
БИОФИЗИКА, 2024, том 69, № 3, с. 656–663

656

КОМБИНИРОВАННАЯ ФОТОДИНАМИЧЕСКАЯ И ПЛАЗМОННАЯ 
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Целью исследования была разработка комбинированной технологии плазмонной фототермиче-
ской терапии и фотодинамической терапии у крыс с перевитой холангиокарциномой РС-1. Для фо-
тодинамической терапии крысам внутритуморально вводили в дозе 2 мг/кг индоцианиновый зеле-
ный, разведенный в полиэтиленгликоле в соотношении 1:100. Для плазмонной фототермической
терапии внутритуморально вводили покрытые полиэтиленгликолем золотые наностержни
(400 мкг/мл) в объеме 30% от объема опухоли. Через час после инъекций опухоль облучали чре-
скожно диодным инфракрасным лазером с длиной волны 808 нм при плотности мощности
2.3 Вт/см2 в течение 15 мин. Животных выводили из эксперимента через 72 ч и 21 сутки после тера-
пии. Морфологические исследования опухоли проводили на срезах, окрашенных стандартными и
иммуногистохимическими методами. При комбинированной плазмонной фототермической и фо-
тодинамической терапии отмечали значительный подъем температуры опухоли, вплоть до
60.0 ± 4.1°С. Через 72 ч наблюдали выраженные некротические изменения в опухолевой ткани, со-
хранные опухолевые клетки наблюдали только на периферии опухоли. Через 21 сутки после тера-
пии отмечали значительное торможение роста опухолей, индекс торможения по массе опухоли со-
ставил 77.4%. 

Ключевые слова: плазмонная фототермическая терапия, фотодинамическая терапия, золотые нано-
стержни, опухоли, комбинированная терапия.
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Актуальность разработки новых технологий
противоопухолевой терапии обусловлена резким
ростом заболеваемости раком в мире. По данным
Международного агентства по изучению рака
(IARC), в 2020 г. в мире было диагностировано
19.3 млн новых случаев, около 10 млн человек
умерло от онкологических заболеваний [1]. Необ-
ходимость поиска новых методов лечения обу-
словлена и недостаточной эффективностью стан-

дартной химио- и лучевой терапии при лечении
ряда опухолей, в том числе труднодоступных ло-
кализаций. 

Наряду с традиционными методами лечения
изучается возможность медицинского примене-
ния лазерной гипертермии для противоопухоле-
вой терапии, однако основным недостатком дан-
ного метода является отсутствие селективности
воздействия, за счет чего происходит нагрев здо-
ровых тканей вокруг опухоли. 

Для увеличения селективности лазерной ги-
пертермии в последние годы активно использу-
ются металлические наночастицы. Плазмонная

Сокращения: ПФТ – плазмонная фототермическая тера-
пия, ФДТ – фотодинамическая терапия, ПЭГ – полиэти-
ленгликоль. 
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фототермическая терапия (ПФТ) – основана на
гипертермии опухолей за счет лазерного нагрева
металлических наночастиц, обладающих свой-
ством плазмонного резонанса. Наиболее часто
для ПФТ используются золотые наночастицы за
счет их низкой токсичности. Поглощение света
самими биологическими тканями минимально в
ближней инфракрасной области (700–1000 нм),
поэтому плазмонный резонанс наночастиц дол-
жен быть настроен на данный диапазон [2, 3]. 

При воздействии на накопившиеся в опухоли
наночастицы излучением лазера с определенной
длиной волны, близкой к их плазмонному резо-
нансу, происходит термолиз опухолевых клеток
из-за денатурации белков и разрушения плазма-
тической мембраны, при этом нагрева и повре-
ждения окружающих здоровых тканей не проис-
ходит [4]. 

Однако нерешенными проблемами ПФТ оста-
ются выбор оптимальных доз и методов введения
наночастиц для их эффективного накопления в
опухолевой ткани; выбор оптимальной мощно-
сти и режимов лазерного излучения для улучше-
ния его проникновения в опухолевую ткань. Из-
вестно, что золотые наночастицы способны пас-
сивно накапливаться в опухоли благодаря
эффекту повышенной проницаемости и удержа-
ния (EPR effect) в сосудистой сети [5]. Кроме то-
го, наночастицы избирательно задерживаются в
опухолевых тканях вследствие нарушенной си-
стемы лимфатического дренажа. Для достижения
эффекта пассивного таргетирования наночасти-
цы, как правило, должны иметь размеры 10–
200 нм [6, 7]. 

