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Анализ собственной и индуцированной  флуоресценции 
злокачественных новообразований и интактных тканей почек

Analysis of own and induced 
fluorescence of the malignant
kidney tumors and healthy 
tissue

I.V. Chernishev, R.A. Khanakaev  

We have studied the autofluorescence

and induced fluorescence in renal

tumors and healthy renal tissues in

90 patients with renal cell carcinoma

from the National Scientific Institute

of Urology in the period from January

2012 up to June 2013. “Alasens” 

(5-aminolevulenic acid hydrochloryde)

was shown to be selectively 

accumulated in the tumor cells, to

transform into protoporphyrine IX

and to fluoresce against the blue

light. Own fluorescence excited by

the light with a wave length 630 nm

and also in the course of fluorescence

diagnostics (FD) at the wave length

460 nm could not be a reliable criteria

of the presence or absence of the

tumor and could not influence the

results of the secondary fluorescence.

At that time, induced fluorescence

allows the tumor identification;

good contrast at the border of tumor

and healthy tissue permits the 

identification of the tumor 

boundaries using the fluorescence

directly at time of operation. In the

dosage 20 mg/kg of body weight 

5-aminolevulenic acid could be

safely used in laparoscopic and open

partial nephrectomy without any

clinically or laboratory recognizable

toxic effects. 

дной из актуальных про-
блем здравоохранения
остается заболеваемость
и смертность от злокаче-
ственных новообразова-
ний. В структуре общей
онкологической заболе-

ваемости в Российской Федерации
злокачественные новообразования
почек составляют 2–3% и занимают
10-е ранговое место [1, 2].

По рекомендации Европейской
ассоциации урологов (2010 г.) паци-
ентам с начальными стадиями (Т1)
рака почек должно быть проведено
органосохраняющее оперативное
лечение (ОСЛ). Ряд авторов счи-
тают, что  избирательные показания
к ОСЛ могут возникать при разме-
рах опухолевого узла размером не
более  7 см [3]. При этом ОСЛ  при-
водят к тем же онкологическим ре-
зультатам, что и проведение ради-
кального оперативного вмешатель-
ства [2, 4].

Важным условием с точки зре-
ния онкологической настороженно-
сти при выполнении  ОСЛ является
радикальность удаления новообра-
зования. Традиционно применяе-
мую для контроля радикальности
оперативного лечения экспресс био-
псию из резецируемого участка
ложа удаленной опухоли нельзя
считать точным критерием оценки
его радикальности, так как не всегда
имеется возможность четкого опре-
деления состояния хирургического
края в этой области [5, 6]. Как след-
ствие, имеется  определенная  веро-

ятность ложноотрицательного ре-
зультата, что связано с тем, что при
выполнении биопсии из ложа уда-
ленной опухоли отсутствует воз-
можность четкой визуализации
опухолевой ткани в крае резекции и
местах, где она производится, т.е.
биопсия из различных участков
области резекции берется не при-
цельно, а случайным методом.  Кро-
ме того морфологическое исследо-
вание занимает довольно много
времени, что может продлить пе-
риод ишемии почки и, следова-
тельно, привести к серьезному на-
рушению ее функции [6]. Таким об-
разом,  разработка методики, позво-
ляющей четко визуализировать опу-
холь и выполнять прицельную био-
псию из подозрительных участков,
является актуальной на современ-
ном этапе [5].

Одним из таких методов яв-
ляется флуоресцентная диагностика
(ФД) злокачественных новообразо-
ваний, основанная на применении
фотосенсибилизаторов (ФС), кото-
рые при воздействии на них светом
определенной длины волны перехо-
дят в возбужденное состояние и ини-
циируют физико-химические про-
цессы, сопровождающиеся люми-
несценцией и деструкцией опухоли.
Фотосенсибилизаторы, используе-
мые для ФД, являются разнообраз-
ными производными порфирина и
родственных макроциклов. Разли-
чают первичную (аутофлуоресцент-
ную) и вторичную ФД. Аутофлуо-
ресцентная диагностика основана



р а к  п о ч к и
э к с п е р и м е н т а л ь н а я  и  к л и н и ч е с к а я  у р о л о г и я  № 4  2 0 1 4  w w w . e c u r o . r u

33

на определении различий в интен-
сивности и спектральном составе
собственной флуоресценции здоро-
вой и опухолевой ткани без примене-
ния фотосенсибилизаторов. Ткани с
повышенной пролиферативной спо-
собностью, такие как неопластиче-
ская, эмбриональная и регенератив-
ная, обладают большей способностью
накапливать порфирины. Одним из
типичных и наиболее легко детек-
тируемых in vivo флюорофоров в тка-
нях являются порфирин и его про-
изводные, например, протопорфи-
рин IX [7].

