дающих значительный эконо-
мический эффект. 

В Научно-исследовательском институте онко-
логии, открытом на базе Ленинградской многопро-
фильной больницы им. И.И. Мечникова, ныне – ФГБУ 
«НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава Рос-
сии (НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова) [44] лучевая 
терапия злокачественных опухолей применяется с 
момента его основания в 1927 г., когда по заказу про-
фессора Н.Н. Петрова в Париже были изготовлены 
радиевые препараты и иглы.

В период становления института лучевое лече-
ние проводили сотрудники единого рентгеновского 
отделения, располагавшего двумя, а позднее – тремя, 
рентгенотерапевтическими аппаратами.

В 1945 г. в институте была организована специ-
альная радиевая лаборатория, которую возглавила 
Н.Д. Перумова. Под её руководством был разрабо-
тана методика фотодозиметрии гамма-лучей радия и 
проверена пригодность этого способа для фотодози-
метрии лучей 60Со. Эта методика позволила измерять 
дозы и исследовать гомогенность облучения в любых 
плоскостях облучаемого объёма ткани.

В 1967 г. была открыта лаборатория высоких энер-
гий, оборудованная мощными мегавольтными уста-
новками для дистанционной лучевой терапии, кото-
рую возглавил А.П. Козлов. В лаборатории были раз-
работаны компьютерные программы оптимального 
дозиметрического планирования мегавольтной луче-
вой терапии, применяемые во всех отечественных 
радиотерапевтических установках (гамма-аппаратах 
типа РОКУС, Агат С, Агат Р, ускорителях типа Б5М-25, 
ЛУЭ-25 и др., аппаратах для внутриполостного облу-
чения АГАТ-В, АГАТ-ВУ).

В конце 60-х гг. в радиологическом отделении 
работали сотрудники бывшей радиевой лаборато-
рии: Л.Е. Пакулина, Н.Д. Перумова, А.А. Станкевич, 
В.М. Углова и др. Главным научным направлением 
радиологического отделения являлось усовершен-
ствование и разработка дистанционной и контакт-
ной лучевой терапии злокачественных опухолей.  
В 1965–66 гг. был разработан аппарат для внутрипо-
лостной гамма-терапии методом автолодинга. 

В настоящее время в состав отделения входит ста-
ционар на 40 коек, где ведутся интенсивные успеш-
ные исследования, направленные на усовершенство-
вание способов лечения распространенных опухолей 
пищевода, трахеи и бронхов с использованием мето-
дов эндоскопической хирургии, аргоноплазменной 
коагуляции и внутрипросветной брахитерапии. Соз-

дана новая медицинская технология лечения местно-
распространенных злокачественных опухолей цен-
тральных бронхов и трахеи, активно апробируются 
различные варианты интенсивного, крупнофрак-
ционного предоперационного облучения при раке 
молочной железы, легкого, пищевода, кардиального 
отдела желудка и прямой кишки.

В связи с созданием новых профильных институ-
тов и кафедр, онкологических диспансеров в СССР 
происходило бурное развитие технических, радио-
биологических и методических аспектов лучевой 
терапии.

Значительный вклад в развитие лучевой терапии 
в нашей стране в предыдущие и последующие годы 
внесли Н.Н. Ажигалиев, Б.М. Алиев, С.Б. Балмуханов, 
Л.М. Гольдштейн, Я.Г. Диллон, М.П. Домшлак, К.И. Жол-
кивер, А.Н. Кишковский, А.В. Козлова, Г.В. Мурав-
ская, М.П. Побединский, А.Д. Подлящук, А.С. Павлов, 
И.А. Переслегин, А.И. Рудерман, С.Ф. Френкель и мно-
гие другие ученые.

Успехи в развитии отечественной радиотерапии 
связаны также с деятельностью ФГБУ «НМИЦ онколо-
гии им. Н.Н. Блохина» МЗ РФ [45, 46].

