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Цель исследования — оценка морфофункционального состояния эритроцитов периферической крови больных раком шейки мат-
ки на Ib–IIa стадии заболевания после воздействия фемтосекундного лазерного излучения с различной плотностью потока энергии.

Материалы и методы. Методом сканирующей зондовой микроскопии и биохимически оценивали цитоархитектонику, ригидность 
мембраны и параметры системы «перекисное окисление липидов–антиоксиданты». Использовано фемтосекундное лазерное излуче-
ние с длиной волны 1,55 мкм в дозах от 0,10 до 2,7 Дж/см2.

Результаты. Установлено, что в эритроцитах доноров фемтосекундное лазерное излучение в указанных дозах не влияет на 
параметры системы «перекисное окисление липидов–антиоксиданты», но дозозависимо вызывает обратимую (эхиноциты) и не-
обратимую (сфероциты) их трансформацию на фоне увеличения ригидности мембраны. В эритроцитах больных раком шейки 
матки Ib–IIa стадии при дозе облучения 0,96–2,7 Дж/см2 значимо увеличивается уровень малонового диальдегида при неизменной 
активности ферментов антиоксидантной системы, что может свидетельствовать о возникновении оксидативного стресса. В связи 
с этим данные дозы фемтосекундного лазерного излучения не рекомендуется использовать у больных раком шейки матки на 
Ib–IIa стадии заболевания.
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Влияние фемтосекундного лазерного излучения на эритроциты онкологических больных

I.О. Zolotovsky, PhD, Associate Professor, Head of Education and Research Center of Laser  
and Fiber-Optic Technologies, Scientific Research Technological Institute

Ulyanovsk State University, Tolstoy St., 42, Ulyanovsk, Russian Federation, 432017

The aim of investigation was morphofunctional assessment of peripheral erythrocytes in cervical cancer patients (Ib–IIa stage) after 
femtosecond laser radiation exposure with different energy density.

Materials and Methods. We assessed membrane cytoarchitectonics, rigidity and the parameters of “lipid peroxidation-antioxidants” system 
using scanning probe microscopy and biochemistry. Femtosecond laser radiation with wavelength of 1.55 µm at dose from 0.10 to 2.7 J/cm2 

was used.
Results. Femtosecond laser radiation in donors’ erythrocytes at specified doses was found to have no effect on the parameters of “lipid 

peroxidation-antioxidants” system, but dose-dependently it causes their reversible (echinocytes) and irreversible (spherocytes) transformation 
on the background of membrane rigidity increase. Malondialdehyde level in unchanged activity of antioxidant system enzymes increases 
significantly in erythrocytes of cervical cancer at Ib–IIa stage under exposure dose of 0.96–2.7 J/cm2 that can indicate an oxidative stress 
formation. In this respect, these doses of femtosecond laser radiation are not recommended for Ib–IIa stage cervical cancer patients.

Key words: cervical cancer; femtosecond laser radiation.

Ежегодно в России регистрируется более 14 000 
случаев рака шейки матки (РШМ). Под наблюдени-
ем состоят более 150 тыс. женщин, пролеченных по 
поводу РШМ, при этом ежегодно от него умирает бо-
лее 6000 женщин. Четко прослеживается закономер-
ность существенного увеличения заболеваемости 
РШМ молодых женщин в возрастных группах от 20 
до 45 лет [1]. Существующие консервативные мето-
ды лечения РШМ малоэффективны, а хирургические 
(криодеструкция, электроконизация, диатермоко-
агуляция), дающие сравнительно высокий процент 
положительных результатов и получившие широкое 
распространение, имеют, к сожалению, ряд сущест-
венных недостатков. В ряде клинических и экспери-
ментальных работ [2–4] показана возможность ис-
пользования лазеров для уничтожения опухолевых 
клеток. Коагуляционный некроз, термодеструкция и 
испарение опухолевой ткани достигаются при исполь-
зовании высокоэнергетических лазеров с высокой 
мощностью излучения. Фемтосекундное лазерное 
излучение также применяется для фотодинамической 
терапии опухолей. При этом опухолевые клетки перед 
облучением «метят» наночастицами, в частности на-
ночастицами золота [5–7].

Фемтосекундные лазеры — идеальный инструмент  
для управления процессами в биологических системах. 
Малая длительность импульса (порядка 100·10-15 с), 
высокая пиковая (6 кВт) и малая средняя (1,25 мВт) 
мощности, высокая временная и пространственная 
когерентность позволяют предполагать отсутствие вы-
раженных термических эффектов. При этом рассмат-
ривается возможность гибели опухолевых клеток по 
механизму апоптоза, исключающему развитие цепных 
радикальных токсических реакций [4, 8].