В основе вторичной ФД лежит
способность ФС избирательно на-
капливаться в ткани злокачествен-
ного новообразования и возмож-
ность их обнаружения по характер-
ной флуоресценции (свечению) эк-
зогенных или эндогенных флуоро-
хромов  [8, 9]. В настоящее время
одним из наиболее часто используе-
мых для диагностики ФС является
5-аминолевулиновая кислота (5-
АЛК).  Сама 5-АЛК не флуоресци-
рует. Она является исходным про-
дуктом внутриклеточного биосин-
теза гема. Единственное образуемое
в цепи синтеза гема вещество про-
топорфирин-IХ (ПП IХ) обладает
способностью к флуоресценции.
Однако ПП IХ после присоединения
двухвалентного железа в присут-
ствии фермента феррохелатазы пре-
вращается в молекулу гема, не спо-
собную к флуоресценции. В обыч-
ных условиях ПП IХ внутрикле-
точно не накапливается. Для обра-
зования флуоресцентно-оптически
проявляемых концентраций ПП IХ
необходимо дополнительное поступ-
ление 5-АЛК внутрь клетки [10].

Основным преимуществом ме-
тода  ФД является его неинвазив-
ность, что позволяет получать ин-
формацию о состоянии тканей без
воздействия на динамику различ-
ных биологических процессов, про-
исходящих в тканях в момент про-
ведения диагностики и при после-
дующем динамическом наблюдении.
Другим достоинством оптического
анализа тканей является возмож-

ность моментальной обработки
данных, что позволяет корректиро-
вать объемы лечебной помощи в со-
ответствии с полученной инфор-
мацией [2].

Особенностью флуорохромов
являются тропность к раковым
клеткам и их яркая флуоресценция
на отличающемся  фоне. Эти свой-
ства позволяют  отличать объекты,
достигающие размеров долей мил-
лиметра [8]. Высокое спектральное
разрешение и селективность лазер-
ной спектроскопии позволяют реа-
лизовать высокочувствительные ис-
следования, причем неинвазивно и
быстро. ФД открывает принципи-
ально новые диагностические воз-
можности неинвазивного монито-
ринга биохимических изменений
клеток тканей при трансформации
нормальных клеток в диспластиче-
ские и злокачественные, которые
происходят раньше структурных
перестроек [11]. В настоящее время
ФД активно применяется для диаг-
ностики и лечения поверхностных
опухолей полых органов, кожи.

ФД позволяет выявлять мик-
роочаги новообразований и микро-
метастазы, в том числе множест-
венные, невидимые при обычном
освещении. Данная диагностиче-
ская методика адаптирована и для
эндоскопических исследований, что
повышает эффективность лечения в
целом. Применение ФД возможно
непосредственно и во время опера-
ции для контроля зоны резекции,
определения ее объема, и, самое
главное, оценки хирургического
ложа после резекции, чтобы в слу-
чае выявления остаточной опухоли
выполнить срочную биопсию из
конкретного участка [5, 12]. В уро-
логической практике была доказана
эффективность данной методики в
выявлении ранних опухолей моче-
вого пузыря [13-16] и снижении
риска остаточных опухолей после
трансуретральных резекций моче-
вого пузыря  [17, 18].

Целью нашего исследования
явилась оценка интенсивности ауто-
и вторичной флуоресценции злока-

чественной опухоли почки и ин-
тактной паренхимы; и демонстра-
ция возможности использования
вторичной флуоресценции для ди-
агностики положительного хирур-
гического края при выполнении
резекции почки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Материалом для настоящего
исследования послужили клинико-
морфологические данные 90 боль-
ных раком почки, находившихся на
лечении в ФГБУ «НИИ урологии»
Минздрава России  за период с ян-
варя 2012 по июнь 2013 гг. У всех
пациентов на дооперационном эта-
пе был диагностирован рак почки
клинической стадии T1-2N0M0,
подтвержденный при последующем
патоморфологическом исследова-
нии. Определение стадии заболева-
ния проводилось в соответствии с
6-м изданием классификации TNM
2007 года [19]. 

