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Проведено сравнение воздействия импульсного и непрерывного инзкоинтенсивного инфракрасного из-
лучения на морфологию клеточных культур HEK-293. Доказано влияние импульсного ИК-облучения, за-
ключающееся в увеличении оптического контраста границ клеток. Обсуждается механизм деформаций 
клеточных мембран при нерезонансном рассеянии света.
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The effect of pulsed and continuous non-intense infrared radiation on the morphology of HEK-293 cell cultures 
is compared. The effect of pulsed IR irradiation, which consists in increasing the optical contrast of cell boundar-
ies, is proved. The mechanism of deformation of cell membranes during non-resonant light scattering is discussed.
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Введение

В зависимости от характера инициируемых 
эффектов различают три вида взаимодействия ла-
зерного излучения с биологическими тканями [1–
3]. Во-первых, термодеструктивное воздействие, 
при котором в результате лазерного облучения вы-
сокой интенсивности в спектральной области по-
глощения излучения происходит деструкция био-
логических тканей. Такой вид воздействия приме-
няют в лазерной хирургии. Во-вторых, фотофизи-
ческое и фотохимическое воздействие, связанное 
с селективным поглощением излучения различны-
ми компонентами биотканей, например, отдельны-
ми макро-молекулами и клетками. На избиратель-
ной деструкции при облучении основана фотоди-
намическая терапия. Наконец, нерезонансное воз-
действие света приводит к стимулированию ми-
кроциркуляторных процессов в межклеточных 
областях и в сосудистом русле. Такой вид воздей-
ствия используют в лазерной терапии.

Лечение с использованием низкоинтенсивно-
го лазерного излучения (НИЛИ) является эффек-
тивным физиотерапевтическим методом. В соот-
ветствии с открытым в 90-х годах нерезонансным 
механизмом влияния светового воздействия на ми-
кроциркуляцию в биотканях [4, 5] при воздействии 
НИЛИ в результате процессов рассеяния в биоло-
гических тканях возникают неоднородности тем-
пературного поля. Это приводит к деформациям 
клеточных мембран и изменению их электропотен-
циала. Деформации биологических мембран суще-
ственно влияют на обменные процессы в клетках 
и между клетками. Например, периодические сти-
мулированные деформации клеток стенок сосудов 
воспаленных участков биоткани облегчают цирку-
ляцию жидких компонент. 

Поначалу для терапии НИЛИ использовали 
красные He-Ne – лазеры с длиной волны 0,63 мкм. 
Излучение вводили в кровяные сосуды с помощью 
катетеров [6]. Но свет He-Ne – лазера с высокой ко-
герентностью приводит к высокой интенсивности 
в отдельных спеклах, к деструкции части моле-
кул и даже клеток и, как следствие, к осложнениям 
в лечении. Поэтому лечение внутренних органов 
стали осуществлять непосредственно через кожу 
облучением GаAs – лазера с длиной волны 0,89 
мкм, попадающего в окно прозрачности биотка-
ней [5, 7, 8]. Глубина проникновения излучения 
составляет 4–7 см. Большую эффективность дей-
ствия излучения с длиной волны 0,89 мкм по срав-
нению с 0,63 мкм отмечают и в современных ис-
следованиях (например, [9, 10]). Как и 30 лет на-
зад в исследованиях продолжают наблюдать силь-
ную зависимость био-эффективности импульсно-

го воздействия от частоты посылок лазерных им-
пульсов [11]. Независимость биостимуляции от по-
ляризации и когерентности была обнаружена еще 
в 80-х годах прошлого века [12, 13], так что, для ле-
чения НИЛИ оказались важны выбор диапазона 
длин волн, интенсивность излучения и частота им-
пульсного воздействия.

