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Введение
В настоящее время метод фотодинамической терапии 

(ФДТ) активно применяется в различных областях ме-
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В основе фотодинамического и светокислородного эффектов в биосистемах лежит генерация молекулярного синглетного 
кислорода. Различия в их проявлении связаны, прежде всего, с локализацией генерируемого синглетного кислорода в мик-
роструктуре биологических объектов. Особенности их проявления определяют различие в областях практического приме-
нения изучаемых эффектов. Цель работы. Выявление субмикроскопических различий в лейкоцитах при действии лазерного 
излучения в полосе поглощения кислорода и при ФДЭ. Материалы и методы. Из полученной венопункцией донорской крови 
по стандартной методике выделяли лимфо-лейкомассу, эпиквоты которой по 0,5 мл подвергали облучению в кварцевой 
кювете излучением лазера 1264 нм (светокислородный эффект – СКЭ). Вторую серию образцов облучали излучением 405 нм 
(полоса Соре) в присутствии фотосенсибилизатора (ФС) хлорина Е6 (фотодинамический эффект – ФДЭ). Использовались 
различные параметры облучения. Суспензию лейкоцитов подготавливали для микроскопии по стандартной методике для 
клеток крови. Полутонкие срезы просматривали под световым бинокулярным микроскопом DLMB с цифровой камерой и 
анализатором изображения фирмы Leica. Ультратонкие срезы просматривали в трансмиссионном электронном микроскопе 
Libra 120 фирмы Karl Zeiss. Результаты. При большом увеличении (600–1000) микроскопа можно констатировать, что при 
разных режимах эксперимента наблюдаются морфологические изменения и гранулоцитов и агранулоцитов. При лазерном 
воздействии 1264 нм с максимальной экспозиционной дозой облучения (90 Дж/см2) наблюдаются изменения в моноцитах и 
лимфоцитах, заключающиеся в частичной отслойке плазмалеммы или ее отстраненность от основной цитоплазмы. В грану-
лоцитах имеются участки цитоплазмы, лишенные органелл, что свидетельствует о воздействии именно на перераспределение 
ядер и остальных компонентов цитоплазмы гранулоцитов. С уменьшением дозы облучения в образцах изменений наблюдается 
значительно меньше, что свидетельствует об их дозовой зависимости. При облучении в полосе Соре с ФС и экспозиционной 
дозой облучения (100 Дж/см2) наблюдаются изменения, которые характеризуются в гранулоцитах везикуляцией цитоплаз-
мы, а в агранулоцитах клетки имеют больший объем, что свидетельствует о повреждении клеточной мембраны и начале 
осмотического набухания. Заключение. Данные при электронномикроскопическом исследовании в различных клеточных 
популяциях свидетельствуют о разных изменениях ядерно-цитоплазматических взаимоотношений при различных парамет-
рах облучения. Эти различия обуславливают преимущественные области практического использования СКЭ и ФДЭ, что 
является предпосылкой для продолжения исследований в данном направлении. Ключевые слова: фотодинамический эффект, 
светокислородный эффект, низкоэнергетическое лазерное излучение, синглетный кислород, электронная микроскопия, клетки крови.

