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Резюме
Введение. Особенности изменений микроциркуляции и связь со структурными нарушениями в коже при фотодинамиче-

ском воздействии с использованием различных фотосенсибилизаторов (ФС) изучены недостаточно. Цель – сравнительный 
анализ соотношения между морфологическими нарушениями и изменением кровотока в коже при фотоактивировации ФС 
различного химического строения с учетом влияния на тучные клетки (ТК), структурные элементы дермы и подлежащую 
мышечную ткань. Материалы и методы. В работе использовали крыс-самцов Wistar (n=46). ФС вводили внутривенно 
Радахлорин (РДХ) (5 мг/кг) за 3 ч, Копропорфирин III (КПФ) (10 мг/кг) за 24 ч до облучения. Для контроля накопления ФС 
в коже использовали методы флуоресцентной видеодерматоскопии и конфокальной сканирующей лазерной микроскопии 
(КСЛМ). Лазерное облучение (662 и 635 нм) проводили с плотностью энергии 50 Дж/см2, площадь облучаемой поверх-
ности составляла 0,78 см2. Для оценки микроциркуляции в коже использовали метод лазерной допплеровской флуометрии. 
Результаты. По данным видеодерматоскопии максимальные значения флуоресценции в R-канале регистрировали через 6–8 
ч после введения и составляли 4901 [4190; 6732] усл. ед. для РДХ и 2997 [2678; 3351] усл. ед. для КПФ. Методом КСЛМ по-
казано, что КПФ слабо визуализируется в стенках сосудов. В опытах с РДХ определяются структуры рыхлой соединительной 
ткани гиподермы. Через час после лазерного облучения в экспериментах с РДХ, так же как и с КПФ, отмечалось значимое 
снижение кровотока по сравнению с контролем до 3,61±0,7 и 4,27±1,4 пф. ед. соответственно. Структурные изменения при 
использовании обоих ФС проявлялись набуханием эндотелия, расширением и полнокровием сосудов, кровоизлияниями 
в дерме и подлежащей мышечной ткани. Число ТК было снижено. Заключение. Лазерное облучение с параметрами, ис-
пользованными в работе, приводит к значимому снижению кровотока в коже у экспериментальных животных в результате 
фотоактивации ФС. КПФ требует более высокой плотности энергии облучения. Выявлены морфологические изменения 
не только на уровне эпидермиса, дермы и гиподермы, но и подлежащей поперечно-полосатой мышечной ткани. В ранние 
сроки после воздействия отмечается массивная дегрануляция ТК со снижением их числа. 
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Summary
Introduction. Distinctive features of microcirculation and their connection with structural disorders in the skin during 

photodynamic exposure using various photosensitizers (PS) are not well understood. Objective. Comparative analysis of 
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Введение
Фотодинамическая терапия (ФДТ) в настоящее 

время широко применяется не только в онкологии, 
но и в дерматологии, пластической хирургии, офталь-
мологии и других областях медицины [1–4]. В ме-
ханизме фотодинамического воздействия на биоло-
гические ткани основное значение имеют активные 
формы кислорода, образующиеся в результате фото-
химических реакций. Наиболее значимым фактором, 
оказывающим повреждающее действие на клетки 
при ФДТ, является синглетный кислород, индуци-
рующий, в зависимости от дозы облучения, некроз, 
апопотоз, аутофагию или параптоз [5]. Считается 
доказанным наличие иммуноопосредованного и со-
судистого компонентов в механизме ФДТ [6]. В экс-
периментах на иммуннодефицитных scid- (BALB/
cByJ-scid.TO) и nud- (BALB/cBy-nu) мышах, кото-
рым перевивали EMT6-опухоль, было показано, что 
противоопухолевый эффект ФДТ достижим только у 
иммунокомпетентных животных [7]. Данная работа 
и продолжение исследований в этом направлении 
позволили сформулировать положение о роли им-
мунной системы в ФДТ: активация местных, общих 
иммунных реакций и формирование долгосрочного 
противоопухолевого иммунного ответа [8]. Таким 
образом, только фототоксическое повреждение не 
всегда ведет к эрадикации опухоли за счет гибели 
всех опухолевых клеток, важную роль играют раз-
витие острого воспаления и инфильтрация опухоли 
клетками иммунной системы, в первую очередь, за 
счет нейтрофилов, моноцитов и тучных клеток (ТК) 
[9]. Сосудистые эффекты при ФДТ связаны с наруше-
нием микроциркуляции (вазоконстрикция, повыше-
ние сосудистой проницаемости, адгезия лейкоцитов, 
тромбоз) [8, 10]. 

