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Экспериментально, на примере меланомы В16, показано, что воздействие лазерного излучения с λ = 1268 нм на солидные 
опухоли обладает высокой селективностью. Предложено объяснение наблюдаемого явления на основе рассмотрения 
физико-химической основы иммунного ответа, заключающегося в генерации с помощью света компонентов, выраба-
тываемых иммунной системой, в частности, синглетного кислорода. Предельно достижимая селективность в принципе 
определяется селективностью иммунного ответа на антиген. Рассмотрены и другие способы усиления иммунного отве-
та. Ключевые слова: синглетный кислород, прямое фотовозбуждение молекул кислорода, физика и химия иммунной системы, 
селективное воздействие, супероксидный анион.

During the experimentation with melanoma В16 it has been shown that laser light at λ = 1268 μm has a highly selective effect at 
solid tumours. Such a phenomenon may be explained by physical-chemical processes involved in the immune system response to 
antigen and comprises the generation of lacking components usually produced by the immune system, singlet oxygen in particular. 
Other opportunities of potentiating the immune system are also discussed. Key words: singlet oxygen, laser excitation of molecular 
oxygen, biochemistry of immune system, superoxide anion.

Целью данной работы являлось исследование воз-
можности селективного воздействия лазерного излу-
чения на опухоли при подавлении опухолевого роста 
путем прямого возбуждения молекул кислорода в синг-
летное состояние. Этот способ подавления опухолевого 
роста с помощью лазерного излучения на длине волны 
1268 нм был предложен еще в 1986 году как альтерна-
тива фотодинамическому эффекту [3]. Цитотоксическое 
действие указанным методом было продемонстриро-
вано на примере облучения различных генетических 
линий бактерии E-coli, что подтверждалось получен-
ным спектром действия, хотя и неясно, какова была 
при этом роль акустического воздействия [4]. В ходе 
реализации проекта МНТЦ1 (ISTC) № 1552 «Исследо-
вание воздейст вия лазерного излучения различных длин 
волн на злокачественные опухоли» было исследовано 
воздействие излучения квазинепрерывного лазера на 
форстерите, работающего на длине волны 1268 нм, на 
имплантированные опухоли меланомы В-16 [5]. Было 
зарегистрировано существенное замедление скорости 
роста опухолей в зависимости от дозы облучения и, 
наконец, наблюдалось полное подавление опухолевого 
роста вплоть до полной элиминации на примере карци-
номы Эрлиха, что подтверждалось гистологическими 
исследованиями [1]. Таким образом, в цитированных 
работах была показана работоспособность предложен-
ного метода. Однако метод фотодинамической терапии 
претендует на избирательность поражения опухолевых 
клеток по сравнению со здоровыми за счет большего 
накопления фотодинамического красителя именно в опу-
холевых клетках, хотя ряд экспериментальных иссле-
дований показывает, что реализуемая в экспериментах 
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избирательность далека от теоретической и практически 
отсутствует [14]. В случае прямого фотовозбуждения мо-
лекулярного кислорода в синглетное состояние селектив-
ность теоретически вообще должна отсутствовать, так 
как концентрация синглетного кислорода в зоне облуче-
ния должна повторять распределение невозбужденного 
О2 и, следовательно, должна наблюдаться обратная по 
знаку селективность из-за того, что в опухолевых клетках 
концентрация кислорода меньше, чем в здоровых, т. е. 
при одинаковой чувствительности по отношению к син-
глетному кислороду здоровые клетки должны погибать 
быстрее опухолевых.

Однако еще в ходе выполнения проекта ISTC № 1552 
[5] было замечено, что это не так и что некоторая, доволь-
но высокая, селективность действительно существует, 
особенно на начальной фазе облучения опухолей.