В 1959 г. было принято решение о строительстве 
Института экспериментальной и клинической онко-
логии Академии медицинских наук СССР (ИЭ и КО АМН 
СССР) – впоследствии Российский онкологический 
научный Центр им. Н.Н. Блохина (РОНЦ им. Н.Н. Бло-
хина). Первым руководителем всей службы лучевой 
терапии стал А.И. Рудерман, с которым работали 
Б.М. Алиев, Е.М. Иванова, М.М. Невинская, М.С. Стари-
чиков и др.

Успешному развитию лучевой терапии в РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина способствовало создание отделения ме-
дицинской физики и лаборатории радиобиологии, 
возглавляемой профессором С.П. Ярмоненко.

С 1980 по 1995 гг. отделение клинической лучевой 
терапии возглавлял профессор Б.М. Алиев. Его учени-
ки стали заведующими отделений лучевой терапии в 
различных уголках СССР: в РОНЦ им. Н.Н. Блохина – 
С.И. Ткачев, Т.В. Юрьева, в Литве – Э.А. Алекнавичус, в 
Киргизии – Р.А. Аралбаев. 

Отдел лучевой терапии РОНЦ им. Н.Н. Блохина с 
1982 по 2001 гг. возглавлял профессор Г.В. Голдобенко 
– первый Президент Российской ассоциации терапев-
тических радиационных онкологов (РАТРО), увлечен-
ный талантливый ученый, прекрасный врач и педагог. 
Под его руководством существенно расширились на-
учные исследования в области оптимизации режимов 
фракционирования дозы облучения, использования 
радиопротекторов (гипоксические газовые смеси) и 
радиосенсибилизаторов (локальная гипертермия, ис-
кусственная гипергликемия и криолучевая терапия), 
были значительно расширены возможности исполь-
зования лучевой терапии в детской онкологии. 
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С 2001 г. руководителем отдела был назначен про-
фессор С.И. Ткачев. 

В состав отдела лучевой терапии входило отде-
ление протонной лучевой терапии, возглавляемое 
профессором А.И. Рудерманом (1976–1984 гг.), где тру-
дились Б.В. Астрахан, Г.Д. Монзуль, Г.В. Макарова и др. 
Базой отделения были технические протонные уско-
рители ИТЭФ в Институте теоретической и экспери-
ментальной физики имени А.И. Алиханова в Москве 
и Объединённом институте ядерных исследований 
в Дубне Московской области, где протонная лучевая 
терапия была проведена более чем 3000 онкологиче-
ским больным.

Уже с 2001 г. в отделе лучевой терапии РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина первыми в России стали использовать 
объёмное 3D-планирование и конформную (3D СRT) 
лучевую терапию и её более совершенные вариан-
ты – лучевую терапию с модуляцией интенсивности 
(IMRT), объёмно-модулированную лучевую терапию 
(VIMAT), лучевую терапию с контролем по изображе-
нию (IGRT), лучевую терапию с контролем за движе-
нием опухоли, стереотаксическую радиохирургию 
(SRS) и стереотаксическую радиотерапию (SRT). Было 
продолжено изучение эффективности использова-
ния радиопротекторов и радиосенсибилизаторов, 
совершенствовалось и расширялось использование 
различных вариантов последовательности лучевого 
и лекарственного лечения онкологических больных.

В отделении радиохирургии, созданном в 1980 г. и 
возглавляемом до 1995 г. Н.С. Андросовым, а затем –  
М.И. Нечушкиным, совершенствовались методы кон-
тактной и сочетанной лучевой терапии в онкогине-
кологии (Кравец О.А.), онкопроктологии (Гладили-
на И.А.), онкоурологии (Петровский А.В.), гематологии 
(Макаров Е.С.).

С 2003 г. на базе отдела лучевой терапии РОНЦ им. 
Н.Н. Блохина стали регулярно проводить образова-
тельные школы ESTRO для радиологов России и стран 
СНГ.

С 2006 г. отдел лучевой терапии и Ассоциация ме-
дицинских физиков России (президент – профессор 
В.А. Костылев) организуют и проводят образователь-
ные курсы для врачей-радиологов и медицинских 
физиков России и стран СНГ. В.А. Костылев и Г.В. Гол-
добенко также организовали и возглавили Россий-
скую Ассоциацию терапевтических радиационных 
онкологов (РАТРО) на первых этапах её становления. 
В последующие годы президентами РАТРО были 
Ю.С. Мардынский, А.В. Черниченко, а в настоящее 
время – А.Д. Каприн. 