ФДТ получила широкое распространение в дерма-
тологии и онкодерматологии, поскольку кожа наибо-
лее доступна для светового воздействия. Мишенями 
при этом являются эпидермис, сосуды микроцирку-
ляторного русла и сопровождающие их клетки им-
мунной системы, соединительная, жировая ткани, 
придатки кожи, подлежащая мышечная ткань. 

Для флуоресцентной диагностики и ФДТ забо-
леваний кожи чаще всего применяют ФС хлорино-
вого ряда, предшественники протопорфирина IX, 
фталоцианины и некоторые красители, например, 
бенгальский розовый [11, 12]. Выраженность фо-
тодинамического эффекта определяется не только 
физико-химическими свойствами препаратов (липо-
фильность/гидрофильность, квантовый выход гене-
рации синглетного кислорода, стабильность молеку-
лы в реакциях окисления и др.), но и параметрами 
облучения, в том числе длиной волны, плотностью 
мощности, временем облучения, плотностью энер-
гии, площадью воздействия и др. [13, 14]. Выбор 
ФС, интервала времени между введением ФС и 
облучением, параметры светового воздействия 
определяют выраженность эффекта ФДТ – преоб-
ладание повреждения (некроз клеток), нарушение 
микроциркуляции, иммуносупрессия или активация 
местного и общего иммунного ответа, стимуляция 
репарации [6, 15, 16]. 

Сравнительное изучение биологических эффектов 
ФС различного химического строения представляет-
ся важным как с научной, так и с клинической точки 
зрения, так как позволяет использовать преимуще-
ства каждого конкретного вещества. Для ФДТ злока-
чественных опухолей кожи разработаны подробные 
клинические протоколы, но создаются новые пре-
параты, применение которых требует тщательного 
доклинического изучения. Патоморфологическое 
исследование необходимо для оценки структурных 
изменений клеток и тканей после фотодинамического 
воздействия. Важно учитывать, что структурные из-
менения при ФДТ происходят не только в зоне пато-
логического процесса, но и в окружающих тканях, 
что важно для оценки безопасности препарата и вы-
бора схемы лечения [17].

Малоизученными остаются особенности изме-
нений микроциркуляции при ФДТ с использовани-
ем различных ФС, сравнение сосудистых эффектов 
которых представляется важным с точки зрения 
клинического применения препаратов. В механиз-
мах регуляции микроциркуляции большое значение 