Эксперимент
Изучался рост опухолей меланомы B-16, переви-

тых на мышах линии C57 black/6, которым подкожно 
инокулировалось 1·106 клеток меланомы на мышь. На 
11-й день после инокуляции, когда размеры опухолей 
в среднем достигали размеров 4 × 4 × 1 мм3, опухо-
ли облучались лазерным излучением на длине волны 
1268 нм. Источником излучения являлся перестраива-
емый по длине волны лазер на кристалле форстери-
та. Непосредственно перед днем облучения в области 
опухоли производилась эпиляция волосяного покрова. 
В эксперименте измерялись линейные размеры опухолей 
в трех взаимно перпендикулярных направлениях, и их 
произведение принималось за объем опухоли. Животные 
были разделены на 4 группы: контрольную с 16 особями, 
которую не облучали, и 3 экспериментальные группы по 
10 особей в каждой. Животные этих трех групп облу-
чались различными дозами. Доза варьировалась путем 
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изменения длительности облучения при неизменной 
плотности мощности в течение 3, 9 и 27 минут, что 
соответствовало 34,2, 102,6 и 307,8 джоулей. Величина 
мощности выбиралась такой, чтобы температура об-
лучаемых тканей не поднималась выше 41 °C с целью 
отмежеваться от термических эффектов. Температура 
измерялась с помощью тонкой термопары, которая вво-
дилась непосредственно в область опухоли. Лазерный 
пучок имел Гауссово распределение по интенсивности. 
Диаметр лазерного луча в плоскости облучаемой поверх-
ности составлял 11 мм, что заведомо превышало размеры 
опухолей. Непосредственно за 2–3 минуты перед облу-
чением животные анестезировались внутримышечной 
инъекцией 0,06 мг калипсола. 

Результаты
В результате облучения на месте опухолей образо-

вывался небольшой, но уверенно регистрируемый отек, 
что выражалось в резком, до 2 раз, увеличении скорости 
роста опухолей по сравнению с необлученным контро-
лем. Через ~3 дня после облучения размеры опухолей в 
облученных группах начинали отставать от необлучен-
ного контроля. Часть результатов этих экспериментов, 
а именно – начальной фазы развития опухолей, пред-
ставлены в табл.

Та б л и ц а 
Площадь опухолей в контрольной 
и экспериментальных группах, мм2

Дни после 
облучения

-1*  + 1  + 3  + 7

Контроль
необлучен-
ный

29,25 51,8 (1,77) 94,2 (1,81) 201 (2,33) 

Облучение 
3 мин

20,6 47,4 (2,3) 73,55 (1,55) 131 (1,76) 

9 мин 20,7 64,1 (3,1) 76 (1,18) 146 (1,9) 
27 мин 21 63 (3) 79,3 (1,25) 121 (1,52) 

Примечание. В скобках показано отношение средних размеров опухолей за 
период между последовательными измерениями, т. е. фактически скорость 
роста опухолей. Ошибка измерений для контрольной группы составляет 
28–30%, для экспериментальных групп – от 18 до 20%. Ошибки измерений 
определялись автоматически путем использования программы обработки 
экспериментальных данных Microcal Origine®. * – 1 днем обозначен день, 
предшествующий дню облучения.

Видно, что скорость роста в первый день после об-
лучения в 2 раза превосходит таковую в необлученной 
группе животных. Эту разницу мы приписали возникно-
вением отека, что характерно для воздействия на ткани 
синглетного кислорода [8]. 

Мы обратили внимание, что отек развивался лишь 
только в месте нахождения опухоли. В облученных об-
ластях, где опухоль отсутствовала, никакого отека не 
наблюдалось. 

Видно, что площадь опухолей, увеличенных за счет 
образования отека, заметно меньше площади облуче-
ния, которая представляла круг диаметром 11 мм. Если 
предположить, что здоровые клетки реагировали на 
облучение так же, как и опухолевые, то во всех 30 слу-
чаях (количество облученных животных) мы имели бы 
отеки с диаметром 11 мм. При использованной мето-
дике измерения размеров опухолей (измерения в 3 вза-

имно перпендикулярных направлениях) объем таких 
отеков регистрировался бы как площадь 11 × 11 мм2, 

помноженная на толщину опухоли. Однако ни в одном 
из 30 случаев размер площади опухоли не превзошел 
величины 10 × 7 мм2 (это максимально зарегистриро-
ванный размер, всего два случая). Такая ситуация, по 
нашему мнению, указывает на то, что только опухоле-
вые клетки реагируют на облучение данного типа. Из 
результатов, приведенных в таблице 1, можно оценить 
селективность воздействия, которая здесь, по крайней 
мере, не ниже 10–20, судя по дозам, при которых еще 
нет отека в области здоровых клеток. Заметим, что при 
облучении на длине волны 1318,7 нм (вне резонанса 
поглощения молекулярного кислорода) таких эффектов 
не наблюдалось, хотя количество экспериментов с этой 
длиной волны было намного меньше.

Обсуждение
По нашему мнению, единственная возможность обес-

печения такой высокой селективности взаимодействия 
излучения с опухолью связана не с характеристиками 
поглощения тканей, а с селективными свойствами им-
мунной системы, так как спектры поглощения опухоли и 
здоровой ткани практически идентичны и избирательное 
поглощение излучения отсутствует.