Названные особенности дают возможность ис-
пользования фемтосекундного лазерного излучения 
(ФСЛИ) в предоперационном периоде при лечении со-
лидных злокачественных опухолей со значительным 
уменьшением лучевой нагрузки на пациента и сниже-
нием потенции опухоли к метастазированию. Однако 
разрушение опухолевых клеток таким способом может 
вызвать на уровне организма развитие токсических 

реакций [8–10]. С этой точки зрения представляет ин-
терес изучение возможностей применения ФСЛИ при 
РШМ Ib–IIa стадии, на которой используются хирурги-
ческие методы лечения.

Цель исследования — оценка морфофункцио-
нального состояния эритроцитов периферической 
крови больных раком шейки матки на Ib–IIa стадии 
заболевания после воздействия фемтосекундного 
лазерного излучения с различной плотностью потока 
энергии.

Материалы и методы. Объектом исследования пос-
лужили эритроциты периферической крови доноров и 
больных РШМ, подвергшихся обследованию в гинеко-
логическом отделении Ульяновского областного клини-
ческого онкологического диспансера. Пациентки имели 
Ib–IIa стадию заболевания по FIGO (местно-ограничен-
ный процесс).

Исследование проведено в соответствии с 
Хельсинкской декларацией (принятой в июне 1964 г. 
(Хельсинки, Финляндия) и пересмотренной в октябре 
2000 г. (Эдинбург, Шотландия)). Все пациенты дали 
письменное информированное согласие для научного 
анализа их данных.

Облучение эритроцитов проводили в пластиковых 
кюветах фемтосекундным лазером, являющимся сов-
местной разработкой Научного центра волоконной 
оптики РАН и Ульяновского государственного универ-
ситета (длительность импульса — 100 фс; средняя 
мощность — 1,25 мВт; пиковая мощность — 6 кВт). 
При облучении использовалось по четыре разных вре-
менных режима (1, 3, 5, 10 мин) на расстоянии 3 и 5 см. 
В итоге дозы облучения составили 0,10; 0,27; 0,29; 0,48; 
0,81; 0,96; 1,35; 2,7 Дж/см2.

Для оценки топографии и ригидности эритроци-
тов использовали сканирующий зондовый микроскоп 
solverProNT-mDT (Зеленоград) и фирменные кремние-
вые зонды с жесткостью 0,20 H/м. Радиус закругления 
кончика зонда составлял примерно 50 нм.

Для оценки показателей системы «перекисное окис-
ление липидов–антиоксиданты» (ПОЛ–АО) в эритро-
цитах определяли уровень малонового диальдегида 
(МДА) в тесте с тиобарбитуровой кислотой, а также 
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активность ферментов системы антиоксидантной за-
щиты (АОЗ): каталазы, глутатион-s-трансферазы (ГТ), 
супероксиддисмутазы (СОД).

Статистическую значимость полученных результа-
тов оценивали с помощью непараметрического крите-
рия Манна–Уитни. Различия между группами считали 
статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение. Проведенные исследо-
вания показали, что уровень МДА — вторичного про-
дукта ПОЛ — в эритроцитах больных РШМ существен-
но и значимо повышен по сравнению с его уровнем у 
доноров. После ФСЛИ статистически значимое увели-
чение уровня МДА наблюдается при дозах воздействия 
0,96; 1,35 и 2,70 Дж/см2 (табл. 1).

При анализе активности антиоксидантных фермен-
тов установлено, что активность каталазы, сниженная 
в эритроцитах больных РШМ Ib–IIa стадии по сравне-
нию с эритроцитами доноров под влиянием ФСЛИ ста-
тистически значимо возрастает при дозах облучения 
0,27 и 0,29 Дж/см2 и снижается при дозе 0,80 Дж/см2. 
И если одновременное повышение уровня МДА и ак-
тивности ферментов АОЗ может свидетельствовать о 
переходе системы ПОЛ–АО на более высокий уровень 
функционирования, то разнонаправленная динами-
ка этих параметров говорит о возможности развития 
оксидативного стресса [11]. Активность ГТ статисти-
чески значимо не изменялась в эритроцитах боль-
ных РШМ Ib–IIa стадии после всех доз облучения, при 
этом активность СОД оказалась значимо повышен-
ной после всех исследуемых доз ФСЛИ, кроме дозы 
0,80 Дж/см2 (см. табл. 1).

C 1990-х годов в биомедицинских исследованиях 
активно используется метод сканирующей зондовой 
микроскопии (СЗМ), который предоставил возмож-
ность изучать параметры клеток, не прибегая к дли-
тельной и сложной фиксации, тем самым минималь-
но искажая получаемую информацию. Метод СЗМ 
позволяет измерять локальные упругие свойства 
поверхности клеток. В работах Л.В. Корси с соавт. [12] 
показано, что при облучении эритроцитов в различ-
ных спектральных диапазонах полупроводниковыми 
лазерами, лазерами на красителях и твердотельным 
титан-сапфировым лазером деформируемость эрит-
роцитов носит резонансный характер в зависимости 
от полос спектра поглощения молекулярного кисло-
рода при высоком давлении.

