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А.Е. Цеймах, А.Н. Мищенко, В.А. Куртуков, Я.Н. Шойхет
Паллиативное хирургическое лечение с применением фотодинамической терапии больных со злокачественными 

новообразованиями желчевыводящей системы, осложненными обструктивной желтухой

ПАЛЛИАТИВНОЕ ХИРУРГИЧЕСКОЕ ЛЕЧЕНИЕ 
С ПРИМЕНЕНИЕМ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ 
ТЕРАПИИ БОЛЬНЫХ СО ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ 
НОВООБРАЗОВАНИЯМИ ЖЕЛЧЕВЫВОДЯЩЕЙ СИСТЕМЫ, 
ОСЛОЖНЕННЫМИ ОБСТРУКТИВНОЙ ЖЕЛТУХОЙ

А.Е. Цеймах1, А.Н. Мищенко2, В.А. Куртуков2, Я.Н. Шойхет1

1Алтайский государственный медицинский университет, Барнаул, Россия
2Городская больница №5, Барнаул, Россия

Резюме
Целью исследования было оценить эффективность паллиативного хирургического лечения с применением фотодинамической терапии 
(ФДТ) у больных злокачественными новообразованиями желчевыводящей системы, осложненными обструктивной желтухой. Пред-
ставлены результаты исследования выживаемости, маркеров гемостаза, протеолиза и опухолевой инвазии после комплексного палли-
ативного лечения пациентов. У 10 пациентов основной группы проводилось паллиативное хирургическое лечение с применением ФДТ, 
у 20 пациентов группы сравнения выполнялось только паллиативное хирургическое лечение. В основной группе наблюдалось статисти-
чески значимое увеличение продолжительности жизни по сравнению с группой сравнения на 104 дня (р=0,033). Выявлено статистически 
значимое влияние маркера опухолевой инвазии фактора некроза опухоли α на выживаемость (р=0,012) и уменьшение его уровня после 
ФДТ с 43,53±33,99 пг/мл до 28,33±26,12 пг/мл (p=0,041). Таким образом, паллиативное лечение с применением ФДТ злокачественных ново-
образований желчевыводящих протоков, осложненных обструктивной желтухой, позволяет увеличить выживаемость пациентов за счет 
уменьшения глубины опухолевой инвазии.

Ключевые слова: злокачественные новообразования желчевыводящей системы, фотодинамическая терапия, выживаемость.

Контакты: Цеймах А.Е., е-mail: alevtsei@rambler.ru.

Для цитирования: Цеймах А.Е., Мищенко А.Н., Куртуков В.А., Шойхет Я.Н. Паллиативное хирургическое лечение с применением фотодина-
мической терапии больных со злокачественными новообразованиями желчевыводящей системы, осложненными обструктивной желту-
хой // Biomedical Photonics. – 2023. – Т. 12, № 2. – С. 4–10. doi: 10.24931/2413–9432–2023–12–2-4–10.

PALLIATIVE SURGICAL TREATMENT USING 
PHOTODYNAMIC THERAPY FOR BILIARY CANCER 
COMPLICATED BY OBSTRUCTIVE JAUNDICE
Tseimakh A.Е.1, Mitshenko A.N.2, Kurtukov V.А.2, Shoykhet Ia.N.1

1Altai State Medical University, Barnaul, Russia
2State hospital №5, Barnaul, Russia

Abstract
The article presents the results of a study of survival, markers of hemostasis, proteolysis and tumor invasion after complex palliative treat-
ment of patients with histologically verified malignant tumors of the bile ducts complicated by obstructive jaundice in two comparable 
groups of patients. The aim of the study was to evaluate the effectiveness of palliative surgical treatment using photodynamic therapy 
in patients with malignant tumors of the biliary system complicated by obstructive jaundice. In 10 patients of the main group, palliative 
surgical treatment was performed using photodynamic therapy; in 20 patients of the comparison group, palliative surgical treatment was 
performed without the use of photodynamic therapy. In patients of the main group, a statistically significant increase in life expectancy 
was observed compared to the comparison group by 104 days (p=0.033). At the same time, a statistically significant effect of tumor necro-
sis factor α, a marker of tumor invasion, on survival (p = 0.012) and a decrease in its level after photodynamic therapy by 15 pg/ml (p=0.041) 
was revealed. Thus, palliative treatment using photodynamic therapy of malignant tumors of the bile ducts, complicated by obstructive 
jaundice, can increase the survival rate of patients by reducing tumor invasion.

Key words: biliary cancer; photodynamic therapy; survival.

Contacts: Tseimakh A.E., e-mail: alevtsei@rambler.ru

For citations: Tseimakh A.E., Mitshenko A.N., Kurtukov V.A., Shoikhet Ia.N. Palliative surgical treatment using photodynamic therapy for 
biliary cancer complicated by obstructive, Biomedical Photonics, 2023, vol. 12, no. 2, pp. 4–10. doi: 10.24931/2413–9432–2023–12-2-4–10.
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Введение
Рак билиарного тракта является редкой онкологи-

ческой патологией, к которой относятся дистальная 
и проксимальная холангиокарцинома, рак желчного 
пузыря [1, 2, 3]. Структура заболеваемости и леталь-
ность при билиарном раке оценивается совместно 
с гепатоцеллюлярным раком [1]. Распространенность 
рака билиарного тракта совместно с гепатоцеллю-
лярным раком составляет 6,7 на 100 тыс. населения. 
Злокачественные новообразования (ЗНО) желчевы-
водящих протоков имеют одни из наиболее высоких 
показателей общей летальности (35,2%) и летально-
сти на первом году с момента установления диагноза 
(66,8%) [1–5]. 

Несмотря на развитие методов лучевой и химио-
терапии основным методом лечения больных би-
лиарным раком остается хирургический. Однако на 
момент постановки диагноза 57,3% пациентов уже 
имеют запущенную IV стадию основного заболевания, 
а 80,3% пациентов имеют запущенный или местнора-
спространенный процесс [1, 2]. Таким образом, более 
80% пациентов возможно проведение лишь паллиа-
тивного лечения, главным компонентом которого 
является устранение жизнеугрожающих осложнений 
основного заболевания, таких как обструктивная 
желтуха и холангит [4–6].

Одним из методов паллиативного лечения, допол-
няющим хирургическое лечение, является фотоди-
намическая терапия (ФДТ). ФДТ – это метод лечения 
пациентов с ЗНО, при котором проводится облучение 
опухоли светом определенной длины волны, перево-
дящим молекулы избирательно накапливающегося 
в ткани опухоли специального вещества – фотосен-
сибилизатора, в возбужденное состояние в присут-
ствии кислорода. Образующиеся в результате этого 
активные формы кислорода приводят опухолевые 
клетки к гибели путем апоптоза, некроза и аутофагии. 
Проведенные в предшествующие годы исследования 
эффективности ФДТ при раке билиарного тракта дали 
обнадеживающие результаты, говорящие о перспек-
тивности применения ФДТ в паллиативном лечении 
этих больных, увеличивающего выживаемость паци-
ентов в среднем до 8 мес. при проведении локальной 
ФДТ производными гематопорфиринов [8–13].

Целью исследования являлась оценка эффектив-
ности паллиативного хирургического лечения с при-
менением ФДТ у больных ЗНО желчевыводящей сис-
темы, осложненными обструктивной желтухой.

Материалы и методы
В открытое нерандомизированное сравнительное 

исследование выживаемости были включены 30 паци-
ентов с гистологически верифицированной аденокар-
циномой желчевыводящих протоков, осложненной 
обструктивной желтухой, проходивших комплексное 

лечение на базе краевого гепатологического центра 
КГБУЗ Городская больница №5, г. Барнаул (г. Барнаул, 
РФ) с 2016 по 2020 гг. Пациенты были поделены на две 
группы. Критериями включения в исследование были 
возраст старше 18 лет, гистологически верифициро-
ванный диагноз ЗНО желчевыводящих протоков, под-
писанное информированное согласие на оператив-
ное лечение в период госпитализации. Критериями 
исключения были летальность во время пребывания 
в стационаре, наличие онкологического заболевания 
крови. В основную группу были включены 10 паци-
ентов, которым проводили паллиативное хирургиче-
ское лечение с применением ФДТ. Группу сравнения 
составили 20 пациентов, которым было проведено 
паллиативное хирургическое лечение без примене-
ния ФДТ. Распределение пациентов в группы проводи-
ли без использования рандомизации: пациенты, под-
писавшие согласие на проведение ФДТ вследствие 
наличия противопоказаний к применению альтерна-
тивных методов лечения, были включены в основную 
группу. Отказавшиеся от проведения ФДТ пациенты 
были включены в группу сравнения. Дизайн исследо-
вания был одобрен Локальным Этическим Комитетом 
ФГБОУ ВО «Алтайский государственный медицинский 
университет» Минздрава РФ (выписка из протокола 
№11 от 27.11.2017). Сравнительная характеристика 
групп по полу, возрасту, рутинным лабораторным по-
казателям воспаления, билирубинемии и печеночных 
ферментов представлена в табл. 1. Группы были сопо-
ставимы по основным характеристикам.

Сравнительная характеристика групп по локали-
зации ЗНО представлена в табл. 2. Статистически зна-
чимых различий выявлено не было.

Паллиативное хирургическое лечение включало 
в себя оперативное лечение жизнеугрожащих ослож-
нений, прежде всего обструктивной желтухи: чре-
скожное чреспеченочное моно- и билобарное дрени-
рование желчных протоков, стентирование желчных 
протоков под ультразвуковым и рентгенологическим 
контролем. Симптоматическое консервативное лече-
ние включало в себя инфузионную, дезинтоксикаци-
онную, анальгетическую, гепатопротекторную, анти-
бактериальную терапию [4, 5]. 

У всех пациентов основной группы проводили 
ФДТ по следующему алгоритму: флуоресцентная 
диaгностикa нa лaзерной электронно-спектрaльной 
устaновке «Биоспек» (ООО «Hовые хирургические 
технологии», Pоссия), локaльнaя и системнaя ФДТ нa 
прогрaммном специaлизировaнном лaзерном двух-
волновом aппaрaте «ЛAМИ-Гелиос» (OOO «Hовые 
хирургические технологии», Pоссия) по ТУ 9444-001-
53807582-2010. В качестве фотосенсибилизатора ис-
пользовали препарат фотодитазин на основе хлорина 
е6 (OOO «BEТA-ГPAHД», Pоссия). Системную ФДТ про-
водили через периферический доступ в кубиталь-
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ную вену монохроматическим светом с длиной вол-
ны 662–665 нм со световой дозой 1200-1400 Дж/см2, 
мощностью 0,7 Вт, плотностью мощности излучения 
0,22 Вт/см2 аппаратом для внутривенного облучения 
крови во время внутривенного введения фотосен-
сибилизатора в дозе 1–1,4 мг/кг массы тела. Локаль-
ную контактную ФДТ осуществляли путем облучения 
монохроматическим светом с длиной волны 662 нм,  
световой дозой 220 Дж/см2 программным специа-
лизированным лазерным двухволновым аппаратом 
мощностью 0,7 Вт с плотностью мощности излучения 
0,22 Вт/см2 по истечении 5 ч с момента окончания  
системной ФДТ [6]. 

Доступ для проведения ФДТ осуществляли сле-
дующим образом: проводили чрескожное чреспече-
ночное наружное дренирование желчных протоков 
под ультразвуковым контролем. Затем через про-
свет общего желчного протока заводили проводник 
и  низводили его в двенадцатиперстную кишку. По 
низведенному проводнику канюлировали большой 
дуоденальный сосочек и проводили эндоскопиче-
скую папиллосфинктеротомию на проводнике, пос-
ле чего по проводнику проводили эндоскопическую 
баллонную дилатацию просвета интрамуральной 

части холедоха и заведение DPOC направляющего 
катетера с  его фиксацией. Затем по DPOC-катетеру 
в просвет холедоха заводили трансназальный гастро-
скоп, баллон раздувался в зоне бифуркации долевых 
протоков. Далее проводили транслюминальную ФДТ 
под видеоэндоскопическим визуальным контролем. 
Целью проведения локальной ФДТ была нормализа-
ция оттока по внепеченочных желчным протокам за 
счет уменьшения объема опухолевой ткани в просве-
те желчных протоков с появлением как рентгеноско-
пически, так и визуально свободного просвета (уве-
домление о приеме и регистрации заявки приоритета 
№ 2023105379).

Осложнения хирургического лечения оценивали 
по шкале Clavien-Dindo [14]. 

Определение концентрации фибриногена в плазме 
по Clauss (1957) проводили с использованием набора 
реагентов фирмы «Технология – Стандарт» (Россия).

Для определения концентрации тканевого акти-
ватора плазминогена (t-PA), ингибитора тканевого 
активатора плазминогена-1 (PAI-1), тканевого фак-
тора (TF), ингибитора пути тканевого фактора (TFPI), 
фактора некроза опухоли-альфа (TNF-α) в сыворотке 
крови использовали стандартные наборы для имму-
ноферментного анализа TECHNOZYM (Technoclone 
Herstellung von Diagnostika und Arzneimitteln GmbH, 
Австрия), для измерения оптической плотности ис-
пользовали универсальный автоматический фото-
метр для микропланшет Elx808 (BioTec Instruments, 
Inc., США).

Статистический анализ проводили с помощью па-
кета статистических программ SigmaPlot 14.0 (реги-
страционный номер 775400014). При проверке нор-
мальности по критерию Шапиро–Уилка выявлено, 
что все изучаемые показатели кроме пола и возраста 
имели распределение, не соответствующее Гауссову 
распределению в обеих группах. Для анализа неза-
висимых выборок использовали непараметрический 
критерий Манна-Уитни, парных выборок  – крите-
рий Вилкоксона. Для сравнения несвязанных групп 
с нормальным распределением применяли пара-
метрический критерий Стьюдента, относительных 
величин  – z-критерий Фишера. Для оценки общей 
продолжительности жизни применяли метод кривых 
Каплана–Мейера, для сравнительного анализа выжи-
ваемости – лог-ранговый критерий. Для оценки влия-
ния факторов на прогноз заболевания использовали 
множественный линейный регрессионный анализ. 
Критический уровень значимости результатов иссле-
дования принимали p<0,05.

Результаты и их обсуждение
У 1 пациента основной группы наблюдали пос-

леоперационную острую геморрагическую анемию 
после проведенного чрескожного чреспеченочного 

Таблица 1
Характеристика пациентов, включенных в исследование
Table 1
Characteristics of patients included in the study

Показатель 
Value

Основная 
группа 

Main group

Группа 
сравнения 

Comparison 
group

р

M± SD M± SD

Возраст, лет 
Age, years 61,3±16,9 69,8±9,4 0,168

Число женщин 
Number of women 2 5 0,879

Число мужчин 
Number of men 8 15 0,879

Лейкоциты, *109/л 
Leukocytes, *109/L 8,87±3,16 9,71±2,16 0,487

Тромбоциты, *109/л 
Thrombocytes, *109/L 285,33±164,42 258,67±43,15 0,649

Общий билирубин, 
мкмоль/л 
Common bilirubin, 
mcmol/L

197,32±173,09 115,00±56,19 0,210

АСТ, Ед/л 
AST, U/L 96,83±63,07 53,17±29,51 0,097

АЛТ, Ед/л 
ALT, U/L 98,99±73,51 58,22±41,79 0,206

Примечание: р – статистическая значимость различий между основ-
ной группой и группой сравнения. 
Note: p - statistical significance of differences between the main group 
and the comparison group.
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монолобарного дренирования желчных протоков. 
Осложнений после ФДТ отмечено не было. 

В группе сравнения у 2 пациентов было выявлено 
выпадение чрескожного чреспеченочного дренажа 
с развитием желчного перитонита, у 1 пациента наблю-
дали послеоперационную острую геморрагическую 
анемию после проведенного чрескожного чреспе-
ченочного монолобарного дренирования желчных 
протоков. При сравнительном анализе группы были 
сопоставимы как по общему числу послеопераци-
онных осложнений (р=0,519), так и при стратифика-
ции Clavien-Dindo: 1 (10,0%) осложнения IIIa степени 
в основной группе и 3 (15,0%) в группе сравнения 
(р=0,849) [7]. 

При проведении оценки продолжительности жиз-
ни в параллельно сравниваемых группах (табл. 3) 

в основной группе по сравнению с контрольной уста-
новлена статистически значимая большая медиана 
выживания (p = 0,033) (рис. 1). 

На современном этапе до сих пор мало исследо-
ваний, посвященных паллиативной ФДТ при ЗНО 
желчевыводящих протоков, и результаты исследова-
ний значительно варьируют [8–13]. В исследованиях 
Haider и соавт. [8] медиана выживаемости пациентов, 
которым проводили ФДТ, составила 14 мес. (9 паци-
ентов с дистальной холангиокарциномой, локальная 
ФДТ с фотосенсибилизатором на основе производ- 
ного гематопорфирина в дозе 2 мг/кг массы тела 
с  облучением монохроматическим светом с длиной 
волны 630 нм со световой дозой 180 Дж/см2). В мета-
анализе Moole и соавт. [11] на основе 9 исследований 
эффективности локальной ФДТ с производными ге-

Таблица 2
Сравнительная характеристика больных по локализации и распространенности новообразования
Table 2
Comparative characteristics of patients by localization and prevalence of tumor

Локализация злокачественного новообразования 
Localisation of malignant tumor

Основная группа 
Main group

Группа сравнения 
Comparison group

p
абс. 
abs. % абс. 

abs. %

Дистальная холангиокарцинома, в том числе: 
Distal cholangiocarcinoma including: 2 20,00 9 45,00 0,348

стадия IIIa по классификации TNM (8 редакция) 
stage IIIa according to the TNM classification (8th edition) 1 10,00 7 35,00 0,307

стадия IV по классификации TNM (8 редакция) 
stage IV according to the TNM classification (8th edition) 1 10,00 2 10,00 0,519

Проксимальная холангиокарцинома, в том числе 
Proximal cholangiocarcinoma including 5 50,00 6 30,00 0,503

тип II по классификации Bismuth-Corlette 
Bismuth-Corlette type II 2 20,00 1 5,00 0,519

тип IIIa/IIIb по классификации Bismuth-Corlette 
Bismuth-Corlette type IIIa/IIIb 2 20,00 5 25,00 0,879

тип IV по классификации Bismuth-Corlette 
Bismuth-Corlette type IV 1 10,00 0 0,00

стадия IIIa по классификации TNM (8 редакция) 
stage IIIa according to the TNM classification (8th edition) 2 20,00 5 25,00 0,879

стадия IV по классификации TNM (8 редакция) 
stage IV according to the TNM classification (8th edition) 3 30,00 1 5,00 0,184

Аденокарцинома большого дуоденального сосочка, в том числе 
Adenocarcinoma of big duodemal ampulla including 3 30,00 3 15,00 0,628

стадия IIIa по классификации TNM (8 редакция) 
stage IIIa according to the TNM classification (8th edition) 2 20,00 2 10,00 0,849

стадия IV по классификации TNM (8 редакция) 
stage IV according to the TNM classification (8th edition) 1 10,00 1 5,00 0,796

Желчный пузырь 
Gallbladder 0 0,00 2 10,00 0,796

стадия IV по классификации TNM (8 редакция) 
stage IV according to the TNM classification (8th edition) 0 0,00 2 10,00 0,796

Примечание: р – статистическая значимость различий между основной группой и группой сравнения. 
Note: p - statistical significance of differences between the main group and the comparison group.
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матопорфиринов получен показатель медианы вы-
живаемости 7,6 мес. у пациентов с нерезектабельной 
холангиокарциномой после ФДТ. С другой стороны, 
в исследовании Pereira и соавт. [12] проводили срав-
нительный анализ между группой, получавшей пал-
лиативное стентирование холедоха и химиотерапию, 
и группой пациентов, которым проводили комбини-
рованное лечение, включавшее ФДТ и химиотерапию. 
После достижения медианы выживаемости в 8,4 мес. 
пациенты, которым не проводили ФДТ, жили дольше 
(46 пациентов с дистальной и проксимальной холан-
гиокарциномой, раком желчного пузыря; локальная 
ФДТ с производным гематопорфирина в дозе 2 мг/кг 
массы тела; с облучением монохроматическим све-
том с длиной волны 630–635 нм и световой дозой 186 
Дж/см2). Maswikiti и соавт. [13], выполнив метаанализ 
на основе 7 исследований совместного применения 
ФДТ производными гематопорфиринов и химиотера-
пии, приводят другие данные, заключающиеся в том, 
что пациенты, которым проводили комбинирован-

ную ФДТ и химиотерапию, жили в два раза дольше, 
чем пациенты, подвергнутые этим методам лечения 
в монорежиме. Значительные различия результатов 
исследований обусловлены высокой зависимостью 
результатов ФДТ от световой дозы, мощности, контро-
ля подведения лазера к опухолевой ткани. При этом 
актуальным остается вопрос возможности улучшения 
отдаленных исходов у пациентов с нерезектабельной 
холангиокарциномой, в том числе за счет ФДТ, кото-
рая является безопасным методом лечения согласно 
данным мировой литературы и полученным нами 
данным.

