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Приведены результаты исследований в опытах in vitro и in vivo эффективности повреждения опухолевых тка­
ней  при фотодинамической  терапии  с  фотосенсибилизатором  на  основе  индотрикарбоцианинового  красителя 
с использованием излучения полупроводникового лазера с длиной волны 740 нм или светодиода с максимумом 
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на 780 нм. Установлено, что при воздействии квантами света с разной энергией на фотосенсибилизатор в клетках 
HeLa и при условии поглощения им одинакового количества фотонов в единицу времени доля погибших раковых 
клеток для обоих случаев одинакова. В экспериментах на лабораторных животных in vivo для штамма опухолей 
(саркома М­1)  показано,  что  при  увеличении  длины  волны фотовоздействия  с  740  до  780  нм  и  поддержании 
одинакового числа поглощенных квантов света в единицу времени в единице объема опухолей глубина их по­
вреждения возрастает в 1,5 раза. Наблюдаемые изменения связаны как с различием в пропускании тканей in vivo 
при увеличении длины волны использованного светового излучения,  так и  с ростом локальной концентрации 
кислорода вследствие фотодиссоциации оксигемоглобина.

Ключевые слова: фотосенсибилизатор; опухолевые ткани; фотодинамическая терапия; некроз; излучение ла­
зера; светодиод; линзовый растр.
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Comparative studies of the effectiveness of photodynamic therapy during the experiments in vitro and in vivo have 
been performed when using radiation of a semiconductor laser with the wavelength 740 nm and of a light­emitting diode 
with the wavelength 780 nm. It has been established that the percentage of dead cancer cells is the same when the photo­
sensitizer in HeLa cells is subjected to the photoeffect of light quanta with different energies and when absorption of the 
identical numbers of photons per unit time by the photosensitizer is ensured. In the experiments with laboratory animals 
in vivo for a strain of  M­1 sarcoma tumors it has been established that, due to an increase in the photoexposure wavelength 
from 740 to 780 nm and owing to the maintained the same numbers of absorbed light quanta per unit time per unit volume 
of the tumors, a depth of their damage increased by a factor of 1.5. The observed changes are associated both with the 
differences in the transmission of tissues in vivo as the wavelength of light radiation increases and with the growing local 
oxygen concentration due to the photodissociation of oxyhemoglobin. 

Key words: photosensitizer; tumor tissues; photodynamic therapy; necrosis.

Введение
Эффективность  фотодинамической  терапии  (ФДТ)  злокачественных  опухолей  в  первую  очередь 

определяется применяемым фотосенсибилизатором [1– 4], а также зависит от условий и характеристик 
аппаратных средств фотовоздействия [5]. Как правило, в качестве источника света используется лазер­
ное излучение с длиной волны в области максимума полосы поглощения фотосенсибилизатора. Вместе 
с тем появились светодиоды, с помощью которых в опухолевых тканях можно обеспечивать сравнимую 
с лазерами плотность мощности излучения. Для поверхностных локализаций опухолей такие источни­
ки света обладают преимуществами по сравнению с лазерами в силу значительно меньшей стоимости. 
В то же время при разработке аппаратуры и регламента ее использования в клинической практике не­
обходимо сопоставление эффективности процесса ФДТ для различных применяемых источников.

Объекты и методика эксперимента
Проведено сравнение влияния параметров лазерного и светодиодного источников света на эффек­

тивность фототерапии злокачественных опухолей у подопытных животных. Использовался полупро­
водниковый лазер с длиной волны излучения 740 нм и максимальной мощностью 1 Вт и светодиод 
с длиной волны в максимуме полосы испускания 780 нм и световой мощностью до 1 Вт. В качестве 
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фотосенсибилизатора применялся водорастворимый, обладающий высокой биосовместимостью индо­
трикарбоцианиновый краситель [6; 7]. В экспериментах in vivo эффективность фотохимиотерапевти­
ческого действия красителя оценивалась по  глубине некроза  солидных опухолей лабораторных жи­
вотных. При  расчете  эффективной поглощенной  световой дозы учитывалось поглощение  красителя 
в модельных средах, в частности в клетках HeLa. Для регистрации распределения интенсивности по 
сечению пучка излучения применялась камера компании ORMINS (Беларусь). 