Для того чтобы было ясно дальнейшее обсуждение 
полученных результатов, рассмотрим состояние иммун-
ных клеток, находящихся в опухоли (tumor associated 
macrophages).

Согласно концепции иммуноредактирования, опухо-
ли, с которыми мы имели дело, соответствуют третьей 
стадии развития – стадии сформировавшейся опухоли. 
Согласно этой концепции, в таких опухолях иммунная 
система вместо борьбы с опухолевыми клетками – анти-
генами всячески их оберегает. Конкретно, в случае мак-
рофагов их популяция представлена в опухолях третьего 
уровня, в основном, фенотипом М2, который обладает 
иммуносупрессивными свойствами, индуцирует ангио-
генез, восстанавливает повреждения в тканях. Подкласс 
макрофагов фенотипа М1 обладает провоспалительными 
свойствами, цитотоксическими свойствами и в опухолях 
третьей стадии развития их практически нет.

Классически, активация макрофагов М1 происходит 
по причине инфекции или повреждения тканей. Они 
активируются in vitro с помощью компонент стенок бак-
териальных клеток, таких как LPS, IFN-γ, и др. Фенотип 
М1 характеризуется образованием провоспалительных 
цитокинов, как например,TNF-α, 1β IL-1β, IL-6, IL-12 
[6, 9, 10]. Мы полагаем, что существующие агенты в 
опухолевых клетках, которые не дают иммунной системе 
довести дело до конца, препятствуют образованию как 
супероксидных радикалов, так и синглетного кислорода 
и, следовательно, цитотоксических радикалов, ведущих 
к гибели опухолей. Инициируемый переход из фенотипа 
М2 в М1 сейчас рассматривается как один из перспек-
тивных способов борьбы с опухолями. 

Излучение на длине волны 1268 нм, попадая в опу-
холь, создает в ней значительную концентрацию синглет-
ного кислорода, определяемого дозой и концентрацией 
молекулярного кислорода в опухоли. Согласно обще-



64

Оригинальные исследованияЛазерная медицина. – 2016. – Т. 20, вып. 2

принятой схеме, которая представлена ниже, начальной 
фазой фагоцитарного окислительного взрыва является 
одноэлектронная редукция молекулярного кислорода в 
основном триплетном состоянии с помощью NADPH-
зависимого трансмембранного фагоцит-оксидазного 
фермента, в результате которого генерируется суперок-
сид анион –О2. Эта первичная стадия. Судя по всему, в 
М2-макрофагах она отсутствует. С помощью излучения 
иммунная система сразу переходит на следующую сту-
пень химических реакций, которая приводит к образо-
ванию цитотоксических радикалов, ответственных к 
поражению антигенов.

Рис. Схема химических превращений, происходящих при фаго-
цитозе. Здесь phox означает фагоцит-оксидазу. В макрофагах М2, по-
видимому, супероксид радикал не образуется, и лазерное излучение 
позволяет миновать этот этап

Супероксид радикалы путем дисмутации превраща-
ются в синглетный кислород, а тот – в перекись водорода. 
Перекись водорода, взаимодействуя с водой и синглет-
ным кислородом, образует три-окси радикалы, которые 
намного токсичнее перекиси водорода, и именно они 
являются главным цитотоксическим агентом [10]. Заме-
тим, что факт образования озонидов при работе иммун-
ной системы установлен недостаточно достоверно [6]. 
Таким образом, если на этапе образования синглетного 
кислорода вмешивается фактор, препятствующий этому 
процессу, то и терминальная фаза, в которой образуются 
озониды типа О3, НО3, Н2О3, хлорамины и гидроксилы, 
также прерывается, опухолевые клетки не уничтожают-
ся, так как не образуется цитотоксический компонент. 
Еще одна из возможных причин – это прерывание цепоч-
ки реакций с самого начала (образования супероксида), 
т. е. не происходит одноэлектронной редукции моле-
кулярного кислорода в основном триплетном состоя-
нии с помощью NADPH-зависимой трансмембранной 
фагоцит-оксидазы или он образуется в недостаточном 
количестве.

Рассмотрим теперь причины возникновения селек-
тивности в описываемых экспериментах. С нашей точки 
зрения, селективность, в данном случае выражаемая как 
пространственно-ограниченное возникновение отека, в 
своей основе имеет отнюдь не селективное воздействие 
самого излучения на опухолевые клетки. Происхождение 
селективности заложено в селективном взаимодействии 
иммунных клеток с опухолевыми. Роль излучения в дан-
ном случае одна: активация цитотоксичности иммунных 
клеток. А так как иммунный процесс является высоко-
селективным, его селективность автоматически перено-
сится на воздействие излучения на опухолевые клетки.