Если в условиях лазерной хирургии или фо-
тодинамической терапии механизмы действия ла-
зерного излучения и физико-химические процессы 
в биотканях подробно изучены, то применительно 
к ИК-лазерной низкоинтенсивной терапии имеется 
только теоретическая модель, некоторые результа-
ты клинических испытаний на животных и людях. 
Непосредственные исследования по влиянию па-
раметров ИК-облучения на клеточные структуры, 
которые позволили бы получить эксперименталь-
ное обоснование условий успешной терапии от-
сутствуют. В данной работе предпринята попытка 
физического моделирования инициируемых про-
цессов в биотканях на примере изучения откли-
ка клеточных структур на низкоинтенсивное ИК-
излучение, причем для начала в сравнении непре-
рывного и импульсного воздействия.

Теоретическое описание

В области прозрачности в результате много-
кратного рассеяния ИК-излучения в биотканях 
возникает неоднородное температурное поле. В ра-
ботах [4, 5] было показано, что в реальных усло-
виях лазерной терапии (например, He-Ne –, GaAs – 
лазерами) при средней мощности до нескольких 
мкВт возникает перепад температуры в микроо-
бластях порядка 10–2–10–1 К, и деформация клеточ-
ных мембран составляет до 10–2–10–1, а изменение 
их электропотенциала происходит на 10–1–101 мВ. 
Было показано, что если эффективность лазерной 
терапии оценивать по амплитуде деформации и из-
менений электропотенциала клеточных мембран, 
то такая эффективность оказывается выше в слу-
чае использования импульсного воздействия, и ее 
зависимость от частоты посылок лазерных им-
пульсов имеет максимум, определяемый из соот-
ношения:
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где d – характерный размер структурных компо-
нент – оптических неоднородностей в биоткани. 
Частоту импульсного лазерного воздействия не-
обходимо подбирать в зависимости от морфологии 
биоткани. Варьируя частоту посылки лазерных 
импульсов, можно оказывать воздействие селек-
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тивно на различные структуры биотканей. Этот 
вывод был подтвержден экспериментальными ис-
следованиями изменения морфологии различных 
тканей после лазерного воздействия, а также опы-
том лечения хронических неспецифических воспа-
лительных заболеваний внутренних органов [5, 7, 
8]. Например, экспериментальные исследования 
микроциркуляции крови в капиллярах тканей 
крыс при воздействии НИЛИ показали, что после 
лазерного облучения усиливается капиллярный 
кровоток и увеличивается площадь капиллярно-
го русла. В соответствии с (1) с учетом размеров 
капилляров сердечной мышцы человека d~10 мкм 
получена оценка частоты ωmax=102 Гц, на которой 
проводили лечение ишемической болезни серд-
ца. Показано, что у 98 % обследованных больных 
произошло улучшение сократительной функции 
миокарда.

Формула (1) была получена путем совместно-
го решения следующих уравнений. Нарушение ра-
венства концентраций или температур по обе сто-
роны клеточной мембраны приводит к возникнове-
нию осмотического давления на мембрану:

( )
T n

p nRT
T n

∆ ∆
∆ = +

 
(2)

В том случае, когда область изменения темпе-
ратуры и концентрации вблизи мембраны ограни-
чена размером d, давление приводит к поперечно- 
 
му смещению мембраны на 
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щина мембраны (~10 нм), E – модуль Юнга сдвиго-
вой деформации двойного липидного слоя (~105 Па), 
n – концентрация ионов внутри и вне клетки 
(~ 140 моль/м3). Полагая деформацию ε = x / l (l – раз-
мер клетки) и используя (2), уравнение скорости 
деформации:

.
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где τв – характерное время диффузии воды 
 
через мембрану, 

2nRTd
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= . Изменение темпера- 

 
туры ∆T связано с различием коэффициентов опти-
ческого поглощения по разные стороны мембраны 
и описывается уравнением:

.
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T
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где b = α / cρ, α – разница коэффициентов погло-
щения в области d и вне ее, с и ρ – теплоемкость 

и плотность среды, I(t) – плотность потока излу-
чения, τT – время температурной релаксации – 
τT  = d2 / κ  (κ ~ 1,5·10–7 м2/с – температуропровод-
ность). Диффузия ионов натрия и калия из внеш-
них областей (не через мембрану), а также сме-
щение мембраны, сопровождающееся диффузией 
через нее воды, приводит в условиях неравномер-
ного нагрева к изменению разности концентраций 
по обе стороны мембраны:

. .

