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Цель исследования — определить возможности нового неинвазивного метода оптической когерентной эластографии (ОКЭ) 
для ранней оценки изменения упругих свойств опухолевой ткани в ответ на химиотерапию.

Материалы и методы. Эксперимент выполнен на самках мышей линии BalB/С. Опухолевую культуру рака молочной железы 
4Т1 в виде клеточной суспензии прививали на поверхность ткани уха мыши. Экспериментальные животные в рандомизированном 
порядке разделены на две группы: контрольная (n=5) и терапевтическая группа (n=5), в которой проводили химиотерапию циспла-
тином в дозе 6 мг/кг внутрибрюшинно. Исследования упругих свойств опухолевой ткани осуществляли на спектральном муль-
тимодальном оптическом когерентном томографе (ИПФ РАН, Россия) с возможностью изучения механических свойств методом 
эластографии. Компрессионный вариант ОКЭ заключается в оценке градиента межкадровых вариаций фазы ОКЭ-сигнала попарно 
сравниваемых изображений ткани в процессе ее деформирования. Использование калибровочного силиконового слоя позволяет 
определять абсолютные значения жесткости ткани (модуль упругости Юнга). Распределение жесткости ткани демонстрируется 
изображениями в псевдоцветной палитре.

Результаты. Оценена эффективность химиотерапии цисплатином стандартным методом оценки противоопухолевой активно-
сти (по кинетике скорости роста опухоли), которая подтверждена методом гистологического анализа. Скорость роста опухолей в 
контрольной группе существенно (p<0,05) превышала скорость роста в терапевтической группе на протяжении всего исследования. 
С помощью ОКЭ достоверные различия в жесткости опухолевой ткани (p<0,05) обнаружены в терапевтической и контрольной груп-
пах животных уже на 5-й день после начала химиотерапии.

К моменту завершения лечения ОКЭ фиксирует минимальные значения жесткости опухоли, что подтверждается гистологиче-
ски обширными зонами некроза.

Заключение. Метод ОКЭ может быть использован для раннего прижизненного мониторинга изменений жесткости опухоли как 
показателя эффективной химиотерапии.
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The aim of the study was to evaluate a novel non-invasive method — optical coherence elastography (OCE) — for detecting early 
changes in the elasticity of tumor tissue in response to chemotherapy.

Materials and Methods. Female BalB/C mice were used in this experimentation. Cultured breast cancer cells (the 4T1 line) were 
implanted onto the surface of the mouse ear. The experimental animals were randomly separated into two groups: the control group (n=5) 
and the therapeutic group (n=5); the latter one received chemotherapy with cisplatin injected intraperitoneally at a dose of 6 mg/kg. We 
then studied the elastic properties of the tumor tissue using a spectral multimodal optical coherence tomograph (Institute of Applied Physics 
of the Russian Academy of Sciences, Russia) that allowed for measuring the mechanical characteristics in terms of elastography. The 
compression mode of the OCE is based on estimating the inter-frame variation gradient of the OCE signal phases when tissue images are 
pairwise compared in the process of tissue deformation. By using a silicone layer for calibration we were able to determine the absolute 
values of the tissue stiffness (the Young’s modulus of elasticity). The stiffness distribution across the tissue sample is displayed by images 
with a pseudocolor palette.

Results. The efficacy of chemotherapy with cisplatin was evaluated by the standard technique (kinetics of tumor growth), and then 
verified by histological analysis. Throughout the study, the tumor growth rate in the control group was significantly (p<0.05) higher than 
that in the therapeutic group. By means of OCE significant differences (p<0.05) in the stiffness of the tumor tissue were found between the 
therapeutic and control groups of animals already on day 5 after the start of chemotherapy.

By the end of the treatment, the OCE showed the lowest values of tumor stiffness, which correlated with the existence of extensive 
necrosis as confirmed by histology.

Conclusion. During chemotherapy, OCE can be used for in vivo monitoring of tumor stiffness as an index of treatment efficacy.