Облучая опухоль на длине волны 1268 нанометров, 
мы создаем в ней дополнительное количество молекул 
кислорода в синглетном состоянии, тем самым усиливая 
действие иммунной системы путем производства одного 
из ключевых элементов функционирования системы. 
Наработанный синглетный кислород включается в ес-
тественную цепочку химических реакций радикалов, 
приводящих к образованию цитотоксических компо-
нентов, в результате которых антиген погибает (в нашем 
случае – опухолевые клетки). Понятно, что не все мо-
лекулы синглетного кислорода, произведенные за счет 
фотопоглощения, включаются в иммунный процесс, 
хотя бы из-за того, что образуются не в нужном месте 
(пространственно), однако некоторая доля произведен-
ного синглетного кислорода включается в процесс, о 
чем свидетельствуют экспериментальные результаты.

Можно ли назвать это лазерной реполяризацией им-
мунных клеток? Об этом говорить преждевременно. Для 
этого необходимы совершенно другие эксперименты.

В случае здоровых клеток, в которых нет вялотеку-
щего иммунного процесса, количество нарабатываемого 
синглетного кислорода намного ниже того уровня, кото-
рый необходим для их прямого поражения. 

Коснемся других методов интенсификации работы 
иммунной системы.

Как видно из приведенного выше рисунка, наряду с 
синглетным кислородом важнейшим компонентом яв-
ляется супероксидный анион-радикал. Энергетически 
передача электрона на кислород практически не име-
ет энергетического барьера, даже наоборот, сродство 
к электрону у кислорода равно 0,45 электронвольт, так 
что присоединив к себе электрон, молекула кислорода 
оказывается в энергетически более выгодном состоянии 
по сравнению со свободной молекулой О2. Очевидно, что 
увеличение его концентрации приведет к усилению им-
мунного ответа только из-за того, что количество ради-
калов, участвующих в иммунном ответе, увеличивается. 
Скорость образования супероксида обычно ограничена 
спиновыми запретами на реакции молекул в триплетных 
состояниях (кислород) с окружающими биомолекулами 
в синглетном состоянии. Эти реакции обычно регули-
руются магнитными переходами с изменением спина. 
Облучение опухоли СВЧ излучением с длиной волны 
5 мм и длиннее вызывает переходы между спиновыми 
состояниями триплетного основного состояния моле-
кулы кислорода [9]. Вне этого диапазона аналогичные 
переходы в О2 имеются на длине волны 2,5 мм, а нерезо-
нансная часть простирается в сторону увеличения длины 
волны и связана с наличием диагональных матричных 
элементов. Именно этими нерезонансными переходами 
воспользовались Н.Д. Девятков с соавторами [2] при 
изучении воздействия СВЧ на опухоли. Механизм подав-
ления опухолевого роста в [2] детально не ясен, однако 
можно предположить, что увеличение частоты спиновых 
переходов облегчает процесс наработки супероксидных 
радикалов, при этом возрастает мощность иммунной 
системы аналогично случаю с синглетным кислородом.

Очевидно, что объединение двух типов облучения – 
светом с длиной волны 1268 нм и СВЧ-облучением на 
длине волны, проникающей достаточно глубоко в ткани, 



65

Оригинальные исследованияЛазерная медицина. – 2016. – Т. 20, вып. 2

или дополнительный нагрев на несколько градусов – 
будет гораздо более эффективным, чем их воздействие 
поодиночке.

Заключение
Экспериментально наблюдалось селективное воз-

действие лазерного излучения длиной волны 1268 нм 
на солидные опухоли, приводящее к подавлению опу-
холевого роста. Предложено объяснение механизма воз-
никновения наблюдавшейся селективности воздействия, 
связанное с активацией иммунных клеток, в частности, 
макрофагов, ассоциированных с опухолью. Получен-
ные результаты позволяют переосмыслить подходы и 
результаты лазерной терапии с использованием лазеров 
с низкой интенсивностью, особенно в области хрони-
ческих заболеваний. Высокая селективность лазерного 
воздействия позволяет рассмотреть облучение излуче-
нием на длине волны 1268 нм как профилактическую 
процедуру для лиц с плохой онконаследственностью.
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