В отделе лучевой терапии успешно трудятся из-
вестные ученые С.Б. Алиева, Т.Н. Борисова, С.М. Ива-
нов, С.В. Медведев, О.П. Трофимова. В 2015 г. отдел 
лучевой терапии возглавил А.В. Назаренко, продол-
жая развивать и совершенствовать использование 

радиотерапии в комплексном лечении онкологиче-
ских больных.

Активное участие в разработке новых и совершен-
ствовании существующих методик лучевой, комбини-
рованной и комплексной терапии злокачественных 
новообразований принимают институты онкологии и 
крупные онкологические диспансеры в Архангельске, 
Волгограде, Иркутске, Казани, Ростове-на-Дону, Том-
ске, Уфе, Челябинске, Чите и др.

Физико-технические, радиобиологические и меди-
цинские знания яляются как известно, фундаментом 
лучевой терапии. Поэтому основыми специалистами 
в данной области являются, соответственно, меди-
цинские физики, радиобиологи, радиотерапевты, а 
также представители инженерно-технических спе-
циальностей, без которых немыслимы создание и 
эксплуатация современного радиотерапевтического 
оборудования.

Вспоминая ученых и инженеров, которые обеспе-
чивали развитие и совершенствование аппаратуры 
для лучевой терапии, прежде всего следует назвать 
три основные организации: ленинградский НИИ элек-
трофизической аппаратуры им. Д.В. Ефремова, ныне – 
АО НИИЭФА (создание и производство ускорительной 
техники и ЛУЭ-15, ЛУЭР 20, ЛУЭР 20М), снежинский «Все-
союзный НИИ приборостроения», ныне ФГУП «Россий-
ский Федеральный Ядерный Центр – Всероссийский 
научно-исследовательский институт технической 
физики имени академика Е. И. Забабахина» (создание 
и производство гамма-терапевтической аппаратуры 
на основе 60Со и других радиоактивных элементов), 
и НПО «Агат» (производство гамма-терапевтических 
аппаратов «Рокус» и ускорителя «Микротрон»).

В этих учреждениях работали хорошо известные 
специалисты, внесшие в свое время существенный 
вклад в разработку и производство отечественных 
медицинских установок для лучевой терапии. К ним 
относятся В.М. Алешин, Е.А. Жуковский, С.П. Капица, 
В.А. Комар, А.Р. Мирзоян, А.Ф. Римман, А.Г. Сулькин, 
А.С. Штань, М.В Хетеев и многие другие.

Современная лучевая терапия невозможна также 
и без медицинских физиков. Вклад советских и рос-
сийских физиков в обеспечение качества лучевой 
терапии во 2-й половине ХХ века ничуть не уступает 
достижениям американских и европейских коллег. 
Это относится, прежде всего, к появлению и внедре-
нию математических методов оптимизации распре-
деления поглощенной дозы, многолепестковой кол-
лимации, матричных детекторов для анализа распре-
деления дозы фотонного и электронного излучения, 
конформной лучевой терапии, физико-технического 
обоснования и совершенствования адронной (про-
тонной и нейтронной) терапии [47].

Большой вклад в развитии отечественной меди-
цинской физики внесли С.М. Ватницкий, И.А. Ерма-
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ков, Р.В. Синицын, А.М. Червяков, О.А Штуковский. 
(ЦНИРРИ); А.И. Кронгауз, Р.С. Мильштейн, Э.Г. Чикирдин 
(МНИРРИ); Е.Б. Божанов, А.П. Козлов (НИИ онкологии 
им. Н.Н. Петрова); В.А. Квасов (НИИ им. П.А. Герцена); 
О.Н. Денисенко (МРНЦ, г. Обнинск); М.А. Вайнберг, 
В.А. Костылев, Н.А. Лютова, Н.Н. Лебеденко, Т.Г. Рат-
нер (РОНЦ им. Н.Н. Блохина); И.Г. Тарутин, А.Г. Страх 
(НИИ онкологии им. Н.Н. Александрова, Белоруссия); 
Б.К. Никишин (КНИРРОИ, Украина) и многие другие.