Исследования проводили на монослое опухолевых клеток HeLa (плоскоклеточный рак шейки мат­
ки человека), который выращен в питательной среде 199 с добавлением 10 % сыворотки крови телят 
и 100 мг/мл канамицина. По завершении фотооблучения флаконы выдерживали 20 ч в термостате при 
37 °С в темноте. Затем монослой обрабатывали 0,02 % раствором Версена и проводили подсчет коли­
чества клеток с помощью камеры Горяева. Долю живых клеток в опытных группах определяли по от­
ношению к контролю. На каждую точку использовали по 3 флакона с клетками.

В  качестве  экспериментальных модельных  систем  in vivo  использованы  солидные перевиваемые 
опухоли белых беспородных крыс – саркома М­1 (Са М­1). Исследования проводили спустя 9 –10 сут 
после перевивки Са М­1. В каждой контрольной и опытной группе было не менее 5 крыс. Для оценки 
глубины некрозов в опухолях через 24 ч после сеанса ФДТ крысам внутривенно вводился 0,6 % рас­
твор синьки Эванса (1 мл/100 г массы тела животного). Затем через 2 ч животные были выведены из 
эксперимента  с  использованием  общепринятых методов  эвтаназии  (хлороформ),  опухоли иссечены, 
фиксированы в 10 % растворе формалина в течение 2 ч и заморожены. После этого сделаны гисто­
топографические срезы опухолей (2 мм толщиной по диаметру опухоли) с последующей фиксацией их 
изображений с помощью фотокамеры.

Мощность падающего на образцы света определялась с помощью измерителя LM­2. Спектры по­
глощения  регистрировались  спектрофотометром PV 1251А фирмы Solar (Беларусь). Спектры флуо­
ресценции красителя  in vivo  регистрировались с применением спектрометрического комплекса, раз­
работанного в Институте прикладных физических проблем имени А. Н. Севченко БГУ [8; 9]. Подвод 
возбуждающего излучения (l = 683 нм) к образцу и сбор света флуоресценции в спектрометрическом 
комплексе осуществлялись посредством световода. 

Результаты и их обсуждение
Сравнение  эффективности фотохимиотерапии при использовании источников  света  с  различным 

спектральным составом следует проводить с учетом того, что степень повреждения клеток в значитель­
ной мере зависит от плотности мощности падающего света [10 –13]. Следует учитывать, что в основе 
ФДТ лежат фотохимические реакции, скорость протекания которых зависит как от свойств фотосен­
сибилизатора, параметров светового излучения, так и от наличия в среде кислорода [14]. Последнее 
обстоятельство связано с потреблением кислорода во время сеанса ФДТ, что приводит к  значитель­
ному  уменьшению  уровня  оксигенации  опухолевых  тканей  при  использовании  достаточно  высокой 
плотности  мощности  светового  потока  и,  соответственно,  уменьшению  эффективности  их  повреж­
дения [14; 15]. Поэтому фотоповреждение опухолевых клеток при световом воздействии излучением 
с длиной волны 740 и 780 нм необходимо проводить при выполнении ряда условий.

Для создания одинаковой скорости расхода кислорода и красителя в процессе фотовоздействия для 
каждой из использованных длин волн излучения обеспечивалось одинаковое количество поглощенных 
фотосенсибилизатором квантов света в единицу времени в биологических структурах. Это достигалось 
путем выбора плотности мощности падающего на образец света для каждой длины волны. Соотно­
шение этих величин определялось путем анализа спектра пропускания Т полиметинового красителя 
в клетках HeLa (рис. 1), так как величина (1 – Т ) пропорциональна количеству поглощенных фотосен­
сибилизатором фотонов. Поэтому для обеспечения условия поглощения фотосенсибилизатором оди­
накового количества квантов света в единицу времени при использовании для фотовоздействия света 
разных источников (с длиной волны 740 или 780 нм) отношение плотности мощности одного источни­
ка света к плотности мощности другого выбиралось равным обратной величине соотношения значений 
(1 – Т ) для двух соответствующих длин волн. Установлено, что для обеспечения одинакового числа по­
глощенных фотосенсибилизатором квантов света в единицу времени для указанных источников плот­
ность мощности излучения на 780 нм должна быть больше в 2,3 раза по сравнению с излучением на 
740 нм (с учетом различий энергии фотонов для использованных источников света). 