Key words: experimental tumor model; breast cancer; 4T1 mouse tumor model; optical coherence tomography; OCT; optical coherence 
elastography; OCE; cisplatin.
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Введение

Наиболее распространенным видом рака у женщин 
по-прежнему остается рак молочной железы (РМЖ). 
В 10% случаев диагностируется трижды негативная 
форма рака, в клетках которого отсутствуют мембран-
ный белок HER2, эстрогеновые и прогестероновые 
рецепторы, что исключает использование таргетной 

терапии. Лечение трижды негативного РМЖ противо-
опухолевыми химиотерапевтическими препаратами 
также малоэффективно [1].

В экспериментальной онкологии эффективность 
противоопухолевых препаратов изучается на живот-
ных опухолевых моделях [2]. Мышиная опухолевая 
модель РМЖ 4Т1 наиболее приближена по своим ха-
рактеристикам к человеческой. Она является трижды 
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негативной и характеризуется агрессивным ростом и 
высокой метастатической активностью [3]. Есть дан-
ные о том, что для лечения этой модели эффективен 
цисплатин [4].

Цисплатин является цитостатическим противоопу-
холевым препаратом, химически — хлорид-аммиа-
катом двухвалентной платины. Препарат бифункци-
онально алкилирует нити ДНК, подавляет биосинтез 
нуклеиновых кислот и тем самым вызывает регрес-
сию опухолевой культуры. Гибель опухолевых клеток 
при химиотерапевтическом воздействии осуществ-
ляется преимущественно путем некроза [5, 6]. При 
некрозе опу холевые клетки распадаются, при этом 
структура опухолевой ткани меняется, что может от-
ражаться на биомеханических свойствах опухоли и, 
следовательно, служить маркером противоопухоле-
вой эффективности препарата.

В последние годы серьезное внимание уделяется 
изучению биомеханических свойств опухолей молоч-
ной железы методом ультразвуковой эластографии. 
Метод предназначен для качественного и/или коли-
чественного анализа механических свойств тканей 
на основе измерения модуля упругости Юнга. Этот 
метод используют для прогноза эффективности нео-
адъювантной химиотерапии [7]. Однако относительно 
низкое пространственное разрешение применяемых 
сегодня видов эластографии на основе УЗИ [8] огра-
ничивает их пригодность для диагностики.

В последнее время в ряде работ показан потенциал 
применения метода оптической когерентной эласто-
графии (ОКЭ) с пространственным разрешением до 
единиц микрон для интраоперационного обнаружения 
границы резекции РМЖ [9], для дифференциальной 
диагностики доброкачественных и злокачественных 
новообразований ткани молочной железы человека 
[10, 11], а также для оценки эффективности химиоте-
рапии на опухолевых моделях [12, 13].

В данной работе метод ОКЭ использован для при-
жизненного выявления ранней реакции мышиной опу-
холевой модели РМЖ 4Т1 на противоопухолевую те-
рапию на основе оценки ее упругих свойств.

Цель исследования — определить возможности 
нового неинвазивного метода оптической когерентной 
эластрографии для ранней оценки изменения упругих 
свойств опухолевой ткани в ответ на химиотерапию.

Материалы и методы
Животные и опухолевые модели. Эксперимент 

выполнен на самках мышей линии BalB/С, выращен-
ных в питомнике лабораторных животных (Пущино, 
Россия). Исследование проводили на мышиной мо-
дели РМЖ 4Т1. При работе с животными руковод-
ствовались Правилами для проведения работ с ис-
пользованием экспериментальных животных [14] и 
Международными рекомендациями по проведению 
медико-биологических исследований с использо-
ванием животных [15], а также неукоснительно со-

блюдались этические принципы, установленные 
Европейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных 
и других научных целей (Страсбург, 2006). На про-
ведение экспериментальных исследований на жи-
вотных получено разрешение Этического комитета 
Приволжского исследовательского медицинского 
университета.

Опухолевую культуру в виде клеточной суспензии 
прививали на поверхность ткани уха мыши в дозе 
2·105 кл./20 мкл фосфатного буферного раствора [16]. 
Детально морфологическая структура и особенность 
данной опухолевой модели описаны в работе [3]. 
Ранее установлено [17, 18], что модель 4Т1 является 
трижды негативной, по морфологической структуре 
напоминает протоковый рак и характеризуется высо-
кой степенью злокачественности и высокой метаста-
тической активностью.