Изменение цитоархитектоники эритроцитов доно-
ров после ФСЛИ нами было изучено ранее [13]. При 
сканировании образцов интактных эритроцитов мето-
дом СЗМ обнаружены в основном нормоциты. После 
воздействия ФСЛИ при плотности потока энергии 
0,29 Дж/см2 цитоархитектоника эритроцитов меняется. 
На сканированном снимке наблюдаются обратимо де-
формированные формы — эхиноциты. Их появление 
в физиологических условиях связано с изменением 
ионной проницаемости мембраны, с нарушением рабо-
ты каналов. При дозах 0,81 и 0,96 Дж/см2 отмечаются 
сфероциты, что четко видно на 3D-изображении. При 
воздействии дозами 1,35 и 2,70 Дж/см2  практически 
все эритроциты на сканированных образцах представ-Т
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Влияние фемтосекундного лазерного излучения на эритроциты онкологических больных

ляют собой сфероциты. Они могут быть неправильной 
формы с измененными линейными размерами.

В ходе исследования цитоархитектоники эритроцитов 
больных РШМ на стадии Ib–IIa обнаруживаются транс-
формированные формы. При этом индекс трансфор-
мации (отношение трансформированных форм к числу 
дискоцитов) составляет у них 2,013±0,009 (у доноров — 
0,126±0,012). Таким образом, больные РШМ имеют 
сниженное содержание дискоцитов и повышенное ко-
личество обратимо (эхиноциты) и необратимо (сферо-
циты) трансформированных эритроцитов. Возрастание 
индекса трансформации при РШМ происходит за счет 
увеличения эритроцитов с выростами эхиноцитарного 
ряда (2-го и 3-го классов), а также за счет возрастания 
эритроцитов с необратимо измененной формой, в част-
ности стоматоцитов (6-й класс) и эритроцитов в виде 
«спущенного мяча» (9-й класс) (рис. 1).

Известно [14], что повреждение эритроцитов приво-
дит к усилению оксидативного стресса, так как транс-
формированные эритроциты становятся источником 
свободного железа (nonprotein-boundiron), которое яв-
ляется активным окислителем и способно генериро-
вать активные формы кислорода. При изучении цито-
архитектоники эритроцитов больных РШМ стадии Ib–IIa 
после различных доз ФСЛИ установлены их сущест-
венные изменения по сравнению с донорами (табл. 2). 
После ФСЛИ с увеличением дозы нарастает количест-
во измененных форм (рис. 2, 3).

Проведенные исследования показали, что ФСЛИ 
оказывает влияние на ригидность мембран эритро-
цитов (рис. 4), которые служат удобным объектом для 
изучения действия оксидативного стресса на клеточ-
ные мембраны [15]. На Ib–IIa стадии РШМ оно приво-
дит к увеличению ригидности мембран эритроцитов 

Т а б л и ц а  2

Морфологические формы эритроцитов у доноров и больных РШМ (M±m)

типы эритроцитов
Эритроциты у доноров  

(n =15)
Эритроциты у больных РШМ  

Ib–IIa стадии (n=29)

Дискоциты, % 88,6±0,9 37,0±1,3

Эхиноциты, % 4,2±0,4 16,8±0,7

Сфероциты, % 7,3±0,3 41,3±0,9

Другие (деструктивные), % 0,8±0,1 5,7±0,4

а б

Рис. 1. Изображение в 3D (а) и боковое сечение профиля (б) эритроцитов на Ib–IIa стадии рака 
шейки матки

мкм

мкм

мкм

а б

Рис. 2. Изображение в 3D (а) и боковое сечение профиля (б) эритроцитов на Ib–IIa стадии рака 
шейки матки при воздействии фемтосекундного лазерного излучения в дозе 0,96 Дж/см2
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при воздействии всех изученных доз, кроме дозы 
0,96 Дж/см2. При этом облучение эритроцитов доно-
ров при плотностях потока энергии 1,35 и 2,7 Дж/см2 
вызывает снижение ригидности мембран (см. рис. 4).

Таким образом, у больных РШМ Ib–IIa стадии при до-
зах ФСЛИ 0,96–2,7 Дж/см2 при отсутствии существен-
ных изменений цитоархитектоники эритроцитов воз-
можно возникновение оксидативного стресса.

Заключение. Фемтосекундное лазерное излучение 
в указанных дозах 0,10–2,7 Дж/см2 в эритроцитах до-
норов не влияет на параметры системы «перекисное 
окисление липидов–антиоксиданты», но дозозависимо 
вызывает обратимую (эхиноциты) и необратимую (сфе-
роциты) их трансформацию на фоне увеличения ригид-
ности мембраны. В эритроцитах больных раком шейки 
матки Ib–IIa стадии при дозе облучения 0,96–2,7 Дж/см2 
значимо увеличивается уровень малонового диальде-
гида при неизменной активности ферментов антиокси-
дантной системы, что может свидетельствовать о воз-
никновении оксидативного стресса.
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