Проведен анализ показателей воспаления, гемоста-
за и протеолиза в динамике. Выявлено статистически 
значимое уменьшение TNF-α после ФДТ с 43,53±33,99 
пг/мл до 28,33±26,12 пг/мл (p=0,041) (рис. 2). 

TNF-α известен, как значимый фактор неоваскуло-
генеза, являющегося главным компонентом опухоле-
вой инвазии при канцерогенезе за счет стимуляции 
продукции циклооксигеназы-2 (ЦОГ-2). В исследова-
ниях показана прямая пропорциональная зависи-
мость между концентрацией TNF-α и скоростью роста 
ЗНО, приводящая к снижению общей продолжитель-
ности жизни [14, 15]. 

Данные литературы были подтверждены нами 
в ходе проведения множественного линейного ре-
грессионного анализа факторов, влияющих на вы-
живаемость у пациентов с билиарным раком: было 
получено статистически значимое обратно пропор-
циональное влияние на выживаемость концентрации 
TNF-α до лечения (табл. 4). 

Изменения системы гемостаза у онкологических па-
циентов – одна из ведущих проблем современной он-
кологии, при этом тромботические осложнения явля-
ются одной из ведущих причин летального исхода [15]. 

Полученные результаты подтверждают данные 
предыдущих исследований. ФДТ является безопас-
ным методом выбора при паллиативном хирургиче-
ском лечении пациентов с билиарным раком. Осо-
бенно это актуально для пациентов с запущенной 
IV  стадией заболевания, у которых ФДТ позволяет 
значительно увеличить продолжительность жизни 
при отсутствии побочных эффектов от терапии. 

Таблица 3
Сравнительный анализ выживаемости больных 
Table 3
Comparative analysis of survival of patients

Группа 
Group

Медиана выживания, дни 
Median survival, days

Ме (Q1; Q3)

95% доверительный 
интервал 

95% confidence interval
р

Основная 
Main 170 (1648;113) 25,235–365,235

0,033
Сравнения 
Comparison 66 (200;29) 33,13–98,87

Рис. 1. Общая выживаемость пациентов основной группы и груп-
пы сравнения.
Fig. 1. Overall survival of patients in the main group and comparison 
group.
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Рис. 2. Сравнительная характеристика показателей воспаления, гемостаза и про-
теолиза до и после фотодинамической терапии злокачественной опухоли.
Fig. 2. Comparative characteristics of parameters of inflammation, haemostasis and 
proteolysis before and after photodynamic therapy of malignant tumors. 

Таблица 4
Модель множественного линейного регрессионного анализа для оценки влияния значения TNF-α, TPA, PAI-1, общего билирубина до 
лечения на медиану выживаемости у пациентов основной группы
Table 4
Model of multiple linear regression analysis to assess the effect of TNF-α, TPA, PAI-1, total bilirubin before treatment on the median survival 
in patients of the main group

Показатель 
Value β±σ p

Константа 
Constant 2003,485±393,260 <0,001

TNF-α -17,074±5,659 0,012

TPA -3,940±3,436 0,276

PAI-1 -3,525±2,721 0,222

Общий билирубин 
Common bilirubin -1,260±1,021 0,243

Медиана выживаемости = 2003,485 - (17,074  – показатель TNF- α ) - (3,940  – показатель TPA) - (3,525  – показатель PAI-1) - 
(1,260  – показатель общего билирубина)
Survival median = 2003,485 - (17,074  – value of TNF- α ) - (3,940  – value of TPA) - (3,525  – value of PAI-1) - (1,260  – value of 
common bilirubin)

R =0,777; R2 =0,603; F =4,185; p =0,027
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Паллиативное хирургическое лечение с применением фотодинамической терапии больных со злокачественными 
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Заключение
Таким образом, комплексное паллиативное лече-

ние с применением ФДТ пациентов с ЗНО желчевы-
водящих протоков позволяет увеличить продолжи- 

 
тельность их жизни, не оказывая значимых побочных 
эффектов. ФДТ может быть рекомендована для при-
менения при паллиативном лечении билиарного рака.
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ИМПУЛЬСНЫЙ РЕЖИМ ВОЗДЕЙСТВИЯ 
ПОЛУПРОВОДНИКОВОГО ЛАЗЕРА С ДЛИНОЙ ВОЛНЫ 
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Резюме
Представлены результаты экспериментального исследования, посвященного выбору оптимального режима импульсного контактного 
лазерного воздействия полупроводникового лазера с длиной волны 445 нм в хирургии голосовых складок. Эндоларингеальная фонохи-
рургия позволяет максимально сохранить анатомически и функционально значимые структуры гортани в сочетании с радикальностью 
вмешательства. С позиции мукоундулярной теории голосообразования волнообразные колебания голосовых складок возможны за счет 
подвижности покровного слоя голосовой складки относительно ее тела. Следовательно любая травматизация на уровне покровного слоя 
сопряжена с риском его избыточного рубцевания и потерей способности к волнообразному скольжению. Голосовые складки свиньи, по 
данным ряда авторов, имеют схожее строение с человеческими как по гистологическому строению (толщина слоев, соотношение кол-
лагеновых и эластических волокон), так и по акустическим параметрам, что обосновывает рациональность их использования в качестве 
экспериментальной модели. В серии экспериментов с использованием лазера с длиной волны 445 нм проведены контактные импульсные 
воздействия на биологическую модель с длительностью импульсов 10, 20, 50 и 100 мс с последующей оценкой по данным гистологических 
срезов следующих параметров: глубина и ширина кратера абляции, ширина зоны бокового термического повреждения. Установлены наи-
более оптимальные для фонохирургических вмешательств режимы импульсных воздействий лазера с длиной волны 445 нм.  

Ключевые слова: фонохирургия, лазер с длиной волны 445 нм, дисфония, лазерная хирургия, ларингология.
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PULSED EXPOSURE MODE OF THE 445 NM 
SEMICONDUCTOR LASER IN PHONOSURGERY: 
AN EXPERIMENTAL STUDY
Ryabova M.A.1, Mitrofanova L.B.2, Ulupov M.Y.1, Stepanova V.A.1, Sterkhova K.A.2 
1Pavlov First Saint Petersburg State Medical University, Saint-Petersburg, Russia
2Almazov National Medical Research Centre, Russia, Saint-Petersburg, Russia

Abstract
The study presents the results of an experimental study devoted to the choice of the most optimal mode of pulsed contact laser expo-
sure of semiconductor laser with a wavelength of 445 nm in phonosurgery, which implies maximum preservation of anatomically and 
functionally significant structures of the larynx combined with radical approach to the pathological process. From the standpoint of the 
mucoundular theory of voice formation, wave-like oscillations of the vocal folds are possible due to the mobility of the cover layer of the 
vocal fold (epithelium, superficial layer of the lamina propria) relative to its body (deep layer of the lamina propria, vocal muscle). Thus, 
any injury at the level of the integumentary layer is associated with the risk of its excessive scarring and loss of the ability to wave-like slid-
ing. Pig vocal folds, according to a number of authors, have a structure similar to human ones in terms of both histological structure and 
acoustic parameters, which justifies the rationality of their use as an experimental model. In a series of experiments using a 445 nm laser, 
contact pulsed impacts on a biological model were carried out with pulse durations of 10, 20, 50, and 100 ms, followed by evaluation of 
the following parameters based on the data of histological sections: the depth and width of the ablation crater, the width of the zone of 
lateral thermal damage. Thus, the most optimal for phonosurgical interventions modes of pulsed laser exposures with a wavelength of 
445 nm are described.

Key words: phonosurgery, laser 445 nm, dysphonia, laser surgery, laryngology 
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Введение
Доброкачественные новообразования гортани – 

наиболее часто встречаемая патология гортани, при-
водящая к стойкой дисфонии, которая обусловливает 
снижение качества жизни человека и зачастую утрату 
продуктивности его профессиональной деятельно-
сти. Лечение данной патологии возможно только с ис-
пользованием хирургических техник. 

Эндоларингеальная фонохирургия подразумева-
ет собой максимальную сохранность анатомически 
и  функционально значимых структур гортани в со-
четании с радикальностью в отношении патологиче-
ского процесса. Говоря о максимальной сохранности 
структур, в первую очередь имеется в виду покров-
ный слой голосовой складки. С позиции биомеханики 
вибрационных колебаний, необходимых для возник-
новения голоса, структуру голосовых складок разде-
ляют на так называемый «покровный слой» и «тело». 
Слизистая оболочка (эпителий и поверхностный слой 
собственной пластинки) являются «покровным слоем» 
и представляют собой единую морфофункциональную 
единицу, способную к самоподдерживающимся ко-
лебаниям относительно «тела», которое образовано 
глубоким слоем собственной пластинки, лежащим 
на голосовой мышце, средний же слой собственной 
пластинки обозначается как «переходная зона». Позд-
нее были предложены несколько иные разделения, 
различия в которых в основном касаются положения 
промежуточного слоя собственной пластинки, но 
в любом случае, основная идея заключается в том, что 
«покров» и «тело» обладают разной биомеханикой [1]. 
Поверхностный слой собственной пластинки содер-
жит наименьшее количество фибриллярных белков 
(коллагена и эластина), что определяет его высокую 
подвижность. Таким образом, любая травма на этом 
уровне и стимуляция активности фибробластов может 
приводить к избыточному рубцеванию и ограничению 
подвижности покровного слоя голосовой складки. 

При фонохирургии доброкачественных пораже-
ний голосовых складок всегда необходимо учитывать, 
что хирургический разрез ткани, иссечение или абля-
ция сами по себе могут вызывать избыточное рубце-
вание ткани как следствие ее заживления [2]. Перед 
хирургом всегда стоит задача свести к минимуму 
травмирование тканей голосовых складок во время 
операции, что подтверждает обоснованность поиска 
и внедрения в практику новых, более щадящих, мето-
дик фонохирургических вмешательств [3]. 

Материалы и методы
В экспериментальном исследовании была про-

ведена оценка воздействия излучения полупровод-
никового лазера 445 нм на биологическую ткань. 
В  качестве биологической модели использовались 
голосовые складки свиней ex vivo (Sus scrofa domesti-

cus), забор которых осуществлялся в течение 2 ч пос- 
ле гуманной гибели животных на скотобойне с по-
следующим сохранением их при температуре 2°C для 
избегания деградации биологической ткани до про-
ведения эксперимента. 

Для лазерного облучения использовалась лазер-
ная установка IPG Photonics (Россия) с длиной волны 
445 нм. В качестве оптического волокна использовал-
ся многоразовый нестерильный волоконный инстру-
мент IPG Surgical Fiber Reusable (Россия) с диаметром 
сердцевины 400 мкм. 

Эксперимент проводился после предварительно-
го естественного согревания биологической ткани до 
комнатной температуры. В ходе эксперимента полу-
проводниковый лазер с длиной волны 445 нм исполь-
зовался в импульсном режиме. Методика включала 
нанесение отдельных точечных лазерных воздействий 
в  контактном режиме на максимальной мощности 
13 Вт с длительностью отдельных импульсов 10, 20, 50 
и 100 мс. Для каждого импульсного режима было вы-
полнено 10 отдельных лазерных воздействий по ме-
диальному краю одной голосовой складки. В экспери-
менте использовано 5 свиных гортаней, 4 из которых 
для экспериментальной части, 1 – в качестве контроля. 

После завершения облучения образцы биологи-
ческой ткани были препарированы (рис.1), материал 
фиксировался в 10% растворе забуференного нейт-
рального формалина в течение 48 ч (соотношение фик-
сатора и исследуемых образцов 10:1), затем биологиче-
ский материал нарезался на пластины толщиной 5 мм 
и  укладывался в гистологические кассеты. Далее про-
водились декальцинация срезов в кислотном растворе 
(соотношение декальцинатора и исследуемых образ-
цов 50:1) и стандартная спиртовая проводка с залив-
кой в парафин по общепринятой методике [4]. Из бло-
ков изготавливали срезы толщиной 2 мкм на световом 
микротоме Leica DM1000 (Германия) с последующей 
окраской их гематоксилином и эозином по стандарт-
ной методике. Гистологические срезы оцифровывали 
на сканирующем микроскопе Aperio AT2 (Германия). 

Морфометрию производили с помощью анализа-
тора изображения Aperio ImageScope 12.4.6.5003. За 
счет высокой плотности мощности в зоне контакта 
волокна с поверхностью ткани формируется очаг де-
струкции (абляции) ткани (кратер), диаметр и глубина 
которого были измерены в эксперименте, в результа-
те чего получены диапазоны величин повреждения 
для каждой длительности импульсного воздействия. 
Зоной лазерного воздействия считали оптически пус-
тую область, в которой происходило выпаривание 
нормальных гистологических структур, объективно 
отмечались как прерывание нормального многослой-
ного плоского неороговевающего эпителия с фор-
мированием специфического кратера абляции, так 
и прилежащая к кратеру ткань (собственная пластин-
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ка голосовой складки, голосовая мышца) с призна-
ками термического повреждения в виде нарушения 
ядерного строения и дезориентации хода эластиче-
ских и коллагеновых волокон. 

Статистическую обработку результатов проводи-
ли на платформе Jupyter notebook с использованием 
Python 3.9 с расчетом корреляции с использованием 
коэффициента (r) Спирмена. 

Результаты и обсуждение
Золотыми стандартами фонохирургии являются 

вмешательства с использованием холодных микро-
инструментов и с использованием СО2-лазера. Говоря 
о классической «холодной» фономикрохирургии, не-
смотря на активное внедрение малоинвазивных ме-
тодик (microflap, mini-microflap), стоит отметить, что 
в отношении многих доброкачественных поражений 
голосовых складок объем хирургии исчисляется мик-
рометрами. Это обусловливает сложность в расчете 
точности самим хирургом своих действий с исполь-
зованием микрохирургических ножниц, скальпеля 
и других инструментов. Поэтому связанная с «холод-
ным» вмешательством травма ткани голосовых скла-
док потенциально более выражена из-за больших 
размеров инструментов по сравнению с реально не-
обходимыми размерами в микронном диапазоне для 
достижения радикальности операции. 

Как было сказано выше, в отношении максимально 
бережного восстановления вибрационных колебаний 
голосовой складки при фонохирургии принципи-
ально проводить вмешательство в пределах эпите-
лия и  поверхностного слоя собственной пластинки, 

что в последующем позволит избежать избыточного 
рубцевания и нарушения подвижности покровного 
слоя складки относительно ее тела. По данным ряда 
публикаций поверхностный слой составляет порядка 
30–40% от всей глубины собственной пластинки, тол-
щина которой в среднем достигает 1 мм [5, 6, 7]. Глу-
бина эпителия истинной голосовой складки при этом 
около 80–100 мкм [8] и, следовательно, глубина пок-
ровного слоя голосовой складки составляет в  сред-
нем 400–500 мкм. Во избежание связывания рубцовой 
ткани с телом голосовой складки и ограничения под-
вижности в этих пределах допускается проведение 
фонохирургического вмешательства. 

Ряд исследователей считают, что у свиней можно 
выделить тенденцию к аналогичному трехслойному 
строению собственной пластинки голосовой складки 
с похожим соотношением коллагеновых и эластиче-
ских волокон на протяжении всей глубины собствен-
ной пластинки. Толщина слизистой оболочки голо-
совых складок свиней в среднем составляет 0,9 мм 
[9]. По данным акустического анализа естественной 
фонации животных было обнаружено, что диапазон 
частот фонации у свиней наиболее близок к таковому 
у человека [10, 11].

Несмотря на анатомическое и гистологическое преи-
мущество модели свиных голосовых складок и  рацио-
нальность их использования в качестве научного об-
разца для отработки хирургических методик из-за их 
легкой доступности на скотобойне, в настоящее время 
имеется небольшое количество публикаций, в которых 
эта модель оценивается с точки зрения лазерного воз-
действия, применяемого в фонохирургии у человека. 

Ни в одной из доступных публикаций нами не об-
наружено гистологической оценки точечных лазер-
ных воздействий на голосовые складки лабораторных 
биологических моделей при использовании лазерно-
го излучения с длиной волны 445 нм, что определяет 
актуальность выполненного экспериментального ис-
следования. 

При точечных лазерных импульсных воздействи-
ях с длиной волны 445 нм нарастание длительности 
импульса приводит к увеличению глубины кратера 
абляции и толщины зоны бокового термического по-
вреждения (рис. 2). При этом значимого увеличения 
ширины кратера абляции нами не отмечалось (рис. 3). 

Данные статистического анализа проведенных из-
мерений представлены в табл. 

При расчете коэффициентов корреляции Спирме-
на для определения взаимосвязи между длительно-
стью импульса и глубиной кратера абляции данный 
коэффициент составил 0,81, для толщины зоны боко-
вого термического повреждения – 0,74, для ширины 
кратера абляции – 0,45 (р<0,05). Из представленных 
данных следует, что взаимосвязь между длительно-
стью импульса и каждым из оцениваемых параметров 
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экспериментальное исследование

Рис. 1. Макроскопические препараты голосовых складок свиней 
после лазерного воздействия с длительностью импульса: а – 10 мс, 
б – 20 мс, в – 50 мс, г – 100 мс.
Fig. 1. Macroscopic preparations of the pig vocal folds after laser ex-
posure: a – 10 ms, б – 20 ms, в – 50 ms, г – 100 ms.
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есть и является статистически значимой. При этом 
для ширины абляционного кратера эта взаимосвязь 
характерна в меньшей степени, что объяснимо физи-
ческими свойствами лазерного излучения: при кон-
тактном режиме воздействия поглощение излучения 
в основном происходит вглубь биологической ткани. 

На представленных гистологических срезах наг-
лядно продемонстрировано увеличение глубины 
и ширины зоны бокового термического повреждения 
(рис. 4, а – г). Установлено, что при длительности им-
пульса в 100 мс (рис. 4, г) зона повреждения преодо-
левает все слои собственной пластинки и большую 

Рис. 2. Зависимость глубины кратера абляции (рис. а, ось y; мкм) и толщины зоны бо-
кового термического повреждения в мкм (рис. б, ось y; мкм) от длительности импульса 
лазерного воздействия (ось x; мс).
Fig. 2. Dependence of the ablation crater depth  (fig. а, y-axis; μm) and the thickness of the lat-
eral thermal damage zone (fig. b, y-axis; μm) on the laser exposure pulse duration (x-axis; ms).

Рис. 3. Зависимость ширины кратера 
абляции (ось y; мкм) от длительности им- 
пульса лазерного воздействия (ось x; мс).
Fig. 3. Dependence of the ablation cra-
ter width (y-axis; μm) on the laser expo-
sure pulse duration (x-axis; ms).

Таблица 
Зависимость глубины, ширины кратера абляции и зоны бокового термического повреждения от длительности импульсного лазерного 
воздействия с длиной волны 445 нм.
Table 
Dependence of the depth, width of the ablation crater and the zone of lateral thermal damage on the duration of pulsed laser exposure with 
wavelength of 445 nm. 

Длительность 
импульсного воз-

действия, мс 
Duration of impulse 

exposure, ms

Результаты статистической 
обработки 

Results of statistical 
processing

Глубина кратера 
абляции, мкм 

The depth of the 
ablation crater, μm

Зона бокового тер-
мического повреж-

дения, мкм 
The lateral thermal 
damage zone, μm

Ширина кратера 
абляции, мкм 

The width of the 
ablation crater, μm

10

Среднее значение  
(стандартное отклонение) 

Mean value (standard deviation)
124,8 (32,9) 85,2 (20,0) 526,6 (55,2)

Мин; макс 
(min; max) 104; 148 71; 104 485; 563

20

Среднее значение  
(стандартное отклонение) 

Mean value (standard deviation)
312,5 (83,8) 126,8 (27,8) 564,0 (51,7)

Мин; макс 
(min; max) 262; 365 107; 140 536; 593

50

Среднее значение  
(стандартное отклонение) 

Mean value (standard deviation)
498,6 (93,7) 152,4 (30,6) 548,7 (90,1)

Мин; макс 
(min; max) 440; 592 138; 165 504; 604

100

Среднее значение  
(стандартное отклонение) 

Mean value (standard deviation)
730,3 (313,9) 235,7 (82,6) 673,4 (115,7)

Мин; макс 
(min; max) 475; 926 168; 304 602; 737
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часть мышечных волокон голосовой 
складки. 

