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Резюме
Проведено сравнительное изучение влияния фотоактивированного бенгальского розового на агрегацию тромбоцитов in vitro и в цирку-
лирующей крови крыс-самцов Wistar. Из венозной крови получали плазму, обогащенную тромбоцитами (PRP). Агрегационную активность 
тромбоцитов определяли турбодиметрическим методом, индуктор агрегации – АДФ в конечной концентрации 1,25 μМ. В качестве фото-
сенсибилизатора (ФС) использовали бенгальский розовый (БР) (Acros Organics, США). Пробы PRP, содержащие ФС, облучали с помощью 
лазерного аппарата АЛОД-Изумруд (ООО «Алком медика», Россия), λ=532 нм, плотность мощности 0,05 Вт/см2, плотность энергии 6, 12, 
24 Дж/см2. Влияние фотоактивированного БР на агрегацию циркулирующих тромбоцитов изучали после лазерного облучения бедренной 
артерии крыс. Параметры облучения: мощность 30 мВт; диаметр пятна 2 мм; экспозиция 30 мин. БР в концентрациях 0,5 и 1 мкг/мл сти-
мулирует, а 5–10 мкг/мл – угнетает агрегацию тромбоцитов. Фотоактивация БР ослабляет стимулирующее действие лазерного облучения 
на агрегацию тромбоцитов. Фотодинамическая модификация крови приводила к увеличению интенсивности агрегации тромбоцитов на 
24% по сравнению с контрольной группой, на 39,6% – по сравнению с группой без фотоактивации БР (р<0,01). Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что под влиянием фотоактивации БР изменяется агрегационная активность тромбоцитов, степень выраженности и на-
правленность эффекта зависят от концентрации БР. Изменение функциональной активности тромбоцитов является одним из проявлений 
фотодинамической модификации крови. 

Ключевые слова: бенгальский розовый, фотоактивация, фотодинамическая модификация крови, плазма богатая тромбоцитами, агрега-
ция тромбоцитов.
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Abstract
The goal of the study is to comparatively examine the effect of photoactivated rose bengal on platelet aggregation in vitro and in circulating 
blood of male Wistar rats. Platelet-rich plasma (PRP) was obtained from venous blood. The aggregation activity of platelets was determined 
by the turbidimetric method, the aggregation inducer was ADP at a final concentration of 1.25 μM. Rose bengal (RB) (Acros Organics, USA) 
was used as a photosensitizer (PS). PRP samples containing the PS were irradiated using ALOD-Izumrud laser (OOO “Alcom Medica”, Russia), λ 
= 532 nm, power density 0.05 W/cm2, energy density of 6, 12 and 24 J/cm2. The effect of photoactivated RB on the aggregation of circulating 
PLT was studied after laser irradiation of the femoral artery of the rats: 30 mW laser power, 2 mm spot diameter and 30 min exposure. RB at 
concentrations of 0.5 and 1 μg/ml was found to stimulate, and 5-10 μg/ml—to inhibit platelet aggregation. Photoactivation of RB weakens 
the stimulating effect of laser irradiation on the aggregation of platelets. Photodynamic modification of blood led to an increase in the in-
tensity of platelet aggregation by 24% in comparison to the control group, and by 39.6% compared to the group without photoactivation 
of RB (p<0.01). The data obtained indicate that under the influence of RB photoactivation, the aggregation activity of platelets changes, the 
severity and direction of the effect depend on the RB concentration. Change in functional activity of platelets is one of the manifestations of 
photodynamic modification of blood. 
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Введение
Наличие в структуре бенгальского розового (БР) 

галогенизированного ксантенового кольца опреде-
ляет его свойства как фотосенсибилизатора (ФС). При 
облучении зеленым светом (максимальное поглоще-
ние на длине волны 546 нм) БР переходит в возбуж-
денное состояние и развиваются фотохимические 
реакции. 

