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Рак желудка является главной причиной смертности среди онко-
логических заболеваний желудочно-кишечного тракта, что свя-
зывают с трудностью ранней диагностики этого заболевания. 
Данное исследование направлено на разработку нового метода 
диагностики рака желудка с использованием фотосенсибили-
затора дельта-аминолевулиновая кислота/протопорфирин IX 
(5-АЛК/ПпIX). Эксперименты проведены на белых беспородных 
крысах средней массой 250 грамм. Животные были поделены 
на 2 группы:  контрольную и экспериментальную (стресс + ни-
трозаминовая диета). Результаты исследований, усредненные 
для данного типа ткани, ясно показывают существенные раз-
личия между нормальными, предраковыми и злокачественными 
изменениями в тканях желудка крыс на фоне применения фото-
динамической диагностики. Флуоресценция злокачественных 
новообразований в органе была максимальной при 635 нм, что 
соответствует максимуму эмиссии протопорфирина за  счет вы-
сокого накопления фотосенсибилизатора в пораженных тканях. 
Наиболее важным результатом исследований стало выявление 
предраковых изменений (атрофического гастрита, подтвержден-
ного гистологическими методами) с использованием фотоди-
намической диагностики с фотосенсибилизат ором 5-АЛК/ПпIX. 
Интенсивность флуоресценции в случае предраковых изменений 
занимала промежуточное значение между таковой в нормальных 
тканях и в злокачественных клетках желудка.
Ключевые слова: аденокарцинома, фотодинамическая диа-
г ностика, фотосенсибилизаторы, перекисное окисление ли-
пидов.
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Введение

Рак желудка является основной причиной 
смертей среди онкологических больных в мире 
[1, 2]. По оценке Американского онкологического 
общества, в 2017 г. в Соединенных Штатах было 
диагностировано около 28 000 новых случаев 
заболевания раком желудка (17 750 мужчин и 
10 250 женщин); по прогнозам в течение после-
дующих 5 лет около 10 960 человек из них умрут 
(6720 мужчин и 4240 женщин). Причиной такой 
высокой смертности является поздняя постанов-
ка диагноза ‒ рак желудка выявляется только на 
поздних стадиях развития заболевания, так как 
протекает либо бессимптомно, либо маскируется 
под другие заболевания [3, 4].

Механизм развития рака желудка, несмотря 
на многочисленные исследования,  изучен не-
достаточно. Это связано также с отсутствием 
подходящих моделей животных, позволяющих 
изучать злокачественные новообразования, фак-
торы индуцирующие их развитие в органе. Так, 
существуют модели, которые либо используют 
иммунодефицитных грызунов, где лимитирова-
ны возможности изучения эндогенных факторов 
канцерогенеза, и особенно в их хроническом 
проявлении [5‒7]. Либо применяют сильные кан-
церогенные вещества, являющиеся токсичными, 
при которых животные умирают не только от 

рака, но и от сильной интоксикации [7‒9]. Таким 
образом, адекватные модели рака, позволяющие 
изучать развитие болезни с максимальной при-
ближенностью к естественным условиям, весьма 
востребованы. 

Известно, что стресс играет важную роль в 
развитии рака, включая  индуцирование развития 
злокачественных новообразований желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) [10]. Такие стрессовые 
ситуации, как затяжные конфликты на работе, в 
семье, социальная изоляция и отсутствие соци-
альной поддержки, способствуют развитию рака 
[11]. Тем не менее роль стресса в инициации рака 
противоречива. В публикации Nature 2011 г. по-
казано, что хронический стресс играет основную 
роль в запуске необратимых изменений на уровне 
ДНК, приводящих к опухолевому перерождению 
тканей за счет активации сигнальной системы 
бета-2-адренорецепторы-бета-аррестин-1, по-
давляющей синтез белка р53, вследствие чего 
прогрессивно аккумулируются повреждения 
ДНК [12]. 

Другие факторы, такие как нитриты, которые 
широко представлены в ежедневно потребляемой 
пище (овощи и вода, колбасы, маринованные и 
соленые консервированные продукты), активно 
обсуждаются как источники канцерогенных для 
человека веществ [13]. Некоторые продукты, 
такие как копчённое мясо и сушеная соленая 
рыба, являющиеся источниками  экзогенных ни-
трозаминов, а также избыток соли, приводящий 
к повреждению защитной слизистой оболочки, 
повышают риск развития рака желудка [13]. 
Однако нет клинических и эпидемиологических 
доказательств того, что сами нитритсодержащие 
продукты могут вызывать рак желудка. 