Заключение
Таким образом, длительность им-

пульса при проведении фонохирур-
гических вмешательств должна быть 
выбрана непосредственно хирургом 
в зависимости от патологического об-
разования голосовой складки. На наш 
взгляд, наиболее оптимальными ре-
жимами лазерного воздействия явля-
ются излучения с длительностью оди-
ночного импульса 10 мс и 20 мс, при 
воздействии которых с большой веро-
ятностью можно эффективно удалить 
эпителиальные или субэпителиаль-
ные образования в пределах поверх-
ностного слоя собственной пластинки 
голосовой складки. В случаях объем-
ных образований на широком основа-
нии может быть рекомендован режим 
с  длительностью одиночного импуль-
са 50 мс, в то время как длительность 
импульса 100 мс следует избегать при 
фонохирургическом вмешательстве, 
учитывая большую вероятность про-
никновения лазерного излучения на 
всю толщину собственной пластинки 
голосовой складки. 

Рис 4. Микрофотографии гистологических срезов голосовых складок свиней после 
лазерного воздействия: а – длительность импульса 10 мс, масштаб 200 мкм; ареак-
тивный (без воспалительного инфильтрата) язвенный дефект с некрозом всех слоев 
плоскоклеточного эпителия; б – длительность импульса 20 мс,  масштаб 200 мкм; 
очаговый некроз ¼ собственной пластинки слизистой оболочки; в – длительность 
импульса 50 мс, масштаб 200 мкм; очаговый некроз голосовой складки с распро-
странением на 2/3 глубины собственной пластинки слизистой оболочки; г – длитель-
ность импульса 100 мс, масштаб 400 мкм; увеличение очага некроза за счет во-
влечения большей площади эпителия и некроза 1/3 мышечных волокон голосовой 
складки. Окраска гематоксилином и эозином.
Fig. 4. Micrographs of histological sections of the vocal folds of pigs after laser exposure, 
stained with hematoxylin and eosin: a – pulse duration 10 ms, scale 200 µm; areactive 
(without inflammatory infiltrate) ulcerative defect with necrosis of all layers of the squa-
mous epithelium; б – pulse duration 20 ms, scale 200 µm; focal necrosis of the lamina 
propria and ¼ of the muscle fibers of the vocal fold; в –  pulse duration 50 ms, scale 
200 µm; focal necrosis of the vocal fold extending to 2/3 of the depth of the mucosal 
lamina propria; г –  pulse duration 100 ms, scale 400 µm; an increase in the focus of 
necrosis due to the involvement of a larger area of the epithelium and necrosis of 1/3 of 
the muscle fibers of the vocal fold.
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ПРИМЕНЕНИЕ ВИДЕОКАПИЛЛЯРОСКОПИИ  
ДЛЯ МОНИТОРИНГА МИКРОЦИРКУЛЯЦИИ  
В КОЖЕ ПРИ ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ 
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Резюме
Предложено аппаратно-программное и методическое обеспечение для оценки микроциркуляции, отличающееся неинвазивностью, 
информативностью, а главное – возможностью проводить исследование в ходе фотоактивации. Это делает возможным его применение 
в качестве дополнительного метода к существующим диагностическим методам при решении исследовательских задач и в клинической 
практике. Выявленные с помощью разработанного подхода функциональные принципы реакции сосудистой сети на фотодинамическое 
воздействие представляются полезными для повышения эффективности и безопасности фотодинамической терапии. Разработанная уста-
новка позволяет одновременно проводить фотодинамическое воздействие и исследование параметров микроциркуляции методами ви-
деокапилляроскопии и фотоплетизмографии. Фотодинамическое воздействие осуществляют через 3 ч после внутривенного введения 
фотосенсибилизатора на основе хлорина е6 (5 мг/кг) лазерным излучением с длиной волны 662 нм и плотностью мощности 15 мВт/см2 
в непрерывном и импульсном режимах. Визуализирующая система установки состоит из микроскопа с большим рабочим расстоянием, 
цифровой высокоскоростной камеры и оптического фильтра, отрезающего отраженное от исследуемой поверхности излучение фото-
активации. Осветительная система представлена диодным источником излучения с центральной длиной волны 532 нм. Зарегистриро-
ванные установкой изображения исследуемого участка кожи обрабатываются в разработанном авторами программном обеспечении для 
получения морфометрических и гемодинамических данных о микроциркуляции. Для сравнения предложенного подхода с существую-
щими методами параметры кровотока регистрировали также лазерным допплеровским флоуметром. В ходе апробации разработанной 
установки на инъецированных фотосенсибилизатором крысах получены наборы карт действующих сосудов, фотоплетизмограмм и зна-
чений плотности сосудов кожи до, во время и после фотоактивации в двух режимах генерации. Проведен совместный анализ данных 
видеокапилляроскопии, фотоплетизмографии и лазерной допплеровской флоуметрии. Показано, что предложенный подход позволяет 
выявить различия в механизмах реакции микроциркуляции на фотодинамические воздействие с малой плотностью мощности в различ-
ных режимах, в частности, несовпадение времени от начала экспозиции до остановки кровотока и начала восстановительного периода. 

Ключевые слова: фотодинамическая терапия, микроциркуляция, фотоплетизмография, видеокапилляроскопия, лазерная допплеров-
ская флоуметрия
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VIDEOCAPILLAROSCOPIC MONITORING  
OF MICROCIRCULATION IN RATS DURING  
PHOTODYNAMIC THERAPY
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Abstract
The proposed approach to microcirculation assessment is non-invasive, informative, and can be implemented during photoactivation, 
and thus is perspective both for research tasks and clinical practice. The functional principles of the vasculature response to photodynamic 
exposure, identified using this technique, also foster the efficiency and safety of photodynamic therapy. The developed setup allows si-
multaneous photodynamic exposure and studying the microcirculation parameters by videocapillaroscopy and photoplethysmography 
techniques. Photodynamic action is carried out by 662 nm laser radiation with a power density of 15 mW/cm2 in continuous and pulsed 
modes. The imaging system of the setup consists of a large working distance microscope, an optical filter, and a monochrome camera. The 
illumination system is based on LED with a central wavelength of 532 nm. The acquired images were processed in order to obtain mor-
phometric and hemodynamic microcirculation data in the inspected skin area. To compare the proposed approach with existing methods, 
we measured blood flow parameters by a laser Doppler flowmeter. We tested the developed setup on rats injected with a photosensitizer 
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Введение 
Фотодинамическая терапия (ФДТ) представляет 

собой метод лечения, основанный на сочетании све-
точувствительного фармакологического препарата  – 
фотосенсибилизатора (ФС) и воздействия электро-
магнитным излучением определенной длины волны. 
Фотоактивация ФС инициирует фотохимические реак-
ции, которые сопровождаются образованием актив-
ных форм кислорода (АФК), оказывающих цитотокси-
ческое действие на клетки обрабатываемых тканей. 
ФДТ применяется для лечения ряда дерматологи-
ческих заболеваний кожи, в том числе акне, псориа-
за, дерматозов, а также при некоторых формах рака 
кожи, таких как базальноклеточная и плоскоклеточ-
ная карциномы [1, 2]. Влияние ФДТ на микроциркуля-
цию (МЦ) в коже имеет большое значение для дости-
жения лечебного эффекта. 

Исследование МЦ в верхних слоях кожи во вре-
мя фотоактивации (ФА) позволяет получить инфор-
мацию о ее функциональном ответе на ФА, необхо-
димую для повышения эффективности последней 
и безопасности лечения, а также для изучения меха-
низмов действия ФДТ. Среди существующих методов 
исследования МЦ в коже для выявления особенно-
стей сосудистого ответа при повреждении опухолей 
после ФА наиболее распространен метод лазерной 
допплеровской флоуметрии (ЛДФ). Он обеспечивает 
регистрацию изменения перфузии тканей интеграль-
но с некоторого участка кожи на основе эффекта Доп-
плера [3–5]. 

Лазерная спектроскопия также применяется для 
анализа МЦ и изучения механизмов фотодинами-
ческого действия. Она основана на использовании 
спектрального анализа отраженного от кожи излуче-
ния для определения в режиме реального времени 
содержания оксигенированного гемоглобина и дез-
оксигенированного гемоглобина в капиллярах, яв-
ляющегося одним из ключевых показателей эффек-
тивности ФДТ [6]. Известны способы оценки динамики 
кровотока с помощью флуоресцентных контрастных 
веществ, в том числе с применением конфокальной 
микроскопии [7, 8], которая позволяет визуализиро-
вать сосудистую сеть in vivo с высоким разрешением 
и оценивать ответы на ФДТ как на уровне эндотели-
альных клеток сосудов, так и на уровне отдельного 
сосуда. Оптическая когерентная томография позво-

ляет визуализировать капиллярную сеть и оценивать 
окклюзию сосудов после ФДТ в опухоли и в окружаю-
щих здоровых тканях [9].

Большинство существующих методов диагности-
ки МЦ при ФДТ хотя и отличаются неинвазивностью 
и возможностью проведения измерений in vivo, но не 
позволяют осуществлять мониторинг непосредствен-
но во время ФА. Кроме того, методы обладают рядом 
недостатков: зависимостью от ориентации датчиков 
и  опыта оператора, необходимостью применения 
подкрашивающих веществ, сложностью и высокой 
стоимостью аппаратуры. 

Одним из перспективных методов прижизненной 
оценки морфофункциональных характеристик капил-
лярного русла кожи является видеокапилляроскопия 
(ВКС) [10, 11]. Она основана на регистрации последо-
вательности изображений кожи и их последующего 
пространственно-частотного анализа. Результатом 
видеокапилляроскопических исследований являются 
карта активных сосудов с действующим кровотоком 
и гемодинамические характеристики, включая кар-
ту скорости движения эритроцитов. ВКС отличается 
тем, что не требует использования подкрашивающих 
веществ, обеспечивает получение пространственно-
го распределения исследуемых параметров, проста 
и доступна в технической реализации, позволяет по-
лучить комплексную информацию о морфометриче-
ских и гемодинамических параметрах микроцирку-
ляторного русла. В ряде работ ВКС применяется для 
оценки эффективности ФДТ, определения оптималь-
ных доз ФС и параметров излучения [12].

Аппаратура для ВКС позволяет количественно 
оценивать перфузию тканей с помощью регистрации 
и анализа фотоплетизмограмм (ФПГ). Количество от-
раженного от кожи излучения изменяется вместе 
с  оптической плотностью исследуемых тканей, кото-
рая в свою очередь зависит от кровенаполнения [13]. 
ФПГ представляет собой временной периодический 
сигнал, пропорциональный интенсивности отражен-
ного от кожи излучения, характеризующий перфузию 
тканей и используемый для оценки МЦ при решении 
многих биомедицинских задач [14–16]. 

Важным свойством методов ВКС и фотоплетиз-
мографии является бесконтактность измерений, что 
важно для проведения мониторинга во время ФА, 
однако насколько известно авторам, до настоящего 
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and obtained active vessel maps, photoplethysmograms, and skin vessel density values before, during, and after photoactivation in both 
generation modes. The proposed approach allows to reveal differences in the microcirculation response to photodynamic effects of low 
power densities in different modes, in particular, the discrepancy between the time from the start of exposure to the cessation of blood 
flow and the start of the recovery period. 

Key words: photodynamic therapy, microcirculation, photoplethysmography, videocapillaroscopy, laser Doppler flowmetry.
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времени не приведено описание реализации такого 
исследования. В настоящей работе рассматривается 
возможность применения ВКС и фотоплетизмографии 
для изучения ранних изменений МЦ при ФА в зависи-
мости от режима генерации лазерного излучения.

Материалы и методы
Экспериментальные животные
Исследование проведено на базе ФГБОУ ВО «Пер-

вый Санкт-Петербургский государственный медицин-
ский университет им. акад. И.П. Павлова» Минздрава 
России. Работа выполнена на крысах-самцах стока 
Wistar весом 250±25 г, полученных из ФГУП «Питом-
ник лабораторных животных «Рапполово»» ФГБУ «На-
циональный исследовательский центр «Курчатов-
ский институт»», в соответствии с директивой ЕС (The 
European Council Directive (86/609/EEC)) по соблюде-
нию этических принципов в работе с лабораторными 
животными. Животных содержали на неограниченном 
потреблении корма (стандартный рацион для лабора-
торных крыс К-120 (Информкорм, Россия)) и воды при 
стандартном двенадцатичасовом режиме (12 ч свет, 
12 ч темнота). Температуру поддерживали в пределах 
22–25°С, относительную влажность – 50–70%. Длитель-
ность карантина (акклиматизационного периода) для 
всех животных составляла не менее 14 дней.

Перед началом эксперимента животных наркоти-
зировали путем внутривенного введения препаратов 
Золетил 100 (VIRBAC, Франция) и Ксила (De Adelaar 
B.V., Нидерланды) в равных объемах в дозе 0,5 мл/кг 
массы тела. Затем крысу помещали на термостатиру-
емый столик TCAT-2 (Physitemp, США) с постоянным 
поддержанием ректальной температуры в пределах 
37–37,5°С. Кожу спины очищали от шерсти механиче-
ским путем. Крысы были поделены на 2 группы: для 
первой проводили ФА в непрерывном режиме гене-
рации, для второй – в импульсном режиме. В качестве 
контроля использовали интактных крыс. Исследова-
ние МЦ в коже проводили через 3 ч после введения в 
хвостовую вену ФС на основе хлорина е6 радахлорин 
(РАДА-ФАРМА, Россия) в дозе 5 мг/кг массы тела. 

Оборудование
Для оценки МЦ при проведении ФДТ мы разработа-

ли и апробировали установку, содержащую лазерный 
источник ФДТ и систему ВКС, представленную на рис. 
1. Система ВКС включает в себя светодиодный источ-
ник излучения с центральной длиной волны 520 нм и 
шириной полосы пропускания 30 нм (LED); микроскоп 
(M) с большим рабочим расстоянием и  увеличением 
х1,5; монохромную камеру (К) (Allied Vision Procolica 
GT2000, Германия) с разрешением 2048×1088 пиксе-
лей, размером пикселя 5,5×5,5 мкм, частотой кадров 
до 54 Гц, интерфейсом GigE и 12-битным аналого-циф-
ровым преобразователем (АЦП); компьютер (ПК). Вы-
бранная длина волны подсветки позволяет увеличить 
контрастность капилляров на фоне окружающих тка-
ней. Микроскоп и камера обеспечивают регистрацию 
изображения кожи крысы с  высоким разрешением, 
увеличением и частотой кадров. Для обеспечения рез-
кого изображения во всем поле зрения исследуемую 
область накрывали тонкой стеклянной пластиной (СП). 
Для получения изображений в одинаковых условиях 
до, во время и после ФДТ перед микроскопом поме-
щали оптический фильтр (Ф), отсекающий излучение 
в спектральном диапазоне выше 570 нм. Оптическое 
волокно (ОВ) с микролинзой, передающее лазерное 
излучение ФА от лазерного аппарата (Л) АЛОД (Алком 
Медика, Россия) с длиной волны 662 нм и плотностью 
мощности 15 мВт/см2, было зафиксировано в положе-
нии, обеспечивающем диаметр лазерного пятна на ис-
следуемой ткани размером 3 см.

 Измерение кровотока проводили как с помощью 
установки ВКС, так и с использованием лазерной доп-
плеровской флоуметрии (ЛДФ) (Transonic Systems 
Inc., BLF21). Мощность диодного источника излуче-
ния ЛДФ с длиной волны 780 нм не превышала 2 мВт. 
Флоуметр позволяет регистрировать тканевую пер-
фузию от 0 до 100 мл/мин на 100 г ткани. Результаты 
оценивали в перфузионных единицах (пф. ед.). Объем 
исследуемой с помощью лазерного датчика зоны не 
превышал 1 мм3, глубина зондирования микрогемо-
динамики составляла до 1 мм. 

Рис. 1. Схема установки: 
К – камера, М – микро-
скоп, ПК – персональный 
компьютер, ОВ – оптиче-
ское волокно,  
Л – лазерный аппарат, 
Ф – оптический фильтр, 
СП – стеклянная пла-
стина.
Fig. 1. Assembled setup: 
С – Camera, М – Micro-
scope, PC – personal com-
puter, OF – optical fiber, 
LS – laser, F – optical 
filter, GP – glass plate.
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Протокол эксперимента
Схема проведения эксперимента представлена на 

рис. 2. Оценку параметров МЦ осуществляли для двух 
режимов ФА. Экспозиция в непрерывном режиме сос- 
тавила 1,5 мин, экспозиция в импульсном режиме – 
3 мин, при этом длительность импульса и интервал 
между импульсами был 10 с. Плотность энергии в обе-
их группах соответствовала 1,35 Дж/см2.

ВКС проводили за 1,5 мин, до, во время и в течение 
20 мин после ФА. До и после ФА регистрировали после-
довательности изображений из 1000 12-битных кадров 
с частотой кадров 43 Гц. Для детального анализа изме-
нений МЦ во время экспозиции съемка проводилась 
с той же частотой кадров, но в течение времени, равного 
длительности импульса времени ФДТ, то есть 10 с.

 Фиксацию параметров кровотока во время ФА 
с помощью ЛДФ не проводили ввиду контактного ха-
рактера метода, поэтому данные были зарегистриро-
ваны до и после ФА. Для уменьшения влияния помех, 
информацию считывали в течение 1 мин трижды и за-

писывали наименьшее значение. Показатель МЦ (ПМЦ) 
регистрировали до ФА в течение 1 мин и сразу после 
выключения лазерного излучения в течение 20  мин. 
Для исключения влияния излучения ЛДФ на МЦ в коже 
крыс с введенным ФС проводили измерения у интакт-
ных крыс без ФС в качестве контроля ПМЦ. 

Алгоритм цифровой обработки данных ВКС
Полученные методом ВКС последовательности 

изображений обрабатывали с помощью алгоритма, 
реализованного в MATLAB и подробно описанного 
[17]. Основные этапы алгоритма приведены на рис. 3. 
Предварительная обработка данных служит для улуч-
шения изображений, в частности расширения дина-
мического диапазона, устранения неравномерности 
освещенности, компенсации смещения образца и пр. 

Улучшенные изображения состоят из относящих-
ся к сосудам и к окружающим их тканям пикселям. 
В  пределах каждой последовательности в пикселях, 
относящихся к сосудам, происходит периодическое 

Рис. 3. Алгоритм цифровой 
обработки данных видеока-
пилляроскопии и фотоплетиз-
мограмм. ППГ – фотоплетиз-
мография, ПДС – плотность 
действующих сосудов, ПМЦ – 
показатель микроциркуляции, 
ФА – фотоактивация.
Fig. 3. Data processing 
pipeline. PPG – photoplethys-
mography, AVD – active vessel 
density, PDT – photodynamic 
therapy.

Рис. 2. Протокол эксперимента: ВКС – видеокапилляроскопия, ФПГ – фотоплетизмография, ЛДФ – лазерная допплеровская флоумет-
рия, ФДТ – фотодинамическая терапия, ФА –фотоактивация.
Fig. 2. Experimental design: VCS – videocapillaroscopy, PPG – photoplethysmography, PDT – photodynamic therapy, LDF – laser Doppler 
flowmetry.
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изменение интенсивности, связанное с движением 
эритроцитов. Интенсивности пикселей окружающих 
сосуды тканей имеют практически неизменные зна-
чения. С помощью пространственно-частотного ана-
лиза вычисляются карты сосудов для каждой после-
довательности изображений. Для каждой такой карты 
может быть рассчитана измеряемая в процентах плот-
ность действующих сосудов (ПДС), как отношение 
пикселей, принадлежащих активной капиллярной 
сети, к общему количеству пикселей изображения. 
Временные точки, связанные с началом выключения 
сосудов, полной остановкой кровотока и активаци-
ей сосудов, определялись с помощью визуального 
анализа полученной карты, на основании чего далее 
была проведена разметка графика. 

Снижение или увеличение оптической плотно-
сти области исследования, модулированное сердеч-
ным ритмом и кровенаполнением, приводит к соот-
ветствующему изменению интенсивности пикселей 
изображений от кадра к кадру. Усреднение интен-
сивности пикселей каждого изображения всех заре-
гистрированных последовательностей позволяет по-
лучить равный количеству кадров набор точек. Такие 
точки формируют ФПГ, описывающую перфузию во 
время эксперимента и измеряющуюся в относитель-
ных единицах (отн. ед.). Далее из сигнала ФПГ уда-
ляется низкочастотная составляющая и проводится 
анализ только амплитуды локальных периодических 
изменений сигнала, связанных с сердечным ритмом. 
Однако в настоящей работе для продолжительного 
анализа перфузии низкочастотная составляющая так-
же является полезным сигналом. Сигнал ФПГ подвер-
гался лишь сглаживанию методом скользящего окна 
для устранения шумовой составляющей.

Результаты 
Данные о состоянии МЦ в коже при ФДТ с помо-

щью разработанной установки ВКС и ЛДФ приведе-
ны на рис. 4. Карты сосудов, ФПГ, кривые изменения 
плотности сосудов, скорости кровотока и ПМЦ при-
ведены на одном графике для двух режимов ФА. Гра-
фики размечены цветами в соответствии с состояни-
ем сосудов на основании анализа карт и плотности 
сосудов.

