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Сила выраженности и характер вазомоторных реакций дают важ-
ную информацию о нормальном функционировании кровеносно-
го сосуда, поскольку механическое сокращение или увеличение 
его просвета опосредуется сокращением клеток гладкой муску-
латуры сосудистой стенки и является универсальным ответом на 
воздействие со стороны целого ряда физиологических механиз-
мов, включая гуморальную и нейрогенную регуляцию.  В то вре-
мя как методы тестового воздействия на изолированный фраг-
мент сосуда ex vivo хорошо разработаны и широко применяются в 
ходе исследований, аналогичная задача по отношению к функци-
онирующей микроциркуляторной сети значительно сложнее и во 
многом не решена. В данной работе исследуются возможности    
нового метода воздействия на фрагмент артериального сосуда 
в составе микроциркуляторной сети. А именно охарактеризова-
ны индуцированные лазерным облучением сосудодвигательные 
реакции одиночного артериального сосуда хориоаллантоисной 
мембраны куриного эмбриона in situ. Установлено, что характер 
реакции (дилатация либо констрикция) существенно зависит 
от длины волны излучения лазера. В ряде случаев обнаружен 
бифазный отклик: начальная дилатация при повторных воз-
действиях сменяется констрикцией. Разработанная методика 
предлагается к использованию в качестве неразрушающего бес-
контактного физиологического воздействия при исследованиях 
реакций микроциркуляторной сети как целого.
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Введение

На настоящий момент хорошо изучены 
механизмы реакции отдельного артериального 
сосуда на различные вазодилаторные и вазо-
констрикторные стимулы, как системные, так и 

локальные [1]. По мере накопления знаний все 
более очевидным становится факт, что как сами 
эти реакции, так и вызванные ими изменения 
кровотока могут существенно различаться для 
случаев, когда сосуд изолирован либо находится 
в своем месте в микроциркуляторной сети (in 
situ). Эти различия обусловлены как гемодина-
мическими сетевыми эффектами (перераспре-
деление потоков в сегментах и давлений в узлах 
сети), так и сигнальными механизмами самой 
сосудистой стенки, которые лежат в основе, 
например, функциональной гиперемии [2]. Экс-
периментальное исследование такой сложной, с 
внутренними взаимосвязями системы предпо-
лагает использование адекватных физиологи-
ческих проб, которые обеспечили бы локальное 
и предсказуемое по результатам воздействие на 
выбранный фрагмент кровеносного сосуда. В 
настоящее время для этой цели применяются 
как фармакологическое воздействие [3–4], так 
и электростимуляция [5–6]. Для локализации 
доставленного к сосуду вазоактивного агента ис-
пользуют специальные микроконтейнеры [7–8]. 
Однако перечисленные технологии либо не обе-
спечивают требуемую локализацию (вследствие, 
например, диффузии вазоактивного агента), 
либо технически сложны и нарушают исходную 
структуру сосудистой сети.

Задачей данной работы являлась разработка 
и тестирование способа воздействия, которое, 
с одной стороны, обеспечивало бы хорошо 
выраженное и локализованное воздействие на 
выбранный сегмент небольшого артериального 
сосуда, а с другой – было бы минимально ин-
вазивным, допускающим восстановление нор-
мального кровотока после снятия воздействия. 
Эта задача решалась с использованием лазерного 
облучения. 

Применение лазеров в биомедицинских 
исследованиях – это большая и динамично раз-
вивающаяся область знаний [9]. В рамках нашего 
исследования мы оставляем вне рассмотрения 
многочисленные применения лазеров, вызы-
вающие необратимые изменения физической 
структуры биотканей (лазерная хирургия, терми-
ческие эффекты и т.п.). В последние годы опре-
деленную известность получила так называемая 
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низкоинтенсивная лазерная терапия (Low–Level 
Laser Therapy, LLLT), эффективность которой и 
механизмы действия продолжают активно обсуж-
даться [10]. В общей массе публикаций можно 
выделить немногие работы, раскрывающие ме-
ханизмы действия низкоинтенсивного лазерного 
воздействия на состояние кровеносных сосудов. 