the relationship between morphological abnormalities and changes in blood flow in the skin during photoactivation of PS, 
taking into consideration the influence on mast cells (MC), structural elements of the dermis and underlying muscle tissue. 
Materials and methods. In this work were used male Wistar rats (n=46). PS were administered intravenously: Radachlorin 
(RDC) (5 mg/ kg) 3 hours, Coproporphyrin III (CPP) (10 mg/kg) 24 hours before irradiation. To control the accumulation of 
PS in the skin, methods of fluorescence videodermatoscopy and confocal scanning laser microscopy (CSLM) were used. Laser 
irradiation (662 and 635 nm) was performed with an energy density of 50 Jcm–2, the irradiated surface area was 0,78 cm2. Laser 
Doppler flowmetry was used to assess microcirculation in the skin. Results. According to videodermatoscopy, fluorescence 
maximum values in the R channel were recorded 6-8 hours after administration, and amounted to 4901 [4190; 6732] a. u. for 
RDC and 2997 [2678; 3351] a. u. for CPP. Using the CSLM method, it was shown that CPP is poorly visualized in the walls 
of blood vessels. In experiments with RDC, the structures of areolar tissue of the hypodermis are determined. An hour after 
laser irradiation, in experiments with RDC, as well as with CPP, a significant decrease in blood flow was noted compared with 
the control to 3,61±0,7 and 4,27±1,4 PU, respectively. Structural changes when using both PS showed endothelial swelling, 
vasodilation and congestion, hemorrhages in the dermis, and underlying muscle tissue. The amount of MC was reduced. 
Conclusions. Laser irradiation with the parameters used in the work leads to a significant decrease in blood flow in the skin 
in experimental animals as a result of photoactivation of PS. CPP requires a higher radiation energy density. Morphological 
changes were revealed not only at the level of the epidermis, dermis and hypodermis, but also the underlying striated muscle 
tissue. In the early stages after exposure, massive degranulation of MC is noted with a decrease in their number.

Keywords: photodynamic therapy, microcirculation of the skin, mast cells, laser Doppler flowmetry
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имеют ТК. Несмотря на то, что первые эксперименты 
по оценке ФДТ-воздействия на ТК проводились еще 
в 1961 г., вопросы органоспецифической реакции в 
ранние сроки после облучения с учетом особенно-
стей ФС остаются недостаточно изученными [18–21]. 
Так же, как и изменения подлежащей мышечной тка-
ни в ответ на фотодинамическое воздействие на кожу, 
хотя эти изменения являются маркером глубины по-
вреждения и, следовательно, определяют фактиче-
ские возможности ФДТ, а не только расчетные, ос-
нованные на глубине проникновения излучения [22]. 

Целью исследования является сравнительный 
анализ соотношения между морфологическими на-
рушениями и изменением кровотока в коже при фото-
активировации ФС различного химического строе-
ния с учетом влияния на ТК, структурные элементы 
дермы и подлежащую мышечную ткань. 

Материалы и методы исследования
В работе использовали крыс-самцов линии Wistar 

(n=46) с массой тела 250±50 г (питомник лаборатор-
ных животных «РАППОЛОВО»), в соответствии с 
«Руководством по использованию лабораторных жи-
вотных для научных и учебных целей в ПСПбГМУ 
им. И. П. Павлова» (2014), разрешение этического 
комитета получено. Животных содержали в стандарт-
ных условиях. 

В качестве ФС использовали Радахлорин (РДХ), 
(«Радафарма», Россия); Копропорфирин III (КПФ), 
(«Элест», Россия). ФС вводили внутривенно в v. cau-
dalis крыс: РДХ (5 мг/кг) за 3 ч, КПФ (10 мг/кг) за 3 
и 24 ч до облучения. 

РДХ – препарат хлоринового ряда, использует-
ся для флуоресцентной диагностики и ФДТ злока-
чественных новообразований и имеет следующий 
состав: хлорин е6 (80–90 %), пурпурин-5 (5–20 %), 
пурпурин-18 – хлорин р6 (0–15 %). ФС получают из 
биомассы микроводоросли рода Spirulina [23]. Мак-
симумы полос абсорбции водного раствора РДХ при 
pH=7 определяются на длинах волн 285, 402, 502, 655 
нм, флуоресценции – с максимумом около 660 нм. 
Квантовый выход генерации синглетного кислорода 
(φΔ) = 0,52 [24].

КПФ – раствор для инфузий, состоящий из водо-
растворимой тетракалиевой соли копропорфирина 
III (89,25 %), не более чем на 1 %    – из белковых и 
пептидных соединений и, приблизительно, на 10 % – 
из примесей других порфиринов, продуцентом кото-
рых является культура Arthrobacter globiformis [25]. 
Препарат в растворе фосфатного буфера (pH=7,0) и 
концентрации 20 мкМ имеет полосу Соре 373 нм, 
ряд полос возбуждения в зеленом спектральном диа-
пазоне: максимумы – на 500, 535 и 557 нм и слабую 
красную полосу – на 606 нм, φΔ = 0,37 [26, 27].

