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Аннотация. Флуоресцентная диагностика — это неинвазивный и чувстви-

тельный диагностический инструмент для планирования и оценки резуль-

татов лечения в онкологии. Метод дает возможность получать изображение 

невидимых в  белом свете патологических очагов, помогает выявлять ре-

цидивы на ранних сроках, проводить мониторинг фотодинамической тера-

пии и прогнозировать ее эффективность. В статье представлены основные 

направления использования флуоресцентной диагностики в  клинической 

практике.
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Введение

Флуоресцентная диагностика (ФД) известна ме-
дицине с  40-х гг. XX  в. (Auler H., 1942). Однако, 
в целом методы ФД получили широкое распро-

странение в клинической практике лишь в конце XX вв. 
Определяющую роль в этом процессе сыграли синтез но-
вых химически однородных фотосенсибилизаторов (ФС) 
с  большими показателями селективности и  разработка 
удобных в эксплуатации спектральных оптических и дру-
гих диагностических приборов (Лощенов В. Б., 2013), 
(Ярославцева-Исаева Е.B., 2018), (Филоненко, 2014).

В  основе метода лежит регистрация непродолжи-
тельного свечения вещества (флуорофора), возника-
ющего после поглощения им светового излучения. 
Различают аутофлуоресценцию или эндогенную флуо-
ресценцию, когда в  качестве флуоресцирующих аген-
тов выступают эндогенные молекулы (аминокислоты, 

гемоглобин и  др.), и  экзогенную флуоресценцию, суть 
которой заключается во введении больному веществ — 
(ФС). Аутофлуоресценция не  является темой данного 
обзора. ФД может выполняться как самостоятельный 
диагностический метод, так и  в  сочетании с  фотодина-
мической терапией (ФДТ).

Благодаря способности ФС селективно накапливать-
ся в  злокачественных новообразованиях относительно 
окружающих здоровых тканей создается флуоресцент-
ный контраст, достоверное детектирование которого 
и составляет основную задачу диагностического метода.

Флюоресцентная диагностика (ФД) с  целью опреде-
ления объема опухолевого поражения довольно ши-
роко используется в  клинической практике (Филонен-
ко Е. Ф., 2012)(Xiao Q, 2018). Другим, менее изученным 
направлением использования ФД, является мониторинг 
и планирование ФДТ.
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1. Физические основы 
флуоресцентной диагностики

1.1. Взаимодействие фотонов с биотканью

Излучение, используемое при ФД, захватывает ин-
тервал от  400 до  900 нм, что соответствует видимой 
и ближней инфракрасной частям спектра (Kwiatkowski S., 
2018). При прохождении электромагнитного излучения 
через среду световая энергия может рассеиваться или 
поглощаться.

Рассеяние света внутри тканей зависит от количества 
и размеров ее клеточных структур, а также других ком-
понентов, обладающих различными показателями пре-
ломления.

Поглощение заключается в частичном переходе све-
товой энергии в другие виды энергии или в оптическое 
излучение с другими спектральными характеристиками.

Основными поглотителями в  биологических тканях 
являются вода и  макромолекулы (белки, меланин, ге-
моглобин). К экзогенным хромофорам, относятся ФС, ко-
торые могут выступать как в роли диагностических, так 
и  терапевтических агентов. Отсутствие сильных эндо-
генных молекул — хромофоров, поглощающих свет в ин-
тервале между 600 нм и  1200 нм, определяет границы 
«терапевтического окна», оптимального для проведения 
ФДТ и ФД (Mallidi S., 2016).

Распределение фотонов флуоресцентного излуче-
ния, возникающего в  ходе фотохимических реакций, 
внутри биоткани подчиняется основным принципам, 
справедливым для падающего (возбуждающего) ла-
зерного света (Лысенко, 2018). Следовательно, важ-
ными особенностями, которые влияют на  измерение 
флуоресценции, являются: ослабление света по  мере 
прохождения от глубоких слоев к поверхностным, на-
личие эндогенных флуорофоров, которые вызывают 
аутофлуоресценцию, поглощение, рассеяние, отраже-
ние света.

Понимание физики взаимодействия света с  тканью 
требует сложного экспериментального и компьютерно-
го моделирования для коррекции искажающего влия-
ния оптических свойств. Это крайне важно при разра-
ботке оборудования и методик проведения ФД.