В связи с сильным поглощением и рассеянием
лазерного излучения клетками и тканями in vivo
важными задачами ПФТ являются доставка света
необходимой мощности к тканям-мишеням и в
то же время обеспечение безопасности лазерного
облучения для здоровых органов [8]. Возможны-
ми решениями являются использование соответ-
ствующих световодов и методов оптического
просветления биотканей [9].

В последние годы активно развиваются техно-
логии комбинированной ПФТ-терапии, в том
числе в сочетании с методами фотодинамической
терапии (ФДТ), основанной на взаимодействии
лазерного излучения с фотосенсибилизатором.
Данный метод применяется в клинике уже более
40 лет для лечения различных видов рака, вклю-
чая поверхностные поражения кожи, опухоли пи-
щевода и легких [10, 11]. Важными преимуще-
ствами данной комбинации методов являются
сопряженность обоих методов с использованием
оптического излучения, ускорение фотохимиче-
ских реакций при повышении температуры, ис-
пользование более низких плотностей мощности
для лазерного облучения, синергичное воздей-

ствие на опухолевые кровеносные сосуды, разоб-
щенность максимальных терапевтических эф-
фектов обеих процедур во времени, повышение
термочувствительности клеток в условиях гипо-
ксии, вызываемой фотохимической реакцией, и
т.д. [12, 13].

Авторы работы [14] отметили значительное
торможение роста опухолей у мышей при прове-
дении комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии с
использованием золотых наностержней, конъ-
югированных с тетрасульфонатом фталоцианина
алюминия (AuNR-AlPcS4) [14]. В работе [15] была
показана значительная эффективность комбини-
рованной ПФТ/ФДТ-терапии при внутритумо-
ральном введении золотых нанозвезд, конъюги-
рованных с хлорином e6 (GNS-PEG-Ce6) мышам
с опухолью MDA-MB-435 и использовании лазе-
ра с длиной волны 671 нм.

В исследовании [16] был продемонстрирован
противоопухолевый эффект комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии с использованием золотых
наностержней, конъюгированных с гематопор-
фирином. При внутритуморальном введении на-
нокомпозитов крысам с перевитой холангиокар-
циномой и последовательном облучении опухо-
лей лазерами с длинами волн 808 нм и 633 нм в
ткани опухоли развивались выраженные некро-
тические изменения и отмечалось значительное
торможение роста опухоли.

В исследовании [17] авторы наблюдали значи-
тельное торможение роста опухолей A549 у мы-
шей при проведении комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии с использованием 4-карбок-
сифенилпорфирина, конъюгированного с золо-
тыми наностержнями, покрытыми кремнезем-
ной оболочкой (AuNR@SiO2-TCPP), и облуче-
нии опухолей лазерами с длинами волн 660 и 808
нм.

Однако из-за частого несовпадения спектров
поглощения фототермических и фотодинамиче-
ских агентов комбинированная ПФТ/ФДТ-тера-
пия требует последовательного облучения опухо-
ли двумя разными лазерами, что удлиняет время
лечения и усложняет его. Возможным решением
данной проблемы является использование лазера
с длиной волны, соответствующей спектрам по-
глощения фототермического и фотодинамиче-
ского агентов, что позволит оптимизировать те-
рапевтический протокол комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии и уменьшить ее возможные
побочные эффекты. 

Целью исследования является разработка
эффективной комбинированной технологии
ПФТ/ФДТ у крыс с перевитой холангиокарцино-
мой РС-1.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследования на лабораторных животных
проводили на базе ЦКП экспериментальной он-
кологии Саратовского государственного меди-
цинского университета им. В.И. Разумовского.
Штамм холангиокарциномы РС-1 был получен
из коллекции НМИЦ им. Н.Н. Блохина МЗ РФ,
24 крысам-самцам линии Wistar массой 300 ± 30 г
вводили подкожно в межлопаточную область по
0.5 мл 25%-ной взвеси опухолевой ткани в рас-
творе Хенкса.