БР в качестве ФС применяется в онкологии, оф-
тальмологии и некоторых других областях клиниче-
ской медицины, а также в экспериментальных иссле-
дованиях [1, 2]. В 1985 г. B.D. Watson и соавт. впервые 
показали, что облучение сосудов зеленым светом на 
фоне предварительного введения БР закономерно 
ведет к образованию тромба [3]. В последующих ис-
следованиях было установлено, что БР поглощается 
эндотелием и активируется при последующем облу-
чении. При этом образуются активные формы кисло-
рода, в том числе синглетный кислород, вызывающие 
фотодинамическое повреждение эндотелия, прояв-
ляющееся в том, что из него выделяются тромбоген-
ные вещества, экспрессируются молекулы адгезии, 
что и инициирует образование тромба [4–6].

Циркулирующий в крови БР поглощается не толь-
ко эндотелием, но и другими клетками, в том числе 
клетками крови. При ФДТ опухолей происходит фото-
активация БР, фиксированного в эндотелии, а также, 
возможно, и в клетках крови, циркулирующих в зоне 
облучения. Вопрос о роли тромбоцитов, испытавших 
фотодинамическое воздействие в формировании 
тромба, остается открытым. По данным J. Inamo и со-
авт. (1996) фотоактивированный БР оказывает слабое 
активирующее влияние на АДФ-индуцированную 
агрегацию тромбоцитов человека (in vitro). На основа-
нии этих данных авторы пришли к выводу, что фото-
активация БР не имеет большого значения в развитии 
фотодинамически индуцированного тромбоза [7]. 

Целью нашего исследования было сравнительное 
изучение влияния фотоактивированного БР на агре-
гацию тромбоцитов in vitro и в циркулирующей крови.

Материалы и методы
Эксперименты выполнены на крысах-самцах Wis-

tar (ФГУП «Питомник лабораторных животных «Рап-
полово» ФГБУ “Национальный исследовательский 
центр “Курчатовский институт”). Содержание живот-
ных и уход за ними осуществлялись в соответствии 
с правилами, изложенными в Европейской конвен-
ции по защите позвоночных животных (Страсбург, 
1986). Исследование одобрено комиссией по со-
держанию и использованию позвоночных лабора-
торных животных в ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павло-
ва в рамках проведения Государственного задания 
НИОКР № АААА-А18-118091790075-0 «Разработка 
принципов лазерной фотодинамической терано-
стики» (2015–2020).

Агрегацию тромбоцитов исследовали турбодимет-
ри ческим методом с помощью агрегометра АТ-02 
(Россия). 

Забор крови осуществляли из яремной вены у 
наркотизированных крыс (20% раствор уретана, 5 мл/
кг массы тела, внутрибрюшинно). В качестве стабили-
затора крови использовали 3,2% раствор цитрата на-
трия в соотношении 9:1. Режим центрифугирования 
крови: для получения плазмы, богатой тромбоцитами 
(PRP) – 200 g, 10 мин; плазмы, бедной тромбоцитами 
(РРР) – 1700 g, 30 мин. 

Индуктор агрегации тромбоцитов – АДФ (Chro-
no-log Co, США) в конечной концентрации 1,25 μМ. 
Определяли следующие показатели агрегатограммы: 
интенсивность агрегации – увеличение светопро-
пускания (МА) %; время достижения МА, (t1) с; ско-
рость агрегации – Vагр (MA/t1); время уменьшения МА 
в 2 раза (t2) с; скорость дезагрегации – Vдезагр (½ MA/t2).

В опытах in vitro в плазму, содержащую стандарт-
ное число тромбоцитов (270–350*109/л), добавляли 
БР (Acros organics, USA) в концентрациях от 0,5 до 
10 мкг/мл в экспериментах с исследованием влияния 
БР на агрегационную активность тромбоцитов без 
фотоактивации. 

В опытах по изучению влияния фотоактивирован-
ного БР на агрегацию тромбоцитов in vitro в плазму, 
содержащую стандартное число тромбоцитов добав-
ляли БР в определенной концентрации – 5 мкг/мл. 
После 5-минутной инкубации в темноте пробу облу-
чали и определяли агрегационную активность тром-
боцитов. В группах сравнения исследовали влияние 
БР (без облучения) и лазерного воздействия (без БР) 
на агрегацию тромбоцитов. 