2
∆

∆ = − −
τD

n
n nε , (5)

где τD  = d2 / DNa,K – характерное время диффузии 
ионов Na+, K+ в среде. В случае непрерывного воз-
действия лазерного излучения при предположе-
нии  τD>>τT(τD / τT ~ 102) τD>>τT на больших временах  
 
решение системы (3–5) дает 

τ
≅ TabI

T
ε . Это стаци- 

 
онарная деформация при непрерывном облучении.

Для нахождения зависимости ε от частоты 
посылки лазерных импульсов необходимо поло-
жить I(t) = I0(1 – sin(ωt)). Тогда частота с наиболь-
шей амплитудой колебаний, находится из условия 
∂ε/∂ω=0.

max 1/2 2 2 1/4

1
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Из (6) с учетом зависимостей характерных вре-
мен от d получим соотношение (1). Если оценивать 
эффективность лазерной терапии по амплитуде де-
формаций, то она оказывается наибольшей в слу-
чае использования импульсного воздействия с ча-
стотой, вычисляемой из морфологических особен-
ностей биоткани. При воспалительных процессах 
затруднено движение жидких компонент в органах 
на клеточном уровне. «Мягкое» же нерезонансное 
действие импульсного излучения стимулирует ми-
кроциркуляторные процессы.

Результаты экспериментальных исследований

Исследования влияния ИК-облучения с дли-
ной волны 0,89 мкм проводили на монослойных 
культурах клеток эмбриональной почки челове-
ка, трансформированные ДНК аденовируса типа 
5 (Ad5) (НЕК–293). Эукариотические клетки HEK-
293 культивировали в инкубаторах, поддержи-
вающих температуру 37 °С, 100 % влажность 
и концентрацию СО2 5 %, в ростовой среде DMEM 
(Dulbecco’s modified Eagle’s Medium), без глута-
мина с содержанием глюкозы не менее 4,5 г/л.  
При процедуре пересева происходило снятие  
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клеток с использованием трипсина 0,25 % и версе-
на 0,02 % (1:1), кратность рассева 1:8, оптимальная 
плотность 3,0–5,0 ·104 клет./см2. Клетки прикрепля-
лись к субстрату в течение нескольких дней [14, 
15]. Монослойное культивирование клеточных ли-
ний HEK-293 осуществлялось в специальных одно-
разовых флаконах T-25. Культивированные клетки 
после прикрепления к поверхности субстрата на-
ходились в непосредственном контакте, обеспечи-
вая нормальный рост и размножение в питатель-
ной среде.

Из соотношения (1) была рассчитана часто-
та импульсного ИК-воздействия на клеточную 
культуру – 272 Гц. Скважность зависит от необ-
ходимой длительности импульсов, которая опре-
деляется из следующего. Давление на мембра-
ну ∆p при перепадах температуры и концентра-
ций ионов возникает вследствие различной про-
ницаемости мембран для воды (характерное время 
диффузии через мембрану τв ~ 10–4 с) и для ионов 
(τi ~ 100–102 c) [7]. Поэтому деформации помимо ча-
стоты зависят от длительности импульсов. При ко-
ротких импульсах τL, когда τв > τL, время темпера-
турной релаксации можно оценивать, как τT = d2 / κ. 
Такая оценка справедлива для размеров d > 4 мкм, 
когда время температурной релаксации превыша-
ет время деформации мембраны τв. Для меньших 
размеров, для HEK-293 d ≤ 4 мкм, температурное 
поле выравнивается быстрее, чем происходит де-
формация мембран. Из этого следует, что длитель-
ность импульсов ИК-облучения должна быть по-
рядка характерного времени проникновения моле-
кул воды сквозь мембрану, то есть 100 мкс.