1.2. Основы генерации флуоресценции

Молекулы ФС, накопленные в  ткани, являются флу-
орофорами, т.е они способны не  только к  поглощению 
света, но и к излучению световой энергии. При этом дли-
на волны лазерного излучения должна совпадать с  пи-

ком поглощения используемого препарата (Kwiatkowski 
S., 2018).

Основное состояние молекулярных систем, харак-
теризующееся наименьшей энергией и  наибольшей 
стабильностью, — синглетное (S0). При поглощении од-
ного фотона света молекула фотосенсибилизатора пе-
реводится в возбужденное синглетное состояние более 
высокого энергетического уровня, 1S* (Chilakamarthi 
U., 2017). Система в состоянии 1S* нестабильна и может 
инициировать фотохимические реакции или подвер-
гаться межсистемному переходу в  триплетное состоя-
ние, 3Т*. Молекула от возбужденного состояния 1S* или 
3Т* может возвращаться к  S0 посредством безызлуча-
тельного распада и  генерации тепловой энергии или 
избавляться от избыточной энергии, испуская световое 
излучение.

Возвратившись в исходное состояние, ФС способны 
повторно вступать в  химические реакции после погло-
щения нового кванта световой энергии. Однако после 
некоторого числа циклов флуорофор утрачивает спо-
собность участвовать в  фотодинамической реакции. 
Этот эффект называется фотообесцвечиванием, или фо-
тобличингом.

Спектр флуоресценции, возникающей в  результате 
S1�S0 перехода ФС, сдвинут относительно спектра по-
глощения в длинноволновую область.

Известно наличие определенной взаимосвязи в  ко-
личественном распределении энергии поглощенных 
фотонов между излучательными процессами и  реали-
зацией фотодинамических реакций с образованием фо-
топродуктов. Однако следует отметить, что вышеуказан-
ные процессы не являются линейными и вклад каждого 
из них может варьировать.

2. Методы получения 
флуоресцентных 
изображений

Для реализации ФД в  клинической практике ис-
пользуется два подхода: использование точечных 
регистраторов и  цифровых камер (Herman, 2012). 
На  данный момент существует несколько доступных 
установок российского производства, работающих 
по  этим технологиям. Каждый из  предложенных под-
ходов для ФД имеет свои недостатки и преимущества. 
Так, например, точечная регистрация флуоресценции 
может регистрировать достаточно точные данные 
уровня флуоресценции, но не позволяет оценить гра-
ницы опухоли и учитывать гетерогенность опухолевой 
ткани. В связи с этим, для получения достоверных ре-
зультатов требуются множественные измерения в  не-
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скольких точках, что существенно усложняет диагно-
стическую процедуру.

Системы, использующие камеру в  качестве детекто-
ра, лишены вышеназванного недостатка. Однако реги-
страция только флуоресцентного изображения в  свою 
очередь ухудшает качество этих изображений и,  соот-
ветственно, не позволяет проводить достоверную коли-
чественную оценку.

К  сожалению, следует отметить отсутствие на  рын-
ке оборудования для флуоресцентной диагностики, 
отвечающего всем требованиям эффективного клини-
ческого использования. Для успешной разработки ал-
горитмов расчета параметров светового воздействия 
на основании данных флуоресценции система должна 
сочетать следующие характеристики: точность и  вос-
производимость получаемых результатов, возмож-
ность оценки параметров флуоресценции в  режиме 
реального времени, возможность учета гетерогенно-
сти опухоли и  окружающей здоровой ткани, легкость 
в интерпретации получаемого изображения и получае-
мых данных, относительно низкая себестоимость такой 
системы.

3. Определение границ 
для хирургии и биопсии

Визуализация границ опухолевого процесса для со-
блюдения радикальности хирургического вмешатель-
ства, выявление клинически не  детектируемых очагов 
и навигация для прицельной биопсии составляют основ-
ной пласт показаний для проведения ФД.

Доступность анатомического расположения и высо-
кая частота встречаемости злокачественных новообра-
зований кожи (Shelton M. E., 2019) явились предпосылка-
ми к  их активному изучению методом флуоресцентной 
диагностики. Основными задачами является уточнение 
границ поражения, выявление скрытых очагов, в  том 
числе рака in situ и других облигатных предраковых со-
стояний (Narayanamurthy V., 2018).