По данным ЛДФ ПМЦ в коже до начала воздей-
ствия колебался от 2,3 до 6,5 пф. ед., среднее значение 
составило 4,7±0,5 пф. ед. Сразу после ФА в непрерыв-
ном режиме генерации лазера наблюдалось сниже-
ние ПМЦ до 0,4±0,4 пф. ед. В течение первых 7  мин 
происходило постепенное увеличение ПМЦ, к 8 мин 
этот показатель составлял 3,7±0,3 пф. ед. При после-
дующей регистрации кровотока в течение 10  мин 
происходило значительное увеличение ПМЦ в коже 
до 9,9±0,7 пф. ед. На 20 мин регистрации ПМЦ состав-
лял 7,2±0,4 пф. ед. 

В группе крыс, подвергнутых воздействию в им-
пульсном режиме, сразу после ФА зарегистрировано 
снижение ПМЦ до 0,6±0,4 пф. ед. К 4 мин наблюдения 
за МЦР в коже ПМЦ составил 4,7±0,3 пф. ед. Далее про-
исходило повышение ПМЦ до 14,5±0,8 пф. ед. К концу 
времени наблюдения за кровотоком ПМЦ составлял 
7,4±0,4 пф. ед. 

До ФА исходные величины ФПГ и ПДС составля-
ли, соответственно, от 0,4 до 0,8 отн. ед. и от 7,1% до 
11,9%. Во время лазерной экспозиции наблюдалось 
снижение ПДС и увеличение амплитуды ФПГ. Сниже-
ние ПДС в группе с непрерывной ФА происходило 
в среднем на 39 с лазерной экспозиции, что соответ-
ствовало 0,585 Дж/см2. В группе с импульсной гене-
рацией снижение тех же величин зарегистрировано 
в среднем на 44 с, то есть при достижении плотности 
энергии 0,33 Дж/см2. При этом полное отсутствие 
кровотока в группе непрерывного облучения зафик-
сировано в среднем на 96 с, то есть через 6 с после 
прекращения лазерного воздействия. В группе с им-
пульсным режимом полное отсутствие кровотока за-
регистрировано на 128 с, то есть во время ФА.

Восстановительный период, сопровождающийся 
появлением кровотока, в группе животных с непре-
рывным режимом воздействия начинался в среднем 
через 8 мин после начала лазерной экспозиции, что 
совпадало с моментом начала повышения значений 
ФПГ. Регистрация восстановления кровотока у крыс 
с воздействием в импульсном режиме происходила 
через 4,7 мин после окончания лазерной экспозиции, 
однако увеличение значений ФПГ наступало позже, 
в среднем через 7,5 мин.

Обсуждение
ФДТ зарекомендовала себя как эффективный 

метод лечения злокачественных новообразований 
и  ряда заболеваний неопухолевой природы [18, 19]. 
При ФА происходит поглощение энергии лазерно-
го излучения и ее передача в сопряженную систему 
молекулы ФС. Взаимодействие фотоактивирован-
ной молекулы ФС с молекулой кислорода приводит 
к переносу энергии электронного возбуждения на 
молекулярный кислород среды с последующим его 
переводом в более реакционноспособное состояние 
и образованием АФК, вызывая перекисное окисление 
липидов и белков в мембранах клеток, обусловли-
вающее их повреждение и гибель. Кроме того, в ме-
ханизме биологического действия при ФДТ имеет 
значение нарушение МЦР, а также локальный ответ 
на иммунные реакции. Состояние МЦР обеспечивает 
определенное содержание кислорода, необходимого 
для образования его активных форм в зоне ФА, а так-
же доставку иммуннокомпетентных клеток. 

Одним из параметров, влияющих на результат фо-
тодинамического воздействия, является режим гене-
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рации излучения. На практике, как правило, исполь-
зуется непрерывный режим генерации излучения, 
заключающийся в облучении участка кожи в течение 
всего времени экспозиции излучением с постоянны-
ми характеристиками и приводящий к интенсивному 
истощению АФК в результате фотохимических реак-
ций [20, 21]. Импульсный режим, характеризующий-
ся последовательными периодами включения и вы-
ключения лазерного источника за время экспозиции,  
позволяет снизить этот эффект [23, 24]. Оценка влия-
ния разных режимов на МЦ остается актуальной, поз-
воляющей повысить эффективность терапии. В  ра-
боте проведен многопараметрический анализ МЦ 
кровотока различными методами.

Отражательная способность кожи в значительной 
степени определяется наполняющей ткани кровью 
и ее оксигенацией. При увеличении кровенаполнения 
и оксигенации происходит повышение поглощатель-
ной и снижение отражательной способности ткани. 
Увеличение ФПГ соответствует большему количеству 
падающего на сенсор видеокамеры, а значит и отра-
женного от исследуемой поверхности, излучения. На-
растание величины ФПГ в первые минуты ФА (рис. 4, 
красная зона) может свидетельствовать о снижении 
в  измеряемом участке кожи количества крови сов-
местно со степенью ее оксигенации. Доза лазерной 
ФА была незначительная, поэтому в течение некото-
рого времени после окончания ФА запускался меха-

низм ауторегуляции. Снижение значения ФПГ в пери-
од полной остановки кровотока (рис. 4, черная зона) 
обусловлено включением регуляторных механизмов 
и изменением МЦ в более глубоких слоях кожи, вы-
зывающих прилив оксигенированной крови к месту 
воздействия. Этим же процессам соответствует увели-
чение значений ПМЦ, регистрируемых ЛДФ. Результа-
том регулятивных процессов после прекращения ФА 
является восстановление кровотока в доступных для 
визуализации методом ВКС сосудах (рис.  4, желтая 
зона) и последующее возвращение к равновесному 
состоянию с повышением ФПГ и уменьшением ПМЦ 
до значений, близких к исходным (рис. 4, зеленая 
зона). 

Как в непрерывном, так и в импульсном режимах 
ФА привела к остановке движения эритроцитов по со-
судам и к изменению значений ФПГ, ПМЦ и ПДС, кото-
рые через 15 мин после начала ФА вернулись к исход-
ным или близким к ним значениям. Однако характер 
реакции микрососудов кожи крыс на малые дозы ФА 
оказался разным для двух режимов. В подвергшейся 
ФА в импульсном режиме группе животных начало 
восстановительного периода (рис. 4, желтая зона), 
то есть возвращение к исходным значениям величин 
ФПГ, ПМЦ и ПДС, наблюдалось раньше, чем в группе 
с непрерывной ФА. Кроме того, в восстановительном 
периоде в группе крыс с воздействием импульсной 
ФА наблюдалось локальное повышение ПМЦ более 

Рис. 4. Динамика морфометрических и гемодинамических параметров микроциркуляции, полученных методами видеокапилляро-
скопии, фотоплетизмографии и лазерной допплеровской флоуметрии.  Периоды исследования: 1 - нормальное состояние сосудов от-
носительно значений ФПГ, 2 – фотоактивации, 3 – остановка кровотока, 4 –восстановительный период.Параметры: ПМЦ – показатель 
микроциркуляции, ППГ – фотоплетизмография, ПДС – плотность действующих сосудов, ФА – фотоактивация.
Fig. 4. Morphometric and hemodynamic microcirculation parameters acquired by means of videocapillaroscopy, photoplethysmography and 
laser doppler flowmetry: 1 - normal vessel functioning, 2 – photodynamic activation, 3 - cessation of blood flow, 4 – vascular activation. MI – 
microcirculation index, PPG – photoplethysmography, AVD - active vessel density.
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чем в 3 раза относительно нормы с последующим 
снижением до нормальных значений. 

Полученные данные, показывающие возвраще-
ние ФПГ и ПДС в восстановительном периоде к ис-
ходным значениям, коррелируют с соответствующим 
увеличением ПМЦ, полученным с помощью ЛДФ. При 
этом в период полной остановки кровотока в поверх-
ностных сосудах и нулевых значениях ПДС ПМЦ имел 
отличные от нуля значения. Такие различия могут сви-
детельствовать о регистрации параметров МЦ с раз-
личной глубины относительно поверхности кожи 
разными методами. Так, с помощью ЛДФ параметры 
кровотока в коже исследуются на глубине до 1  мм, 
то есть в капиллярах и поверхностном артериолове-
нулярном сплетении [20]. При этом с помощью ВКС  
обеспечивается визуализация сосудов, залегающих 
на глубине до 0,5–1 мм [25, 26]. 

Заключение
Результаты данного исследования показали прин-

ципиальную возможность применения разработан-
ной установки и методики мониторинга МЦ кожи 
при ФДТ, в том числе непосредственно во время ФА. 

Полученные данные коррелируют с современными 
представлениями о механизмах реакции МЦ на ФА 
и  с результатами, получаемыми распространёнными 
на практике методами [27, 28].

Разработаны и апробированы методический под-
ход и аппаратно-программное обеспечение новой 
технологии, направленной на неинвазивное полу-
чение карт сосудов, графиков ФПГ и ПДС до, после, 
а главное, во время ФА. Проведено исследование ме-
ханизмов реакции кожи в разных режимах генерации 
фотодинамического воздействия при малых дозах ФА 
с использованием предложенного подхода. Для двух 
режимов генерации показано отличие во временных 
отрезках между началом ФА, остановкой кровотока 
в сосудах, началом и продолжительностью восстано-
вительного периода. Описанный метод многопара-
метрической оценки сосудистой сети может служить 
ценным дополнением к существующим методам ана-
лиза МЦ, применяемым в исследованиях и в клиниче-
ской практике. 

Исследование выполнено в рамках Государствен-
ного задания НТЦ УП РАН (проект FFNS-2022-0010).
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ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ФОТОДИНАМИЧЕСКОЙ И РАДИОДИНАМИЧЕСКОЙ 
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Резюме
В рамках пилотного исследования авторами изучена противоопухолевая эффективность фотодинамической терапии (ФДТ) в комбина-
ции с радиодинамической терапией (РДТ) в эксперименте in vivo на модели подкожно перевитой лимфосаркомы Плисса (ЛСП) у крыс. 
Фотосенсибилизатор (ФС) на основе хлорина е6 вводили внутривенно в дозе 2,5 мг/кг массы тела. Сеанс РДТ проводили на установке для 
контактной лучевой терапии (КЛТ) однократно через 2,5–3 ч после окончания введения ФС с использованием γ-излучения (192Ir) в разовой 
очаговой дозе 6 Гр. Сеанс ФДТ осуществляли однократно непосредственно после воздействия ионизирующим излучением с помощью 
полупроводникового лазера «PDT diode laser» (OOO «Imaf Axicon», Беларусь, λ=660±5 нм) со световой дозой 100 Дж/см2,  плотностью мощ-
ности 0,2 Вт/см2 и мощностью 0,353 Вт. Все крысы были разделены на 4 группы по 6–7 особей в каждой: интактный контроль (ИК), ФС + ФДТ, 
ФС + КЛТ, ФС + КЛТ + ФДТ. Критерии оценки противоопухолевой эффективности: средний объем опухолей (Vср., см3), коэффициент абсо-
лютного прироста опухоли (К, в относительных единицах (ОЕ)), показатель торможения роста опухоли (ТРО, %), частота полной регрессии 
опухоли (ПР, %), доля излеченных крыс (%), показатель увеличения продолжительности жизни (УПЖ, %). Различия считались статистически 
значимыми при уровне значимости p<0,05. На 18-е сут. эксперимента Vср. в группах составил 63,25±2,76 см³; 29,03±6,06 см³ (р=0,0002); 
22,18±5,94 см³ (р<0,0001); 11,76±3,29 см³ (р=0,0000), соответственно. Коэффициенты К – 4516,86 ОЕ; 2638,09 ОЕ; 2024,45 ОЕ; 979,00 ОЕ. По-
казатель ТРО – 54,10% (ФС + ФДТ); 64,93% (ФС + КЛТ); 81,41% (ФС + КЛТ + ФДТ). Показатель УПЖ – 48,57% (ФС + ФДТ); 60,00% (ФС + КЛТ); 
97,71% (ФС + КЛТ + ФДТ). На 60-е и 90-е сутки эксперимента частота ПР и доля излеченных крыс были одинаковыми и составили в группах 
0%; 16,7%; 14,3% и 28,6%, соответственно. Полученные результаты свидетельствуют о перспективности и актуальности дальнейших ис-
следований в этом научном направлении. 

Ключевые слова: экспериментальное исследование, крысы, перевивные опухоли, фотодинамическая терапия, радиодинамическая тера-
пия, фотосенсибилизатор. 
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EXPERIMENTAL IN VIVO STUDIES OF THE ANTITUMOR 
EFFICACY OF PHOTODYNAMIC AND RADIODYNAMIC 
THERAPY AND THEIR COMBINATIONS 
Tzerkovsky D.A.1, Kozlovsky D.A. 1, Mazurenko A.N.1, Adamenko N.D.2, Borichevsky F.F.3

1N.N. Alexandrov National Cancer Center of Belarus, Lesnoy, Republic of Belarus
2Vitebsk State University named after P.M. Masherov, Vitebsk, Republic of Belarus
3Minsk Regional Clinical Hospital, Lesnoy, Republic of Belarus

Abstract
The authors studied the antitumor efficacy of photodynamic therapy (PDT) in combination with radiodynamic therapy (RDT) in an in vivo 
experiment. The study was approved by the Ethics Committee of the N.N. Alexandrov National Cancer Center of Belarus (protocol dated 
February 25, 2022, № 180). The work was performed on 26 white non-linear rats weighing 200 ± 50 g. Pliss lymphosarcoma (PLS) was used 
as a tumor model, which was transplanted subcutaneously. Photosensitizer (PS) «Photolon» (RUE «Belmedpreparaty», Belarus) was ad-
ministered intravenously at a dose of 2.5 mg/kg of body weight. The RDT session was performed by the contact method (CRT) once 2.5–3 
times after the end of the infusion of the PS on the «microSelectron-HDR V3 Digital apparatus» (Elekta, Sweden) using γ-radiation (192Ir) 
in a single focal dose 6 Gy. A PDT session was performed once immediately after exposure to ionizing radiation using a «PDT diode laser» 
(OOO Imaf Axicon, Belarus, λ=660±5 nm) at an exposure dose of 100 J/cm2 with a power density of 0.2 W/cm2 and a power of 0.353 watts. 
All rats were divided into 4 groups of 6–7 animals each: intact control (IC), PS + PDT, PS + CRT, PS + CRT + PDT. The criteria for evaluating 
antitumor efficacy were: the average volume of tumors (Vav, cm3), the coefficient of absolute growth of tumors (K, in OE), the coefficient of 
tumor growth inhibition (TGI, %), the frequency of complete tumor regressions (CR, %), the proportion of cured rats (%), an increase in the 
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Введение 
Фотодинамическая терапия (ФДТ) – метод лечения 

предопухолевых заболеваний и злокачественных но-
вообразований (ЗНО), эффективность которого дока-
зана и подтверждена результатами многочисленных 
доклинических исследований на клеточных культу-
рах и лабораторных животных с перевивными опухо-
лями, а также клинических, в том числе многоцентро-
вых рандомизированных исследований, включающих 
значительное количество пациентов с различными 
нозологическими формами онкологической патоло-
гии [1, 2]. В основе ФДТ лежит использование специ-
альных препаратов – фотосенсибилизаторов (ФС), ак-
тивация которых в патологически измененных тканях 
реализуется за счет воздействия лазерным излучени-
ем с определенной длиной волны [3, 4, 5]. В послед-
ние годы в рамках научных проектов активно изуча-
ется возможность использования других физических 
факторов, таких как ультразвук (сонодинамическая 
терапия), гипертермия (термодинамическая терапия), 
электрические поля (электродинамическая терапия) 
и ионизирующее излучение (радиодинамическая 
терапия) в качестве путей запуска сложных физико-
химических реакций на молекулярном и клеточном 
уровнях, приводящих к переходу молекул ФС в воз-
бужденное состояние подобно ФДТ, с последующей 
деструкцией опухолевых клеток [6, 7, 8]. 

C целью повышения противоопухолевой эффек-
тивности ФДТ целесообразным является комбини-
рованное и сочетанное применение метода с тради-
ционными подходами к лечению ЗНО, в частности, 
с лучевой терапией (ЛТ) [9, 10]. Сочетанное приме-
нение ФДТ и РДТ дает возможность использования 
субтерапевтических режимов лазерного и ионизи-
рующего излучений, применение которых приводит 
к увеличению эффекта каждого из методов терапии 
за счет синергетического воздействия со значитель-
ным уменьшением риска возникновения ряда неже-
лательных реакций, имеющих место при применении 
высоких доз указанных физических факторов в пер-
вую очередь ЛТ.

Материалы и методы 
Лабораторные животные 
Пилотное исследование выполнено на 26 белых не-

линейных беспородных крысах-самцах, полученных 
из вивария РНПЦ ОМР им. Н.Н. Александрова, с массой 
тела 200±50 г., в возрасте 2,5–3 мес. Длительность ка-
рантина перед включением в эксперимент составляла 
14 сут. Крыс содержали в стандартных условиях пище-
вого и питьевого рациона ad libitum, при 12-часовом 
режиме освещения, температуре 20–22°С и влажно-
сти 50–60% в индивидуальных клетках по 6–7 особей 
в  каждой. Условия содержания крыс в  лаборатории, 
показатели влажности, температуры, освещенности 
в помещении соответствовали действующим сани-
тарным правилам по устройству, оборудованию и со-
держанию вивариев (Санитарные правила и нормы 
2.1.2.12-18-2006 «Устройство, оборудование и содержа-
ние экспериментально-биологических клиник (вива-
риев)», Постановление Главного государственного са- 
нитарного врача Республики Беларусь, от 31.10.2006 г. 
№ 131) и  Межгосударственными стандартами: ГОСТ 
33216-2014 («Руководство по содержанию и уходу за 
лабораторными животными. Правила содержания 
и  ухода за лабораторными грызунами и кроликами» 
и ГОСТ 33215-2014 «Руководство по содержанию и ухо-
ду за лабораторными животными. Правила оборудова-
ния помещений и организации процедур», утвержден-
ными Постановлением Межгосударственного совета 
по стандартизации, метрологии и сертификации, про-
токол от 22.12.2014 г., № 73-П).

Опухолевый штамм
В качестве опухолевого штамма использовали 

лимфосаркому Плисса (ЛСП), полученную в виде кле-
точной культуры (Российская коллекция клеточных 
культур, Институт цитологии РАН, г. Санкт-Петербург, 
Российская Федерация).

Опухолевая модель
Клеточную культуру ЛСП инокулировали крысам 

подкожно и поддерживали пассивированием in vivo. 
Подкожная перевивка включала введение под кожу 

Д.А. Церковский, Д.И. Козловский, А.Н. Мазуренко, Н.Д. Адаменко, Ф.Ф. Боричевский
Экспериментальные исследования in vivo противоопухолевой эффективности фотодинамической 
и радиодинамической терапии, их сочетанного применения 

average duration of dead rats (%). Differences were considered statistically significant at p<0.05. On the 18th day of the experiment, Vav. in 
groups was 63.25±2.76 cm³; 29.03±6.06 cm³ (p=0.0002); 22.18±5.94 cm³ (р<0.0001); 11.76±3.29 cm³ (p=0.0000), respectively. Coefficients 
K – 4516.86 OE; 2638.09 OE; 2024.45 OE; 979.00 OE. TGI coefficients – 54.10% (PS + PDT); 64.93% (PS + CRT); 81.41% (PS + CRT + PDT). An 
increase in the average duration of dead rats indicator – 48.57% (PS + PDT); 60.00% (PS + CRT); 97.71% (PS + CRT + PDT). On the 60th and 
90th days of the experiment, the frequency of PR and the proportion of cured rats were the same and amounted to 0%; 16.7%; 14.3% and 
28.6%, respectively. The results obtained indicate the prospects and relevance of further research in this scientific direction.

Key words: experimental research, rats, transplanted tumors, photodynamic therapy, radiodynamic therapy, photosensitizer.
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левой паховой области 0,5 мл взвеси опухолевых кле-
ток в 20% растворе Хенкса, полученных после взятия 
и гомогенизации кусочков опухоли от крысы-донора. 
ЛСП относится к числу быстрорастущих опухолей с ко-
ротким латентным периодом, в связи с этим, крыс с ЛСП 
включали в эксперимент на 6-е сут. после перевивки по 
достижению диаметра опухолевого узла 3–5 мм.

Этические аспекты 
Экспериментальные исследования были прове-

дены в соответствии с международным законода-
тельством и действующими в Республике Беларусь 
нормативными правовыми актами по проведению 
экспериментальных исследований с лабораторными 
животными, а именно: 

1. Европейская конвенция о защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспериментов 
или в иных научных целях (г. Страсбург, Франция, от 
18.03.1986 г.) с изменениями в соответствии с поло-
жениями Протокола (СЕД № 170 от 02.12.2005 г.).