Photodynamic and light-oxygen effects in biosystems are caused by molecular singlet oxygen production. The difference in their 
manifestations is associated, fi rst of all, with the place where singlet oxygen is generated in the microstructure of biological objects. 
Peculiarities of their effects determine area of their application. Objective. To fi nd out submicroscopic differences in leukocytes which 
are treated by laser light in the oxygen absorption band and under photodynamic effect (PDE). Materials and methods. Lympho-leuko 
mass was extracted from donor blood taken at a venipuncture using the standard procedure. Its 0.5 ml epiquots were irradiated in 
a quartz cuvette with 1 264 nm laser radiation (light-oxygen effect – LOE). The second series of samples was irradiated with 405 nm 
radiation (Soret band) in the presence of chlorine E6 photosensitizer (photodynamic effect – PDE). Various irradiation parameters 
were used. Leukocyte suspension was prepared for microscopy by the standard technique for blood cells. Semi-thin slices were 
examined with DLMB light binocular microscope having a digital camera and image analyzer made by the Leica fi rm. Ultra-thin 
sections were examined by transmission electron microscope Libra 120 (Karl Zeiss fi rm). Results. In large magnifi cation (600–1000) 
of the microscope, morphological changes in both granulocytes and agranulocytes were observed under different experimental 
regimes. When laser exposure is 1 264 nm and maximal exposure dosage – 90 J/cm2, changes in monocytes and lymphocytes look 
like a partial detachment of plasmalemma or its detachment from the main cytoplasm. In granulocytes, there are cytoplasma areas 
having no organelles what indicates that the impact was right at the redistribution of nuclei and other components of granulocyte 
cytoplasm. With irradiation dosage decreasing, changes in samples become less; it shows their dose-dependent character. If irradiation 
takes place in the Soret band with photosensitizer and exposure dose 100 J/cm2, changes observed in granulocytes show cytoplasmic 
vesiculation, while agranulocytes cells have a larger volume what indicates injuries to cell membranes and the onset of osmotic swell-
ing. Conclusion. The data obtained in different cell populations under electron microscopy examination indicate different changes in 
nuclear-cytoplasmic relationships under different irradiation parameters. These differences predetermine more precise points for 
better practical application of LOE and PDE effects. At the same time, the obtained data can be prerequisite for future researches in 
this direction. Keywords: photodynamic effect, light-oxygen effect, low-level laser radiation, singlet oxygen, electron microscopy, blood cells.

дицины при лечении ряда заболеваний [18, 21, 22, 24]. 
Как известно, фотодинамический эффект (ФДЭ) возни-
кает при переносе энергии от возбужденных молекул 
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фотосенсибилизатора (ФС) на молекулы кислорода с 
переводом их в высокореактивное синглетное состояние. 
В дальнейшем в клетках развивается цепь более или 
менее однотипных реакций, связанных с активными фор-
мами кислорода. В клинической практике применяется 
целый ряд ФС как природного происхождения, так и 
синтезированных (фталоцианины). В основном это про-
изводные гематопорфирина («животные порфирины»), 
хлорины (производные хлорофилла, «растительные 
порфирины»), бактериохлорины (производные пурпу-
ринов, являющихся аналогами хлорофилла у почвенных 
бактерий). Последние поглощают световое излучение и 
в ближнем инфракрасном диапазоне в отличие от пре-
дыдущих соединений, «работающих» в основном в ви-
димом диапазоне спектра. По химической структуре все 
они относятся к тетрапирролам и имеют несколько полос 
поглощения. В онкологической практике, как правило, 
используются ФС, имеющие более длинноволновую по-
лосу поглощения, так как излучение в этом диапазоне 
глубже проникает в биологические ткани.

Помимо тетрапирролов используются или плани-
руются к использованию фталоцианины, фуллерены, 
наночастицы пористого кремния и т. д. Применяются 
также так называемые «антенные» соединения, напри-
мер, фикоцианины, которые сами не являясь ФС, погло-
щают квант световой энергии и передают ее на ФС, но 
спектр их поглощения отличается от спектра поглощения 
ФС. Активно используется, в основном в дерматологии, 
5-аминолевулиновая кислота, являющаяся стимулято-
ром накопления эндогенных порфиринов (протопорфи-
рин IX) [6]. ФДЭ оказывает антимикробное, антиви-
русное, иммуномодулирующее действие, стимулирует 
неоваскуляризацию тканей, что наблюдается и при так 
называемом «светокислородном эффекте» (СКЭ) [8], и 
за счет обратимого нарушения целостности клеточных 
мембран способствует проникновению в клетки лекарс-
твенных препаратов [2, 6, 11, 13, 14, 16, 17]. При ФДТ 
используются три компонента: ФС, свет с длиной волны 
в полосе поглощения ФС и молекулярный кислород, 
присутствующий во всех тканях и органах.

