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В настоящее время в различных обла-
стях биомедицины широко применяется 
низкоинтенсивное лазерное излучение 
(НИЛИ). Этому способствуют многочис-
ленные экспериментально-клинические 
данные, свидетельствующие о высокой 
терапевтической эффективности, отсут-
ствии осложнений и побочных эффектов 
[16]. Низкоинтенсивное лазерное облу-
чение вызывает в тканях и органах раз-
личные эффекты, связанные с непосред-
ственным и опосредованным действием 
электромагнитных волн оптического 
диапазона. Терапевтический эффект мо-
жет наблюдаться также и при облучении 
нелазерными источниками света на ряде 
длин волн в диапазоне 400–850 нм, однако 
лазеры, благодаря уникальным характе-
ристикам излучения, оказываются более 
удобным и эффективным инструментом 
[12]. Основной чертой воздействия не-
ионизирующих оптических излучений 
является острорезонансный характер 
биологического отклика организма: чем 

более узким спектром осуществляется 
воздействие, тем более ярко выражен 
эффект [2]. Принятый в фотобиологии 
термин «ответы на синий свет» объеди-
няет группу разнообразных по физио-
логическим проявлениям фоторегуля-
торных процессов, индуцируемых синим 
участком спектра [13]. В современной 
экспериментальной онкологии практи-
ческое использование монохроматиче-
ского НИЛИ ограничено отсутствием 
сведений, четко определяющих механиз-
мы действия, эффективные длины волн 
и режимы облучения. Имеющиеся лите-
ратурные данные о воздействии лазер-
ного излучения на опухолевый процесс 
недостаточны и противоречивы. В экс-
периментах на крысах с лимфосаркомой 
Плисса при облучении лазером с длиной 
волны 510 нм было получено торможение 
метастазирования, однако существенно-
го влияния на рост опухоли это излуче-
ние не оказывало [11]. Установлено, что 
многократное облучение области пере-
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вивки опухоли УФ-эксимерным лазером 
(длина волны 308 нм) вызывает тормо-
жение развития лимфосаркомы Плисса. 
При этом авторы указывают на то, что 
облучение опухоли гелий-неоновым ла-
зером (длина волны 633 нм) приводит к 
стимуляции опухолевого роста [4]. 

Данных о влиянии НИЛИ в диапазо-
не синего света на опухолевый рост в 
доступной литературе не обнаружено. 
Таким образом, представляет интерес ис-
следование влияния низкоинтенсивного 
излучения лазерного источника, работа-
ющего в синей области спектра, на про-
грессию экспериментальной опухоли.

Целью данного исследования стала 
разработка нового метода воздействия 
на опухоль низкоинтенсивным лазерным 
излучением в диапазоне синего света для 
подавления ее дальнейшего роста без ис-
пользования фармацевтических средств. 

В рамках поставленной цели реша-
лась задача — исследовать влияние низ-
коинтенсивного лазерного излучения с 
длиной волны 460–475 нм на лимфосар-
кому Плисса в разные сроки после пере-
вивки и определить оптимальное время 
воздействия НИЛИ на опухоль. 

Материалы и методы
Исследование выполнено на белых 

нелинейных крысах-самцах, массой 
200±50 г, в возрасте 3-х мес., полученных 
из Центрального питомника лаборатор-
ных животных РАМН («Андреевка»). 
Животных содержали в стандартных 
условиях вивария; все манипуляции 
проводили в соответствии с приказом 
Минвуза СССР № 742 от 13.11.84 «Об 
утверждении правил проведения работ 
с использованием экспериментальных 
животных» и № 48 от 23.01.85 «О кон-
троле за проведением работ с использо-

ванием экспериментальных животных». 
В работе использована лимфосаркома 
(ЛФС) Плисса — экспериментальная 
опухоль, полученная в 1958 г. после под-
кожной перевивки опухоли, возникшей 
у крысы, получавшей 3,3-дихлорбензи-
дин [17]. Штамм ЛФС, приобретенный в 
НИИ Экспериментальной диагностики и 
терапии опухолей РОНЦ им. Н.Н. Бло-
хина РАМН (г. Москва), пассировали на 
крысах в возрасте 3 мес. Опухолевую 
ткань для инокуляции крысам-реци-
пиентам забирали на 14-е сутки после 
трансплантации. Гомогенат опухоле-
вых клеток в физиологическом раство-
ре объемом 0,5 мл вводили подкожно в 
область правого бедра. Перевиваемость 
животным опухоли составила 100%. 