Эксперименты проводили на наркотизированных 
животных, для этого внутривенно вводили препараты 
Золетил 50 (VIRBAC, Франция) и Ксила (De Adelaar 
B. V., Нидерланды) в равных объемах в дозе 0,5 мл/ кг. 
Крыс помещали на термостатируемый столик TCAT-
2 Temperature Сontroller (Physitemp, США) с постоян-
ным поддержанием ректальной температуры в пре-
делах 37,0–37,5 °С. Шерсть на коже спины  удаляли 

механически, затем маркером с учетом костных ори-
ентиров размечали место воздействия. 

Накопление в коже РДХ и КПФ (n=8) регистриро-
вали методом флуоресцентной видеодерматоскопии 
«EcoSkin» (RSC, Респ. Корея), источник возбужде-
ния – светодиоды с центральной длиной волны 
405 нм [28]. Яркость флуоресценции оценивали при 
помощи специального программного обеспечения, 
которое позволяет проводить оценку выбранных па-
раметров в определенных фрагментах изображения с 
учетом заранее проведенной калибровки по стандарт-
ным образцам. Регистрация результатов осуществля-
лась в виде фотоизображений, при этом выполнялись 
измерения сигналов в спектральных каналах R, G и B 
с максимумами чувствительности 620, 540 и 480 нм 
соответственно. 

Накопление и распределение ФС в сосудах микро-
циркуляторного русла кожи (n=8) оценивали методом 
лазерной конфокальной сканирующей микроскопии. 
Взятие пленочного препарата рыхлой соединитель-
ной ткани кожи спины крыс производили через 3 ч 
после внутривенного введения ФС. Препарат поме-
щали на предметное стекло, заключали в глицерин и 
анализировали с помощью лазерного сканирующе-
го конфокального микроскопа LSM 510 (Carl Zeiss, 
Германия) с программным обеспечением ZEN (Carl 
Zeiss, Германия). Для визуализации клеточных струк-
тур часть препаратов фиксировали в растворе Карнуа 
и после стандартной гистологической методики со 
спиртами возрастающей концентрации окрашива-
ли гематоксилином Майера и эозином (Bio-Optica, 
Италия) с последующей световой микроскопией на 
приборе Leica DM 750 (Leica, Германия).

Облучение кожи проводили с использованием 
полупроводниковых лазерных аппаратов: АЛОД-01 
(«Алком медика», Россия), 662 нм, и ЛАХТА-МИ-
ЛОН («МИЛОН Лазер», Россия), 635 нм. В опытах 
применяли световод с линзой для наружного облу-
чения биотканей («Полироник», РФ), диаметр све-
тового пятна на поверхности кожи – 1 см, площадь 
воздействия – 0,78 см2. Использованные ФС и пара-
метры облучения приведены в таблице.

Для оценки микроциркуляции в коже до и после 
лазерного воздействия использовали лазерный доп-
плеровский флуометр Laser Doppler Monitor BLF21 
(Transonik Systems Inc., США). Результаты приводят-
ся в перфузионных единицах (пф. ед.), которые экви-
валентны кровотоку в мл/мин/100 г ткани. Измерения 
проводили до облучения и через 1 ч после него.

Через 1 ч после облучения производили взятие 
образцов кожи в месте фотодинамического воздей-
ствия при помощи инструмента для панч-биопсии 
диаметром 0,8 см (MEDAX, Италия). Далее матери-
ал фиксировали в 10 % нейтральном формалине на 
фосфатном буфере (рН=7,4) не менее 24 ч. Образцы 
от всех животных обрабатывали параллельно, чтобы 
получить сопоставимые результаты и в одинаковых 
условиях. После формалиновой фиксации исполь-
зовали стандартную гистологическую методику со 
спиртами возрастающей концентрации, материал за-
ливали в парафиновые блоки. Срезы толщиной 5 мкм 
готовили с помощью микротома Accu-Cut SRT 200 
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(Sakura, Япония) и окрашивали гематоксилином 
Майера и эозином (Bio-Optica, Италия). Визуализа-
цию тучных клеток проводили окрашиванием толу-
идиновым синим («БиоВитрум», Россия). Микроско-
пический анализ проводили на световом микроскопе 
Leica DM750 (Leica, Германия) при окуляре 10, объек-
тиве 10 и 40. Фотосъемку гистологических объектов 
выполняли, используя цифровую микрофотокамеру 
ICC50 (Leica, Германия). 