В конце 80-х годов прошлого века российскими 
учеными была высказана гипотеза о возможности ге-
нерации синглетного кислорода светом в биосистемах 
и без сенсибилизации [1, 7, 19]. Для этого необходимо 
узкополосное (квазимонохроматическое) излучение в 
определенных спектральных интервалах видимого и 
ближнего ИК-диапазона, соответствующих полосам по-
глощения растворенного в водной среде молекулярного 
кислорода. В цикле систематических исследований на 
эритроцитах человека [4, 5, 12, 19] и растворах альбу-
мина [3, 9, 26] были сняты «спектры действия», кото-
рые были идентифицированы как кислородные полосы 
поглощения с максимумами при 587, 639, 762, 1264 нм. 
Из сравнения этих спектров следует, что биологические 
эффекты (изменение упругости мембраны эритроцитов) 
обусловлены прямой фотогенерацией синглетного кис-
лорода, причем наиболее эффективным является излу-
чение в полосе 1264–1270 нм. Последующие измерения 
спектров действия в экспериментально-клинических 
исследованиях in vivo в полосах поглощения 587 нм и 

639 нм подтвердили правильность полученных in vitro 
результатов [10, 20, 23].

Акцептором фотонов, запускающим наблюдаемые 
биологические эффекты во всех исследованных спект-
ральных участках видимого и ближнего ИК-диапазона, 
является молекула кислорода. Присутствуя во всех жи-
вых биосистемах, кислород является неспецифическим 
первичным фотоакцептором, чем можно объяснить уди-
вительную широту терапевтических эффектов низко-
энергетического лазерного излучения. Явление, назван-
ное светокислородным эффектом (СКЭ) [8], представля-
ет собой один из основных однозначно установленных 
механизмов низкоэнергетической лазерной терапии.

Таким образом, СКЭ – управляемое воздействие 
на биологические структуры в основном на клеточном 
уровне за счет генерации синглетного кислорода при 
действии излучения внутри полос поглощения молеку-
лярного кислорода:

Основанные на СКЭ методы лечения составляют но-
вое направление – светокислородную терапию (СКТ). 
Сравнение СКЭ (двухкомпонентного) и ФДЭ (трехком-
понентного) показывает, что в обоих эффектах первич-
ным биологически активным агентом является синглет-
ный кислород 1О2 (1∆g).

Очевидная аналогия в протекании ФДЭ и СКЭ – с 
общим биологически активным агентом является синг-
летный кислород 1О2 – предполагает зависимость этих 
эффектов от концентрации О2 в среде, что и было про-
демонстрировано в серии экспериментов [8].

Поэтому большой интерес представляет выявление 
морфологических различий на клеточном и субклеточ-
ном уровнях при действии лазерного излучения в полосе 
поглощения кислорода и при ФДЭ. Как модель для эк-
спериментов нами были выбраны клетки белой крови.

Цель работы
Выявление субмикроскопических различий в лей-

коцитах при действии лазерного излучения в полосе 
поглощения кислорода и при ФДЭ.

Материалы и методы
Забор донорской крови производился из локтевой 

вены в количестве 5 мл в пробирки с раствором гепарина. 
Из забранной крови по стандартной методике выделяли 
лимфо-лейкоцитарную массу с использованием фикола с 
помощью центрифугирования. Количест во отмытых кле-
ток подсчитывали в камере Горяева. Эпиквоты лимфо-
лейкоцитарной массы по 0,5 мл подвергали облучению 
в кварцевой кювете излучением экспериментального 
лазера «Супер Сэб» (разработка ООО «Новые Хирур-
гические Технологии», Россия) 1264 нм плотностью 
мощности 0,25 Вт/см2 с экспозиционной дозой от 90 до 



31

Оригинальные исследованияЛазерная медицина. – 2018. – Т. 22, вып. 2

15 Дж/см2 (рис. 1). Для исключения возможного терми-
ческого эффекта проводился контроль температуры; при 
базовой температуре 22 °С изменения не более +1,5 °С). 
На вторую серию образцов воздействовали излучением 
компактного полупроводникового лазера (разработка 
НТЦ ВОУ, Россия) 405 нм, попадающим в полосу Соре 
ФС, с плотностью мощности 0,3 Вт/см2 в стеклянных 
пробирках в присутствии ФС хлорина Е6 с концентра-
цией 0,3 мкг/мл и такой же экспозиционной дозой от 15 
до 90 Дж/см2.