В работе использован светодиодный 
источник излучения со следующими па-
раметрами: длина волны 460–475 нм, 
мощность 10 мВт.

Было выполнено 2 серии эксперимен-
тов, в которых варьировали режим воз-
действия лазерным излучением.

В первой серии эксперимента живот-
ные были распределены на группы следу-
ющим образом:

1 группа (8 крыс) — контрольная: жи-
вотным была трансплантирована ЛФС 
Плисса, однако облучению НИЛИ впо-
следствии они не подвергались. Срок 
роста опухоли к моменту декапитации 
крыс под эфирным наркозом составлял 
14 суток.

2 группа (8 крыс) — опытная: живот-
ные с ЛФС Плисса. Начиная с 5-ых суток 
после инокуляции, область ЛФС, предва-
рительно освобожденную от шерсти, об-
лучали НИЛИ в диапазоне синего света 
в течение 1 мин на протяжении 10 дней 
для оценки действия на опухолевую про-
грессию. Срок роста опухоли к моменту 
декапитации крыс под эфирным нарко-
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зом составлял 14 дней. Курс воздействия 
НИЛИ — 10 сеансов облучения общей 
продолжительностью 10 мин.

Животные, сформировавшие вторую 
серию эксперимента, были распределены 
на группы следующим образом:

1 группа (7 крыс) — контрольная: жи-
вотным была трансплантирована ЛФС 
Плисса, однако облучению НИЛИ впо-
следствии они не подвергались. Срок ро-
ста опухоли к моменту декапитации под 
эфирным наркозом составлял 14 дней.

2 группа (7 крыс) — опытная: живот-
ные с ЛФС Плисса. Область растущей 
опухоли, начиная со вторых суток по-
сле её трансплантации животным, облу-
чали НИЛИ в диапазоне синего света по 
15 мин ежедневно общим курсом 14 се-
ансов. Взятие образцов опухолевой тка-
ни для гистологического и морфометри-
ческого исследования осуществлялось на 
14-е сутки после трансплантации; курс 
составлял 14 сеансов облучения общей 
продолжительностью 210 мин. 

Согласно экспериментальным данным 
В.А. Горькова и Л.С. Васильевой (1973), 
кинетика развития ЛФС Плисса имеет 
следующие стадии: начальная неста-
ционарная фаза начинается латентным 
периодом до 3 суток и продолжается до 
9 суток, затем наступает линейная фаза 
роста опухоли [9]. Таким образом, на-
чало воздействия НИЛИ с длиной волны 
475 нм на опухоль совпадало с началь-
ной фазой роста ЛФС Плисса, а взятие 
опухолевой ткани для гистологического 
исследования осуществляли на поздней 
стадии опухолевой прогрессии. 

Образцы опухолевой ткани для гисто-
логического исследования фиксировали 
в 10% забуференном водном растворе 
нейтрального формалина, проводили че-
рез спирты восходящей крепости и две 
порции хлороформа, затем заливали в 

парафин. Полученные срезы окраши-
вали гематоксилином и эозином [1, 6]. 
Подсчет опухолевых клеток с помощью 
бинокулярного микроскопа с увеличени-
ем 600х (объектив — 40, окуляр — 15) 
выполняли по стандартной методике с 
использованием сетки С.Б. Стефанова 
[19]. В препаратах ткани ЛФС Плисса на 
площади, ограниченной сеткой, подсчи-
тывали общее количество клеток, коли-
чество активных и погибающих клеток 
опухоли. К погибающим относили клет-
ки с лизирующимися ядрами, а также в 
состоянии кариорексиса и кариопикноза.

Cтепень торможения роста ЛФС 
Плисса определяли по окончании опы-
та после эвтаназии всех животных под 
эфирным наркозом. Вычислялась раз-
ность между средним показателем массы 
опухоли в контрольной и опытной груп-
пах, она делилась на средний показатель 
массы опухоли в контроле, и полученное 
значение умножалось на 100% [20].