2. Директива 2010/63/EU Европейского парламен-
та и Европейского союза по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях (от 22.09.2010 г.).

3. ТКП 125–2008 «Надлежащая лабораторная прак-
тика» (GLP) (постановление Министерства здравоох-
ранения Республики Беларусь № 56 от 28.03.2008 г.).

Характер выполняемых исследований соответ-
ствовал принципам «3Rs», разработанным W.M. Russel 
и R.L. Berch (1959 г.), а именно:

1) «Reduction» – сокращение количества используе-
мых лабораторных животных в эксперименте.

2) «Refinement» – усовершенствование методики 
проведения эксперимента за счет применения обез-
боливающих и нетравматических методов.

3) «Replacement» – замена (переход от исследова-
ний на животных к методам, не использующим живых 
существ).

Крыс перед облучением вводили в наркоз (ней-
ролептаналгезия: 0,005% раствор фентанила + 0,25% 
раствор дроперидола в соотношении 2:1, внутримы-
шечно по 0,2 мл на 100 г массы тела). После окончания 
периода наблюдения за крысами их умерщвление вы-
полняли с помощью общепринятых методов эвтана-
зии (aether pro narcosi) c соблюдением гуманных мето-
дов обращения с лабораторными животными.

Выполнение исследования одобрено Комитетом 
по этике РНПЦ ОМР им. Н.Н. Александрова (выписка 
из протокола от 25.02.2022 г. № 180). 

Фото- и радиосенсибилизатор
В качестве лекарственного средства использова-

ли инъекционную форму ФС на основе хлорина е6 
фотолон (РУП «Белмедпрепараты», г. Минск, Респуб-
лика Беларусь, регистрационный номер 16/11/886 
от 08.11.2016 г., 100 мг). Перед использованием поро-

шок ФС разводили 0,9% раствором хлорида натрия 
и вводили однократно путем внутривенной инфузии  
в хвостовую вену крысы в условиях затемненного по-
мещения в дозе 2,5 мг/кг массы тела. 

Радиодинамическая терапия
Облучение перевивных опухолей осуществляли 

контактным методом (контактная лучевая терапия, 
(КЛТ)) на аппарате «microSelectron-HDR V3 Digital» 
(Elekta, Швеция) с использованием γ-излучения (192Ir). 
Источник имел высокую активность, составившую 
5,2  Ci на момент начала экспериментов. Это обусло-
вило необходимые для крыс, находящихся в состоя-
нии медикаментозного сна, высокую мощность дозы 
и короткую продолжительность сеансов облучения. 
Для проведения КЛТ на область перевивной опухоли 
использовался аппликатор Leipzig, фиксировавший-
ся на поверхности опухоли с помощью мягких рези-
новых держалок. Облучение проводили однократно 
в разовой очаговой дозе (РОД) 6 Гр, что эквивалентно 
10,8 Гр при α/β = 3, через 2,5–3 ч после окончания ин-
фузии. Расчет времени сеанса облучения проводили 
на системе планирования «Oncentra Brachy v4.5.2» 
(Elekta, Швеция) на пустой серии изображений с ис-
пользованием алгоритма TG-43 без учета отражения 
и  рассеивания излучения внутри аппликатора. Ис-
пользовали методику КЛТ с нормализацией на точку, 
расположенную на расстоянии 5 мм от терапевтиче-
ской поверхности аппликатора, в соответствии с раз-
мером мишени и рекомендациями GEC-ESTRO ACROP 
и другими. Используемая методика облучения позво-
лила подвести запланированные РОД на мишень без 
переоблучения нормальных тканей.

Фотодинамическая терапия
Сеансы ФДТ осуществляли однократно непосред-

ственно после воздействия ионизирующим излуче-
нием (КЛТ) с помощью полупроводникового лазера 
«PDT diode laser» (OOO «Imaf Axicon», г. Минск, Респуб-
лика Беларусь) с длиной волны излучения 660±5 нм. 
Облучение перевивных опухолей начинали через 
2,5–3  ч после окончания инфузии ФС со световой 
дозой 100  Дж/см2, плотностью мощности 0,2 Вт/см2 
и мощностью 0,353 Вт. Продолжительность воздей-
ствия составила 8 мин.

Дизайн экспериментального исследования 
Все воздействия производили на 6-е сутки после 

перевивки ЛСП по достижению диаметра опухолевого 
узла не менее 3–5 мм. Все животные, 26 крыс-самцов 
включенных в исследование, были случайным обра-
зом распределены на 4 группы по 6–7 особей в каждой.  
В качестве интактного контроля (ИК) выступали крысы 
с перевивными опухолями, которым не вводили ФС 
и не осуществляли никакого облучения (табл. 1). 
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Таблица 1 
Дизайн экспериментального исследования 
Table 1
Experimental study design 

Наименование группы 
Study groups

Число крыс 
в группе, n 
Number of rats in 
the group, n

ИК 
Intact control 6

ФС 2,5 мг/кг + КЛТ РОД 6 Гр 
PS 2.5 mg/kg + CRT SFD 6 Gy 7

ФС 2,5 мг/кг + ФДТ 100 Дж/см2 0,2 Вт/см2 
PS 2.5 mg/kg + PDT 100 J/cm² 0.2 W/cm² 6

ФС 2,5 мг/кг + КЛТ РОД 6 Гр +  
ФДТ 100 Дж/см2 0,2 Вт/см2 
PS 2.5 mg/kg + CRT SFD 6 Gy +  
PDT 100 J/cm² 0.2 W/cm²

7

*  ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная лучевая терапия; 
РОД – разовая очаговая доза; ФДТ – фотодинамическая терапия.
* PS – photosensitizer; CRT – contact radiotherapy; SFD – single focal 
dose; PDT – photodynamic therapy.

Критерии оценки противоопухолевой эффектив-
ности

Оценку противоопухолевой эффективности воз-
действий осуществляли по общепринятым в экспери-
ментальной онкологии показателям, характеризую-
щим динамику изменения среднего объема опухолей 
(Vср., см3), по изменению коэффициента абсолютного 
прироста опухоли (К) и показателю торможения ро-
ста опухоли (ТРО, %). Динамику роста перевивных 
опухолей регистрировали, начиная с 6-х сут. после 
перевивки опухолевого штамма ЛСП в течение 2 нед 
с интервалом 2–3 сут.

Объем опухолей вычисляли по формуле Шрека (1): 

где:
d1,2,3 – три взаимно перпендикулярных диаметра 

опухоли (в см);
π/6 = 0,52 – постоянная величина; 
V – объем опухоли (в см3).
Коэффициент абсолютного прироста опухоли (К) 

рассчитывали по формуле (2): 

где: 
V0 – исходный объем опухоли (до начала воздей-

ствий);
Vt – объем опухоли на определенный срок наблю-

дения.
Значение показателя К > 0 (V на соответствующем 

сроке наблюдения превышал его исходное значе-
ние) расценивали как продолженный рост опухоли;  
-1 < К < 0 (V на соответствующем сроке наблюдения 
был меньше его исходного значения) как торможение 

роста опухоли; К = -1 как полную регрессию опухоли.
Коэффициент торможения роста опухоли (ТРО) 

рассчитывали по формуле (3):
                  V контроля – V опытаТРО% =                                         * 100
                        V контроля

где:
V контроль – средний объем опухоли в контрольной 

группе (в см3);
V опыт – средний объем опухоли в основной группе 

(в см3).
Минимально значимым критерием, демонстриру-

ющим эффективность лечения перевивных опухолей, 
считали ТРО > 50%.

Частоту полных опухолевых регрессий (ПР) оце-
нивали через 60 сут. после окончания воздействий 
по отсутствию визуальных и пальпаторных признаков 
опухолевого роста. 

Долю излеченных крыс в группах определяли че-
рез 90 сут. после окончания воздействий по отсут-
ствию визуальных и пальпаторных признаков опухо-
левого роста.

Количественные критерии оценки ингибирующе-
го эффекта на перевивных опухолях у крыс были сле-
дующими (табл. 2) [11].

Оценку противоопухолевого эффекта по увеличе-
нию продолжительности жизни проводили по окон-
чании эксперимента и гибели всех крыс. Определяли 
среднюю продолжительность жизни (СПЖ, сут) в груп-
пах и вычисляли показатели увеличения продолжи-
тельности жизни (УПЖ, %) по формуле (4):

                  СПЖ опыта – СПЖ контроляУПЖ% =                                                      * 100
                        СПЖ контроля

где:
УПЖ – показатель увеличения продолжительности 

жизни павших крыс (%);
СПЖ опыта – средняя продолжительность жизни 

павших крыс в опытных группах (сут);
СПЖ контроля – средняя продолжительность жиз-

ни павших крыс в контрольной группе (сут).

Статистическая обработка полученных данных
Статистическую обработку результатов (Vср., К и ТРО) 

проводили с помощью пакетов прикладных программ 
Excel, Origin Pro (версия 7.0) и Statistica (версия 10.0). 
Данные представлены как M±m (среднее значение ± 
ошибка среднего значения). Для оценки достоверно-
сти различий использовали U критерий Манна-Уитни. 
Общую выживаемость оценивали с использованием 
непараметрического метода Каплана-Майера. За точ-
ку 0 принимали дату перевивки опухоли, событием 
считали гибель крысы, окончанием наблюдения – 
гибель всех крыс в опытной группе. Сравнительный 
анализ данных проводили с помощью непараметри-
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ческого лог–ранк теста. Различия считали статистиче-
ски значимыми при уровне значимости p<0,05.

Результаты 
Прививаемость опухолевого штамма составила 

100% (все 26 крыс на момент начала терапевтических 
воздействий, то есть на 6-е сут после перевивки, име-
ли визуальные и пальпаторные признаки опухолево-
го роста). 

Побочных реакций и осложнений, связанных 
с внутривенным введением ФС, проведением сеансов 
ФДТ и КЛТ, зарегистрировано не было. 

В эксперименте оценивали противоопухолевую 
эффективность метода комбинированной терапии 
перевивных опухолей, включающего системное (внут- 
ривенное) введение ФС на основе хлорина е6 с пос-
ледующим однократным воздействием ионизирую-
щим излучением в РОД 6 Гр и лазерным излучением 
со световой дозой 100 Дж/см² с плотностью мощности 
0,2 Вт/см² в сравнении с каждым из компонентов ме-
тода (ФС + КЛТ, ФС + ФДТ) и ИК.

Как видно из табл. 3, в течение всего срока оценки 
показателей, характеризующих изменение динамики 
роста перевивных опухолей, отмечено его статисти-
чески значимое торможение как в группе комбиниро-
ванной терапии, так и в группах с терапией в моноре-
жиме (ФС + ФДТ и ФС + КЛТ), по сравнению с группой 
ИК (р<0,05). 

На 18-е сутки эксперимента Vср. в группе комби-
нированной терапии был статистически значимо 
меньше по сравнению с группами ИК (в 5,38 раза ; 

р=0,00001) и ФС + ФДТ (в 2,47 раза; р=0,025) и имел 
тенденцию к уменьшению по сравнению с группой 
ФС + КЛТ (в 1,89 раза; р=0,15).

Противоопухолевая эффективность воздействий 
по полуколичественной шкале оценки [11] представ-
лена в табл. 4.

Показатели выживаемости крыс (табл. 5) свиде-
тельствуют о высокой противоопухолевой эффек-
тивности разработанного метода комбинированной 
терапии: достигнуто статистически значимое УПЖ по 
сравнению с ИК и отмечена тенденция к оптимизации 
исследуемых показателей по сравнению с каждым 
из компонентов метода (р=0,12 в группе ФС + ФДТ;  
р=0,24 в группе ФС + КЛТ).

Таким образом, разработанный метод комбиниро-
ванной терапии, включающий внутривенное введение 
ФС на основе хлорина е6 в дозе 2,5 мг/кг массы тела 
с  последующим через 2,5–3 ч однократным сеансом 
КЛТ в РОД 6 Гр и ФДТ со световой дозой 100  Дж/см² 
и  плотностью мощности 0,2 Вт/см², продемонстри-
ровал высокую противоопухолевую эффективность. 
На 18-е сут после сеанса лечения животных коэффи-
циент К составил 979,00 ОЕ; величина ТРО по срав-
нению с ИК – 81,41%. На 60-е и 90-е сут частоты ПР 
и излеченности составили 28,6% и 28,6%, показатели 
СПЖ и УПЖ – 34,60±3,75 сут и 97,71%, соответственно. 
Эффективность воздействия по полуколичественной 
шкале оценки составила «+++».

Обсуждение
Как было отмечено, в последние годы активно изу-

чается возможность использования таких физических 
факторов как ультразвук, гипертермия, электриче-
ские поля и некоторые другие в качестве триггерных 
механизмов активации молекулы ФС в патологически 
измененных клетках и тканях [6–8]. Одним из наи-
более актуальных направлений научных исследова-
ний в экспериментальной и клинической онкологии 
является РДТ – метод лечения ЗНО, основанный на 
комбинированном применении ФС, их производных 
и ионизирующего излучения с определенными пара-
метрами. ФС, традиционно используемые для ФДТ, мо-
гут обладать радиосенсибилизирующими свойствами 
и в этом случае рассматриваться как радиосенсиби-
лизирующие агенты, повышающую противоопухо-
левую эффективность ЛТ. Известно, что физиология 
опухолей характеризуется незначительным напряже-
нием кислорода (гипоксия, аноксия), низким уровнем 
глюкозы и высоким содержанием лактата, интерсти-
циальной гипертензией и внеклеточным ацидозом. 
Сосудистая сеть опухоли отличается выраженной 
пролиферацией эндотелиоцитов, что приводит к раз-
витию дефектов структуры и функциональной несос-
тоятельности микрокапилляров, в результате чего 
внутриопухолевый кровоток становится хаотичным 

Таблица 2
Критерии оценки противоопухолевой эффективности по коэффи-
циенту торможения роста опухоли и частоте полных регрессий
Table 2
Criteria for evaluating antitumor efficacy in terms of the coefficient of 
tumor growth inhibition and the frequency of complete regressions

Критерии противоопухоле-
вой эффективности 

Criteria of antitumor efficacy

Значения  
эффективности 
Values efficiency

ТРО < 20% 
TGI < 20% 0

ТРО < 20–50% 
TGI < 20–50% ±

ТРО < 51–80% 
TGI < 51–80% +

ТРО < 81–90% 
TGI < 81–90% ++

ТРО < 91–100% + < 50% ПР 
TGI < 91–100% + CR < 50% +++

ТРО > 91–100% + > 50% ПР 
TGI > 91–100% + CR > 50% ++++

* ТРО – коэффициент торможения роста опухоли; ПР – полная 
регрессия.
* TGI – tumor growth inhibition; CR – complete regression.
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с  наличием зон недостаточной васкуляризации. Ги-
поксические опухолевые клетки обладают повышен-
ной устойчивостью к воздействию ионизирующего 
излучения и требуют использования высоких доз 
радиации, нивелирующих данный эффект, что может 
приводить к развитию лучевых реакций и поврежде-
ний окружающих опухоль нормальных тканей. Клю-
чом к профилактике данной ситуации является при-
менение радиосенсибилизаторов, модифицирующих 
противоопухолевую эффективность ЛТ (в частности, 
ФС), либо комбинации ЛТ с другими терапевтически-
ми опциями (например, ФДТ) с использованием сни-
женных доз излучения [8, 9, 10, 12].

При интерпретации основных механизмов, лежа-
щих в основе повреждения опухолевой клетки при 

комбинированном применении ФС и ионизирующего 
излучения, авторы приходят к выводу, что ключевым 
звеном в реализации противоопухолевого эффекта 
РДТ является свободно-радикальное окисление, раз-
вивающееся вследствие воздействия излучения на 
находящуюся в клетке воду с последующим перево-
дом молекулы ФС из основного состояния в возбуж-
денное и образованием значительного количества 
свободных радикалов (активные формы кислоро-
да – АФК) [13, 14]. Поглощая излучение, молекула ФС 
вступает в каскад реакций, что приводит к образова-
нию в клетке гидроксильного радикала, супероксида 
аниона и синглетного кислорода, которые аккумули-
руются также вследствие лучевого радиолиза воды. 
В дальнейшем на уровне физико-химических процес-

Таблица 3
Данные о динамике роста перевивных опухолей в эксперименте на крысах с ЛСП 
Table 3
Data on the growth dynamics of transplanted tumors in an experiment on rats with LSP

Наименование 
группы 
Groups

Cутки после перевивки
Days after tumors transplantation

ИССЛЕДУЕМЫЕ КРИТЕРИИ:
Средний объем, в см³ (M±m)

Коэффициент абсолютного прироста опухолей (К), в ОЕ
Коэффициент торможения роста опухолей (ТРО), в %

Уровень значимости различий по отношению к интактному контролю
RESEARCH CRITERIA:

Vav., cm3 (M±m)
Coefficient of absolute tumor growth (К), relative units (RU)

Coefficient of tumor growth inhibition (TGI), %
P vs. intact control

6 9 11 13 15 18

ИК 
IC

0,014±0,001 1,23±0,19 10,29±0,71 19,85±0,65 47,19±0,74 63,25±2,76

– 86,86 734,00 1416,86 3369,71 4516,86

– – – – – –

– – – – – –

ФС + КЛТ 
PS + CRT

0,011±0,002 0,33±0,13 1,46±0,51 3,88±1,15 15,92±4,58 22,18±5,94

– 29,00 131,73 351,73 1446,27 2024,45

– 73,17 85,81 80,45 66,26 64,93

>0,05 0,0018 0,00000 0,00000 0,00001 0,00002

ФС + ФДТ 
PS + PDT

0,011±0,002 0,62±0,20 3,02±0,62 7,76±2,01 22,69±5,43 29,03±6,06

– 55,36 273,55 704,45 2061,73 2638,09

– 49,59 70,65 60,91 51,92 54,10

>0,05 0,046 0,000002 0,00007 0,0005 0,0002

ФС + КЛТ + ФДТ 
PS + CRT + PDT

0,012±0,001 0,17±0,03 1,15±0,46 3,88±1,13 11,14±3,42 11,76±3,29

– 13,17 94,83 322,33 927,33 979,00

– 86,18 88,82 80,45 76,39 81,41

>0,05 0,00008 0,00000 0,00000 0,00000 0,00000

* ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная лучевая терапия; ИК – интактный контроль; ФДТ – фотодинамическая терапия.
* PS – photosensitizer; CRT – contact radiotherapy; IC – intact control; PDT – photodynamic therapy.
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сов возникают летальные повреждения клеточных 
компонентов: цитоплазматических мембран, грану-
лярной эндоплазматической сети, митохондрий, ДНК 
и других. Обладая высоким окислительным потенциа-
лом, АФК взаимодействуют с липидами мембран ор-
ганелл опухолевой клетки с образованием продуктов 
окисления, дестабилизацией и последующим разру-
шением клетки в целом. Следствием вышеуказанных 
реакций на осуществленное комбинированное воз-
действие является окислительный стресс–синдром, 
индуцирующий апоптоз [15].

В доступных литературных источниках встречают-
ся немногочисленные публикации, посвященные изу-
чению радиодинамической активности ФС на основе 
протопорфирина IX, гематопорфирина  и его произ-
водных в экспериментах in vitro/in vivo: глиомы c6 
и U–373 MG, глиосаркома 9L; плоскоклеточная карци-

нома пищевода человека ОE–21, аденокарцинома пи-
щевода человека OE–33; карцинома мочевого пузыря 
человека RT4 и аденокарцинома толстого кишечника 
HT–29 [13, 14, 16–18]. Авторы сообщают о статисти-
чески значимом сокращении числа жизнеспособных 
опухолевых клеток и торможении роста перевивных 
опухолей в группах комбинированной терапии по 
сравнению с ЛТ в монорежиме.

Panetta J.V. и соавт. из Fox Chase Cancer Center 
(США) представили результаты применения РДТ 
с протопорфирином IX у мышей с ортотопической мо-
делью карциномы предстательной железы человека 
РС 3. 5-АЛК, вызывающую образование эндогенного 
ФС протопорфирина IX, вводили перорально в дозе 
100 мг/кг массы тела за 4 ч до начала облучения об-
ласти подкожно перевитых опухолей. Облучение осу-
ществляли в РОД 4 Гр однократно. Через 7 и 14  сут 

Таблица 4
Критерии оценки противоопухолевой эффективности по коэффициенту торможения роста опухоли и частоте полных регрессий
Table 4
Criteria for evaluating antitumor efficacy in terms of the coefficient of tumor growth inhibition and the frequency of complete regressions

Наименование 
группы 
Groups

Критерии оценки эффективности противоопухолевой терапии 
Antitumor efficacy criteria

Показатель торможения роста опухолей 
(ТРО, %) 

Tumor growth inhibition coefficient TGI, %

Частота полных регрессий, % 
Frequency of complete 

regressions, %

Эффективность 
Efficacy

ИК 
IC – 0,0 0

ФС + ФДТ 
PS + PDT 54,10 16,7 +++

ФС + КЛТ 
PS + CRT 64,93 14,3 +++

ФС + КЛТ + ФДТ 
PS + CRT + PDT 81,41 28,6 +++

* ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная лучевая терапия; ИК – интактный контроль; ФДТ – фотодинамическая терапия.
* PS – photosensitizer; CRT – contact radiotherapy; IC – intact control; PDT – photodynamic therapy.