Особым преимуществом ОКЭ-исследования опухо-
левой модели, локализованной на поверхности уха, 
является возможность точного измерения размеров 
опухоли, доступность визуальной оценки и прове-
дения ОКЭ-мониторинга изменения упругих свойств 
ткани [19]. Все исследования проводились под общим 
наркозом (смесь Золетила 100 и Рометара 2% в отно-
шении 1:1 в объеме 0,05 мл на мышь).

Химиотерапия. Экспериментальные животные в 
рандомизированном порядке были разделены на две 
группы: контрольная (n=5) и терапевтическая группа 
(n=5), в которой проводили химиотерапию цитостати-
ческим препаратом цисплатином в дозе 6 мг/кг вну-
трибрюшинно по терапевтически эффективной схе-
ме, предложенной в работе [20]. Цисплатин вводили 
на 2-й день после привития опухоли, который считали 
0-м днем терапии. Дальнейшую терапию проводили 
на 3, 5, 7, 10 и 12-й дни: в общей сложности 6 сеансов 
терапии.

Критерии противоопухолевой эффектив-
ности. Для оценки эффективности химиотерапии 
в течение 14 дней изучали кинетику роста опухоли в 
контрольной и терапевтической группах. Объем опу-
холи определяли по формуле: Vоп=π/6a·b·c, где a, b, 
c — длина, ширина и глубина опухоли, измеренные 
штангенциркулем. Поскольку на 0-й день значение 
объема опухолей сильно варьировало у разных жи-
вотных, объем опухоли в каждой временной точке 
нормировали на исходное значение в 0-й день (V/V0). 
Значение объема опухоли в 0-й день было принято за 
единицу.

Гистологическое исследование. Для оценки 
степени и характера повреждения опухоли в ответ на 
химиотерапию, которая предполагала сравнение пло-
щади некроза в терапевтической и опытной группах, 
животных выводили из эксперимента путем дислока-
ции шейных позвонков на 14-й день исследования. 
Гистологические препараты окрашивали по стан-
дартной методике гематоксилином и эозином. Путем 
стандартной морфометрии по методике Автандилова 
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подсчитывали площадь участков некроза и опухоле-
вых клеток с необратимыми изменениями ядра и ци-
топлазмы (кариолизис, кариорексис, кариопикноз, ва-
куолизация ядра и цитоплазмы) в процентах от общей 
площади препарата. С каждой опухоли исследовали 
не менее трех гистологических препаратов.

Оптическая когерентная эластография. Ис-
сле дования упругих свойств опухолевой ткани осу-
ществляли на спектральной мультимодальной ОКТ-
установке (ИПФ РАН, Нижний Новгород, Россия), 
позволяющей изучать механические свойства мето-
дом эластографии. Мультимодальная ОКТ-установка 
построена с использованием спектрального принципа 
приема сигнала и обеспечивает скорость получения 
20  000 А-сканов в секунду [21, 22]. При исследова-
нии используется широкополосный свет ближнего ин-
фракрасного диапазона (1,3 мкм) мощностью около 
15 мВт. Установка имеет пространственное разреше-
ние 15 мкм в поперечном направлении и около 10 мкм 
(на воздухе) — в глубину [23].

Суть метода компрессионного варианта ОКЭ за-
ключается в оценке градиента межкадровых вариа-
ций фазы ОКЭ-сигнала попарно сравниваемых изо-
бражений ткани в процессе ее деформирования. 
Для обработки информации, содержавшейся в ОКЭ-
сигнале, применен новый улучшенный (гибридный) 
вариант фазового подхода к отслеживанию изменений 
положений рассеивателей [24] и робастный вектор-
ный метод оценивания фазовых градиентов [25, 26]. 
Использование калибровочного силиконового слоя с 
известной жесткостью (200 кПа) на поверхности тка-
ни позволило вычислять абсолютные значения жест-
кости ткани (модуль упругости Юнга) по отношению 
величины деформации силикона к деформации ткани. 
В итоге получается изображение в псевдоцветной па-
литре, на котором более жесткие (слабо деформиру-
емые) участки обозначены синим цветом, более мяг-
кие (сильно деформируемые) — красным. Подробнее 
принцип получения изображений был описан ранее 
[25, 26]. ОКЭ-исследования проводили на 3, 5, 7, 10, 
12, 14-й дни. При изучении механических свойств 
ОКТ-зондом осуществляли компрессионное воздейст-
вие на опухолевую ткань, на поверхности которой на-
ходился калибровочный силикон. Полученные данные 
обрабатывали в среде MATLAB с получением эласто-
графических карт распределения жесткости участка 
опухолевой ткани [27].