В качестве термосенсибилизатора для ПФТ
использовали золотые наностержни, синтезиро-
ванные в лаборатории нанобиотехнологии
ИБФРМ РАН зародышевым методом по методи-
ке, описанной в работе [18]. Cредняя длина ча-
стиц Laν = 44.0 ± 8.3 нм, диаметр daν = 10.9 ±
± 2.1 нм и аспектное отношение ARaν = 4.03 ± 0.72
были определены из ПЭМ-изображений (просве-
чивающий электронный микроскоп Libra-120,
Carl Zeiss, Германия) (рис. 1а). Для предотвраще-
ния агрегации в крови и тканях и повышения
биосовместимости наностержни были функцио-
нализированы тиолированным полиэтиленгли-
колем (молекулярная масса 5000 Да, Nektar,
США) [19]. Концентрация наностержней в сус-
пензии составляла 400 мкг/мл. 

По данным ПЭМ, средняя толщина нано-
стержней варьирует от образца к образцу зна-
чительно меньше, чем средняя длина или отно-
шение осей. В частности, относительное
среднеквадратичное отклонение диаметра не
превышало 3–5%, а относительное среднеквадра-
тическое отклонение длины наночастиц не пре-
вышaло 10–12%. 

Перед измерением коэффициента экстинкции
суспензию разбавляли в соотношении 1:10.
Спектр коэффициента экстинкции (рис. 1б) ре-
гистрировали с помощью UV-Vis-спектрофото-
метра Specord BS-250 (Analytik Jena, Германия).

В качестве фотосенсибилизатора для ФДТ ис-
пользовали индоцианиновый зеленый (Pulsion
Medical Inc., Германия), который разводили в со-
отношении 1:100 в полиэтиленгликоле 300
(«Норкем», Россия). В качестве диагностическо-
го средства индоцианин зеленый имеет регистра-
ционное удостоверение РФ для медицинского
применения (рег. №: ЛП-008003 от 31.03.22).

При достижении опухолью объема 3.0 ± 0.3 см3

животные случайным образом были разделены на
4 группы по 6 крыс: группа сравнения – без воз-
действия, группа ПФТ, группа ФДТ, группа
ПФТ/ФДТ.

В группах животных с ПФТ и и ПФТ/ФДТ
суспензию золотых наностержней вводили внут-
ритуморально в объеме 30% от объема опухоли.
Индоцианиновый зеленый в качестве фотосен-
сибилизатора вводили внутритуморально в груп-
пах животных с ФДТ и комбинированной тера-
пией внутритуморально в дозе 1 мг/кг.

Через час после внутритуморальных инъекций
во всех опытных группах крыс опухоль в течение
15 мин облучали чрескожно излучением диодного
инфракрасного лазера 808 нм LS-2-N-808-10000
(«Лазерные системы», Россия) с плотностью
мощности 2.3 Вт/см2. Температуру при локаль-
ном нагреве кожи над опухолью измеряли тепло-
визором IRY4010 (IRYSYS, Великобритания). Вы-
вод животных и отбор образцов тканей опухоли
для морфологического исследования проводили

Рис. 1. (а) – ПЭМ-изображения золотых наностержней, (б) – спектр поглощения суспензии золотых наностержней.
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через 72 ч и на 21 сутки после проведения тера-
пии. Морфологические исследования проводили
на срезах, окрашенных стандартными (гематок-
силин-эозин) и иммуногистохимическими мето-
дами с использованием системы визуализации
UltraVision Quanto Detection System HRP DAB
(Thermo Fisher Scientific, США) с маркером про-
лиферации Ki-67 (ab15580, Abcam, Великобрита-
ния, разведение 1:100) и маркером апоптоза Bax
(ab32503, Abcam, Великобритания, разведение
1:250). 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В группе ПФТ золотые наностержни вводили
внутритуморально в объеме 30% от объема опухо-
ли, при воздействии инфракрасного лазерного
излучения отмечали выраженный подъем темпе-
ратуры локального нагрева опухоли (вплоть до
60°С), сразу после проведения терапии наблюда-
ли ожоговую поверхность на коже в области воз-
действия лазера. В группе ФДТ внутритумораль-
но вводили индоцианиновый зеленый в дозе
1 мг/кг, при проведении ФДТ температура повы-
шалась незначительно (до 40 ± 2°С), на поверхно-
сти кожи выявлялась лишь зона покраснения.