Так, в работе [11] исследована реакция ми-
крососудов размером 10–50 мкм различных орга-
нов крыс на воздействие He–Ne лазера с длиной 
волны 630 нм. В результате лазерного облучения 
наблюдались как вазодилатация исследуемых 
сосудов, так и увеличение скорости кровотока 
в них в зависимости от места расположения 
сосуда. В обзоре [12] отмечена группа работ, в 
которых показано, что лазерное воздействие на 
кровь внутри сосуда может стимулировать кра-
тковременное высвобождение оксида азота (NO) 
эритроцитами, что, в свою очередь, оказывает 
вазодилатирующий эффект [13–15]. В отличие 
от типичной LLLT, основанной на использовании 
инфракрасного излучения, в указанных работах 
отмечается, что эффект тем более выражен, чем 
короче длина волны лазера.   Подчеркнем, что в 
цитированных выше работах лазерное воздей-
ствие не имело необратимых последствий для 
изучаемых структур.

Наша работа направлена на исследование 
применимости подобных методов в качестве 
бесконтактного неразрушающего тестового воз-
действия, вызывающего локальные (в пределах 
выбранного сегмента сосуда) изменения со-
стояния сосудистой стенки. В качестве модели 
микроциркуляторной сети мы использовали сеть 
сосудов хориоаллантоисной мембраны куриного 
эмбриона (ХАО).

Полученные нами результаты свидетель-
ствуют о том, что: (1) метод работоспособен, 
причем выбирая длину волны и плотность 
мощности (интенсивность) излучения лазе-
ра, можно управлять типом реакции сосуда; 
(2) локализация воздействия   составляет 100–
300 мкм; (3) индуцированное изменение диа-
метра сосуда составляет в среднем около 20%, в 
отдельных случаях достигая 80%; (4) при снятии 
воздействия параметры сетевого кровотока вос-
станавливаются на уровне, близком к исходному.

Материал и методы

Биологическая модель
Для работы использовались яйца кур породы 

«Кросс “Супер Ник”», которые перед закладкой 
в инкубатор промывались холодной проточной 
водой и обеззараживались спиртом. Инкубация 
проводилась при температуре 37,8±0.5 °С и влаж-

ности воздуха 50–55%. Переворачивание яиц 
в инкубаторе происходило не менее двух раз в 
сутки. На 5-й день инкубации проводилось ово-
скопирование и отсев неоплодотворенных яиц. 
За 10–15 мин до проведения эксперимента яйцо 
доставалось из инкубатора с целью адаптации 
к температуре окружающей среды. Доступ к 
сосудистой сети осуществлялся путем удале-
ния фрагмента подскорлупной оболочки после 
вскрытия яйца с тупого конца. Для проведения 
эксперимента использовались артериолы ХАО 
эмбриона с 7-го по 12-й день инкубации. Следу-
ет отметить необходимость дифференцировать 
сосудистую сеть ХАО и сосудистую сеть жел-
точного мешка, которые весьма схожи в период 
разрастания. На рис. 1, а приведен типичный вид 
фрагмента микроциркуляторной сети ХАО в поле 
зрения системы визуализации, где различимы 
отдельные эритроциты и их малые агрегаты.

Экспериментальная установка
Структурная схема экспериментальной уста-

новки приведена на рис. 1, б. Вскрытое яйцо с 
доступным для наблюдения фрагментом ХАО 
располагалось в предметной плоскости опти-
ческой системы микроскопа 2, через которую 
осуществлялось как воздействие, так и запись 
изображения. Пучок воздействия генерировался 
лазерным модулем 4, включающим собствен-
но лазер и расширитель пучка, его мощность 
регулировалась аттенюатором 5, состоящим из 
двух скрещенных поляризационных фильтров. 
При попадании на дихроичное зеркало рабочая 
часть пучка попадала в оптическую систему 2 и 
фокусировалась на объекте, а оставшаяся часть 
блокировалась светофильтром 6, защищающим 
камеру системы регистрации 7 от повреждения 
лазерным излучением. Для освещения исследу-
емого объекта в составе оптической системы 2 
имелся светодиодный осветитель. Описанная 
установка была выполнена в двух вариантах, так 
как параметры дихроичного зеркала и светофиль-
тра, а также длина волны светодиодного освети-
теля выбирались в соответствии с длиной волны 
излучения лазера: 405 нм (фиолетовый) либо 
532 нм (зеленый). Мощность лазерного излуче-
ния на выходе оптической системы составляла 
7–10 мВт и 12–15 мВт соответственно. Размер 
пятна лазерного излучения в фокусе оптической 
системы был не более 15 мкм, что примерно со-
ответствует размерам одиночного эритроцита 
кур. Средняя плотность мощности (интенсив-
ность) лазерного излучения на поверхности 
исследуемого объекта составляла 4–6 кВт/см2 
для фиолетового и 12–14 кВт/см2 – для зеленого.
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Рис. 1. Участок сосудистой сети ХАО куриного эмбриона (а) и схема экспериментальной 
установки (б): 1 – исследуемый объект; 2 – оптическая система микроскопа; 3 – дихроичное 
зеркало; 4 – лазер; 5 – поляризационный аттенюатор; 6 – светофильтр; 7 – система регистра-