Результаты
Изменение объема опухоли после химиотера-

пии. При изучении кинетики роста опухоли получены 
статистически значимые различия ее объема в конт-
роль ной и терапевтической группах (p≤0,05). Скорость 
роста опухолей в контрольной группе существенно 
превышала таковую в терапевтической группе на про-
тяжении всего исследования (рис. 1). Так, уже на 3-й 
день после проведения первого сеанса химиотерапии 
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Рис. 1. Кинетика роста опухоли на фоне химиотерапии 
цисплатином (в дозе 6 мг/кг)
Объем опухоли (V) в каждой временно′ й точке нормирова-
ли на исходное значение (V0) в 0-й день (значение объема 
опухоли в 0-й день принято за единицу); зелеными стрел-
ками показаны временны′ е точки введения цисплатина; 
* — статистически значимое отличие от контрольной груп-
пы (р<0,05)

средний показатель объема опухоли в терапевтиче-
ской группе увеличился в 1,83 раза по отношению к 
показателю на 0-й день, тогда как средний показатель 
объема опухоли контрольной группы увеличился в 4 
раза.

На 14-й день после 6 проведенных сеансов химио-
терапии наблюдалась следующая динамика: средний 
показатель объема опухоли в терапевтической группе 
увеличился в 9,84 раза в сравнении с 0-м днем, а в 
контрольной группе — в 40 раз (p≤0,05). Достоверная 
разница в скорости роста опухолей в контрольной и 
терапевтической группах свидетельствует об эффек-
тивном действии цисплатина.

Гистологическое исследование. На гистологиче-
ских картинах, полученных в последний день наблю-
дения (на 14-й день), ткань опухоли в конт рольной 
группе имеет гистиоидное строение с характерным 
преобладанием паренхиматозного компонента (98–
99%) над стромальным (около 1%) (рис. 2, а). Строма 
представлена мелкими диффузными пучками коллаге-
новых волокон, занимающими 1–2% ткани новообра-
зования, и единичными мелкими капиллярами сину-
соидного типа. В верхней части препарата обнаружен 
некроз клеток эпидермиса и части опухолевых клеток, 
занимающий до 20% площади препарата (рис. 2, в).

Опухоли терапевтической группы характеризуют-
ся крупноочаговым некрозом (до 55% от площади) с 
потерей гистологической структуры (рис. 2, б, г); при-
сутствует умеренный отек ткани. Визуализируются 
диапедезные кровоизлияния, стаз, сладж и полно-
кровные капилляры, преимущественно на границе 
опухолевой и нормальной ткани уха. В сохранивших-
ся участках опухолевой ткани около 10–25% клеток 
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Рис. 2. Гистологическое исследование модели рака молочной железы 4Т1:
а — опухоль контрольной группы; б — опухоль терапевтической группы; в — поверхностный некроз опухолей 
контрольной группы; г — тотальный некроз опухолей терапевтической группы; д — явления кариопикноза и 
кариолизиса в клетках опухолей терапевтической группы; красными стрелками показаны участки некроза 
опухоли, желтыми стрелками — участки отека ткани опухоли, оранжевыми стрелками отмечены опухолевые 
клетки, характеризующиеся ядерными повреждениями по типу кариорексиса, черными стрелками — явления 
кариопикноза в клетках опухоли, зелеными стрелками — необратимые изменения ядра в клетках — явления 
карио лизиса
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Рис. 3. Изменение жесткости ткани опухоли в ходе химиотера-
пии цисплатином (в дозе 6 мг/кг)
× — количество сеансов химиотерапии на данный момент исследо-
вания; * — статистически значимое отличие от контрольной группы 
(р<0,05)

характеризуются ядерными и/или цитоплаз-
матическими необратимыми изменениями — 
наблюдаются явления кариолизиса, карио-
рексиса, кариопикноза, вакуолизация ядра 
и цитоплазмы (рис. 2, д). Около 25% клеток 
находятся в состоянии патологии деления — 
нежизнеспособные формы митоза. Тенденции 
наблюдаемых изменений в тканях были обна-
ружены как в центральных частях опухолей, 
так и на периферии у всех животных терапев-
тической группы.