ФД активно применяется в  нейрохирургической 
практике. Интраоперационная флуоресцентная диа-
гностика у пациентов с глиомами позволяет эффектив-
но выявлять зоны хирургического интереса (Stummer 
W., 2017). Некоторые исследования демонстрируют 
достоверно значимые различия уровня флуоресцен-
ции в  зависимости от  гистологической степени зло-
качественности новообразований головного мозга 
(Akimoto J., 2019).

Известно, что рак мочевого пузыря характеризует-
ся высоким риском внутрипузырного рецидива после 

трансуретральных резекций (ТУР). Таким образом, ди-
намическое наблюдение с  использованием методик, 
позволяющих оценить полноту ТУР и  выявлять опу-
холь на  ранних этапах развития, особенно актуальны 
(Bochenek K., 2019).

ФД — эффективный, недорогой метод, позволяющий 
повысить чувствительность кольпоскопического ис-
следования. Отдельные исследования демонстрируют 
близкую к 100% чувствительность и 77% специфичность 
при выявлении участков дисплазии эпителия шейки мат-
ки (Grant B. D., 2015).

В  отличие от  других методов визуализации, таких как 
ПЭТ, МРТ, компьютерная томография и т. д., ФД является по-
верхностно-чувствительным методом, однако позволяет 
детектировать даже незначительные по  объему пораже-
ния.

Использование флуоресцентной визуализации в  ка-
честве диагностического инструмента позволяет повы-
сить чувствительность стандартных методик, увеличить 
радикальность хирургических вмешательств и в конеч-
ном итоге привести к увеличению показателей выживае-
мости и качества жизни (Tipirneni K. E., 2017).

4. Флуоресцентная диагностика 
для планирования и мониторинга 
фотодинамической терапии

Фотодинамическая терапия является одним из  вы-
сокотехнологичных методов современной медицины 
(Agostinis P., 2011), основанном на цитотоксическом дей-
ствии активных форм кислорода, генерирующихся при 
взаимодействии фотосенсибилизатора, селективно на-
копившегося в опухолевой ткани, со светом определен-
ной длины волны.

Безусловными преимуществами метода являются: 
селективная деструкция патологических очагов, отсут-
ствие лимитирующих кумулятивных доз фотосенсибили-
затора и  светового воздействия и  хорошие косметиче-
ские результаты.

К числу недостатков метода относятся ограниченная 
глубина терапевтического воздействия и эмпирический 
характер подбора режимов лазерного воздействия без 
учета различий в  фармакокинетике ФС и  оптических 
свойствах тканей (Middelburg T. A., 2015). Более того, при 
проведении ФДТ в облучаемой ткани происходит много 
сложно прогнозируемых фотофизических, метаболиче-
ских и молекулярных изменений. Это означает, что одни 
и те же параметры терапевтического воздействия могут 
приводить в  конечном счете к  различным результатам 
лечения (James N. S., 2018).
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В качестве инструмента мониторинга и средства обе-
спечения обратной связи — реакции на лечение — наи-
более развитым и  легко доступным методом является 
измерение уровня флуоресценции.

Несомненно, кроме мониторинга фотодинамических 
реакций большой интерес представляет связь получен-
ных данных флуоресцентной диагностики с клинически-
ми результатами.

Описанные механизмы генерации флуоресценции 
позволяют по ее уровню косвенно судить о концентра-
ции ФС в  биологической ткани (Лощенов В. Б., 2013). 
Оценка накопления препарата до  лечения с  определе-
нием величины контрастности опухоль/норма играет 
важную роль в определении оптимального времени на-
чала процедуры.

По  мере прохождения фотодинамических реакция 
происходит уменьшение уровня флуоресценции фо-
тосенсибилизатора (фотобличинг). Считается, что ос-
новную роль в  данном процессе играет молекулярный 
кислород, который приводит к необратимым фотоокис-
лительным модификациям ФС и  потере способности 
флуорофора флуоресцировать (James N. S., 2018). С этой 
точки зрения показатель фотовыгорания может служить 
суррогатным маркером динамики синглетного кислоро-
да, а  следовательно, коррелировать с  эффективностью 
прохождения фотодинамических реакций.

Целый ряд экспериментальных и клинических работ 
продемонстрировал актуальность исследования уровня 
флуоресценции в  качестве предиктивного маркера от-
вета опухоли на ФДТ.