ции изображения; 8 – компьютер

6

а б

1

2

3
54

8 7

Протокол эксперимента
До воздействия лазерным излучением вы-

бирался подходящий сегмент сосудистой сети 
и выполнялась его видеозапись с целью после-
дующего измерения диаметра. Далее в течение 
3 с производилось непрерывное лазерное воз-
действие, после чего вновь проводилась запись 
последовательности в 500 кадров. Данный 
процесс повторялся 3–5 раз с перерывом не 
более 10 с. После окончания серии воздействий 
записывались дополнительные серии кадров 
для оценки степени восстановления исходного 
диаметра сосуда. 

Результаты и их обсуждение

В ходе экспериментов были проведены из-
мерения на 24 эмбрионах при воздействии зеле-

ным лазером и на 14 эмбрионах при воздействии 
фиолетовым лазером. Обнаруженные при этом 
характерные пространственные паттерны реак-
ции сосудов проиллюстрированы на рис. 2 и 3. 

На рис. 2 можно видеть, как лазерное воз-
действие на длине волны 532 нм вызывает слож-
ную, пространственно-неоднородную реакцию: в 
непосредственной близости к точке воздействия 
сосуд значительно расширен, тогда как выше и 
ниже по потоку имеет место видимое уменьше-
ние его диаметра (ср. панели I и II рис. 2). При 
прекращении воздействия (панель III) участки 
констрикции исчезают быстрее, чем дилатаци-
онный «пузырек».

На рис. 3 показано, как излучение на длине 
волны 405 нм вызывает выраженную констрик-
цию сосуда, причем преимущественно в более 

Рис. 2. Изменение артериолы ХАО эмбриона 12-дневной инкубации под действием зеленого лазера: I – до воздействия, 
II – наиболее выраженная фаза реакции, III – фаза восстановления

Е. С. Стюхина и др. Лазер-индуцированные сосудодвигательные реакции 
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тонком сегменте вниз по потоку, за точкой би-
фуркации. В этом случае снятие воздействия 
приводит к полному восстановлению исходного 
состояния сегмента сосудистой сети. 

Гистограмма на рис. 4 позволяет сопоста-
вить результаты обеих серий экспериментов. 
Здесь величина N есть количество случаев, когда 
степень изменения диаметра попадала в задан-
ный интервал значений относительно исходного 
диаметра (до воздействия). Изменение диаметра 
сосуда оценивалось после первого 3-секундного 
импульса лазера.

Как можно видеть, воздействие зеленым 
лазером, как правило, приводило к локальному 
расширению сосудов. При этом у наибольшего 
количества сосудов (14) диаметр вырос в преде-
лах 20% от исходного значения. Еще у 7 сосудов 
увеличение диаметра составило от 20 до 60%. 
Наконец, наблюдался один случай аномально 
сильного расширения (80–100%) и два случая 
реакции противоположной направленности – 
уменьшения диаметра.

Воздействие фиолетовым лазером выявило 
практически обратную картину. А именно 11 со-

Рис. 3. Изменение артериолы ХАО эмбриона 9-дневной инкубации под действием фиолетового лазера: 
I – до воздействия, II – выраженная фаза реакции на воздействия, III – фаза полного восстановления после 

воздействия

Рис. 4. Изменение размеров сосудов после воздействия зеленым и фиолетовым лазерами. 
Жирная вертикальная линия соответствует отсутствию реакции

N

∆D, %

Зеленый лазер

Фиолетовый лазер
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судов отреагировали сужением в пределах 20% 
от начального диаметра, в 2 случаях констрикция 
была выражена сильнее, и в одном случае наблю-
далась вазодилатация до 20%.

Как уже отмечалось выше, после первого 
воздействия зеленым лазером 22 из 24 исследо-
ванных артериол локально расширились. Однако 
дальнейшая реакция на серию воздействий в этой 
группе различалась. На рис. 5 приведены графики, 
характеризующие динамику изменения диаметра 
трех артериол сопоставимого диаметра (55, 74 и 
81 мкм – кривые I, II и III соответственно).