В группе ПФТ/ФДТ вводили внутритумораль-
но золотые наностержни и индоцианиновый зе-
леный в том же объеме и дозе, при проведении
комбинированной терапии отмечали выражен-
ный подъем температуры локального нагрева
опухоли, вплоть до 65± 2°С. Ожоговая поверх-
ность на коже была сопоставима с наблюдаемыми
изменениями после ПФТ (рис. 2).

Через 72 ч у крыс после ФДТ отмечали наиме-
нее выраженные повреждения ткани опухолей по
сравнению с другими опытными группами. При
морфологическом исследовании поля некроза
занимали от 30 до 50% площади среза. В группах
животных с ПФТ и комбинированной
ФДТ/ПФТ-терапией некрозы занимали до 80%
площади среза опухоли, сохранные опухолевые
клетки наблюдали только на периферии опухоли
(рис. 3).

Через 21 сутки после ФДТ в холангиокарцино-
ме часть опухолевых клеток сохраняла свои мем-
браны, хотя были выражены признаки кариорек-
сиса и кариолизиса, т.е. признаков некробиоза.
Поля некрозов составляли около 50% от площади
среза. 

После ПФТ и комбинированной ПФТ/ФДТ-
терапии отмечали выраженное повреждение тка-
ни опухолей, при морфологическом исследова-
нии поля некроза занимали до 90% площади сре-
за опухоли, участки некрозов наблюдали даже
под капсулой опухоли. Сохранные опухолевые
клетки наблюдали только на периферии опухоли
(рис. 4).

При иммуногистохимическом исследовании
через 72 ч и 21 сутки после проведения ПФТ и
комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии отмечали
в сохранных клетках опухоли значительное сни-
жение экспрессии маркера пролиферации Ki-67
(рис. 4) и повышение экспрессии BAX-маркера
апоптоза.

Торможение роста опухолей через 72 ч после
терапии во всех опытных группах достоверно не
отличалось. Через 21 сутки у крыс наибольшее

Рис. 2. Динамика температуры локального нагрева опухолей при проведении ПФТ или ФДТ, а также комбинирован-
ного ПФТ/ФДТ-воздействия.
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торможение роста опухолей было отмечено после
комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии, индекс
торможения роста опухоли по массе составил
77.4% (рис. 5).

Результаты исследования согласуются с дан-
ными ряда авторов, которые наблюдали более
выраженный эффект на торможение роста опу-
холей при воздействии комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии при внутритуморальном вве-
дении золотых наночастиц в сочетании с различ-
ными фотосенсибилизаторами: золотых нано-
звезд, конъюгированных с хлорином e6 (GNS-
PEG-Ce6) [15], золотых наностержней, конъюги-
рованных с гематопорфирином [16], золотых на-
ностержней, конъюгированных с 4-карбоксифе-
нил порфирином [17]. Недостатком этих методик
является последовательное применение двух ти-
пов лазеров для ФДТ и ПФТ из-за несоответствия
спектров поглощения используемых фото- и тер-
мосенсибилизаторов.

Сочетание фотосенсибилизатор-термосенси-
билизатор было выбрано на основе данных о
спектрах поглощения индоцианинового зеленого
и золотых наностержней. Индоцианиновый зеле-

ный является трикарбоцианиновым красителем,
у которого в зависимости от растворителя и кон-
центрации красителя в растворе максимум погло-
щения может находиться вблизи 650 нм (димер-
ная форма) или 800 нм (мономерная форма). При
использовании в качестве растворителя ПЭГ в
растворе красителя преобладают мономеры, и
максимум поглощения раствора находится на
длине волны 794 нм. В результате связывания мо-
лекул индоцианинового зеленого с органически-
ми молекулами биологических тканей его пик по-
глощения смещается в длинноволновую область
до 810 нм [20].

Создание мультифункциональных наноком-
позитов для комбинированной противоопухоле-
вой терапии, содержащих в своем составе золо-
тые наночастицы и фотосенсибилизаторы с
близким спектром поглощения, является пер-
спективным направлением наномедицины. Так,
в недавнем исследовании [21] была разработана
новая наноплатформа на основе инкапсулиро-
ванных золотых наностержней, конъюгирован-
ных с индоцианиновым зеленым, применение
которой для комбинированной ПФТ/ФДТ-тера-