Статистическую обработку получен-
ных результатов проводили с исполь-
зованием программ Microsoft Excel и 
Statistica 6.0. (Windows XP). Вид распре-
деления полученных данных не соответ-
ствовал нормальному, что оценивали по 
W-критерию Шапиро-Уилка. В связи с 
этим, результаты обрабатывали с приме-
нением непараметрической статистики: 
парные межгрупповые сравнения несвя-
занных выборок проводили с использо-
ванием U-критерия Манна-Уитни; при 
р<0,05 контрольные и опытные группы 
считали статистически значимо отлича-
ющимися друг от друга [8, 18].

Результаты и их обсуждение
В первой серии эксперимента была 

поставлена задача — изучить действие 
малого времени воздействия НИЛИ с 
длиной волны 460–475 нм на рост экс-
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периментальной опухоли. В результате 
было установлено, что при выбранном 
режиме воздействия (ежедневный сеанс 
продолжительностью 1 мин в течение 10 
дней) в опытной группе наблюдается тор-
можение роста лимфосаркомы Плисса 
по сравнению с контролем: на 14 сутки 
эксперимента оно составило 29,6% (от-
личие от контроля статистически значи-
мо; р<0,05). 

В связи с установленным влиянием 
НИЛИ на рост ЛФС Плисса, возникло 
предположение о возможном изменении 
морфологической структуры опухо-
левой ткани под действием облучения. 
Было принято решение о воздействии на 
опухоль в более ранние сроки (через сут-
ки после её трансплантации животным) и 
увеличении времени ежедневного воздей-
ствия до 15 мин. Выбор продолжительно-
сти воздействия был основан на данных 
предварительных экспериментов in vitro, 
в которых методом индуцированной хе-
милюминесценции [15] нами было пока-
зано, что облучение образцов биологиче-
ских жидкостей НИЛИ в течение 15 мин 
приводит к максимальному повышению 
в них значений свободнорадикального 
окисления (были проведены эксперимен-
ты со следующими экспозициями НИЛИ: 
1, 5, 10, 15, 20, 25 и 30 мин). 

Анализ массы опухолей у животных 
контрольной и опытной групп не оправ-
дал предположения, что увеличение экс-
позиции НИЛИ и начало воздействия в 
более ранние сроки после её трансплан-
тации крысам могут привести к более 
значительному влиянию на опухолевую 
прогрессию, по сравнению с предыдущей 
серией. Тем не менее, сам факт влияния 
на опухоль НИЛИ подтвердился — при 
выбранном режиме воздействия в опыт-
ной группе животных с ЛФС наблюда-
лось торможение роста опухоли на 18% 

(отличие от контроля статистически зна-
чимо; р<0,05).

В результате исследования препара-
тов ЛФС животных контрольной груп-
пы методом световой микроскопии было 
установлено, что гистологическая кар-
тина опухолевой ткани представляет со-
бой скопления клеток округлой формы, 
большая часть которых занята крупным 
ядром. Хроматин располагается главным 
образом в периферической зоне ядра. 
Ядрышки крупные, гиперхромные. Ци-
топлазма опухолевых клеток отличается 
умеренной базофилией. Строма опухоли 
скудная, с наличием полнокровия, отека, 
кровоизлияний. В некоторых участках 
опухолевой ткани имеются очаги не-
кроза. Опухоль обладает выраженным 
инфильтративным ростом в мышечные 
слои и подкожно-жировую клетчатку.

Морфологическое исследование опу-
холевой ткани животных опытной груп-
пы, подверженной действию НИЛИ с 
длиной волны 460–475 нм, выявило зна-
чительные дистрофические и некроти-
ческие изменения клеток ЛФС Плисса. 
Морфометрический анализ показал, что 
доля таких клеток в препарате опухоли, 
подверженной воздействию НИЛИ, со-
ставляет 55,9% от общего числа клеток, 
а в опухолевой ткани без воздействия 
— 7,1%. При этом 90% от числа клеток 
опухоли, находящихся в состоянии дис-
трофии и некроза, составляют клетки с 
кариорексисом. Среднее количество кле-
ток с кариорексисом по 10 измерениям 
составляет 8,1±1,2, в то время как в опу-
холевой ткани животных контрольной 
группы результаты подсчета клеток с 
кариорексисом соответствуют значени-
ям 0,1±0,24.