Возраст больных, включенных
в исследование в среднем, составил
54,0 [51,4; 55,6] года, минимально –
25 лет, максимально - 76 лет.

Все больные были разделены
на две группы. В группу для изуче-
ния аутофлуоресценции вошли  20
пациентов, в группу изучение вто-
ричной флуоресценции - 70 боль-
ных.

Методика аутофлуоресцент-
ной диагностики

Изучение аутофлуоресции  не-
обходимо для изучения  влияния
собственной флуоресценции на ре-
зультаты индуцированной ФД. Про-
водился визуальный фотодинами-
ческий контроль аутофлуоресцен-
ции (λ=460 нм) с последующей ла-
зерной флуоресцентной спектро-
метрией (λ=630 нм) в процессе вы-
полнения резекции почки. Специ-
ального обследования и подготовки
больных для проведения спектраль-
но-флуоресцентных измерений не
требовалось. Результаты спектраль-
ного анализа сопоставляли с 
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результатами планового гистологиче-
ского исследования удаленного в
ходе операции материала.

Методика вторичной флуо-
ресцентной диагностики

В качестве фотосенсибилиза-
тора был использован препарат
Аласенс, который  принимался
внутрь из расчета 20 мг/кг веса тела
больного в 50 мл негазированной
воды за 3 часа до проведения опера-
тивного вмешательства.  Данный
препарат Российского производства
(ФГУП ГНЦ «НИОПИК»), создан-
ный на основе активной субстан-
ции гидрохлорид 5-аминолевули-
новой кислоты.

Эффект флуоресценции тка-
ней при ФД оценивался визуально,
изображение передавалось с помо-
щью чувствительной телекамеры на
экран монитора. Визуальная ФД
проводилась через 3-4 часа после
перорального приема  Аласенса. В
качестве источника излучения, воз-
буждающего флуоресценцию ПП IX
в тканях, использовался аппарат
фирмы «KARL STORZ» системы D-
Light C (Германия) с ручным режи-
мом переключения от белого к
синему свету с рабочей длиной
волны λсред.=460 нм и выходной
мощностью на этой длине волны
300 мВт. Полученная информация
оцифровывалась и выводилась на
экран монитора с высокой чувстви-
тельностью. Спектральный анализ
проводился на длине волны 630 нм.
Анализ спектроскопических харак-
теристик тканей проводился в ре-
альном масштабе времени. Для
проведения спектрального анализа
использовалась лазерная электрон-
но-спектральная установка LESA-01
"БИОСПЕК" совместного производ-
ства лаборатории лазерной био-
спектроскопии ЦЕНИ ИОФРАН и
"БИОСПЕК" (Россия, Москва, ли-
цензия №42/2002 0172 0007).

Во время резекции почки про-
водилось видеонаблюдение хирур-
гического края резекции в режиме
синего света (λ=460 нм). Данный

спектр позволял детектировать
очаги накопления ПП IX, которые
визуализировались на экране мони-
тора как очаги с красноватым свече-
нием на сине-фиолетовом фоне.

Методика оценки и регистра-
ции результатов исследования

Результатом ФД был график
флуоресценции, кривая на графике
представляла собой графическую
зависимость интенсивности флуо-
ресценции Аласенса, индуцирован-
ного ПП IX, от длины волны,
возбуждающего ее лазерного из-
лучения. По оси «х» откладывалась
длина волны в нм, по оси «у» - ин-
тенсивность флуоресценции и рас-
сеянного лазерного света в отно-
сительных единицах. Острый пик
спектральной кривой соответство-
вал рассеянному лазерному излуче-
нию, а более широкий диапазон –
излучению флуоресценции. Для
анализа выделялся всегда одинако-
вый диапазон от 685-690 нм до 715-
720 нм.

При оценке флуоресценции
возникает необходимость учиты-
вать эффекты геометрии измере-
ний, мощности лазерного излуче-
ния, которая может варьировать от
измерения к измерению. А также
нужно избегать влияния поглощаю-
щих свет веществ, к которым отно-
сится и кровь, количество которой
в операционной ране различается у
разных пациентов. Поэтому для вы-
числения относительной интенсив-
ности флуоресценции – коэффици-
ента флуоресценции (КФ) – исполь-
зовалось отношение площади под
пиком флуоресценции к площади
лазерного излучения. Данное  нор-
мирование дало возможность коли-
чественно сравнивать результаты
измерений, проведенных на разных
пациентах, исключить зависимость
результатов спектрометрии от мощ-
ности лазерного излучения, а также
частично от наличия поглощающих
свет веществ (крови, слизи).