Статистическую обработку результатов произ-
водили с использованием стандартных программ 
(«Statistica 7.0 Stat Soft» for Windows, «Sigma Plot 
12.5»). Вид распределения количественных призна-
ков оценивали по критерию Шапиро – Уилка. Данные 
в случае нормально распределенных признаков опи-
саны средним значением и стандартным отклонени-
ем (M±SD), а параметры, не имеющие нормального 

распределения, – медианой (Me), нижним и верхним 
квартилем [Q25 %; Q75 %]. Оценку значимости раз-
личий показателей проводили с применением двух-
факторного анализа ANOVA, U-критерия Манна – 
Уитни. Значимость различий определяли при p<0,05 
и p<0,001. 

Результаты исследования и их обсуждение
На рис. 1 показаны фотографии кожи крыс, по-

лученные методом флуоресцентной видеодермато-
скопии. Размеры представленных участков кожи – 
14,5×11,5 мм, зона облучения отмечена черным 
маркером. До введения ФС аутофлуоресценция 
кожи крыс на исследуемом поле площадью 0,78 см2 
в R-канале (максимум спектральной чувствитель-
ности – 620 нм) составляла 390 [373; 412] усл. ед. 
Как следует из рис. 1, через 3 ч после введения РДХ 

Варианты воздействия и параметры облучения кожи в эксперименте
Variants of exposure and parameters of skin irradiation in the experiment

Группа животных Фотосенсибилизатор

Параметры облучения кожи

длина волны 
(λ), нм

плотность 
энергии (ρ), 

Дж/см2
мощность, Вт

плотность 
мощности,  

Вт/см2

время  
облучения, 

мин

Контроль (n=6) – – – – – –
Введение ФС (n=12) Радахлорин – – – – –

Копропорфирин – – – – –
После ФДТ (n=12) Радахлорин 662 50 0,1 0,128 6,5

Копропорфирин 635 50 0,1 0,128 6,5

а б в

г д е

Рис. 1. Интенсивность флуоресценции структур кожи после введения РДХ и КПФ, R-канал. Результаты видеодерматоскопии 
кожи животных: а – контроль; б – через 3 ч после введения РДХ; в – фотообесцвечивание сразу после облучения с ρ=50 Дж/см2, λ=662 нм на 

фоне РДХ; г – через 3 ч после введения КПФ; д – через 24 ч после введения КПФ; е – фотообесцвечивание сразу после облучения с ρ=50 Дж/см2, 
λ=635 нм на фоне КПФ

Fig. 1. The fluorescence intensity of the skin structures after the introduction of RDС and СPP, R-channel. The results of animal’s skin 
videodermatoscopy: a – the control; б – 3 hours after the introduction of RDС; в – photobleaching immediately after irradiation with ρ=50 J/cm–2, 

λ=662 nm against the background of RDС; г – 3 hours after the introduction of CPP; д – 24 hours after the introduction of CPP; e – photobleaching imme-
diately after irradiation with ρ=50 Jcm–2, λ=635 nm against the background of CPP
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и КПФ наблюдали многократное усиление интен-
сивности флуоресценции в коже животных. Сразу 
после лазерного облучения кожи животных, кото-
рым предварительно вводили ФС, интенсивность 
флуоресценции снижалась вследствие деградации 
флуорофоров («photobleaching»), наблюдаемый эф-
фект служил одним из маркеров развития эффектов 
ФДТ (рис. 1, в, е). После фотоактивации РДХ отме-
чали снижение флуоресценции на 77 %, а в опытах 
с КПФ – на 78 %. 