Как можно видеть, после первого воздей-
ствия диаметры увеличились на 50, 22 и 18%, 
однако дальнейший ход кривых различен. В то 
время как для кривой I наблюдался выраженный 
кумулятивный эффект воздействия, действие 
облучений лазером накапливалось и, видимо, 
сосуд достиг максимальной дилатации на уровне 
диаметра почти вдвое (180%) больше начально-

го, кривые II и III показывают немонотонный 
характер реакции сосуда на серию облучений. 
А именно примерно через 30 с после начала экс-
перимента диаметр сосуда III стал уменьшаться 
и в итоге опустился ниже начального значе-
ния – дилатация сменилась констрикцией. 
Кривая II показывает аналогичную, но менее 
выраженную реакцию – максимум дилатации до-
стигается позднее, примерно через 1 мин после 
начала эксперимента, и уменьшение диаметра 
не такое резкое. В итоге максимальное измене-
ние диаметра в случаях I, II и III составило 80, 
45 и 54% и наблюдалось в различные моменты 
времени. Финальные же изменения диаметра 
через 30 с после прекращения серии воздействий 
составляли 80, 16 и 8% соответственно. Таким 
образом, более тонкие сосуды при облучении 
зеленым лазером устойчиво расширяются, а по 
мере увеличения их диаметра возникает тенден-
ция к констрикции сосудов после облучения.

Рис. 5. Динамика изменения диаметра сосуда в ходе эксперимента для трех образцов. 
Интервал времени между записями – 10 с

Описанные выше результаты позволяют 
заключить, что ответная сосудистая реакция на 
лазерное излучение наблюдалась во всех проде-
ланных нами экспериментах. Еще раз подчерк-
нем, что сочетание мощности, фокусировки и 
продолжительности лазерного излучения было 
таково, что не вызывало ни видимых поврежде-
ний сосудистой стенки, ни образования тромбов 

в просвете сосуда. Таким образом, основная за-
дача исследования успешно решена: предложена 
относительно несложная и недорогая (стоимость 
соответствующих элементов установки суще-
ственно меньше стоимости одного микромани-
пулятора) методика, позволяющая прицельно и 
контролируемо воздействовать на выбранный 
участок сосуда, вызывать изменение его диаметра 
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и, таким образом, заставлять реагировать окру-
жающие фрагменты микроциркуляторной сети.

Больше вопросов вызывает анализ меха-
низмов наблюдаемых реакций. Следует от-
метить, что данное исследование не имело 
целью предложить их доказательную физио-
логическую интерпретацию, так как в ходе 
наших экспериментов не контролировался ряд 
условий и параметров, что необходимо, в част-
ности, для сопоставления данных, полученных 
для различной длины волны лазера (измерения 
проводились на различных установках). Тем не 
менее анализ результатов позволяет сделать ряд 
предположений касательно механизмов, кото-
рые активируются при облучении фрагмента 
сосуда. 

В результате проведенного эксперимента 
мы увидели локальный дилатационный ответ на 
лазерное воздействие. Что лежит в его основе, 
точнее, какая часть системы «сосуд + кровь» 
обеспечивает реакцию? Так как сосуды хори-
оаллантоисной мембраны не имеют нервной 
регуляции, и можно исключить любые другие 
системные механизмы (в этом случае наблю-
далась бы реакция всей сети), то речь идет о 
локальном механизме дилатации, который с наи-
большей вероятностью опосредован оксидом 
азота NO, запускающим цепочку превращений 
и действий циклического гуанозинмонофосфата 
cGMP. Вероятных источников NO в данном слу-
чае два: это либо клетки эндотелия сосудистой 
стенки, либо сама кровь, и в первую очередь – 
эритроциты в ее составе [16]. 