Для оценки различия интен-
сивности флуоресценции нормаль-

ной и патологической ткани вычис-
лялся коэффициент диагностиче-
ской контрастности (KДК), пред-
ставляющий собой отношение КФ
опухолевой ткани  к КФ интактной
ткани почек.

Количественные показатели
отображались в при помощи ме-
дианы и 95%-го доверительного ин-
тервала (Ме [ДИ95%-; ДИ 95%+]).
Достоверность различий получен-
ных результатов определялась с по-
мощью критерия Манна-Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ

При проведении анализа ауто-
флуоресценции злокачественной
опухоли и интактных тканей почек
было отмечено, что подъем интен-
сивности собственной флуоресцен-
ции отмечался в диапазоне 650-660
нм, наибольших значений в нор-
мальных тканях достигая в области
680-695 нм, затем регистрировался
постепенный спад практически до
полного прекращения регистрации
флуоресценции к 800 нм. Наимень-
шая интенсивность наблюдалась в
нормальных тканях (рис. 1.а).

В среднем КФ аутофлоресцен-
ции непораженной паренхимы по-
чек составил 0,7 [0,6; 1,0]; опухоли
почки через паренхиму – 1,2 [0,9;
1,2]; опухоли почки на разрезе – 1,2
[0,8; 1,3] (рис. 1.б). Различия между
группами не достигли статистиче-
ски значимого уровня  (p>0,05). 

КДК аутофлоресценции для
опухоли, исследуемой через парен-
химу, составил 1 [1,0; 1,1], для опу-
холи на разрезе – 1,0 [1,1; 1,2].

Таким образом, отмечалось от-
сутствие различий между аутофлу-
оресценцией нормальной парен-
химы почек и опухоли почек. Ни у
одного больного при выполнении
ФД с возбуждающим флуоресцен-
цию светом на длине волны 460 нм
(синий спектр) визуально не было
отмечено признаков наличия экзо-
генных веществ, флуоресцирующих
на длине волны флуоресценции ПП
IX. Иными словами, собственная
флуоресценция, как при возбужде-
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нии ее длиной волны 630 нм, так и
при выполнении ФД на длине вол-
ны 460 нм, не может являться диаг-
ностическим критерием наличия
или отсутствия опухоли, и не может
влиять на результаты вторичной
флуоресценции.

При анализе индуцированной
флуоресценции злокачественной
опухоли и интактных тканей почек
установлено, что Аласенс способен
избирательно накапливаться в опу-
холевых клетках, превращаться в ПП
IX и флуоресцировать при освеще-
нии синим светом (λ=440-485 нм).
При проведении исследований с этим
препаратом  всегда наблюдалось вы-
раженное свечение опухоли на фоне
здоровой паренхимы. Визуально при
выполнении ФД опухоль определя-
лась как участок красноватого свече-
ния на сине-фиолетовом фоне. При
этом ни один из очагов, флуоресци-
рующих в режиме синего света
(λ=460 нм), не был визуально изме-
нен и не выделялся из окружающей
ткани при осмотре в белом свете.

При проведении ФД во время
резекции почек также были полу-
чены изображения почек в белом и
синем цвете: на фоне нормальной
ткани, приобретающей синий цвет,
отчетливо визуализировалась ткань
почки с участком ярко-красного
свечения. Таким образом, высокий
контраст между опухолью и окру-

жающими тканями обеспечивает
выявление и уточнение границ опу-
холи при ФД непосредственно во
время оперативного вмешательства.
Особенное значение этот метод
приобретает при оценке хирургиче-
ского края (рис. 2).

После удаления опухолевой
ткани выполнялась оценка ее флуо-
ресценции. Обработка результатов
спектрограмм показала незначи-
тельное накопление ПП IX в интакт-
ной паренхиме точек. В то же время,
обнаружена высокая интенсивность
флуоресценции опухоли почки, как
через паренхиму, так и в разрезе.
Максимум флуоресценции зареги-
стрирован на 715 нм (рис. 3.а)

КДК индуцированной флуо-
ресценции для опухоли, исследуе-
мой через паренхиму, составил 9,1
[7,6; 10,1], для опухоли на разрезе –
10,2 [9,7; 11], различия по данному
показателю не достигли статистиче-
ски значимого уровня (p=0,742).