На рис. 2 показано изменение интенсивности флу-
оресценции кожи после введения ФС в течение суток. 
Через 3 ч после введения обоих ФС флуоресценция 

значимо повышалась по сравнению с контролем 
(p=0,02). Максимальную интенсивность флуоресцен-
ции регистрировали через 6–8 ч после введения ФС, 
затем она постепенно снижалась, но даже через 24 
ч значимо превышала контрольные показатели. При 
сравнении флуоресценции через 3 и 24 ч значимых 
отличий не обнаружено.

Учитывая полученные данные, проведена серия 
экспериментов по оценке накопления и распреде-
ления ФС в сосудах микроциркуляторного русла 
гиподермы методом конфокальной сканирующей 
лазерной микроскопии. Как показано на рис. 3, 
КПФ слабо визуализируется в периваскулярных 

а б в

г д е

Рис. 3. Распределение ФС в сосудах микроциркуляторного русла рыхлой соединительной ткани подкожной жировой клетчатки 
крыс через 3 ч после внутривенного введения: а – контроль; б, в – КПФ; г–е – РДХ. Ув. 400 (об. 40×, ок. 10).  

Стрелками показаны адипоциты, фибробласты, ТК
Fig. 3. The FS distribution in the microvasculature vessels of the rat’s areolar tissue of the hypodermis 3 hours after intravenous adminis-

tration: a – control; б, в – CPP; г–е – RDC. H 400 (about 40×, approx. 10). Arrows indicate adipocytes, fibroblasts, mast cells

Рис. 2. Интенсивность флуоресценции структур кожи крыс в течение 24 ч после внутривенного введения РДХ и КПФ в R-канале 
по результатам флуоресцентной видеодерматоскопии; * – p<0,05 по сравнению с контролем

Fig. 2. The fluorescence intensity of rat skin structures within 24 hours after intravenous administration of RDС and CPP in the R-channel 
according to the results of fluorescence videodermatoscopy; * – p<0,05 compared with the control
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участках, а также в стенках сосудов. В опытах с 
РДХ визуализируются структуры рыхлой соеди-
нительной ткани гиподермы – сосуды, адипоциты, 
фибробласты, ТК, что соответствует картине при 
окрашивании гематоксилином Майера и эозином 
пленочных препаратов. 

В предварительных исследованиях было пока-
зано, что воспроизводимые результаты изменений 
тканевого кровотока после ФДТ наблюдаются при 
введении доз ФС и применении параметров облу-
чения, указанных в таблице. Сроки облучения были 
выбраны в соответствии с используемыми в клини-
ческой практике. 

В коже спины интактных крыс методом лазерной 
допплеровской флуометрии тканевой кровоток реги-
стрировался на уровне 4,61±0,91 пф. ед. Как показано 
на рис. 4, введение РДХ и КПФ без последующего 
облучения через 3 ч не приводило к значимым из-
менениям кровотока. 

Для оценки влияния лазерного облучения на 
тканевой кровоток была выполнена серия экспери-
ментов без введения ФС. У животных через час после 
облучения с длиной волны 662 нм и 50 Дж/ см2 тка-
невая перфузия составила 4,33±1,1 пф. ед. (p=0,155). 
Облучение длиной волны 635 нм и плотностью энер-
гии 50 Дж/ см2 также не приводило к значимым из-
менениям кровотока, который в этом случае был на 
уровне 4,32±0,9 пф. ед. (p=0,158). 

Вне зависимости от длины волны, лазерное облу-
чение без ФС приводило к набуханию и разрыхлению 
верхних слоев эпидермиса, дезорганизации и отеку 
пучков коллагеновых волокон, резкому расширению и 
полнокровию сосудов дермы и гиподермы. Наблюдал-
ся незначительный отек эндомизия и перимизия, раз-
волокнение миофибрилл в мышечных волокнах, при-
легающих к дерме, поперечная исчерченность сохра-
нялась. ТК располагались периваскулярно группами 
по 3–6 клеток, признаки дегрануляции отсутствовали.