В повседневной клинической практике для 
исследования тканей ЖКТ используют эндоско-
пию, однако только опытные гастроэнтерологи 
с длительной практикой в эндоскопических 
наблюдениях могут обнаруживать небольшие 
первоначальные изменения слизистой оболоч-
ки пищевода, желудка или толстой кишки. Эти 
ограничения стандартной эндоскопии являются 
серьезной проблемой в ранней диагностике рака 
ЖКТ и инициируют разработку новых фотодиа-
гностических методов [14, 15].

Известны два подхода флуоресцентного 
обнаружения ранней стадии развития опухоли в 
ЖКТ, которые основаны на детекции эндогенных 
(автофлуоресценция) и экзогенных флуорофоров 
(фотодиагностика). При применении экзогенных 
маркеров часто используются фотосенсибили-
заторы, как уже разработанные и разрешенные 
вещества для медицинской практики в рамках 
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их применения для инициирования фотодина-
мического эффекта при терапии опухолевых 
образований [16, 17]. Оба флуоресцентных под-
хода имеют свои преимущества и недостатки, 
связанные с низкоинтенсивным и комплексным 
сигналом при автофлуоресценции или необхо-
димостью вводить лекарственое средство паци-
енту при фотодиагностике. При использовании 
in vivo и эндоскопическом наблюдении особое 
значение имеет контраст сигнала свечения по-
врежденной ткани в сравнении со здоровой 
слизистой. Так как автофлуоресцентные изме-
нения не всегда ярко выражены, применение 
контрастирующих агентов типа фотосенсиби-
лизаторов резко увеличивает диагностическую 
точность и помога ет лучше визуализировать ос-
новную опухоль и находить близкие метастазы 
или вторичные образования [18]. Применение 
фотосенсибилизаторов дает возможность после 
первоначального диагностирования методом 
флуоресцентной спектроскопии использовать 
накопившийся в опухолевых участках сенсиби-
лизатор для иниицирования фотодинамической 
терапии, тем самым позволяя разр аботать новый 
метод лечения и оптимизацию тераностического 
применения данного подхода. 

Данное исследование было сфокусировано 
на разработке методики ранней фотодинамиче-
ской диагностики развития рака желудка у крыс с 
применением оригинальной модели, основанной 
на сочетании двух стрессовых факторов: про-
живания животных в условиях перенаселения, 
а также химического стресса, связанного с по-
треблением нитритов с водой и ароматического 
амина с пищей.

Материалы и методы 

Исследования проводились на белых бес-
породных крысах – самцах весом в среднем 
250 г. Животные были поделены на 2 группы: 1-я 
группа – контроль (интактные животные, n = 10); 
2-я группа – животные, подвергшиеся сочетан-
ному воздействию хронического стресса (пере-
население) и нитрозаминовой диеты (n = 20).

До проведения гистологических исследо-
ваний тканей желудка все крысы проходили 
флуоресцентную диагностику с помощью 
фотосенсибилизатора дельта-аминолевулино-
вая кислота/протопорфирин IX (5-АЛК/ПпIX). 
Физиологический раствор 5-АЛК  в дозе 20 мг/
кг вводили per os за 2 ч до начала экспериментов. 
После накопления и преобразования 5-АЛК в 
протопорфирин IX, который является флуо-
ресцентным маркером, делались спектральные 
измерения с применением фиброоптического 

зонда, детектор-микроспектрометрической 
системы USB4000 (Ocean Optics Inc, Dunedin, 
USA) с источником возбуждения на 405 нм 
(25 mW, LED-405, Polironik, Russia). 

По истечении 9 месяцев выводили животных 
из эксперимента, забирали органы для гистоло-
гического исследования, которое проводилось 
по стандартной методике с изготовлением па-
рафиновых блоков и окраской тонких срезов 
(3–5 мкм) гематоксилином и эозином.