В среднем КФ для индуцирован-
ной флуоресценции непораженной
паренхимы почек составил 1,4 [1,1;
1,4]; опухоли почки через паренхиму
– 9,1 [8,3; 11]; опухоли почки на раз-
резе – 11,3 [8,6; 12,9] (рис. 3.б). Разли-
чия в КФ непораженной паренхимы
с таковой у опухоли через паренхиму
и опухоли на разрезе статистически
достоверны (p<0,01 в обоих случаях). 
У опухоли через паренхиму, 

Рис. 1а.  Показатели аутофлуоресценции тканей почек Рис. 1б.  Показатели аутофлуоресценции тканей почек

Спектры аутофлуоресценции тканей почек    (больной Х.)
1. красный – нормальная паренхима почек
2. синий - опухоль почки через паренхиму
3. зеленый - собственно ткань опухоли
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Рис.2. Хирургический край ложа удаленной опухоли при применении Аласенса в качестве фотосенси-
билизатора

а.   в синем свете б. в белом свете
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по сравнению с опухолью на раз-
резе, различия в этом показателе
статистически достоверного уровня
не достигли (p=0,462).

При примениии Аласенса не
было отмечено патологических из-
менений основных показатели пе-
риферической крови,  биохимичес-
ких анализов, дающих представле-
ние о состоянии углеводного, жиро-
вого обмена, синтеза белка, анти-
токсической функции печени и сте-
пени токсического поражения гепа-
тоцитов и эпителия печеночных

протоков, результатов исследования
мочи. Только у 1 (1,4%) пациента на
принятый препарат отме-
чалась наружная аллергическая ре-
акция в виде крапивницы, купиро-
вавшаяся после инъекции анти-
гистаминного препарата.

ВЫВОДЫ

1. Собственная флуоресцен-
ция, как при возбуждении ее источ-
ником света длиной волны 630 нм,
так и при выполнении ФД на длине

волны 460 нм, не может являться
диагностическим критерием нали-
чия или отсутствия опухоли и не
может влиять на результаты вто-
ричной флуоресценции.

2. Индуцированная флуорес-
ценция позволяет проводить оценку
наличия злокачественных новообра-
зований почек; высокий контраст
между опухолью и окружающими
тканями обеспечивает выявление и
уточнение границ опухоли при ФД
непосредственно во время оператив-
ного вмешательства.  

Резюме:
В исследовании изучена аутофлуоресценция и индуцированная  флуоресценция злокачественной опухоли и интактной

паренхимы почек у  90 больных раком почки, находившихся на лечении в ФГБУ «НИИ урологии» Минздрава России  за период
с января 2012 по июнь 2013 гг. Известно, что препарат «Аласенс» (5-аминолевулиновой кислоты гидрохлорид) способен изби-
рательно накапливаться в опухолевых клетках, превращаться в протопорфирин IX и флуоресцировать при освещении синим
светом. 

В ходе исследования выяснилось, что собственная флуоресценция, как при возбуждении ее источником света длиной
волны 630 нм, так и при выполнении флуоресцентной диагностики (ФД)   на длине волны 460 нм, не может являться диагно-
стическим критерием наличия или отсутствия опухоли и не может влиять на результаты вторичной флуоресценции. В то же
время индуцированная флуоресценция позволяет проводить оценку наличия злокачественных новообразований почек; высокий
контраст между опухолью и окружающими тканями обеспечивает выявление и уточнение границ опухоли при ФД непосред-
ственно во время оперативного вмешательства. В дозе 20 мг/кг веса тела больного при выполнении лапароскопической и от-
крытой резекции почки 5-аминолевулиновая кислота не вызывает клинических и лабораторных признаков токсического
воздействия.

Рис. 3а. Показатели аласенс-индуцированной флуоресценции  тканей почек Рис. 3б. Показатели аласенс-индуцированной флуоресценции
тканей почек Спектры АЛК-индуцированной флуоресценции паренхимы почек  пациентки О.

зеленый – интактная паренхима почки
синий – опухоль через паренхиму
лиловый – собственно ткань опухоли

КФ индуцированной флуоресценции тканей почек (в среднем):
1. интактная паренхима; 2. опухоль через паренхиму 
3. собственно ткань опухоли
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