Таблица 5
Показатели выживаемости крыс после противоопухолевого лечения
Table 5
Rat survival rates after antitumor treatment

Наименование 
группы 
Groups

Критерии оценки эффективности 
Criteria for evaluating effectiveness

Средняя  
продолжительностьжизни, сут 

Аverage life expectancy, days

Увеличение средней  
продолжительности жизни, % 

Increase in average life expectancy, %

p относительно 
ИК 

p vs. IC

ИК 
IC 17,50±2,16 – –

ФС + ФДТ 
PS + PDT 26,00±3,48 48,57 0,058

ФС + КЛТ 
PS + CRT 28,00±3,86 60,00 0,034

ФС + КЛТ + ФДТ 
PS + CRT + PDT 34,60±3,75 97,71 0,0017

* ФС – фотосенсибилизатор; КЛТ – контактная лучевая терапия; ИК – интактный контроль; ФДТ – фотодинамическая терапия.
* PS – photosensitizer; CRT – contact radiotherapy; IC – intact control; PDT – photodynamic therapy.
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от момента начала терапевтических воздействий 
по сравнению с  группой ЛТ в монорежиме в группе 
РДТ средний объем опухолей был на 24±9% и 21±8% 
меньше, соответственно (р<0,05) [19]. 

В более позднем исследовании D.M. Yang и соавт. 
(Fox Chase Cancer Center, США) доказали наличие ра-
диосенсибилизирующих свойств у протопорфирина 
IX в эксперименте на линейных мышах C57BL/6 с пере-
витой подкожно опухолью мелкоклеточного рака лег-
кого КР1. 5-АЛК вводили перорально в дозе 100 мг/кг 
массы тела за 4 ч до начала облучения подкожно пе-
ревитых опухолей, которое осуществляли однократ-
но в РОД 4 Гр. Через 14 сут от момента начала лечения 
в группе РДТ было зарегистрировано торможение 
роста перевивных опухолей на 52,1%, 48,1% и 57,9% 
по сравнению с группой 5-АЛК (р<0,001), ЛТ в моно-
режиме (р<0,001) и ИК (р<0,001), соответственно [20].

В исследовании Takahashi J. и соавт. (Health and Med-
ical Research Institute, Япония) представлены результа-
ты применения РДТ с протопорфирином IX глиобла-
стом человека U251MG и U87MG у мышей BALB/c-nu/
nu. 5-АЛК вводили перорально в дозах 60 и 120 мг/кг  
за 4 ч до начала облучения подкожно перевитых опу-
холей, которое проводили в РОД 2 Гр 5 раз в нед в те-
чение 6 нед до достижения СОД 60 Гр. Авторы сообща-
ют, что предложенная методика облучения оказывала 
выраженное угнетающее действие на рост обеих мо-
делей перевивных опухолей в течение всего срока 
наблюдения (42 и 70 сут, соответственно), вызывая 
в  опухолевой ткани развитие необратимых повреж-
дений, зарегистрированных на основании морфоло-
гического исследования [12].

В экспериментах in vivo Y. Matsuyama и соавт. (Mie 
University Graduate School of Medicine, Япония) изучи-
ли влияние ионизирующего излучения на противо-
опухолевые свойства ФС акридин оранжевый (АО). 
В качестве объектов исследований авторы исполь-
зовали линейных мышей C3H/HeSlc и BALB/cSlc-nu/nu  
с перевивными опухолями следующих штаммов: 
остеосаркома мышей LM8, рак предстательной же-
лезы человека PC 3, рак молочной железы человека 
MDA-MB-231. АО вводили подкожно по периметру 
опухолей в дозе 1 мкг/мл. Облучение производили 
однократно в РОД 5 Гр. РДТ с АО продемонстрировала 
выраженный цитостатический эффект в отношении 
всех видов опухолей. Так, на 14-е сут после начала 
терапевтических воздействий средний объем опухо-
лей LM8 в контрольной группе составил 890 мм³, AO – 
780 мм³, ЛТ РОД 5 Гр – 120 мм³ и AO + ЛТ РОД 5 Гр –  
42 мм³ (p<0,05); для MDA-MB-231 – 1060, 620, 1010  
и 29 мм³ (p<0,05), для PC 3 – 530, 200, 45 и 14 мм³ 
(p<0,05), соответственно [21].

И, наконец, C. Dupin и соавт. (Bordeaux Institute of 
onсology, Франция) представили опыт применения 
метода РДТ в эксперименте на иммунодефицитных 

мышах RAGγ2C−/− с ортотопической моделью глио-
бластомы человека Р3. В качестве фотосенсибили-
зирующего агента использовали 5-АЛК, которую 
вводили интраперитонеально в дозе 100 мг/кг мас-
сы тела. Облучение перевивных опухолей осущест-
вляли 3 раза в неделю в следующих режимах: 3×2 Гр, 
5×2  Гр и 5×3 Гр; 2,55 Гр/мин. На основании анализа 
полученных результатов по критерию выживаемо-
сти оптимальным воздействием было фракциониро-
ванное облучение в режиме 5×3 Гр 3 раза в неделю 
(73–83 сут) vs. контроль (без воздействий) (15–24 сут), 
ЛТ 3×2 Гр (41–47 сут) и ЛТ 5×3 Гр (48–62 сут) (р<0,05). 
В сравнительном аспекте отмечена тенденция к опти-
мизации показателей выживаемости в группе 5-АЛК + 
ЛТ 5×2 Гр (53–67 сут) к группе ЛТ 5×2 Гр (р=0,24) [22]. 

Начаты несколько клинических испытаний на боль-
ших выборках пациентов с целью оценки безопас-
ности и переносимости РДТ. Клиническое испытание 
«A Phase I Dose Finding Study Of Low-dose Radiation With 
Sensitization Using 5-aminolevulinic Acid In Advanced 
Malignancies», в основе которого лежит определение 
оптимальных доз ЛТ и ФС у пациентов с  различными 
нозологическими формами ЗНО (солидные опухо-
ли головы и шеи, грудной и брюшной полости, мало-
го таза) начато Fox Chase Cancer Center (США) в июле 
2020 г.  В исследование планируется включение 130 па-
циентов. В качестве ФС используется 5-АЛК в 3 дозах. 
Облучение осуществляется фракционированно, курс 
терапии проводится однократно и составляет 21 день. 
В дальнейшем пациенты находятся под динамическим 
наблюдением в течение 56 сут с целью оценки часто-
ты и степени выраженности нежелательных реакций, 
а также анализа предварительных данных о противо-
опухолевой эффективности метода [23].

Клиническое испытание «Phase I/II Dose Escalation 
Trial of Radiodynamic Therapy (RDT) With 5-Aminole-
vulinic Acid in Patients With First Recurrence of Glio-
blastoma» под руководством профессора Stummer 
W. (University Hospital Münster, Germany) начато в ок-
тябре 2022 г. Цель исследования – определение мак-
симально переносимых доз ФС и ЛТ, оптимального 
числа сеансов РДТ. В исследование планируется вклю-
чить 34 пациента с рецидивной формой глиобласто-
мы (первый рецидив после комбинированного или 
комплексного лечения). В качестве ФС используется 
5-АЛК. Облучение будет проводиться фракциони-
рованно. В качестве критериев противоопухолевой 
эффективности будут изучены показатели выживае-
мости пациентов (общая 6-месячная выживаемость, 
6-месячная выживаемость без прогрессирования 
и другие) [24].

Анализ доступных литературных источников сви-
детельствуют о значительных перспективах данно-
го направления в экспериментальной онкологии. 
Полученные в экспериментах in vitro/in vivo резуль-
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таты позволяют сделать вывод о наличии у ряда ФС 
радиосенсибилизирующих свойств, что создает пред-
посылки для оптимизации и дальнейшего совершен-
ствования комбинированной и комплексной терапии 
пациентов с ЗНО различных локализаций.

Заключение
ФДТ является методом терапии предопухолевых 

заболеваний и ЗНО, демонстрирующим высокую про-
тивоопухолевую эффективность в эксперименталь-
ной и клинической онкологии [25–27]. Тем не менее, 
с целью оптимизации применения ФДТ целесообраз-
но ее комбинированное или сочетанное использо-
вание с рядом других методов терапии. Пилотные 
данные, полученные на основании анализа непосред-
ственных и отдаленных результатов эксперименталь-
ного исследования на моделях перевивных опухолей 

у  крыс, свидетельствуют о выраженной тенденции 
к более высокому противоопухолевому эффекту ком-
бинированного лечения, включающего применение 
ФС с последующим проведением сеансов РДТ и ФДТ 
при однократном режиме облучения по сравнению 
с РДТ и ФДТ в монорежимах. Публикаций, посвящен-
ных изучению эффективности комбинированного 
применения ФС хлоринового ряда и указанных ме-
тодов терапии, демонстрирующих положительные 
результаты, в  доступных источниках литературы не 
представлено, что позволяет сделать вывод о необхо-
димости и перспективности развития более глубоких 
исследований в данном направлении.

Работа выполнена при финансовой поддержке На-
циональной академии наук Беларуси (грант № 2021-
61-284, задание 3.05.3).
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Спектроскопическое исследование фотофизических свойств метиленового синего в биологических средах

СПЕКТРОСКОПИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
ФОТОФИЗИЧЕСКИХ СВОЙСТВ МЕТИЛЕНОВОГО
СИНЕГО В БИОЛОГИЧЕСКИХ СРЕДАХ

Д.В. Поминова1,2, А.В. Рябова1,2, И.Д. Романишкин1, И.В. Маркова2, Е.В. Ахлюстина2,
А.С. Скобельцин1,2
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Резюме
Проведено спектроскопическое исследование фотофизических свойств метиленового синего (МС) в водных растворах и биологических 
жидкостях. Зарегистрированы спектры поглощения и флуоресценции, а также времена жизни флуоресценции. По зависимости интенсив-
ности и формы спектров от концентрации удалось установить диапазоны концентраций МС для исследований in vitro и in vivo при которых 
не наблюдается агрегация (до 0,01 мМ, что соответствует 3,2 мг/кг).
Исследовано фотообесцвечивание МС под действием лазерного излучения. Исследования фотодеградации в биологических средах по-
казали, что фотообесцвечивание более чем на 80% в плазме и культуральной среде наблюдается уже при дозе 5 Дж/см2, в то время как 
в воде при такой концентрации при дозе 5 Дж/см2 фотообесцвечивания еще не наблюдается, а при дозе 50 Дж/см2 фотообесцвечивание 
МС составляет порядка 30%. Установлено, что в средах, содержащих белки и обладающих щелочным рН, фотообесцвечивание происходит 
существенно быстрее, чем в нейтральных водных средах. Ионная сила раствора не оказывает влияния на скорость фотообесцвечивания. 
Такое фотообесцвечивание вызвано фотодеградацией МС, а не переходом в лейкоформу.
Проведена оценка эффективности генерации синглетного кислорода и фотодинамической активности in vitro. В исследуемом диапазоне 
концентраций МС эффективность генерации синглетного кислорода достаточно низкая, так как положительно заряженный МС связыва-
ется с негативно заряженными мембранами клеток, что приводит к изменению типа фотодинамической реакции. Продемонстрирова-
но возникновение в клетках других активных форм кислорода (АФК), отличных от синглетного кислорода. Генерация АФК и невысокий 
квантовом выход генерации синглетного кислорода свидетельствуют о склонности МС к механизму фотосенсибилизации I типа (перенос 
электрона с образованием полувосстановленных и полуокисленных радикалов MB+), а не к механизму II типа (перенос энергии к кислоро-
ду с образованием синглетного кислорода) в биологических средах и in vivo.

Ключевые слова: метиленовый синий, спектроскопия, флуоресценция, поглощение, фотообесцвечивание, АФК, синглетный кислород.
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SPECTROSCOPIC STUDY OF METHYLENE BLUE
PHOTOPHYSICAL PROPERTIES IN BIOLOGICAL MEDIA
Pominova D.V.1,2, Ryabova A.V.1,2, Romanishkin I.D.1, Markova I.V.2, Akhlustina E.V.2,
Skobeltsin A.S.1,2

1Prokhorov General Physics Institute of Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
2National Research Nuclear University MEPhI (Moscow Engineering Physics Institute), 
Moscow, Russia

Abstract
A spectroscopic study of the photophysical properties of methylene blue (MB) in aqueous solutions was carried out. Absorption and fluo-
rescence spectra as well as fluorescence lifetime were recorded. The concentration dependence of the intensity and shape of the spectra 
allowed establishing the ranges of MB concentrations for in vitro and in vivo studies at which aggregation is not observed (up to 0.01 mM, 
which corresponds to 3.2 mg/kg).
Studies of photodegradation in biological media showed that photobleaching of more than 80% in plasma and culture media is observed 
already at a dose of 5 J/cm2, while in water at this concentration and dose photobleaching is not yet observed, and at a dose of 50 J/cm2 
photobleaching of MB is about 30%. It was found that in media containing proteins and having an alkaline pH, photobleaching occurs 
significantly faster than in neutral aqueous media. The ionic strength of the solution has no effect on the photobleaching rate. Such pho-
tobleaching is caused by the photodegradation of MB rather than the transition to the leucoform. 
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Introduction
Photodynamic therapy (PDT) is a very promising 

therapeutic method for treatment of tumors and non-
malignant diseases. The method is based on use of pho-
tosensitizer (PS), which is selectively localized in target 
tissue, and irradiation with light. The PS absorbs the light 
and can then transfer the energy to molecular oxygen 
and create singlet oxygen (type II photochemical reac-
tion), which is extremely phototoxic, causing photodam-
age and subsequent cell death. Another way is the par-
ticipation of PS in electron-transfer reactions initiating 
formation of hydroxyl radicals and hydroperoxides and 
radical-induced damage in biomolecules (type I photo-
chemical reaction) [1, 2]. For the vast majority of clinically 
approved PS, singlet oxygen is the main cytotoxic agent 
that determines the mechanism of photodynamic effect 
and causes cell death in PDT [3]. The type I photochemical 
reaction may be preferable for therapy of tumors which 
are hypoxic [1]. However in vivo it is difficult to establish 
without doubt which of these mechanisms is more prev-
alent, both processes can ultimately lead to cell death [4], 
but the knowledge how these processes are affected by 
biological environments is important [5].

Due to the popularity of fluorescence diagnostic 
methods and PDT [6–9], there is interest in the study of 
various dyes that can be used as PS. One of the actively 
studied PS is methylene blue (MB) – a heterocyclic aro-
matic phenothiazine dye discovered in 1876 by Heinrich 
Caro. In the dry state MB appears as odorless dark blue 
crystals, soluble in water, chloroform, and alcohol. Its mo-
lecular weight is 319.85 g/mol [10]. In its oxidized state, 
MB is blue in color because the phenothiazine molecule 
strongly absorbs in the 600–700 nm region. In aqueous 
solutions, the wavelength λmax of the absorption band 
maximum for monomer is given in various works as 
668  nm, 664 nm [11], 660 nm [12, 13]; λmax for dimer is 
614 nm [12, 13], 605 nm [11]; λmax for trimer is 580 nm 
[11]. In the UV region for the monomer λmax = 292 nm 
[13]. The oxidized form can be easily reduced to colorless 
leucomethylene blue (LMB) in the absence of oxygen 
[14] or by interaction with NAD(P)H [15, 16] or reduced 

glutathione [17]. LMB predominantly absorbs in the UV 
region (256 nm).

MB redox properties are important because, depend-
ing on its form, it can be both an electron donor and an 
electron acceptor, changing rapidly from one state to 
another [18]. For example, MB interacts directly with the 
mitochondrial electronic circuit, donating electrons to 
complexes I and III and/or providing partial restoration 
of the Krebs cycle [19], whenever NADH is oxidized by 
MB or even resuscitation of the mitochondrial electronic 
circuit. The redox properties of MB are of great interest to 
researchers and make it possible to use it to treat various 
pathologies, for example, to treat methemoglobinemia 
by reducing iron to its divalent state [20–23], to relieve 
septic shock [24, 25], to treat lactoacidosis [26], and as an 
antidote for carbon monoxide poisoning [27] or cyanide 
[28, 29]. MB also increases oxygen consumption by tis-
sues with aerobic glycolysis and tumors, while the effect 
of MB is approximately proportional to the enzymatic 
capacity of tissues [30], which is promising in terms of 
photodynamic therapy because the efficiency of singlet 
oxygen generation obviously depends on oxygen con-
centration.

The ability of MB to fluoresce is used to label tumors 
and other blobjects in order to visualize them [31]. For a 
long time, MB has been actively used for photodynamic 
therapy of neoplasms [32–36], photodynamic inactiva-
tion of pathogens [37–40], including antibiotic-resistant 
microflora [41–44]. 

The photophysical properties of MB in solutions are 
actively studied. Although its photochemical proper-
ties in isotropic solution are well established, its effect 
in vivo needs further study. Most of the results reported 
in the literature are obtained for MB in ethanol or water. 
Many papers report that efficient intersystem crossing is 
observed with quantum yields around 0.5 [2, 45], but it 
should be noted that this value was obtained in isotropic 
ethanol solutions [46]. The quantum yield and genera-
tion of 1O2 decreases to values close to zero if MB dimer-
izes due to a fast nonradiative decay (3–4 ps) of the ex-
cited dimer population [47, 48], favoring electron transfer 
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The efficiency of singlet oxygen generation and photodynamic activity were evaluated in vitro. In the investigated range of MB concen-
trations, the efficiency of singlet oxygen generation is rather low, because positively charged MB binds to negatively charged cell mem-
branes, which leads to a change in the type of photodynamic reaction. The emergence of other reactive oxygen species (ROS), different 
from singlet oxygen, in cells has been demonstrated. The generation of ROS and the low quantum yield of singlet oxygen generation 
indicate the tendency of MB to provide the type I photosensitization mechanism (electron transfer with the formation of semi-reduced 
and semi-oxidized MB+ radicals) rather than to the type II mechanism (energy transfer to oxygen with the formation of singlet oxygen) in 
biological media and in vivo.
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reactions and consequent generation of radical species 
[45, 49, 50]. Dimerization could also lead to fluorescence 
quantum yield decrease [45, 50]. Another parameter 
which affects the singlet oxygen generation efficiency 
is the pH. According to literature data the production 
of singlet oxygen is approximately five times more effi-
cient in alkaline than in acidic medium [51]. The ratio of 
monomer to dimer depends significantly on the solution 
composition as well as MB concentration [52, 53, 53–60]. 
According to literature data, in 20 μM aqueous solution 
only MB monomers are present, at higher concentration 
dimerization was observed, however at concentrations 
below ~20 ppm [61] or ~70 ppm [57] the existence of tri-
meric or tetrameric aggregates can be neglected.

The state of MB aggregation in aqueous solution is 
also sensitive to the ionic strength [52], it was shown that 
the increase of the inert salts concentration indicates the 
decreasing tendency of the MB molecules to undergo 
aggregation. The concentration of surfactant also influ-
ences the dimerization. The polarity of the solvent, con-
centration of surfactants [50], binding of molecules in 
membranes and interaction with surfaces [62] can cause 
the changes in ratio of monomer to dimer as well as the 
singlet oxygen production. 

A large number of interrelated factors affecting the 
photophysical and photochemical properties of meth-
ylene blue make it difficult to study and implement in 
clinical practice, despite a number of unique properties 
that can be very useful for improving the effectiveness of 
photodynamic therapy. For clinical use, it is important to 
study the photophysical and photochemical properties 
of MB under conditions closest to real biological ones. 
In this regard, in this work, the absorption, fluorescence, 
photobleaching, and singlet oxygen generation efficien-
cy of MB in biological media (serum and RPMI medium 
for cell cultivation) were studied using modern spectro-
scopic methods. The range of concentrations was chosen 
based on literature data on MB concentrations in blood 
after a typical daily dose: 19 μM after oral administration 
of 500 mg, 10 μM after intravenous administration of 100 
mg [63, 64]. The data obtained for biological media were 
compared with aqueous solutions to determine the main 
mechanism of photodynamic activity.