Оценку интенсивности перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) проводили путем опре-
деления количества ТБК-активных продуктов 
в сыворотке крови по стандартной методике. 
Расчет содержания ТБК-активных продуктов 
производили по формуле

C = 
D535 − D570

0,156
× 16 ,

где C – содержание ТБК-активных продуктов 
в опытной пробе мкмоль/л; D535– оптическая 
плотность опытной пробы при 535 нм; D570 – оп-
тическая плотность опытной пробы при 570 нм; 
0,156 – коэффициент молярной экстинкции ком-
плекса малоновый альдегид – ТБК в л/мкмоль/см; 
16 – коэффициент разведения сыворотки.

При определении концентрации сиаловых 
кислот и муцинов в содержимом желудка об-
разцы предварительно подвергали центрифуги-
рованию в течение 10 мин при 10 000 об/мин, 
для дальнейшей работы использовали получен-
ный супернатант. Определение концентрации 
сиаловых кислот проводили с помощью набора 
«СиалоТест» (НПЦ «Эко-Сервис», Россия) после 
частичного кислотного гидролиза [19].  

Концентрацию C, ммоль/л, рассчитывали 
по формуле

C = 
Eобр − Cкал

Eкал
;

где Eобр – оптическая плотность опытной про-
бы; Cкал – концентрация кислот в калибраторе, 
2,2 ммоль/л; Eкал – оптическая плотность кали-
бровочной пробы.

Полученные результаты обработаны ме-
тодами статистики с применением t-критерия 
Стьюдента. Вычисляли среднее арифметическое, 
ошибку среднего арифметического по следую-
щим формулам:

,

где  – среднее арифметическое, ∑ – сумма 
значений показателей в данной группе, n – ко-
личество крыс в группе.

m = (Mmax – Mmin) × k, 
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где m – величина ошибки среднего арифметиче-
ского; Mmax, Mmin – максимальное и минимальное 
значение в группе; k – табличный коэффициент.

 ,

где Т – критерий Стьюдента; M1, M2 – средние 
арифметические значения; m1, m2 – ошибки 
среднего арифметического.

Для установления достоверности различий 
вариационных рядов определяли показатель до-
стоверности различий и по таблице Стьюдента 
находили величину отклонения (р). Различия 
считали достоверными при вероятности разли-
чий, превышающей 95% [20].

Результаты и их обсуждение 

Для изучения роли социального и химиче-
ского стрессов в развитии рака желудка крыс 
подвергали в течение 9 месяцев сочетанному 
воздействию хронического стресса (перенасе-
ление) и токсического воздействия нитрита и 
ароматического амина. Результаты исследования 
показали, что у 35% (7 из 20) крыс наблюдалось 
развитие атрофического гастрита, что является 
предраковым изменением [21] (рис. 1, а). 

У остальных 65% крыс (13 из 20) отмеча-
лись дисплазия и высокодифференцированная 
аденокарцинома желудка (см. рис. 1, б, в). У 
70% крыс с аденокарциномой желудка наблюда-
ли метастазы в легкие и печень (см. рис. 1, г, д). 

Метастатич еские узлы были представлены ско-
плением атипичных клеток с большими гипер-
хроматическими ядрами.

До гистологических исследований в экс-
перименте с применением флуоресцентной 
диагностики с помощью фотосенсибилизатора 
5-АЛК/ПпIX оценивали состояние слизистой 
оболочки желудка, выявляли наличие патологи-
ческих участков и подозрительных на рак очагов, 
далее проводили флуоресцентную визуализацию 
эпителия, осуществляя поиск очагов красной 
флу оресценции 5-АЛК-индуцированного ПпIX. 
Спектры измеряли по центру и на периферии 
флуоресцирующих интактных участков и пора-

женных тканей. Всего было измерено 280 спек-
тров флуоресценции, из ни х в точках нормальной 
слизистой оболочки – 120, в очагах воспаления 
слизистой оболочки – 160.

Результаты исследований, усредненные для 
данного типа ткани, представлены на рис. 2, где 
ясно отражены существенные различия между 
нормальными, предраковыми и злокачественными 
изменениями в тканях желудка крыс. Флуоресцен-
ция со злокачественных новообразований в органе 
была максимальной при 635 нм, где находится 
максимум эмиссии протопорфирина, за счет вы-
сокого накопления фотосенсибилизатора в тканях, 
что также обсуждается в других работах [22].