Фотовоздействие осуществлялось в течение одинакового времени для каждого источника света. Ос­
нованием для использования спектра поглощения красителя в клетках HeLa при определении коэффи­
циента для фотовоздействия в тканях  in vivo является то, что спектры флуоресценции фотосенсиби­
лизатора в клеточной культуре HeLa и в тканях in vivo совпадают по положению и форме (см. рис. 1). 
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При этом следует учитывать, что в спектральном диапазоне, соответствующем полосе флуоресценции 
исследованного красителя, коэффициент рассеяния биотканей принимает практически постоянное значе­
ние [16], следовательно, не может оказывать существенного влияния на положение и форму его спектра. 

В то же время значительное влияние на спектрально­люминесцентные характеристики исследован­
ного класса соединений оказывает полярность среды [11]. Поэтому наблюдаемое совпадение спектров 
флуоресценции фотосенсибилизатора in vivo и in vitro, обусловленное одинаковым микроокружением 
молекул в этих системах, дает основание предположить идентичность в них и спектров поглощения.

В результате проведения экспериментальных исследований in vitro установлено, что при указанных 
условиях фотовоздействия доля погибших клеток HeLa для  обоих использованных источников  све­
та практически одинакова. Оптическая плотность суспензии клеток HeLa, содержащей порядка 2 ⋅ 106 
клеток в 1 см3, не превышает D < 0,006 в спектральном диапазоне 600 – 900 нм, т. е. без фотосенси­
билизатора  в  клетках практически отсутствует поглощение. При  этом клеточная культура оказалась 
средой, в которой пропускание в спектральной области источников света (740 и 780 нм) имеет оди­
наковое значение. Следовательно, для прозрачной биологической среды отсутствуют какие­либо раз­
личия в активности фотосенсибилизатора при воздействии излучением в пределах основной полосы 
его поглощения. В сеансах фотохимиотерапии на перевиваемых опухолях экспериментальных живот­
ных использовалось такое же соотношение величин плотности мощности падающего излучения при 
применении этих же источников света. Установлено, что средняя глубина повреждения перевиваемых 
опухолей Са М­1 крыс при воздействии светом с длиной волны 780 нм в 1,5 раза больше по сравнению 
с воздействием излучением с длиной волны 740 нм, т. е. при фотовоздействии в указанном спектральном 
диапазоне наблюдается рост глубины повреждения опухолевых тканей с увеличением длины волны ис­
пользованного источника излучения. Коэффициенты поглощения биоткани на длинах волн 780 и 740 нм 
имеют достаточно близкие значения [17–19], вместе с тем наблюдаются существенные (до полутора раз) 
различия в глубине некроза при фотовоздействии источниками света с длинами волн 780 и 740 нм. 

Проведено исследование влияния однородности пучка падающего на образец света по сечению пуч­
ка на степень и эффективность повреждения опухолевых тканей в результате ФДТ. Для этого с по мощью 
камеры  (ORMINS)  регистрировалось  распределение  интенсивности излучения  по  сечению пучка  на 
разных расстояниях от лазера. Оказалось, что распределение излучения по сечению светового пучка 
полупроводникового лазера (l = 740 нм) является в значительной степени неоднородным (рис. 2, а), 
в  различных  точках  сечения  освещенность  различалась  на  1–2  порядка. Отклонение  огибающей  от 
средней по 10 точкам достигало 55 %, среднее квадратичное отклонение составляло 18 %. Такая вы­
сокая неоднородность лазерного пучка может привести к неравномерному фотовоздействию во время 
сеанса ФДТ и, как следствие, – к фрагментарному повреждению опухоли.