Исследование упругих свойств опухоли. 
Поскольку до 5-го дня от начала химио терапии 
объем опухолей в обеих группах был слишком 
мал и оценка упругих свойств опухолей была 
затруднена, корректные результаты были полу-
чены начиная с 5-го дня от начала терапии. На 
рис. 3 представлены изменения средних пока-
зателей жесткости ткани после курса химиоте-
рапии. Опухоли в терапевтической группе уже 
на 5-й день после химиотерапии были стати-
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стически значимо мягче (386±26 кПа), чем опухоли в 
контрольной группе (600±66 кПа) (p≤0,05). Такая тен-
денция наблюдалась до 12-го дня от начала терапии, 
когда средний показатель жесткости опухолей в тера-
певтической группе составил 323±16 кПа, а в контр-
ольной — 451±79 кПа (p≤0,05). К концу наблюдения 
опухоли в обеих группах характеризовались низким по-
казателем жесткости, что с наибольшей вероятностью 
обусловлено развитием некроза раковых клеток — как 
индуцированного химиотерапией, так и спонтанного 
вследствие быстрого роста опухоли.

При визуальной оценке эластографических карт 
распределения жесткости установлено, что опухоли в 
контрольной группе на ранних сроках наблюдения от-
личались высокими показателями жесткости (рис. 4, а). 
В динамике на эластографических картах наблюда-
лось появление более мягких областей (рис. 4, б, в), 
уменьшение показателя жесткости. Терапевтическая 
группа характеризуется бо лее ранним появлением 
участков с низкой жесткостью (рис. 4, г), которые в 
динамике стремились к еще более низким значени-
ям (рис. 4, д, е). Проведение исследования упругих 
свойств после 14-го дня было невозможно в связи с 
особенностями данной опухолевой модели и специ-
фикой ОКЭ-исследования — на поверхности опухоли 
формировался плотный струп из погибших эпидер-
мальных клеток, который искажал картину жесткост-
ных свойств.

Обсуждение

Данная работа представляет собой предвари-
тельное исследование возможностей нового мето-
да — ОКЭ — для прижизненного мониторинга эффек-
тивности противоопухолевой терапии (на примере 
химиотерапии цисплатином) на раннем этапе.

Известно, что стандартными неинвазивными мето-
дами оценки противоопухолевой эффективности хи-
миопрепаратов являются кинетика торможения роста 
опухоли, мониторинг изменения массы тела животно-
го, увеличение продолжительности жизни животных 
и общая выживаемость [28, 29]. «Золотым стандар-
том» по-прежнему остается морфологический анализ 
как первичного опухолевого очага, так и отдаленных 
метастазов в разных органах [30]. Недостатком ги-
стологического метода является затруднительность 
проведения мониторинга, требующего большого ко-
личества животных и выведения их из эксперимента 
в разные сроки. Поэтому разработка высокоточных 
неинвазивных методов оценки структуры опухоли в 
ходе проведения противоопухолевой терапии крайне 
важна.

В настоящей работе применение стандартных ме-
тодов оценки противоопухолевого эффекта показало, 
что цисплатин оказывает заметное противоопухоле-
вое действие на модель РМЖ 4Т1. Об этом свидетель-
ствует достоверно меньшая скорость роста опухоли в 
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Рис. 4. Эластографические карты распределения жесткости опухолевой ткани мышей контрольной и терапевти-
ческой групп:
а–в — изменение жесткости опухолей в контрольной группе, представленное на 5 (а), 10 (б) и 14-й (в) дни исследования; 
г–е — изменение жесткости опухолей в терапевтической группе, представленное на 5 (г), 10 (д) и 14-й (е) дни исследо-
вания; пунктирной линией указана граница между калибровочным силиконовым слоем и тканью опухоли; граница опре-
делена по структурным изображениям; слева представлена шкала значений модуля упругости (модуль Юнга, кПа), харак-
теризующая распределение жесткости на участках опухолевой ткани следующим образом: от самых жестких участков, 
представленых синим цветом (около 800 кПа), к средней жесткости — желто-зеленый цвет (300–400 мПа) и к самым 
мягким — красный цвет (около 0 кПа)
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терапевтической группе. График скорости роста (см. 
рис. 2) хорошо согласуется с результатами, получен-
ными в других исследованиях [4, 20].