После ФДТ с РДХ наблюдали значимое сниже-
ние кровотока по сравнению с контролем – через 
час после воздействия перфузия кожи снижалась до 
3,61±0,7 пф. ед. (р <0,001). Фотоактивированный РДХ 
приводил к разрыхлению рогового и набуханию зерни-
стого слоев. В отличие от облучения в шиповатом слое, 
визуализировались единичные вакуолизированные 
клетки. Определялись многочисленные экстравазаты на 
фоне полнокровных сосудов дермы с набухшим эндо-
телием. В дерме наблюдались лейкоцитарная инфильт-
рация, дезорганизация и отек пучков коллагеновых во-
локон (рис. 5). В гиподерме сосуды полнокровны, резко 
расширены. В мышечном слое отмечается отек волокон, 
отсутствие поперечной исчерченности, лейкоцитарная 
инфильтрация. ТК в коже практически отсутствуют.

В опытах с КПФ также наблюдалось значимое 
снижение кровотока до 4,27±1,4 пф. ед. (p=0,048) по 
сравнению с контролем. При этом гистологические 
признаки повреждения напоминали таковые при ФДТ 
с РДХ. Отличия наблюдались в эпидермисе в виде 
единичных гиперхромных клеток в базальном слое, 
присутствии не только расширенных и полнокров-
ных сосудов в дерме, но и спавшихся. Мышечные 
волокна сохраняли поперечную исчерченность. ТК 
также практически полностью отсутствуют. 

После внутривенного введения ФС в коже и со-
судах микроциркуляторного русла происходит нако-
пление РДХ и КПФ, интенсивность флуоресценции 
быстро нарастает в течение первых 3 ч после вве-
дения и достигает максимума к 6–8-му часу после 
введения. Через 24 ч интенсивность флуоресценции 
кожи снижается, однако остается значимо высокой 
по сравнению с контролем. Лазерное облучение с 
выбранными для исследования параметрами приво-
дит к фотообесцвечиванию, снижению интенсивно-
сти флуоресценции, что является дополнительным 
критерием развития фотодинамического эффекта и 
является перспективным методом дозиметрии ФДТ. 

Рис. 4. Интенсивность перфузии кожи крыс через 1 час после ФДТ: 
* – p<0,001 по сравнению с контролем

Fig. 4. The rat’s skin perfusion intensity 1 hour after PDT: * – p<0,05;  
** – p<0,001compared with the control
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По результатам конфокальной сканирующей лазер-
ной микроскопии пленочных препаратов рыхлой со-
единительной ткани гиподермы показано накопление 
ФС в просветах сосудов, в компонентах сосудистой 
стенки микроциркуляторного русла и окружающих 
тканях. Флуоресценция в структурах артериол, венул 
и капилляров с визуализацией таких структур, как ади-
поциты, фибробласты и ТК, выражена сильнее при 
использовании РДХ, в сравнении с КПФ. Распределе-
ние и накопление ФС в сосудах микроциркуляторного 
русла определяют выраженность фотодинамического 
эффекта, связанного с повреждающим действием на 
сосуды, и, следовательно, на развитие ишемии опухо-
ли, как дополнительного фактора ее деструкции.

Выраженность снижения кожного кровотока при 
фотодинамическом воздействии в значительной сте-
пени соответствовала структурно-морфологическим 
изменениям, наблюдавшимся при гистологическом 
исследовании кожи. Не фотоактивированные ФС, с 
учетом зарегистрированной флуоресценции, не при-
водили к значимому снижению кровотока и патомор-
фологическим изменениям.