Представляется возможным исполь-
зовать феномен кариорексиса, сопрово-
ждающийся разрушением ядерной обо-
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лочки и выходом нуклеиновых кислот в 
виде отдельных глыбок в цитоплазму, в 
качестве одного из критериев оценки не-
кротических изменений в клетках опухо-
ли. В связи с этим, увеличение количества 
клеток с разрушенными ядрами целесоо-
бразно считать показателем повреждаю-
щего действия исследуемого излучения 
на опухоль. Так, в работе Gitelman D.S. 
[21] дистрофические изменения в опу-
холевой ткани приводятся в качестве 
критерия оценки противоопухолевой 
эффективности препарата ЭВР-А на мы-
шах линии BALB/C (штамм аденокар-
циномы тонкого кишечника). Авторами 
показано, что по состоянию хроматина 
ядер опухолевых клеток опытной груп-
пы можно судить о дистрофических и 
некротических изменениях, приводящих 
к гибели клеток. В исследовании Галоян 
А.А. с соавт. [7] уровень кариорексиса 
рассматривается в качестве показателя 
повреждающего действия на опухолевую 
ткань пролин-богатых полипептидов, вы-
деленных из нейросекреторных гранул 
гипоталамуса.

Брилль Г.Е. и Панина Н.П. указыва-
ют на то, что молекулярные механиз-
мы, определяющие отклик организма 
на НИЛИ, весьма сложны и включают 
первичную активацию нескольких фото-
чувствительных молекул с последующей 
передачей фотосигнала по цепям вну-
триклеточного сопряжения [3]. Весьма 
существенно, что фотосигнал в той или 
иной форме поступает в клеточное ядро 
и достигает генетического аппарата. 

Мы полагаем, что деструкция опу-
холевых клеток связана с тем, что под 
воздействием НИЛИ с длиной волны 
460–475 нм происходит повышенное об-
разование активных форм кислорода, 
которые стимулируют процессы перок-
сидации непосредственно в опухолевой 

ткани, нарушая условия опухолевой 
прогрессии [5, 14, 22]. В итоге опухоль 
оказывается не в состоянии сдерживать 
усиленное свободнорадикальное окисле-
ние, продукты которого, повреждая ми-
тотическое веретено деления, не только 
затормаживают клеточную пролифера-
цию, но и приводят к очаговому некрозу 
опухолевой ткани.

Таким образом, на основании полу-
ченных экспериментальных данных, 
можно сделать вывод о том, что низко-
интенсивное лазерное излучение в диапа-
зоне синего света в выбранных режимах 
воздействия способно влиять на про-
грессию лимфосаркомы Плисса, стиму-
лируя дистрофические и некротические 
изменения в опухолевых клетках. Пре-
имуществом данного метода является его 
неинвазивность. Кроме того, данный спо-
соб воздействия на опухоль представляет 
собой монотерапию и не предполагает 
введения в организм экспериментальных 
животных каких-либо дополнительных 
веществ, что позволяет сделать вывод 
о возможности расширения с помощью 
данного способа арсенала действующих 
средств. Низкоинтенсивное лазерное из-
лучение в диапазоне синего света, несо-
мненно, представляет интерес не только 
в плане разработки новых подходов в 
экспериментальной онкологии, но и в ка-
честве возможного дополнения к суще-
ствующим методам лечения онкологиче-
ских заболеваний. 
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Destruction of Pliss’s lymphosarcoma cells 
after being treated by low intensity laser radiation 

in the range of dark blue light 

K.V. Kulakova, T.G. Sherbatyuk, V.V. Chernov

In vivo experiments, carried out on rats, demonstrated a possibility of degenerative changes in Pliss’s 
lymphosarcoma and tumor growth decrease under the influence of low-intensity laser radiation in the blue light 
range (460-475 nm wavelength). 

Key words: Pliss’s lypmphosarcoma, low intensity laser radiation, karyorhexis.