Ascencio M. и соавт. (Ascencio M., 2008) изучали кор-
реляцию фотобличинга протопорфирина IX с выражен-
ностью тканевого ответа после проведения ФДТ с  гек-
саминолевуленатом (HAL-PDT) на  модели рака яичника 
NuTu 19. Выраженное выгорание протопорфирина IX со-
ответствовало хорошему ответу опухоли на воздействие 
(некроз 3–4), в то время как при отсутствии выгорания 
отмечали слабый ответ (некроз 0–2) (P<0.05).

Boere I. A. и соавт. при изучении эффективности ФДТ 
с  5-ALA  при пищеводе Барретта (Barrett’s esophagus 
(BE)) на  крысиных моделях выявили выраженную ге-
терогенность показателей фотобличинга протопорфи-
рина IX. Сообщается о корреляции выраженного фото-
бличинга с  абляцией предопухолевых тканей. В  тоже 
время, при отсутствии выгорания протопорфирина IX 
в  процессе лазерного воздействия повреждения эпи-
телия не наблюдалось. На основании полученных дан-
ных авторы делают вывод о  возможности использо-
вания кинетики фотобличинга в  качестве предиктора 

тканевого ответа на проведение ALA-PDT (Boere, и др., 
2006).

Небольшая клиническая работа была проведена Kate 
C. Blanco и коллегами (Blanco K. C., 2015) и включала 8 па-
циентов с  базальноклеточным раком кожи. При анали-
зе результатов показана корреляция неполного ответа 
опухоли на  лечение с  низкими уровнями накопления 
PpIX до  лечения (р  = 0,0153). Данное исследование от-
мечает предиктивную роль накопления ФС в отношении 
результатов лечения.

Sharwani A и соавт. оценивали использование метода 
флуоресцентной визуализации для мониторинга кон-
центрации протопорфирина IX (PpIX) на модели базаль-
ноклеточного рака кожи (Sharwani A., 2014). Результаты 
также продемонстрировали роль показателя флуорес-
ценции до воздействия как предиктивного маркера эф-
фективности.

В исследовании, проведенном Brian W. Pogue проде-
монстрирована зависимость кинетики фотовыгорания 
от  режимов облучения. Так, фракционированное ла-
зерное воздействие света через 1-минутные интервалы 
увеличивало фотообесцвечивание в  ткани пищевода 
Барретта человека на 25% больше, в сравнении со стан-
дартным непрерывным (р <0,001) (Pogue B. W., 2008).

Существуют исследования, результаты которых 
не  подтвердили предиктивной роли параметров флу-
оресценции в  отношении результатов ФДТ. Среди 
них — экспериментальная работа на  мышах BALB/c 
с имплантированной опухолью молочной железы EMT6 
(Baran T. M., 2012). При анализе результатов эффектив-
ности лечения не было обнаружено корреляции между 
временем удвоения объема опухоли и  фотовыгорани-
ем. При этом скорость фотообесцвечивания была бы-
стрее при плотности мощности 150 в  сравнении с  50 
мВт  / см2 (р  <0,1), что является обратным отражением 
тенденции, наблюдаемой в  большинстве аналогичных 
работ. Результаты данного исследования подчеркивают 
сложность дозиметрии на основе параметров флуорес-
ценции и необходимость их оценки для каждого фото-
сенсибилизатора отдельно.

Таким образом, большинство авторов отводят ФД 
значимую роль в  возможности дозиметрии и  монито-
ринге ФДТ и оптимизации ее режимов, а в качестве пре-
диктора неэффективности лечения называют низкие 
значения флуоресцентной контрастности и  фотовыго-
рания. Безусловно, изучение флуоресцентной контраст-
ности и фотовыгорания как суррогатных дозиметриче-
ских и  прогностических маркеров эффективности ФДТ 
является интересным и актуальным направлением. Од-
нако для подтверждения взаимосвязи этих параметров 
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с  эффективностью ФДТ требуется организация новых 
исследований при адекватно спланированном прото-
коле.

Заключение

ФД — зарекомендовала себя как эффективный и чув-
ствительный диагностический инструмент для планиро-
вания и оценки результатов лечения в онкологии. Среди 
преимуществ метода неинвазивный, а  часто и  бескон-

тактный, характер, относительно невысокая стоимость, 
простота и скорость выполнения.

Дальнейшее совершенствование метода ФД может 
быть связано с  поиском новых ФС, обладающих более 
высокой селективностью и  фотоактивностью, опухоле-
тропностью, способностью к  возбуждению в  ближнем 
инфракрасном диапазоне спектра, создание новой и со-
вершенствование уже разработанной диагностической 
аппаратуры.
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