Оценка кровотока в сосудах микроциркулятор-
ного русла кожи – это функциональный показатель, 

отражающий соответствие кровотока потребностям 
тканей. При использовании РДХ в качестве ФС через 
час после облучения, в сравнении с КПФ, сниже-
ние кровотока выражено сильнее (28,3 и 6,3 % соот-
ветственно). Таким образом, РДХ приводит к более 
значимому снижению кровотока в сосудах микроцир-
куляторного русла, чем КПФ. При этом гистологиче-
ские признаки повреждения напоминали таковые при 
ФДТ с РДХ, однако были менее выражены. 

Лазерное облучение с параметрами, использо-
ванными в работе, приводит к значимому снижению 
кровотока в коже у экспериментальных животных 
в результате фотоактивации ФС и сопровождаются 
морфологическими изменениями не только на уровне 
эпидермиса, дермы и гиподермы, но и захватывают 
подлежащую поперечно-полосатую мышечную ткань. 
Данное наблюдение интересно в связи с тем, что про-
никающая способность красного света (λ=635, 662 нм) 
составляет порядка 2–3 мм, и, с учетом толщины кожи 
крыс (собственно дерма спины – 120±14 мкм), наблю-
даемый эффект опосредован ФДТ-воздействием [29]. 
ФДТ оказывает повреждающее действие на ткани в 
результате снижения кровотока, возможной инициа-
ции  апоптоза (как внутреннего, так и  внешнего пути), 

а б

в г

Рис. 5. Микрофотографии срезов кожи после ФДТ: а, б – с РДХ в качестве ФС; в, г – с КПФ в качестве ФС. Окраска гематоксилином  
и эозином, ув. 400 (об. 40×, ок. 10). Стрелками показаны полнокровные расширенные сосуды

Fig. 5. Micrographs of skin sections after PDT: a, б – with RDC as a FS; в, г – with СPF as a FS. Stained with hematoxylin and eosin, h. 400  
(about 40×, approx. 10). Arrows indicate full-blooded dilated vessels
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некроза, аутофагии, за счет активации иммунной си-
стемы. Каждый из компонентов повреждения может 
преобладать в зависимости от свойств ФС. В част-
ности, внутриклеточное распределение ФС может 
играть ключевую роль в механизме клеточной гибе-
ли. Время жизни АФК крайне ограничено, поэтому 
для повышения эффективности ФДТ их образование 
должно происходить внутри клетки. Ядерный аппа-
рат и митохондрии рассматриваются как основные 
мишени внутриклеточного действия ФС, поскольку 
они играют решающую роль в регуляции апоптоза. 
Так, повреждение митохондрий активирует апоптоз, 
цитохром С, каспазы-9 и -3 [30].

Таким образом, общими признаками реакции 
кожи на фотодинамическое воздействие с облуче-
нием красным светом являются повреждение эпи-
дермиса (разрыхление и набухание рогового слоя, 
вакуолизация клеток шиповатого слоев, гиперхром-
ность клеток базального слоя), дезорганизация и отек 
пучков коллагеновых волокон, набухание эндотелия, 
расширение и полнокровие сосудов дермы и гиподер-
мы, экстравазаты в дерме и подлежащей мышечной 
ткани, лейкоцитарная инфильтрация, дегрануляция 
ТК со снижением их числа. 

Заключение
Для ФДТ характерно повреждение всех слоев эпи-

дермиса, наличие признаков острого воспаления в 
дерме и гиподерме, расширение и полнокровие сосу-
дов дермы и гиподермы, экстравазаты, повреждение 
подлежащей мышечной ткани, дегрануляция ТК со 
снижением их числа. При одинаковой дозе облуче-
ния – 50 Дж/см2 – степень выраженности изменений 
микроциркуляции и структур кожи была значительно 
более выражена в опытах с РДХ. Полученные ре-
зультаты подтверждают, что химическое строение 
ФС определяет характер сосудистых изменений и 
является важным фактором, определяющим успех 
ФДТ в клинической практике. Показанное в работе 
повреждение подлежащих мышц является важным 
для определения параметров облучения и выбора ФС 
для конкретной терапевтической задачи.
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