Суспензию лейкоцитов проводили по стандартной 
методике для электронной микроскопии (ТЭМ): пре-
фиксировали в смеси 2,5% глутарового альдегида и 
4% формальдегида на фосфатном буфере, промывали в 
фиксаторе и фиксировали в 1% растворе четырехокиси 
осмия, проводку делали в ацетонах возрастающей кре-
пости и заливали в смесь эпона с аралдитом. Полутонкие 
и ультратонкие срезы готовили на ультратоме LKB (Шве-
ция) и просматривали в световом микроскопе DLMB с 
цифровой камерой и анализатором изображения фирмы 
Leica и на электронном микроскопе Libra 120 фирмы 
Karl Zeiss (ТЭМ).

Результаты
Анализ просмотра полутонких срезов (ПТС) показал, 

что суспензия содержит в основном лейкоциты. При 
большом увеличении (600–1000) светового микроскопа 
можно констатировать, что при разных режимах экспе-
римента наблюдаются морфологические изменения и 
гранулоцитов и агранулоцитов. При лазерном воздейст-
вии (1264 нм, 90 Дж/см2) препараты ПТС выявили наи-
более заметные изменения в гранулоцитах, которые и 
имеют более весомый объем по сравнению с агрануло-
цитами. Особенно это заметно при изучении мембран 
нейтрофилов, которые имеют значительные поврежде-
ния целостности некоторых клеток, а в отдельных – от-
слоение пограничной мембраны с пузыреобразованием 
в основной части цитоплазмы (рис. 2, а–г). Лимфоциты и 
моноциты подобных изменений не имеют, однако можно 
констатировать, что их доля в общей картине препаратов 
наблюдается в меньшем объеме. При ТЭМ регистриру-
ются ультраструктурные изменения не только в погра-
ничных мембранах, но и в органеллах цитоплазмы и оте-

ке гиалоплазмы; везикуляция цитоплазмы встречается не 
только в пограничных участках, но и по всей цитоплазме 
(рис. 2, б, в стрелки). Лимфоциты и моноциты характе-
ризуются малой структурированностью цитоплазмы: 
крупные ядра занимают большую площадь цитоплазмы; 
органеллы скудны, из них выделяются гиперосмиро-
ванные митохондрии и отдельные спавшиеся цистерны 
гранулярной эндоплазматической сети (ГЭПС), но много 
свободных моно- и полисом (рис. 2, в стрелки).

В гранулоцитах имеются участки цитоплазмы, ли-
шенные органелл, что свидетельствует о воздействии 
на перераспределение ядер и остальных компонентов 
цитоплазмы гранулоцитов (рис. 2, г). Везикуляция и ва-
куолизация цитоплазмы отдельных клеток, в основном 
нейтрофилов и отдельных базофилов и эозинофилов, 
связаны с изменениями в системе эндоплазматиче-
ской сети с ее дегрануляцией. В образцах с дозой 45 и 
15 Дж/см2 – изменений наблюдается значительно мень-
ше, что свидетельствует об их дозовой зависимости. При 
электронномикроскопическом исследовании в различ-
ных клеточных популяциях лейкоцитов наблюдаются 
изменения, свидетельствующие о разных изменениях 
ядерно-цитоплазматических взаимоотношений при 
альтернативных параметрах облучения, что является 
предпосылкой для продолжения исследований в данном 
направлении.

При лазерном воздействии (405 нм, 90 Дж/см2) с 
ФС препараты ПТС выявили изменения, характерные 
для предыдущего эксперимента, но в меньшем объеме, 
также имеющие и другие параметры изменений мета-
болических функций клеток, в основном гранулоцитов 
(рис. 3, а–г). Лимфоциты и моноциты подобных изме-
нений не имеют, однако в них встречаются фагосомы, 
цитофагосомы и цитолизофагосомы.

Гранулоциты разнятся по своей ультраструктуре: на-
иболее уязвимыми из них являются базофилы (рис. 3, б, 
г); в них наблюдаются значительные изменения в ядрах; 
везикуляция и вакуолизация цитоплазмы, полиморфизм 
гранул; редукция ГЭПС и элементов комплекса Гольджи 
(кГ), а также наличие элементов фагоцитоза. В нейтро-
фильных лейкоцитах наблюдается везикуляция цито-
плазмы и полиморфизм гранул, фрагментация ГЭПС и 
готовность к апоптозу.