Materials and methods
Materials
Methylene blue solution purchased in a pharmacy 

was used for the studies: Methylene blue, 1% aqueous 
solution, the active substance methylthioninium chloride 
(Samaramedprom, Russia). Spectroscopic studies were 
performed for aqueous MB solutions with concentra-
tions in the range of 0.001–0.05 mM, which corresponds 
to 0.32–16 mg/kg.

Measurements were performed in distilled water 
(PanEco, Russia), blood serum (newborn calf blood se-

rum, PanEco, Russia), cell culture medium RPMI (PanEco, 
Russia) with 10% calf blood serum added, and saline 
(0.9% sodium chloride, infusion solution, Grotex, Rus-
sia). pH of the solutions was controlled using indicator 
paper (Johnson universal indicator paper, pH 1–11). For 
water and saline, the pH was 7, for cell culture medium 
RPMI—8, for plasma—9. To analyze the effect of pH on 
the spectroscopic properties of MB we also used water 
with pH adjusted to 8 using 1M NaOH solution.

Absorption spectroscopy
Absorption spectra in the range 200-1000 nm were 

recorded using a Hitachi U3400 spectrophotometer (Hi-
tachi, Japan) in quartz cuvettes with optical path lengths 
of 1 cm (for water and NaCl) and 2 mm (for plasma and 
RPMI medium). To compare the results obtained with 
each other, all optical density values were multiplied by 
the corresponding coefficients (0.1 and 0.5 for the cen-
timeter and 2-mm cuvette, respectively) and scaled to 
the optical density value for a 1-mm cuvette.  The analy-
sis of absorption spectra allows studying the transition of 
the basic form of MB into its reduced form (LMB) under 
the influence of external factors, photodegradation, and 
aggregation of MB.

To analyze aggregation, the absorption spectrum 
shape was approximated in the 500-800 nm range by 
two Gaussian peaks with maximums at wavelengths cor-
responding to dimers and monomers, then the ratio of 
areas under these peaks was considered as a characteris-
tic of dimerization. A linear approximation of the baseline 
was performed to account for scattering.

Fluorescence spectra and lifetime measurements
The fluorescence spectra of MB aqueous solutions 

were measured using a LESA-01-Biospec fiber spectrom-
eter (Biospec, Russia) equipped with a longpass edge 
filter (LP640) in the wavelength range of 650-850 with 
HeNe laser excitation, 15 mW power output from the 
fiber.

To investigate the lifetime of aqueous MB fluores-
cence solutions, a system of Hamamatsu streak camera 
and streak scope (C9300 and C10627-13) was used to 
carry out measurements with picosecond resolution.

Study of photobleaching in biological media
To study the laser effect on the solutions, irradiation 

was performed in 1 × 1 cm optical cuvettes. The surface 
of the solution was uniformly irradiated with an LED 
source with a power density of 100 mW/cm2 and a wave-
length near the MB absorption maximum of 664 nm. 
The light source was controlled using a programmable 
timer, which enabled studying the dependence of the 
effect on the light dose in increments of 0.5 to 5 J/cm2. 
The irradiation was performed in cyclic mode, the fluo-
rescence intensity was measured in pauses between ir-
radiation windows when excited by a 632.8 nm laser. The 
MB photobleaching rate was estimated by the decrease 
in integral fluorescence intensity (area under the fluores-
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cence peak in the wavelength range of 650–800 nm) as a 
function of light dose density. Fluorescence intensity was 
determined using a LESA-01-BIOSPEC fiber optic spec-
trometer (Biospec, Russia).

Assessment of photodynamic activity of MB in vitro
The photodynamic activity of MB was determined by 

measuring the oxygen content in erythrocyte solution 
with MB by the hemoglobin oxygenation level [65]. We 
measured the deoxygenation rate of PDT with MB on 
erythrocyte suspension with registration of MB fluores-
cence under 660 nm laser irradiation at a power density 
of 250 mW/cm2 (10 min=150 J/cm2). As a result of the type 
II photosensitization mechanism, the formed 1O2 reacts 
irreversibly with biological molecules, resulting in a re-
duction of dissolved O2 in the sample. We calculated the 
relative quantum yield of singlet oxygen generation for 
MB concentrations of 1–100 mg/kg by comparing with 
experimental data for aluminum phthalocyanine with 
the known quantum yield of singlet oxygen generation 
in aqueous medium from the literature (φΔ = 0.38) [66].

Assessment of singlet oxygen generation efficiency 
in PDT with MB using the Singlet oxygen sensor green

Singlet oxygen sensor green (SOSG, Invitrogen, USA) 
reagent was dissolved in methanol to make a stock solu-
tion of 500 μM. SOSG (with final concentration of 50 μM) 
was added to 10 mg/l MB aqueous solution, irradiated 
with a 660 nm laser at a power density of 250 mW/cm2. 
SOSG fluorescence was measured with a LESA-01-BIO-
SPEC fiber spectrometer in the range of 550–600 nm with 
532 nm laser excitation. To quantify the generation of sin-
glet oxygen, we compared it with the experimental data 
for the 1 mg/l of aluminum phthalocyanine.

Evaluating the efficiency of MB generation of reac-
tive oxygen species in vitro

6-Carboxy-2‘,7‘-dichlorodihydrofluorescein diacetate 
(Carboxy-H2-DCFDA, Lumiprobe RUS Ltd, Russia) was 
used as an indicator of reactive oxygen species (ROS is 
specific for hydrogen peroxide H2O2 and other ROS such 
as superoxide-anion O2•-, hydroxyl radical •OH, hydrop-
eroxides ROOH, and peroxynitrites ONOO-, but with 
much lower sensitivity compared to H2O2) in living cells 
after PDT with MB. HeLa cells were grown on RPMI-1640 
medium (PanEco, Russia) supplemented with 10% fetal 
bovine serum (FBS, BioSera, Nuaille, France), 100 U/mL 
penicillin and 100 μg/mL streptomycin (Life Technolo-
gies, Carlsbad, California, USA) in standard conditions 
(37°C, 5% CO2). Cells were subcultured every third day. 
For confocal microscopy, cells were seeded in a POC-R2 
glass-bottomed Petri dish (PeCon GmbH, Erbach, Germa-
ny) at a density of 100 × 103/cm2 one day before the ex-
periment. Twenty-four hours later, MB at a concentration 
of 20 mg/L was added to the cells 120 minutes before the 
microscopic examination. 30 minutes before the micro-
scopic examination Carboxy-H2-DCFDA was added at a 
concentration of 25 μM in FBS at 37°C, 5% CO2. The cells 

were washed three times with prewarmed phosphate-
buffered saline, replaced with fresh culture medium, 
and examined with a laser scanning fluorescence micro-
scope. Sensor fluorescence was excited with a 514  nm 
laser and detected in the 530–600 nm range. MB fluores-
cence was excited with a 633 nm laser and detected in 
the 650–730 nm range.

Results and discussion
Concentration effects on absorption, fluorescence, 

and fluorescence lifetime of MB in various biological 
media

Absorption spectra of aqueous solutions of MB as a 
function of concentration are shown in Fig. 1.

Characteristic peaks are observed in the red (664 
nm—monomer, shoulder at 615 nm—aggregates) and 
ultraviolet (250, 290, and 320 nm) parts of the spectra. 
Additional peaks in the absorption spectra of MB in 
plasma and medium are associated with their absorp-
tion (415 nm—plasma, 560 nm—phenol red in culture 
medium). There was also strong absorption in the UV 
region for plasma and culture medium, which makes it 
impossible to analyze the MB absorption peaks in this 
range.

To analyze the aggregation, the absorption spectra 
were normalized by their maximum, to observe how the 
spectrum shape changes with increase in concentration, 
Fig. 2.

The shape of the absorption spectrum changes at 
concentrations above 0.01 mM (3.2 mg/kg) for water and 
NaCl and at 0.03 mM (9.6 mg/kg) for serum and RPMI me-
dia, which appears as a dimer peak of MB in the spectral 
region of 600–630 nm.

To quantify and compare aggregation in different so-
lutions, the spectrum was decomposed and the relation-
ship between the areas under the peaks corresponding 
to monomers and dimers was determined depending on 
the concentration, Fig. 3.

In water, the most rapid increase in aggregation with 
increasing concentration is observed. At the same time, 
at low MB concentrations, the degree of aggregation is 
higher in serum solutions.

Fluorescence spectra of MB in water as a function of 
concentration are shown in Fig. 4.

To analyze aggregation and reabsorption, the fluores-
cence spectra in water and biological media were nor-
malized to the fluorescence maximum (694 nm), Fig. 5.

The obtained spectra show that at a concentration of 
0.01 mM (3.2 mg/kg) there is a shift of the maximum to 
the long-wavelength region, which indicates the pres-
ence of aggregation as well as reabsorption at higher 
concentrations. The shape of the spectrum does not 
change in this case. More rapid shift of the fluorescence 
maximum to the long-wavelength region in case of se-
rum confirms higher aggregation at low concentration.
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Comparison of the MB fluorescence spectra regis-
tered in various biological media shows that the most 
intense fluorescence is observed in saline and in water, 
Fig. 6.

The decreased fluorescence intensity of MB in culture 
medium and in plasma may be due to both interaction 
with plasma proteins and more alkaline pH. At the same 

time, the fluorescence intensity in culture medium is 
higher (pH = 8) than in pure plasma (pH = 9). The shape 
of the fluorescence spectrum did not change in the stud-
ied media. Analysis of the integral fluorescence intensity 
(estimated as the area under the fluorescence peak in the 
650-800 nm range) shows that in all the studied media 
the dependence on concentration is nonlinear, a linear 
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Рис. 1. Спектры поглоще-
ния МС в воде и биологиче-
ских средах в зависимости 
от концентрации.
Fig. 1. Absorption spectra of 
MB in water and biological 
media depending on the 
concentration.

Рис. 2. Нормированные на 
максимум спектры погло-
щения МС в воде и биологи-
ческих средах в зависимо-
сти от концентрации.
Fig. 2. Normalized by their 
maximum absorption 
spectra of MB in water 
and biological media as a 
function of concentration.
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section is observed up to the concentration of 0.01 mM 
for all media, except for plasma, in which a deviation 
from the linear dependence is observed already at 0.003 
mM, which presumably is associated with a large number 
of dimers in plasma at low concentrations. At concentra-
tions of 0.01-0.03 mM, there is a sublinear section fol-
lowed by saturation, which could be associated with re-

absorption of excitation in solution as well as with small 
penetration depth of laser irradiation in solution.

A study of the MB fluorescence lifetime depending on 
concentration was carried out. No significant differences 
in lifetime were observed for all investigated concentra-
tions (Table 1), which may indicate that the aggregates 
formed at high concentrations of MB do not fluoresce.
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Рис. 5. Нормированные 
спектры флуоресценции 
МС в воде и биологических 
средах в зависимости от 
концентрации.
Fig. 5. Normalized spectra 
of MB fluorescence in water 
and biological media as a 
function of concentration.

Рис. 3. Зависимость отношения площадей под пиками соот-
ветствующими димерам и мономерам (отношение димер/
мономер) от концентрации.
Fig. 3. Dependence of the ratio of the areas under the peaks 
corresponding to dimers and monomers (dimer/monomer ratio) 
on concentration.

Рис. 4. Спектры флуоресценции МС в воде в зависимости от 
концентрации.
Fig. 4. Fluorescence spectra of MB in water as a function of 
concentration.
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Influence of laser exposure on absorption and fluo-
rescence 

We studied the dependence of MB fluorescence in-
tensity in biological media on the light dose density for 

MB concentration of 10 μM (3.2 mg/kg). The studies of 
photodegradation in biological media showed that pho-
tobleaching by more than 80% in plasma and culture 
medium was already observed at the dose of 5 J/cm2, 
while in water at such concentration there was no pho-
tobleaching yet at the dose of 5 J/cm2, and at the dose 
of 50 J/cm2 the photobleaching of MB was about 30%, 
Fig. 7.

The results of previous studies also show that MB 
is photostable in water, the photodegradation of mol-
ecules when irradiated with doses up to 50 J/cm2 does 
not exceed 40% [43], while for lower concentrations of 
MB photobleaching occurs more rapidly, which is pre-
sumably due to the large volume of the irradiated area 
at low concentrations, at high concentrations of the drug 
is absorbed most of the radiation in a thin layer due to 
high optical density. Due to the small amount of oxygen 
in the thin layer, the photobleaching rate at high concen-
trations slows down because it is limited by the oxygen 
diffusion rate.
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Рис. 6. Слева – спектры 
флуоресценции МС в раз-
личных биологических 
средах. Справа зави-
симость интегральной 
интенсивности флуорес-
ценции (площади под 
пиком флуоресценции 
в диапазоне 650–800 нм) 
от концентрации МС.
Fig. 6. Left – fluorescence 
spectra of MB in various 
biological media. Right—
the integral fluorescence 
intensity (area under the 
fluorescence peak in the 
range of 650–800 nm) 
dependence on MB con-
centration.

Рис. 7. Снижение интенсивности флуорес-
ценции МС в зависимости от плотности 
дозы излучения за счет фотодеградации в 
различных средах.
Fig. 7. Decrease of MB fluorescence intensity 
as a function of radiation dose density due to 
photodegradation in different media.

Таблица 1
Времена жизни флуоресценции МС в водных растворах в зависи-
мости от концентрации.
Table 1
Fluorescence lifetime of MB in aqueous solutions as a function of 
concentration.

C, mM / C, мМ τ, ns / τ, нс

0.001 0.3687

0.003 0.3700

0.01 0.3696

0.03 0.3696

0.1 0.3707
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The photobleaching rate in physiological solution is 
the same as in water, and in the RPMI medium is the same 
as in serum, indicating that the ionic strength of the solu-
tion has no effect on the photobleaching rate.

The higher rate of photobleaching in plasma and cul-
ture media may be due to a more alkaline pH: according 
to the published data, the efficiency of MC singlet oxy-
gen generation is 5 times higher at pH 9 than at pH 7 [51].

 However, based on a comparison of the photobleach-
ing rate of an aqueous solution with the addition of NaOH 
to pH 8, we can conclude that the change in pH is not the 
only reason for the increased photobleaching rate.

The photobleaching rate in plasma as well as in water 
[43] depends on concentration, and at high concentra-
tions is slower, Fig. 8.

The obtained dependencies indirectly indicate that 
photobleaching in plasma occurs due to interaction with 

singlet oxygen; the rate of photobleaching is limited by 
the rate of oxygen diffusion in the medium.

To check the effect of interaction with plasma pro-
teins on the spectroscopic properties of MB over time 
without laser exposure, the absorption spectrum of MB 
in plasma was recorded 30 minutes after preparation, 
and no change in the spectrum was observed. Absorp-
tion spectra recorded after photobleaching suggest that 
the photobleaching is caused by photodegradation of 
MB and is not related to the transition to the leucoform, 
Fig. 9.

Assessment of photodynamic activity and efficiency 
of singlet oxygen generation in vitro

The value of photodynamic activity determined by ir-
reversible quenching of singlet oxygen which is equiva-
lent to the quantum yield of singlet oxygen generation 
for MB in the concentration range of 1–100 mg/kg relative 
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Рис. 8. Снижение интенсивности флуорес-
ценции МС за счет фотодеградации в зави-
симости от плотности дозы излучения для 
различных концентраций МС в плазме.
Fig. 8. Decrease in MB fluorescence intensity 
due to photodegradation as a function 
of radiation dose density for different 
concentrations of MB in plasma.

Рис. 9. Спектры поглощения МС до и после облучения в различных биологических средах.
Fig. 9. Absorption spectra of MB before and after irradiation in various biological media.
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to aluminum phthalocyanine (φΔ = 0.38) was 0.0065  ± 
0.0014. In the investigated range of MB concentrations, 
the efficiency of singlet oxygen generation is rather  
low. 

The measured quantum yield of singlet oxygen gen-
eration using the SOSG sensor in water demonstrated a 
similar value for the MB concentration of 10 mg/kg —
φΔ 0.0028. Thus, it is shown that the photodynamic 
reaction in vitro in the presence of erythrocytes for MB 
proceeds according to type I, when not singlet oxygen 
but other reactive oxygen species are formed. We as-
sume that this is caused by the positively charged MB 
binding to negatively charged cell membranes, which 
leads to a change in the type of photodynamic reaction 
[36].

This is verified by the ROS generation test performed 
on the cell culture (Fig. 10).

After incubation with MB, cells show staining for ROS 
diffusely in the cytoplasm and brightly in some vesicles. 
After irradiation of cells with accumulated MB at 660 nm, 
50 J/cm2, the intensity of the ROS sensor in vesicles be-
comes brighter. In control cells without MB, the ROS sen-
sor is not detected, even after irradiation. 

The results on ROS generation and low quantum yield 
of singlet oxygen generation confirm the tendency of MB 
to shift from type II photosensitization mechanism (en-
ergy transfer to oxygen with formation of singlet oxygen) 
to type I mechanism (electron transfer with formation of 
MB+ semi-reduced and semi-oxidized radicals) [50].
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Рис. 10. Интегральная интенсивность (ус-
реднение по всей картинке) флуоресценции 
сенсора на АФК в клетках после накопления 
МС и облучения.
Fig. 10. Integral intensity (averaging over the 
whole picture) of the ROS sensor fluorescence 
in cells after MB accumulation and irradiation.

без облучения 
without irradiation

контроль 
control

МС 20 мг/кг 20 мин 
MB 20 mg/kg 20 min

50 Дж/см2 
50 J/cm2
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Conclusion
Absorption and fluorescence spectra in water, saline, 

blood plasma and cell-culturing medium RPMI were 
measured for MB concentrations 0.001–0.05 mM, fluo-
rescence lifetime was determined for different concen-
trations. The analysis of the spectrum shape indicates 
weak aggregation at concentrations above 0.01 mM  
(3.2 mg/kg), which manifests in the appearance of the MB 
dimer peak in the spectral region of 600–630 nm. 

The obtained spectra of MB fluorescence in aque-
ous solutions show that at a concentration of 0.01 mM 
(3.2 mg/kg) there is a shift of the maximum to the long-
wave region, indicating the presence of reabsorption and 
aggregation at higher concentrations. The shape of the 
spectrum in this case does not change. Comparison of 
MB fluorescence spectra recorded in various biological 
media shows that the most intense fluorescence is ob-
served in saline and in water. The decrease of MB fluo-
rescence intensity in the culture medium and in plasma 
may be due to both the interaction with plasma proteins 
and more alkaline pH. At the same time, the fluorescence 
intensity in culture medium is higher (pH 8) than in pure 
plasma (pH 9). The shape of the fluorescence spectrum 
does not change in the studied media. The analysis of 
integral fluorescence intensity dependence on MB con-
centration shows that in all the studied media it is non-
linear, the linear section is observed up to the concentra-
tion of 0.01 mM for all the media, except for plasma, in 
which the deviation from linear dependence is observed 
up to 0.003 mM (presumably due to large number of di-
mers in plasma at low MB concentrations in comparison 
to water). At concentrations of 0.01–0.03 mM, the sub-
linear section of the dependence begins followed by 
saturation, which could be associated with reabsorption 
of excitation in solution as well as with small penetration 
depth of laser irradiation in solution.

A concentration-dependent MB fluorescence lifetime 
study was performed. No differences in the lifetime were 
observed for all studied concentrations, which may indi-
cate that the aggregates formed at high concentrations 
of MB do not fluoresce.

Studies of photodegradation in biological media 
showed that more than 80% photobleaching in plas-

ma and culture media is already observed at a dose of  
5 J/cm2, while in water at this concentration at a dose of  
5 J/cm2 there is no photobleaching yet, and at a dose of 
50 J/cm2 the photobleaching of MB is about 30%.

The photobleaching of MB under the effect of laser 
radiation was investigated. For lower concentrations of 
MB the photobleaching occurs more rapidly, which is 
presumably associated with a larger volume of irradiated 
area at low concentrations: at high concentrations of the 
drug most of the radiation is absorbed in a thin layer due 
to high optical density. The obtained relations indirectly 
indicate that photobleaching in plasma occurs due to in-
teraction with singlet oxygen; the rate of photobleaching 
is limited by the diffusion rate of oxygen in the medium.

In media containing proteins with alkaline pH, pho-
tobleaching is significantly faster than in neutral aqueous 
media. The ionic strength of the solution has no effect on 
the photobleaching rate. The absorption spectra record-
ed after photobleaching suggest that the photobleach-
ing is not due to the transition to the leucoform but is 
caused by the photodegradation of MB.