Рис. 3. Морфологическая картина холангиокарциномы через 72 ч после воздействия: (а) – группа сравнения, (б) –
после ФДТ-терапии, (в) – после ПФТ-терапии, (г) – после комбинированной ПФТ/ФДТ-терапии. Окрашивание
гематоксилин-эозином. Ув. 246.4.
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пии у мышей с перевитой опухолью A549 вызыва-
ло значительное торможение роста опухолей, по
сравнению с группами животных только c ФДТ
или ПФТ-терапией. Возможными ограничения-
ми для синтеза такого вида нанокомпозитов яв-

ляются сложности загрузки в них достаточного
количества фотосенсибилизатора для достиже-
ния его эффективной концентрации в области
интереса при внутривенном введении. В нашем
ранее проведенном исследовании мы подобрали
необходимые дозы и способ многократного внут-
ривенного введения золотых наностержней для
достаточного накопления их в опухоли с сформи-
рованной сосудистой сетью и протоколы лазер-
ного облучения для эффективного проведения
ПФТ [22]. В настоящем исследовании нами были
подобраны необходимые для достижения проти-
воопухолевого эффекта при ФДТ дозы фотосен-
сибилизатора. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Близость спектров поглощения фотосенсиби-
лизатора и термосенсибилизатора, имеющих
максимумы в области 800–820 нм, позволяет ис-
пользовать для комбинированной ПФТ/ФДТ-те-
рапии один инфракрасный лазер (808 нм), что
может считаться преимуществом предложенного
подхода.

Рис. 4. Морфологическая картина холангиокарциномы через 21 сутки после воздействия: (а) – группа сравнения, ув.
246.4; (б) – после ФДТ-терапии, ув. 246.4; (в) – после ПФТ-терапии, ув. 246.4; (г) – после комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии, ув. 64.6. Окрашивание гематоксилин-эозином.

Рис. 5. Масса опухолей через 72 ч и 21 сутки после
проведенной терапии.
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Разработанная комбинированная технология
ПФТ/ФДТ-терапии вызывает выраженное по-
вреждение ткани перевитой холангиокарциномы
у крыс за счет резкого локального нагрева при
ПФТ и цитотоксического действия ФДТ на опу-
холевые клетки. Противоопухолевое действие
предложенной комбинированной технологии
превосходит результаты действия при использо-
вании только ПФТ или ФДТ. Этот синергетиче-
ский эффект можно связать с усиленной диф-
фузией красителя в клетки при повышенной тем-
пературе и более эффективной генерации
синглетного кислорода и последующей цепочки
радикалов молекулами фотосенсибилизатора в
сильном локальном поле наночастиц. Однако не-
обходимы дальнейшие исследования как биофи-
зических механизмов комплексного взаимодей-
ствия фото- и термосенсибилизаторов, так и
безопасности и отдаленных эффектов предло-
женной терапии. 

Дальнейшим направлением исследований мо-
жет стать разработка многофункциональных на-
нокомпозитов, обладающих свойствами направ-
ленной доставки действующих агентов в опухоль,
на основе золотых наностержней и индоциа-
нинового зеленого для комбинированной
ПФТ/ФДТ-терапии.
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The aim of this study is to develop a combined technology which integrates plasmonic photothermal therapy
and photodynamic therapy of transplanted cholangiocarcinoma РС-1 in rats. For photodynamic therapy,
rats received intratumoral injection of 2 mg/kg indocyanine green diluted in a 1:100 volume ratio with poly-
ethylene glycol. For plasmonic photothermal therapy, the intratumoral injectate volume of gold nanorods
(400 μg/ml) coated with polyethylene glycol for tumor was drawn up to be 30% to the tumor volume. One
hour after injections, the tumor was irradiated percutaneously with an 808 nm infrared diode laser at a power
density of 2.3 W/cm2 for 15 min. Animals were excluded from the experiment 72 and 21 days after therapy.
Morphological studies of the tumor were performed on sections stained by standard protocols and immuno-
histochemical methods. A significant rise in tumor temperature, up to 60 ± 4.1°C, was noted during plas-
monic photothermal therapy combined with photodynamic therapy. In 72 hours, the pronounced necrotic
changes in the tumor tissue were observed, the residual tumor cell foci were found only in the periphery of
the tumor. A significant inhibition of tumor growth was observed 21 days after therapy; the tumor growth in-
hibition index by tumor mass was 77.4%.

Keywords: plasmonic photothermal therapy, photodynamic therapy, gold nanorods, tumors, combination therapy
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