Поскольку длительность импульсов лазерных 
терапевтических аппаратов на GaAs-лазерных ди-
одах составляет от 100 до 300 нс, облучение прово-
дили с помощью GaAs светодиодов, запитываемых 
от генератора с регулируемым рабочим циклом. 

Это позволило провести сравнение двух режимов 
облучения, импульсного, с частотой 272 Гц и скваж-
ностью 36 % и непрерывного. При импульсном об-
лучении с мощностью в импульсе 5 мВт/см2 сред-
няя мощность составляла 138 мкВт/см2, а при не-
прерывном была выше – 313 мкВт/см2.

В результате исследования облученных кле-
точных структур с помощью оптической микро-
скопии было обнаружено, что влияние облучения 
приводит к увеличению контраста границ клеток, 
как показано на рис. 1. Такие изменения происхо-
дили только после импульсного облучения. Про-
явление контраста границ клеток на оптических 
изображениях следует связывать с увеличением 
толщины около или межклеточного заполненного 
жидкостью пространства. Это происходит за счет 
стимулирования импульсным излучением перио-
дических микродеформаций клеточных мембран. 
В клеточных колониях это проявляется в увеличе-
нии видимой толщины приграничного с поверхно-
стью клеток слоя. На изображении видно, что от-
дельные, изолированные или частично изолиро-
ванные клетки даже могут приобретать правиль-
ную равноосную форму.

Всего было проведено по 3 серии 20 минутных 
облучений в импульсном и непрерывном режимах. 
Во всех опытах наблюдали отличия изображений 
клеточных структур после импульсного облуче-
ния. На рис. 2 показаны колонии эмбриональных 
клеток почки человека контрольной необлученной 
группы, культуры, облученной в импульсном ре-
жиме и культуры, облученной в непрерывном ре-
жиме, непосредственно после 3-го сеанса облуче-
ния. Видно, что изображения контрольной и об-
лученной в непрерывном режиме культур сходны. 
Однако после импульсного облучения происхо-
дит увеличение количества клеток с повышенным 
контрастом границ. На общее количество клеток 

 

Рис. 1. Оптическое изображение клеточной культуры HEK-293 
исходной (слева) и после импульсного ИК облучения (справа)
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ИК-облучение во всех опытах не оказывало ника-
кого влияния.

Рис. 3. График зависимости количества клеток 
HEK-293 с контрастными границами от времени 

до и после 20 мин облучения в импульсном 
и непрерывном режимах

Можно проследить изменения количества 
с контрастными границами в разных группах 
клеточных культур. На рисунке 3 видно, что по-
сле 20 мин облучения в импульсном режиме про-
исходит рост количества клеток с контрастны-
ми границами в течение, как минимум, 3 часов, 
а после непрерывного облучения их количество 
по сравнению с контрольной группой не изме-
нилось. После импульсного воздействия превы-
шение количества клеток с видимым контрастом 
границ относительно контроля составляет почти 
200 %. Оказалось, что структуры с контрастны-
ми границами существуют конечное время. После 
культивирования клеточных структур на 2 сут-

ки в группах не обнаружено никаких различий. 
Все клетки первого поколения после импульсного 
и непрерывного облучения выглядели одинаково 
и показали одинаковый рост по всей поверхности  
флакона. 

Выводы

Доказано влияние импульсного низкоинтен-
сивного ИК-облучения с длиной волны 0,89 мкм 
на культуру клеток эмбриональной почки чело-
века HEK-293, заключающееся в увеличении тол-
щины около/межклеточного заполненного жидко-
стью пространства в результате стимулирования 
периодических деформаций клеточных мембран. 
Это происходит в соответствии с механизмом не-
резонансного действия излучения в ближней ИК-
области на микроциркуляторные процессы в био-
тканях и проявляется в увеличении контраста гра-
ниц клеток на оптических изображениях.

Авторы глубоко признательны сотрудникам и сту-
дентам отделения биотехнологий Обнинского ин-
ститута атомной энергетики за помощь в подго-
товке и проведении экспериментов.
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