Рис. 1. Гистологический анализ различных органов крыс: а – атрофический гастрит; б – дисплазия желез в 
желудке; в – высокодифференцированная аденокарцинома желудка; г – метастазы в легком; д – метастазы в 

печени; е – нормальная слизистая желудка. Окраска гематоксилином и эозином

а б в

г д е
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Наиболее важным результатом явился тот 
факт, что предраковые изменения (атрофический 
гастрит), которые впоследствии подтверждались 
гистологически, также выявлялись в процессе 
фотодиагностики. Интенсивность флуоресцен-
ции в этом случае занимала проме жуточное 
значение между нормой и злокачественными по-
ражениями желудка. Нами обнаружено, что пик 
наиболее ярких изменений, т.е. диагностически 
значимых значений  флуоресценции приходился 
на диапазон лазерного возбуждения фотосен-
сибилизатора в 625‒650 нм. У нормальной сли-

зистой пик автофлюоресценции в районе 480‒
530 нм, где идет сигнал в основном от протеи-
новых кросс-линков и флавинов.

Параллельно были изучены биохимические 
показатели, свидетельствующие о развитии у 
животных стрессовой реакции на действие со-
циального и химического стресса. 

Исследования показали, что хроническое 
токсическое воздействие приводит к увеличению 
ко нцентрации продуктов ПОЛ в сыворотке крови 
в 3 раза (рис. 3), что является ярким показателем 
развития стрессовых процессов в организме [23]. 

Рис. 2. Спектр интенсивности флуоресценции с нормальной слизистой о бо-
лочки, предраковых и злокачественных новообразований слизистой оболочки 
желудка крыс после введения фотосенсибилизатора 5-AЛA; 1 – нормальная 
слизистая, 2 – предзлокачественные изменения, 3 – злокачественные изменения

Рис. 3. Изменение содержания ТБК-активных продуктов в сыворотке крови 
крыс под влиянием сочетанного действия нитрита натрия и толуидина, данные 

достоверны для P < 0.05 

Весьма показательными оказались анализы 
содержания сиаловых кислот в смывах желуд-
ка животных с выявленными патологиями по 

сравнению с интактными особями. Было по-
казано, что в контрольной группе концентрация 
сиаловых кислот в содержимом желудка соста-
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вила 0,751 ± 0,021 ммоль/л. В опытной группе 
концентрация достоверно повысилась на 15% и 
составила 0,864 ± 0,036 ммоль/л, что прямо ука-
зывает на разрушение гликопротеинов слизистой 
оболочки и высвобождение сиаловых кислот в 
просвет желудка. 

Заключение

Результаты in vivo и ex vivo исследований 
фотодинамической диагностики развития адено-
карциномы желудка у крыс выявили, что лазер-
ное излучение на длине волны 635 нм является 
оптимальным для максимального возбуждения 
фотосенсибилизатора 5-АЛК/ПпIX и фото-
диагностики предраковых и злокачественных 
образований в органе, подтвержденных гистоло-
гическими методами и биохимическим анализом 
изменения показателей ПОЛ крови. 

Фотодиагностика желудка проводится по 
интенсивности флуоресценции, которая зани-
мает промежуточное положение между нормой 
и явными признаками рака органа для ранних 
злокачественных изменений. Результаты экспе-
риментальных исследований являются важной 
информативной платформой для оптимизации 
фотодинамической ранней диагностики онко-
логии желудка в клинической практике при про-
ведении верхней флуоресцентной гастроскопии.
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Cancer of the stomach is the main cause of death among cancer 
diseases of the gastrointestinal tract. This is due to the late diagnosis. 
This study was aimed at developing new methods for diagnosis of 
gastric cancer using a photosensitizer 5-ALK / PIXIX. The experiments 
were carried out on white non-native rats with an average mass of 
250 grams. The animals were divided into 2 groups: control and  
experimental (stress + nitrosamine diet). The results of the studies, 
averaged for this type of tissue, clearly show significant differences 
between normal, precancerous and malignant changes in the stomach 
tissues of rats. The fluorescence from malignant neoplasms in the 
organ was maximal at 635 nm, where the protoporphyrin emission 
maximum is located due to the high accumulation of photosensitizer 
in the tissues. The most important result was the fact that precancer-
ous changes (atrophic gastritis), which subsequently were confirmed 
histologically, were also detected in the process of photodiagnostics. 
The intensity of fluorescence in this case occupied an intermediate 
value between the norm and malignant lesions of the stomach.
Keywords: stomach cancer, adenocarcenoma, photodynamic 
diagnostics, photosensitizers, POL.
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