Продемонстрированный в нашей работе характер 
гистологических изменений в опухолях терапевтиче-
ской группы аналогичен тем, что описан в литерату-
ре. Так, M. Li и соавт. [31] было показано, что после 
воздействия цисплатина в сочетании с доксоруби-
цином на экспериментальные опухоли наблюдались 
обширные области некроза опухолевых клеток, а в 
остальных клетках отмечены различные ядерные 
повреждения: сжимание ядра и его фрагментация. 
Фрагментация ядер (кариорексис) может указывать 
на возможный апоптоз опухолевых клеток [32]. В ряде 
работ [32, 33] изучен апоптотический ответ опухоле-
вых клеток 4Т1 при действии цисплатина в условиях 
in vitro. В нашем исследовании явление кариорексиса 
также было обнаружено в опухолях терапевтической 
группы, что может указывать на возможность апопто-
тического пути гибели клеток в ходе терапии.

Несмотря на то, что в результате воздействия хи-
мио терапевтическими препаратами встречаются как 
некроз, так и апоптоз, тем не менее наибольший вклад 
в гибель опухолевых клеток вносит некроз [6]. Именно 
на определении объема некроза опухоли основыва-
ется классификация противоопухолевой активности 
препарата [34]: >90% некроза в опухоли считается хо-
рошим противоопухолевым ответом. В нашем иссле-
довании гистологическая оценка выявила умеренное 
(55% некроза) противоопухолевое действие цисплати-
на на модели РМЖ 4Т1.

Полученные результаты визуализации с помощью 
ОКЭ упругих свойств опухоли на разных стадиях ее 
развития и при ответе на противоопухолевую тера-
пию позволяют прижизненно в реальном масштабе 
времени фиксировать изменения состояния клеточ-
ных компонентов опухоли. Достоверные различия 
в жесткости обнаружены между терапевтической и 
контрольной группами животных, и значение жест-
кости уменьшалось в процессе лечения. Эти резуль-
таты согласуются с данными экспериментальных 
и клинических исследований по оценке ультразву-
ковой эластографии, в которых сообщалось об из-
менениях жесткости опухоли через 2 и 4 нед после 
начала химиотерапии на примере РМЖ [12] и рака 
прямой кишки [13]. В нашем исследовании разли-
чия в изменениях жесткости между двумя группами 
наблюдались уже на 5-й день после начала лече-
ния. В ранние сроки жесткость опухоли изменялась 
только в терапевтической группе (p<0,05), при этом в 
контрольной оставалась неизменной.

Таким образом, метод ОКЭ может быть использо-
ван для раннего прижизненного мониторинга измене-
ний жесткости опухоли как показатель эффективной 
химиотерапии.

Детальная расшифровка эластографических карт 
распределения жесткости путем точного и прицельно-
го сопоставления с гистологическими препаратами на 

разных сроках проведения терапии позволит расши-
рить представление о возможностях метода ОКЭ как 
неинвазивного способа оценки действия противоопу-
холевых препаратов.

Заключение
Уже на 5-й день после начала химиотерапии опти-

ческая когерентная эластографии фиксирует досто-
верное размягчение опухоли по сравнению с контр-
ольной группой. К моменту завершения лечения 
жесткость опухоли достигает минимальных значений, 
что подтверждается гистологически обширными зо-
нами некроза. Это позволяет говорить об оптической 
когерентной эластографии как об эффективном и 
чувствительном методе неинвазивной прижизненной 
оценки изменения биомеханических свойств опухоли 
в ходе химиотерапии.

Финансирование исследования. Создание опухо-
левой модели и проведение экспериментального ис-
следования на животных выполнено при финансовой 
поддержке гранта Президента Российской Федерации 
для молодых ученых №МК-905.2017.7; количествен-
ный анализ упругих свойств биологических тканей ме-
тодом оптической когерентной эластографии выпол-
нен при финансовой поддержке Российского фонда 
фундаментальных исследований в рамках научного 
проекта №18-32-00608 _мол_а. Адаптация алгоритма 
эластографической обработки ОКТ-сигнала для целей 
проведенного исследования выполнена при поддер-
жке гранта Российского фонда фундаментальных ис-
следований №18-42-520018.
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