Большинство технических решений было пред-
ложено, осуществлено этими специалистами и соот-
ветствовало передовым тенденциям развития тера-
певтической техники. К сожалению, по объективным 
причинам отечественным производителям не уда-
лось сохранить высокий уровень и объём производ-
ства технических средств лучевой терапии.

В настоящее время мы наблюдаем возрождение 
внимания к отечественному медицинскому приборо-
строению и стремительно возрождающийся интерес 
к применению ионизирующего и неионизирующего 
излучения в различных отраслях науки и техники, и 
особенно в медицине.

Уникальный накопленный опыт сотрудничества 
МРНЦ им. А.Ф. Цыба и АО «НИИТФА» с ведущими 
физико-техническими учреждениями России послу-
жил основой для реализации пилотного проекта по 
созданию и проведению клинических испытаний 
первого образца отечественного специализирован-
ного медицинского импортозамещающего комплекса 
лучевой терапии на базе инновационного оборудо-
вания – 6 МэВ ускорителя и конусно-лучевого томо-
графа) в г. Обнинске.

Работа реализуется в рамках выполнения 
соглашения между Минобрнауки России и АО 
«НИИТФА» о предоставлении субсидии от 03.10.17 г. 
№ 14.582.21.0011 «Создание и передача на клиниче-
ские испытания образца импортозамещающего ком-
плекса лучевой терапии на базе инновационного 
оборудования (6 МэВ ускорителя и конусно-лучевого 
томографа)». Уникальный идентификатор соглашения 
RFMEFI58217X0011.

Результаты работы МРНЦ им. А.Ф. Цыба – филиала 
«НМИЦ радиологии» МЗ РФ и АО «НИИТФА» свиде-
тельствуют об актуальности и практической значимо-

сти проводимых в нём исследований. Они являются 
свидетельством эффективности использования син-
теза фундаментальных и прикладных исследований 
для разработки новых медицинских радиологических 
технологий внедрения их в медицинскую практику.

Институт медицинской радиологии АМН СССР – 
крупнейший институт радиологического профиля 
был создан в Обнинске в 1962 г., с мощной экспери-
ментальной базой и клиникой стал ведущим в стране 
учреждением по разработке высокотехнологических 
медицинских радиологических методов диагностики 
и лечения больных, базовым по проблеме «Медицин-
ская радиология и радиационная медицина». Орга-
низатором и первым директором его являлся акаде-
мик Г.А. Зедгенидзе [48, 49]. Сегодня это – Медицин-
ский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба 
(директор – проф. РАН С.А Иванов), являющийся с 
2014 г. филиалом ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр радиологии» МЗ РФ (гене-
ральный директор – акад. РАН А.Д. Каприн), включа-
ющего также Московский научно-исследовательский 
онкологический институт им. П.А. Герцена (директор 
– акад. РАН А.Д. Каприн) и Научно-исследовательский 
институт урологии и интервенционной радиологии 
им. Н.А. Лопаткина (директор – чл.-кор. РАН О.И. Апо-
лихин). 

Включение МРНЦ в состав объединенного Центра 
в лице ФГБУ «НМИЦ радиологии» МЗ РФ расширило 
возможности внедрения в клиническую практику 
результатов собственных фундаментальных исследо-
ваний, открыв новые пути успешного решения акту-
альных проблем развития и качественного практиче-
ского применения новых методов терапевтической 
радиологии [50].

Продолжение научных исследований в области 
медицинской радиологии, радиационной биологии 
и радиационной эпидемиологии, несомненно, будет 
способствовать укреплению национальной безопас-
ности в сфере здравоохранения и здоровья граждан 
России.

Более подробному рассмотрению достижений 
МРНЦ им. А.Ф. Цыба и его месте в истории развития 
лучевой терапии будет посвящена II часть данной ста-
тьи.
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