Рис. 1. Комплект лазерный «Супер Сэб»
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Во всех гранулоцитах наблюдается фрагментация 
ядер, изменение их конфигураций, склонность к апопто-
зу и выбросу ядрышек из ядер. Количество эозинофилов 
резко уменьшено. Таким образом, можно констатиро-
вать, что при данном лазерном воздействии наблюдаются 
ультраструктурные изменения, свидетельствующие о 
метаболических перестройках в системе белой крови 
со значительными нарушениями проницаемости мем-
бран как агранулоцитов, так и гранулоцитов. Наиболее 
серьезные субмикроскопические изменения касаются 
базофилов и нейтрофилов, в меньшей – лимфоцитов и 
моноцитов. Однако наблюдаемое в данном эксперименте 
явление сближения лейкоцитов при помощи цитоплаз-
матических отростков характерно как для гранулоцитов, 
так и агранулоцитов (рис. 3, в, г). О нарушении про-
ницаемости мембран можно судить по везикуляции и 
вакуолизации цитоплазмы клеток в различных локусах 

а

в

б

г

Рис. 2. Суспензия лейкоцитов. Лазерное воздействие 1264 нм: а – агранулоциты и гранулоциты. Участки гранулоцитов с изменениями в 
мембранах нейтрофилов, 700; б – группа гранулоцитов, выпячивание пограничной мембраны с элементами «пузыреобразования», 7000; в – 
везикуляция цитоплазмы и контакт мелких везикул с гранулами и моно- и полисомами в нейтрофиле, 20 000; г – наблюдаются значительные 
изменения в ядрах, изменение их конфигурации с признаками фрагментации, перераспределения эу- и гетерохроматина; полиморфизм гранул 
в нейтрофиле, 10 000

околопограничных и в парануклеарной зонах, а также 
по всей цитоплазме лейкоцитов. Метаболические пере-
стройки характеризуются редукцией ГЭПС и элементов 
кГ и одновременно усилением белковой готовности под-
держания клетки в виде большого количества моно- и 
полисом, вырабатывающих достаточное количество но-
вых молекул протеинов.

При облучении в полосе Соре с ФС наблюдаются зна-
чительно менее выраженные изменения, которые харак-
теризуются в гранулоцитах везикуляцией цитоплазмы, 
а в агранулоцитах – клетки имеют больший объем, что 
свидетельствует о повреждении клеточной мембраны и 
начале осмотического набухания. Эта готовность под-
держивается и полиморфизмом гранул гранулоцитов. 
Изменения ядерно-цитоплазматических взаимоотноше-
ний и ультраструктуры самих ядер и парануклеарной 
зоны свидетельствуют о небезразличии генетической 
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Рис. 3. Суспензия лейк оцитов. Лазерное воздействие с длиной волны 405 нм при фотосенсибилизации: а – гранулоциты и агранулоциты с 
незначительными повреждениями мембран, 700; б – стадии образования фагосом, цитофагосом и лизоцитофагосом в базофиле; в – контакт 
базофила и лимфоцита, гиперосмированные митохондрии в базофиле; г – тесный контакт лимфоцитов посредством внутриклеточных отростков, 
гиперосмированные митохондрии, 10 000

направленности повреждений, в особенности при го-
товности ядер к апоптотическим модификациям. Эти 
изменения характерны для экспозиционной дозы 90 Дж/
см2 , хотя в образцах с экспозиционными дозами 15 и 
45 Дж/см2 могут наблюдаться такие же ультраструктур-
ные изменения, но с меньшей интенсивностью. Следует 
отметить, что при всех трех экспозициях остается тен-
денция гиперосмированности митохондрий, что свиде-
тельствует об активности этих органелл и в гранулоци-
тах, и в агранулоцитах. Это может свидетельствовать об 
энергетической активизации в лейкоцитах при лазерном 
воздействии, связанной с модификацией мембраны ми-
тохондрий синглетным кислородом, генерированным 
адсорбированными на мембране молекулами ФС.

Полутонкие срезы при лазерном облучении в по-
лосе Соре с фотосенсибилизацией характеризуются 
большей стабильностью мембран, чем в предыдущих 
сериях. Прерывистости мембран ни у одной из популя-

ций лейкоцитов не наблюдалось. Однако в популяции 
агранулоцитов иногда встречались участки цитоплазмы, 
чередующиеся со светлыми и темными участками, ко-
торые свидетельствуют о нестабильности водно-солево-
го баланса. Электронномикроскопические особенности 
субпопуляций лейкоцитов при ФДЭ заключались в сле-
дующем: 1) отличительным признаком данного воздей-
ствия является тесный контакт лимфоцитов посредством 
внутриклеточных отростков или мембранно-мембран-
ным «перетеканием»; 2) несмотря на заметное пузыре-
образование в гранулоцитах их пограничная мембрана 
сохранна; 3) образование в вакуолизированных полостях 
фагосом и цитолизофагосом.