The efficiency of singlet oxygen generation and pho-
todynamic activity were evaluated in vitro. In the inves-
tigated concentration range the efficiency of singlet 
oxygen generation is quite low. We assume that this is 
because the photodynamic reaction for MB proceeds 
according to type I, when not singlet oxygen is formed, 
but other reactive oxygen species. This is because the 
positively charged MB binds to negatively charged cell 
membranes, which leads to a change in the type of pho-
todynamic reaction. It is demonstrated that in addition to 
the generation of singlet oxygen, the presence of other 
ROS in the cells is observed. After incubation with MB, 
cells show staining for ROS diffusely in the cytoplasm and 
brightly in some vesicles. After irradiation of cells with ac-
cumulated MB at 660 nm, 50 J/cm2, the sensor intensity 
for ROS in vesicles becomes brighter. In control cells with-
out MB the ROS sensor is not detected even after irradia-
tion.
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Акне (обыкновенные угри) – хроническое воспа-
лительное заболевание кожи, характеризующееся 
чрезмерным ростом микроорганизма Cutibacterium 
acnes, ранее известного как Propionibacterium acnes 
в сальных железах [1].

Эпидемиология 
Акне ежегодно заболевают примерно 600 млн че-

ловек во всем мире, что ставит эту кожную патологию 
на восьмое место по распространенности в мире [1].  
Акне встречается у 70–75% детей в препубертатном 

ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ ТЕРАПИЯ ПРИ АКНЕ
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Резюме
Акне – одна из самых распространенных в мире кожных патологий. Ряд исследований показал, что фотодинамическая терапия (ФДТ) 
безопасна и эффективна при воспалительной и невоспалительной форме акне и может значительно улучшить состояние кожи при этом 
заболевании. Эффективность ФДТ против акне в основном обусловлена уменьшением количества кожного сала, вырабатываемого саль-
ными железами, за счет снижения их активности в результате прямого фотодинамического повреждения сальных желез, эрадикацией 
Cutibacterium acnes и снижением уровня гиперкератоза. По сравнению с системной медикаментозной терапией лечение тяжелой формы 
акне методом ФДТ имеет следующие преимущества: быстрый результат, высокая эффективность, высокая селективность, отсутствие сис-
темных побочных реакций и лекарственной устойчивости, низкая частота рецидивов. Наиболее часто для ФДТ у больных акне применяют 
препараты на основе 5-аминолевулиновой кислоты (5-АЛК) и ее метилового эфира (МЭ-АЛК). На данный момент не существует единых 
рекомендаций по режимам ФДТ для лечения этой кожной патологии. Различные исследования демонстрируют высокую эффективность 
ФДТ с широким диапазоном доз 5-АЛК (3–20%) и МЭ-АЛК (4–16%), световых доз (15–120 Дж/см2) и времени облучения (30–90 мин). Общая 
тенденция в исследованиях разных авторов сводится к тому, что щадящие низкоинтенсивные режимы ФДТ при акне демонстрируют такую 
же высокую эффективность при значительном снижении болевых ощущений в процессе облучения и местных кожных реакций (эритема, 
отек, гиперпигментация).

Ключевые слова: фотодинамическая терапия, акне, 5-аминолевулиновая кислота, метиловый эфир 5-аминолевулиновой кислоты.
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Abstract
Acne is one of the most common skin conditions in the world. A number of studies have shown that photodynamic therapy (PDT) is safe 
and effective for both inflammatory and non-inflammatory acne and can significantly improve skin conditions in this disease. The effec-
tiveness of PDT against acne is mainly due to a decrease in the amount of sebum produced by the sebaceous glands due to a decrease in 
their activity as a result of direct photodynamic damage to the sebaceous glands, eradication of Cutibacterium acnes, and a decrease in 
the level of hyperkeratosis. Compared with systemic drug therapy, PDT treatment of severe acne has the following advantages: fast results, 
high efficiency, high selectivity, no systemic adverse reactions and drug resistance, and low recurrence rate. Most often for PDT in patients 
with acne, drugs based on 5-aminolevulinic acid (5-ALA) and its methyl ester (ME-ALA) are used. At the moment, there are no unified rec-
ommendations on PDT regimens for the treatment of this skin pathology. Various studies demonstrate the high efficiency of PDT with a 
wide range of doses of 5-ALA (3-20%) and ME-ALA (4-16%), light doses (15-120 J/cm2), and exposure time (30-90 min). The general trend 
in studies by different authors is that gentle low-intensity PDT regimens for acne demonstrate the same high efficiency with a significant 
reduction in pain during irradiation and local skin reactions (erythrema, edema, and hyperpigmentation).

Key words: photodynamic therapy, acne, 5-aminolevulinic acid, 5-aminolevulinic acid methyl ester.
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возрасте – до 12 лет (обычно в 9–11 лет). До 80–85% 
подростков и молодых взрослых страдают от угрей. 
В  старших возрастных группах процент снижается, 
но все равно почти каждый десятый взрослый после 
25 лет страдает акне [2]. Хотя акне не является опас-
ным для жизни заболеванием, в различных исследо-
ваниях сообщалось о серьезных психологических 
последствиях у пациентов, которые могут влиять на 
общительность, вызывать фобии и приводить к симп-
томам депрессии [1].

Этиология и патогенез
Акне может возникать на фоне себореи, которая 

характеризуется изменением химического состава 
кожного сала и его повышенным выделением сальны-
ми железами. Как следствие, угри возникают на участ-
ках кожного покрова, наиболее богатых сальными же-
лезами [2]. Патогенез акне включает четыре основные 
механизма: фолликулярный гиперкератоз (разрас-
тание эпителия с утолщением рогового слоя каналов 
сальных желез), повышенная секреция кожного сала, 
колонизация C. acnes и локализованное воспаление. 
При этом считается, что именно колонизация C. acnes 
играет ключевую роль в развитии акне [3]. C. acnes яв-
ляется грамположительной, анаэробной, медленно 
растущей бактерией, которая метаболизирует три-
глицериды и вырабатывает цитокины, вызывающие 
воспалительные реакции [3, 4]. 

Классификация
Согласно классификации МКБ-10 выделяют сле-

дующие разновидности акне: L.70.0 Угри обыкновен-
ные; L.70.1 Угри шаровидные; L.70.2 Угри осповидные; 
L.70.3 Угри тропические; L.70.4 Детские угри; L.70.5 
Экскориированные акне; L.70.8 Другие угри и L.70.9 
Угри неуточненные. Существует также классификация 
вульгарных угрей по типу поражения: невоспалитель-
ные акне (закрытые и открытые комедоны) и воспа-
лительные акне (поверхностные: папулопустулезные; 
глубокие: индуративные, конглобатные; осложнен-
ные: узловатокистозные, абсцедирующие, флегмоноз-
ные, келоидные, рубцующиеся, осложненные синусо-
выми трактами) [2].

Степень тяжести акне по шкале Leeds учитывает 
поражения акне на лице, спине и груди и классифици-
рует их как воспалительные или невоспалительные. 
Баллы Leeds варьируются от 0 (наименее серьезное 
поражение) до 10 (наиболее серьезное поражение). 
Существуют модифицированные шкалы Leeds, мак-
симальный балл по которым составляет 12 [5, 6]. 
Шкала оценки акне Pillsbury классифицирует степень 
тяжести акне от 1 (наименее тяжелая) до 4 (наиболее  
серьезная) [7, 8].

Терапия акне
Традиционная терапия акне включает местные 

и системные антибиотики, в частности, такие как тет-
рациклины и изотретиноин, а также ретиноиды [1]. 
Использование антибиотиков существенно ограни-
чено ростом антибиотикорезистентности C. acnes, 
а  использование ретиноидов – их серьезными по-
бочными эффектами, связанными с тератогенностью, 
спонтанными абортами, раздражением кожи, хейли-
том, фотосенсибилизацией, артралгией, гипертри-
глицеридемией, воспалительными заболеваниями 
кишечника, панкреатитом и депрессией [3, 9]. Тера-
пия акне весьма продолжительна. По мнению Cunliffe 
и соавт. для полного разрешения акне легкой и сред-
ней степени тяжести необходимо 3–4 года лечения, 
в случае тяжелой степени акне может потребоваться 
8–12 лет. По наблюдениям Cunliffe у 7% пациентов 
с  манифестацией заболевания в подростковом воз-
расте проявления болезни могут продолжаться до 
45–50 лет [10]. При длительном применении антибио-
тиков возможны разнообразные побочные эффекты, 
включая дисбактериоз и повышение вероятности 
заражения оппортунистическими патогенами. Дли-
тельное применение изотретиноина может вызвать 
сухость кожи и слизистых оболочек, повысить уро-
вень липидов в крови, привести к нарушению функ-
ции печени, депрессии и суицидальной наклонности. 
Кроме того, указанный препарат обладает тератоген-
ным действием и не может быть рекомендован у жен-
щин детородного возраста [11]. Местное применение 
указанных препаратов может вызывать раздражение 
кожи. Немаловажно и то, что применение их требует 
соблюдения четкой схемы приема, и в реальной кли-
нической практике часто наблюдается нарушение па-
циентом правил приема. 

Низкая эффективность, побочные эффекты, дли-
тельность антибиотикотерапии и лечения ретиноида-
ми являются предпосылками для поиска новых, безо-
пасных и эффективных способов лечения акне. В этом 
контексте новой тенденцией в лечении акне стано-
вятся различные безопасные и эффективные физио-
терапевтические процедуры. Одним из возможных 
альтернативных методов лечения может выступать 
фотодинамическая терапия (ФДТ) [1, 11]. 

ФДТ в лечении акне
ФДТ применяется при различных опухолевых 

и  предопухолевых патологиях кожи [12 – 14]. По-
казано, что ФДТ безопасна и эффективна при воспа-
лительной и невоспалительной форме акне и может 
значительно улучшить состояние кожи при этом за-
болевании. Более того, поскольку активные формы 
кислорода, вырабатываемые при ФДТ, не имеют ка-
кой-либо конкретной молекулярной мишени, ФДТ 
дает возможность легко обойти лекарственную 
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устойчивость микроорганизмов, что дает преимуще-
ство этой терапии перед лечением антибиотиками. 
Эффективность ФДТ против акне в основном обуслов-
лена уменьшением количества кожного сала, выра-
батываемого сальными железам, за счет снижения их 
активности в результате прямого фотодинамического 
повреждения сальных желез, эрадикацией C. acnes 
и снижением уровня гиперкератоза [1, 15].

Первая редакция Европейских клинических реко-
мендаций по местной ФДТ (2002) содержала инфор-
мацию о возможности применения метода для лече-
ния бородавок и акне, причем как наиболее широко 
используемый препарат для ФДТ была указана 5-ам-
нолевулиновая кислота (5-АЛК). Также рекомендации 
содержали указание на возможность применения для 
ФДТ как когерентных, так и не когерентных источни-
ков света [16]. К 2008 г. [17] методу ФДТ как способу ле-
чения акне, бородавок и кожного лейшманиоза был 
присвоен уровень убедительности и доказательности 
клинических рекомендаций IB (сила рекомендации B, 
качество доказательств I). В последнем издании Евро-
пейских клинических рекомендаций по местной ФДТ 
тяжелая форма акне остается указана как показание 
к ФДТ с уровнем IB [11]. 

Guo и соавт., основываясь на почти 20-летнем 
опыте клинического применения ФДТ для лечения 
тяжелой формы акне, делают вывод, что по сравне-
нию с системной медикаментозной терапией лечение 
тяжелой формы акне методом ФДТ имеет следующие 
преимущества: быстрый результат, высокая эффек-
тивность, высокая селективность, отсутствие систем-
ных побочных реакций и лекарственной устойчиво-
сти, низкая частота рецидивов [1]. Picone и соавт. [18] 
также указывают на то, что несомненным преимуще-
ством ФДТ для лечения акне является отсутствие руб-
цов после лечения.

Интересно, что низкие концентрации фотосенси-
билизатора, короткое время инкубации и низкие све-
товые дозы (около 13 Дж/см2) при облучении синим 
светом обеспечивают кратковременный антимикроб-
ный и иммуномодулирующий эффекты, в то время как 
более высокие световые дозы (до 150 Дж/см2) красно-
го света дополнительно вызывают деструкцию саль-
ных желез. Дополнительным эффектом всех режимов 
ФДТ, приводящим к уменьшению обструкции фолли-
кулов и уменьшению выделения кожного сала, явля-
ется усиление обновления эпидермиса [4].

В последние годы было проведено несколько круп-
ных клинических исследований эффективности и бе-
зопасности ФДТ при лечении акне, с использованием 
5-АЛК и метилового эфира 5-АЛК (МЭ-АЛК). Несмотря 
на то, что сообщений о применении в клинической 
практике производных хлоринов для ФДТ пациентов 
с акне нами найдено не было, исследования in vitro 
и  in vivo с использованием хлоринов также показали 

удовлетворительные результаты [19]. Фталоцианины, 
насколько нам известно, до настоящего времени не 
исследовались для лечения этой кожной патологии.

Нами был проведен поиск опубликованных ре-
зультатов исследований клинической эффективности 
ФДТ у больных акне за последние 10 лет по базе дан-
ных Pubmed. Мы включали в анализ только исследо-
вания, проведенные с участием 10 и более пациентов, 
которым ФДТ проводили в монорежиме с использова-
нием стандартных источников и режимов облучения. 
Отдельные клинические случаи, представляющие ин-
терес, дополнительно описаны ниже. Проведенный 
анализ позволил выявить 9 исследований, в которых 
представлены данные, полученные суммарно при 
лечении 368 пациентов с акне (табл.). В большинстве 
исследований для проведения ФДТ применяли 5% 
5-АЛК в виде аппликации продолжительностью от 1 
до 4 ч. В одном исследовании концентрация 5-АЛК 
была ниже (3,6%). В 3 исследованиях для ФДТ исполь-
зовали МЭ-АЛК в стандартной концентрации 16% или 
в более низкой концентрации (4%). Для облучения 
чаще всего был использован красный свет. Световые 
дозы составляли от 15 до 120 Дж/см2. Во всех иссле-
дованиях было показано общее улучшение течения 
акне после проведения ФДТ. 

Основной задачей в развитии метода ФДТ в обла-
сти лечения акне на данный момент является поиск 
режимов, снижающих болевые ощущения и развитие 
местных реакций в зоне проведения облучения при 
сохранении высокой эффективности лечения, достиг-
нутой в предшествующих исследованиях.

Ряд исследований демонстрирует значительное 
снижение интенсивности болевых ощущений во 
время проведения сеанса облучения, других неже-
лательных явлений с сохранением высокой эффек-
тивности лечения при проведении низкоинтенсив-
ной ФДТ. Так, в исследовании Chen и соавт. [21] ФДТ 
со световой дозой 120 Дж/см2 и плотностью мощно-
сти 10 мВт/см2 вызвала значительные болевые ощу-
щения, жжение, эритему и отек, сохраняющиеся до 
4 сут после ФДТ у 28% пациентов и временную пиг-
ментацию у 12% пациентов. Liu и соавт. [3] сообщи-
ли о развитии нежелательных явлений (умеренные 
болевые ощущения, эритема и отек, сохраняющиеся 
до 5 сут) у 92% пациентов после проведения ФДТ со 
световой дозой 127  Дж/см2 и плотностью мощности 
105 мВт/см2. В исследовании Calzavara-Pinton и соавт. 
[22] световая доза была снижена до 37 Дж/см2 при 
плотности мощности 10 мВт/см2. О значительных бо-
левых ощущениях или других нежелательных явле-
ниях авторы исследования не сообщают. Только у 4% 
пациентов с типом кожи IV на месте лечения образо-
вались участки гиперпигментации. 

Болевые ощущения снижаются и при применении 
5-АЛК и МЭ-АЛК в более низких концентрациях, чем 
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обычно. Dessinioti и соавт. [24] для проведения ФДТ 
использовали крем МЭ-АЛК с концентрацией в 4 раза 
ниже стандартной (4%). Побочные эффекты ограничи-
вались легкой преходящей эритемой в местах лече-
ния и продолжались несколько часов. Отеков, пустул, 
образования корок или стойкой эритемы не наблю-
далось. Пациенты не сообщали о болевых ощущени-
ях. При этом эффективность лечения была довольно 
высокая: непосредственно после проведения 2 кур-
сов ФДТ количество очагов угревой сыпи снизилось 
в среднем на 35% от исходного уровня. 

Многие исследователи отмечают, что примене-
ние для ФДТ акне 5-АЛК в высокой концентрации 
вызывает существенные побочные явления. Pollock 
и соавт. [27] сообщают о применении у 10 пациентов 
с акне 5-АЛК в концентрации 20% с аппликацией 3 ч. 
Несмотря на достаточно щадящий режим облучения 
(15 Дж/см2, 25 мВт/см2) у пациентов наблюдались су-
щественные болевые ощущения во время сеанса 
облучения и  эритема. Эффективность лечения при 
этом была даже ниже, чем при использовании более 
низких концентраций 5-АЛК: после второго курса ле-
чения в зоне облучения наблюдалось статистически 
значимое снижение количества воспалительных оча-
гов угревой сыпи по сравнению с исходным уровнем, 
но не в сравнении с контрольными зонами.  В резуль-
тате проведенного лечения не было получено ста-
тистически значимого снижения количества C. acnes  
или уровня выделения кожного сала. 

Некоторые исследователи рекомендуют сокраще-
ние времени аппликации 5-АЛК как способ снижения 
интенсивности болезненных ощущений при проведе-
нии облучения. Результаты одного недавнего мелко-
масштабного исследования, в котором у пациентов 
с  акне использовали 5% крем 5-АЛК, показали, что 
сокращение времени аппликации с 90 до 30 мин при-
вело к практически полному отсутствию болезненных 
ощущений во время сеанса при сохранении прежней 
эффективности лечения [28]. Китайские дерматологи 
также приводят результаты исследований, демон-
стрирующие, что проведение ФДТ с концентрацией 
5-АЛК 3–5% и более коротким временем аппликации 
(30 мин) может эффективно улучшить состояние при 
вульгарных угрях средней и тяжелой степени с мини-
мальными болевыми ощущениями и другими нежела-
тельными реакциями [29].

Использование вентилятора, охлаждение холод-
ным воздухом и возможные короткие перерывы в ос-
вещении во время ФДТ также могут быть использо-
ваны для уменьшения боли, связанной с лечением. 
Обычно до и после ФДТ можно применять местную 
анестезию [30]. 

Отдельная перспективная область применения 
ФДТ у пациентов с акне – это проведение ФДТ после 
неэффективного лечения заболевания другими мето-

дами, в частности, после обострения заболевания на 
фоне лечения изотретионином. Несмотря на то, что 
широкомасштабных исследований эффективности 
ФДТ у этой группы пациентов не проводилось, в лите-
ратуре описано несколько интересных клинических 
случаев. Liu J. и соавт. [31] сообщают об успешном 
лечении пациента с обострением акне после ле- 
чения изотретионином. Обострение акне развива-
ется у небольшой части пациентов в начале перо-
рального приема изотретиноина. Клинически это 
обычно проявляется болезненными, изъязвленными 
и геморрагическими поражениями. Традиционной 
терапией в  данном случае является прием внутрь 
кортикостероидов. Но у отдельных пациентов такая 
терапия также может сопровождаться побочными 
эффектами, такими как нарушение обмена веществ, 
угнетение иммунной функции и другими нежелатель-
ными явлениями. Авторы сообщают о молодом муж-
чине с обострением акне после приема изотретинои-
на, которого лечили ФДТ (2-часовая аппликация 5% 
5-АЛК, облучение 633±6 мм, 42 мВт/см2, 75,6 Дж/см2, 
7 курсов). Результат лечения был оценен как полное 
очищение кожи с отличным косметическим резуль-
татом. Picone и соавт. [18] сообщают о другом случае 
успешного излечения обострения акне на фоне прие-
ма изотретионина. ФДТ проводили пациенту с язвен-
ными и геморрагическими поражениями от угревой 
сыпи на лице и туловище с обострением заболевания 
после начала лечения изотретионином, не реагирую-
щим на системный прием преднизолона в сочетании 
с местным применением клиндамицина и дезинфици-
рующих средств. Пациенту были проведены 6 курсов 
ФДТ с МЭ-АЛК (аппликация 16% мази) с облучением 
красным светом (630 нм, световая доза 39 Дж/см2). 
При 6-месячном наблюдении у пациента не было об-
наружено активных поражений, только рубцы, при 
этом во время и после каждого сеанса лечения не со-
общалось ни о каких побочных эффектах.

Заключение
В последние годы активно развивается метод ле-

чения акне – ФДТ, демонстрирующий высокую эффек-
тивность и удовлетворительный профиль безопас-
ности. Для ФДТ акне применяют 5-АЛК и МЭ-АЛК. Оба 
препарата показывают высокую эффективность в от-
ношении как воспалительных, так и не воспалитель-
ных поражений при легкой, средней и тяжелой фор-
мах акне, а также после неэффективного лечения акне 
другими методами, в частности, после обострения за-
болевания на фоне лечения изотретионином. Основ-
ным направлением развития ФДТ больных акне явля-
ется поиск и отработка схем низкоинтенсивной ФДТ 
с целью минимизации болевых ощущений и местных 
реакций на облучение.
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