Рис. 1. Спектр поглощения (1) и флуоресценции (2, 3) фотосенсибилизатора  
в клетках HeLa (1, 3), in vivo с учетом влияния поглощения биоткани (2)
Fig. 1. Absorption (1) and fluorescence (2, 3) spectrum of the photosensitizer  
in cells HeLa (1, 3), in vivo in view of impact absorption biological tissue (2)
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Для повышения однородности на выходе из лазера устанавливался рассеиватель излучения. Наи­
более эффективным оказался апериодический линзовый растр. Растровые компоненты, как правило, 
используются  для  получения  требуемого  распределения  света  и  равномерного  освещения  объектов 
в  системах лазерной обработки,  осветительном оборудовании, микроскопах, медтехнике,  в  качестве 
проекционных экранов в устройствах визуального наблюдения [20; 21]. Снимки поверхности рассеива­
теля, сделанные при использовании микрообъективов с 10­кратным увеличением, приведены на рис. 3. 
Поверхность такого рассеивателя представляет собой массив из плоско­выпуклых собирающих линз 
неправильной формы. Размер линз варьируется в интервале 20–160 мкм, за счет чего достигается вы­
равнивание освещенности по сечению пучка и на поверхности образца. При этом светораспределение 
в силу высокой контрастности освещающих пучков имеет вид, подобный светораспределению в спектре 
Фраунгофера дифракционной решетки, сглаженный за счет конечных размеров источника света. Огибаю­
щая светораспределения в идеальном случае должна иметь вид трапеции.

Использование  линзового  растра позволило  уменьшить перепады интенсивности  соседних  точек 
в сечении пучка более чем в 5 раз, т. е. существенно снизить разброс интенсивности по сечению. Так, 
отношение интенсивности наиболее освещенных областей к интенсивности наименее освещенных не 
превышало 1,6, отклонение огибающей от средней не превосходило 27 %, а среднее квадратичное от­
клонение уменьшилось до 8 %.

При применении  такого  рассеивателя  результативность  сеансов фотохимиотерапевтического  воз­
действия заметно улучшилась. Так, в случае одинаковой экспозиционной дозы света 200 Дж/см2 и сред­
ней плотности мощности 150 мВт/см2 при проведении сеанса ФДТ с использованием лазера с установ­
ленным рассеивателем получены некрозы с глубиной повреждения до 2 см, а без рассеивателя – только 
5 мм (рис. 2, б ). 

Используемый в работе светодиодный источник без дополнительных оптических устройств обла­
дает  относительно  однородным распределением излучения  по  сечению пучка. Установка  апериоди­
ческого линзового растра на выходе светодиодного источника снизила отклонение от огибающей, при 
этом профиль излучения имеет достаточно гладкую колоколообразную форму (рис. 4).

В результате проведения сеанса фотохимиотерапии с такой же, как для лазера (l = 780 нм), эффек­
тивной экспозиционной дозой света 200 Дж/см2 и средней плотностью мощности 150 мВт/см2 по всей 
площади  засветки  опухолевых  узлов  некрозы  тканей  были  сплошными,  площадь  некроза  опухолей 
составила 76 – 89 % (см. рис. 4). 

Наиболее значительным фактором повышения эффективности повреждения опухолевых тканей с уве­
личением длины волны фотовоздействия представляется увеличение выхода в ткани свободного кислоро­
да вследствие фотодиссоциации молекул оксигемоглобина крови [22]. При выполнении условия поглоще­
ния фотосенсибилизатором в единичном объеме опухоли одинакового числа фотонов в единицу времени 
для источника света с длиной волны 780 нм реально падающая доза света была выше, чем для 740 нм. Это 

Рис. 3. Поверхность апериодического линзового растра  
при 10­кратном увеличении

Fig. 3. Image of the aperiodic lens raster  
surface at tenfold magnification
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вызывает нагрев тканей и приводит к увеличению скорости кровотока, что способствует более быстрому 
подходу новых порций сенсибилизатора к облучаемому участку опухоли и может повлиять на величину 
повреждения. Таким образом, все указанные факторы повышают эффективность ФДТ.

Заключение
На основании проведенных сравнительных исследований эффективности ФДТ при использовании для 

облучения полупроводникового лазера с длиной волны 740 нм и светодиода с длиной волны в максимуме 
излучения 780 нм установлено, что, несмотря на близкие по величине коэффициенты пропус кания био­
ткани на указанных длинах волн, глубина некроза для светодиодного источника примерно в 1,5 раза боль­
ше. Предполагается, что различия в глубине повреждения опухолей при фотовоздействии источниками 
с разной длиной волны света определяются не только отличиями в пропускании тканей, но и возможной 
неодинаковой эффективностью фотодиссоциации молекул гемоглобина в кровеносных сосудах.
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