Эти данные свидетельствуют о том, что патологи-
ческие субмикроскопические изменения при лазерном 
воздействии под влиянием фотосенсибилизации в не-
которой степени приобретают свойства стабилизации и 
адаптации мембран как агранулоцитов, так и гранулоци-
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тов, а наличие фагосомальной составляющей показывает 
то, что данный эффект является важным моментом в 
коррекции нежелательных субмикроскопических изме-
нений при лазерном воздействии.

Заключение
Таким образом, нами впервые показано, что СКЭ и 

ФДЭ оказывают специфическое воздействие на клетки 
белой крови. Общность механизмов ФДЭ и СКЭ создает 
основу для разработки методик беспрепаратной фототе-
рапии ряда заболеваний – светокислородной терапии и 
является основой для разработки медико-технических 
требований на новые образцы лазерной медицинской 
аппаратуры. Варьируя параметры лазерного излучения, 
можно добиться как цитостатического, цитотоксическо-
го эффектов, так и эффектов ускорения репаративных 
процессов.

В комплексе физико-химических и медико-биологи-
ческих исследований, выполненных за последние два 
десятилетия, установлен единый механизм биостимули-
рующего и фотодеструктивного действия ФДЭ и СКЭ [2, 
23, 25]. Фотодинамический и светокислородный эффек-
ты объединяют: первичный фотопродукт 1О2;

 – зависимость от концентрации O2 в тканях;
 – специфическая динамика развития повреждений 
в клетках;

 – зависимость морфологических изменений от по-
глощенной дозы (доза-эффект);

 – возможность получения цитотоксического и сти-
мулирующего эффектов.

Они различаются:
 – квантовым выходом генерации 1О2 (при ФДЭ он 
значительно выше);

 – концентрацией активных форм кислорода в ре-
зультате фотовоздействия (при ФДЭ их значитель-
но больше, чем при СКЭ);

 – локализацией 1О2 в тканях (локальной концент-
рацией в микроструктурах ткани). Если при ФДЭ 
1О2 сосредоточен в основном в местах локализа-
ции ФС, на мембранных структурах, то при СКЭ 
1О2 рассредоточен в цитоплазме и межклеточной 
жидкости;

 – преимущественными путями дезактивации 1О2: 
при ФДЭ велика вероятность химических реакций 
1О2 со структурными компонентами мембран, а 
при СКЭ значительно выше вероятность физи-
ческого пути дезактивации – сброс возбуждения 
в окружающую водную матрицу с последующей 
ее структуризацией.

Эти различия обуславливают преимущественные 
области практического использования этих эффектов. 
В настоящее время ФДЭ активно применяется при ФДТ 
в онкологии и при неонкологических заболеваниях [15]. 
В то же время СКЭ, который в основном определяет 
эффективность низкоэнергетической лазерной терапии 
при некоторых длинах волн, может иметь значительно 
более широкий спектр применения. Несомненно, по-
лученные результаты нуждаются в дальнейшем изуче-
нии для целенаправленного применения в медицинской 
практике.

Выводы
Приведенные результаты позволяют сделать вывод о 

существовании единого молекулярно-мембранного ме-
ханизма стимулирующего и деструктивного действия 
оптического излучения посредством генерации в био-
логических системах молекулярного синглетного кисло-
рода, что не исключает других возможных механизмов 
биологического действия света. 

Большой интерес с точки зрения перспектив прак-
тического применения представляют исследования воз-
действия СКЭ и ФДЭ на различные ткани организма 
(клеточный и субклеточный уровни), как в отдельности, 
так и, возможно, в сочетании. Во всяком случае, осно-
вываясь на имеющихся данных, дополненных нашими 
экспериментами, можно сделать вывод о намечающихся 
подходах по управлению метаболическими процессами 
на клеточном уровне.
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