Как уже упоминалось во введении, в ра-
ботах [13–15] было показано, что облучение 
эритроцитов крови лазером заставляет их отда-
вать присоединенный NO, диффузия которого в 
клетки гладкой мускулатуры способна индуци-
ровать расширение сосуда. Время реабсорбции 
(и/или диффузии) NO составляет около 2 с, что в 
предположении средней скорости монотонного 
потока в артериоле порядка 200–300 мкм/с дает 
оценку локализации эффекта около 400–600 мкм 
вниз по потоку от места воздействия. В наших 
экспериментах (см., напр., рис. 2) участок дила-
тации меньше, 120–200 микрон, и расположен 
как вниз, так и вверх по потоку. Однако поток 
крови в артериолах ХАО, как правило, сильно 
пульсирует вплоть до изменения направления. 
При этом эритроциты могут смещаться в обе 
стороны от места облучения, а их средняя 
скорость может быть значительно меньше 
максимальной. Таким образом, обсуждаемый 
механизм как минимум может иметь место.

Другой важной особенностью полученных 
результатов является наличие зон констрикции, 
окружающих область воздействия и дилатации 
(см. рис. 2) или же распространяющихся на зна-
чительное удаление от точки воздействия (см. 
рис. 3). Согласно современным представлениям 
[2, 17], эти наблюдения могут соответствовать 
так называемой распространяющейся вазокон-
стрикции (conducted vasoconstriction), эффекту, 
который наблюдался и исследовался для различ-
ных органов лабораторных животных, в то время 
как авторам неизвестны наблюдения данного 
эффекта в сосудах ХАО куриного эмбриона. 
Предположительно, данная реакция обусловлена 
передачей электрического импульса деполяри-
зации по щелевым контактам между клетками 
эндотелия. Однако ответ на то, какая именно це-
почка событий запускает этот механизм в месте 
воздействия, требует отдельного исследования.

Также требует дальнейшего исследования 
первичный механизм передачи энергии лазер-
ного излучения крови и клеткам кровеносных 
сосудов. В качестве наиболее вероятного 
механизма следует принять фототермическое 
воздействие, обусловленное поглощением 
лазерного излучения кровью. В пользу этого 
механизма свидетельствует зависимость харак-
тера наблюдаемого эффекта от длины волны 
лазерного излучения и диаметра сосуда. Как 
известно, поглощение света кровью для длины 
волны лазерного излучения 405 нм в несколько 
раз выше, чем для 532 нм [18]. Таким образом, 
нагревание крови в результате поглощения света 
будет более значительным при облучении фио-
летовым лазером, чем зеленым, несмотря на то 
что в наших экспериментах плотность мощно-
сти излучения зеленого лазера на поверхности 
объекта была в два раза ниже, чем фиолетового. 
Можно предположить, что более интенсивный 
нагрев вызывает констрикцию сосудов, в то вре-
мя как умеренный нагрев – дилатацию. Данное 
предположение объясняет также тенденцию к 
констрикции сосудов большего диаметра при 
облучении их зеленым лазером. Поглощенная 
мощность лазерного излучения возрастает по 
мере увеличения диаметра сосуда, это обуслов-
ливает более интенсивный нагрев крови в нем и 
соответственно констрикцию сосуда. 

Заключение

В ходе данной работы были исследованы 
индуцированные лазерным облучением сосу-
додвигательные реакции одиночного артери-
ального сосуда хориоаллантоисной мембраны 
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куриного эмбриона in situ. По итогам исследо-
вания разработанная методика представляется 
нам перспективной для использования в каче-
стве неразрушающей бесконтактной физио-
логической пробы при исследованиях реакций 
микроциркуляторной сети. 
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The strength and the specific featu   res of the vasomotor responses 
provide important information about the healthy state of the blood 
vessel, since it   s contraction or dilation is caused by the activation 
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or relaxation of vascular smooth muscle cells of the vascular wall 
and appears to be a universal response to the a number of physi-
ological regulatory pathways, including humoral and neurogenic 
ones. While the methods for testing the isolated vessel fragment 
ex vivo are well developed and widely used in research, a similar 
problem with respect to a functioning microcirculatory network is 
much more complicated and largely unresolved. In this paper, we 
investigate the possibilities of a new method of to test a fragment 
of an arterial vessel within the network. Namely, we study the 
vasomotor reactions of a single arterial vessel of a chick embryo 

chorioallantoic membrane in situ induced by laser irradiation. Our 
results show that the reaction type (dilatation or constriction) 
depends essentially on the wavelength of the laser radiation. In 
a number of cases, a biphasic response is detected, when initial 
dilatation upon repeated exposures is replaced by constriction. The 
developed technique is proposed to be used as a nondestructive 
and non-contact experimental technique for the studies of micro-
circulatory network functions.
Key words: vasoreactivity, laser irradiation, red blood cells, nitric 
oxide (NO).
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