Процедура облучения
Пробы PRP объемом 370 мкл разливали в ячей-

ки 24-луночного планшета и облучали в темноте 
с помощью полупроводникового лазерного аппа-
рата (АЛОД, Россия). Торец световода закрепляли 
на штативе и располагали на расстоянии 10 мм от 
поверхности планшета (см. рис. 1). Параметры облу-
чения: длина волны 532 нм, мощность лазера 0,5 Вт, 
плотность мощности 0,05 Вт/см2, плотность энергии 
6 Дж/см2 (экспозиция 2 мин), плотность энергии 
12 Дж/см2 (экспозиция 4 мин), плотность энергии 
24 Дж/см2 (экспозиция 8 мин). Мощность лазерного 
излучения контролировали с помощью измерителя 
мощности (Advantest Q8230, США) перед каждым 
экспериментом. 

Изучение влияния фотоактивированного БР на 
циркулирующие тромбоциты проводили следую-
щим образом: через 1 ч после внутривенного вве-
дения БР в условиях наркоза у крыс выделяли из 
сосудисто-нервного пучка участок бедренной арте-
рии (см. рис. 2) и производили надсосудистое лазер-
ное облучение с помощью фокусатора (ООО «Алком 
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 медика», Россия). Условия облучения: λ = 532 нм, мощ-
ность 30 мВт, диаметр пятна 2 мм, плотность мощно-
сти 0,9 Вт/см2, экспозиция 30 мин, плотность энергии 
1620 Дж/см2. Параметры лазерного излучения были 
выбраны согласно данным, полученным в ранее про-
веденных исследованиях, в которых фотоактивация 
БР приводила к гарантированному снижению скоро-
сти кровотока в сосудах и образованию тромба [4]. 
Облучение в тех же режимах бедренной артерии у 
крыс без предварительного введения БР не приводи-
ло к образованию тромба. 

После завершения облучения производили забор 
крови и исследовали агрегацию тромбоцитов. В груп-
пах сравнения оценивали влияние надсосудистого 
облучения бедренной артерии (без БР) и внутривен-
ного введения БР (без облучения) на агрегацию тром-
боцитов. 

Статистическая обработка данных
Сбор данных осуществлялся с помощью таблично-

го процессора Microsoft Excel 2007. Количественные 

данные проверялись на соответствие нормальному 
распределению с использованием W-критерия Шапи-
ро-Уилка. Использовались непараметрические мето-
ды статистического анализа с применением критерия 
Манна-Уитни. Числовые данные представлены как 
медиана (нижний квартиль/верхний квартиль). О зна-
чимости установленных различий судили по уровню 
значений p<0,05.

Результаты
В опытах in vitro в PRP добавляли БР (конечная кон-

центрация от 0,5 до 10 мкг/мл) и после 5-минутной 
инкубации в темноте исследовали агрегацию тромбо-
цитов. Как видно из данных на рис. 3, при концентра-
ции 0,5 и 1 мкг/мл МА увеличивалась на 52,3 и 34,6%, 
соответственно, по сравнению с контролем (p<0,01), 
при этом скорость агрегации и дезагрегации значимо 
не изменились. Интенсивность агрегации тромбоци-
тов при концентрации БР 2,5 мкг/мл не отличалась от 
контроля, однако скорость агрегации и дезагрегации 
значимо замедлились на 22,2 и 26% соответственно. 
Увеличение концентрации БР до 5 и 10 мкг/мл приве-
ло к снижению интенсивности агрегации тромбоци-
тов на 43,9 и 53,3%, соответственно. Скорости агрега-
ции и дезагрегации значимо уменьшались (p<0,01).

Таким образом, направленность и степень выра-
женности влияния БР на агрегацию тромбоцитов in vi-
tro зависели от концентрации: при низких концентра-
циях (0,5 и 1 мкг/мл) наблюдалась стимуляция, а при 
более высоких — угнетение.

Облучение PRP (без БР) значимо увеличивало ин-
тенсивность агрегации тромбоцитов по сравнению 

Рис. 2. Надсосудистое лазерное облучение бедренной артерии 
у крыс.
Fig. 2. Supravascular laser irradiation of the femoral artery in rats.

Рис. 1. Процедура облучения in vitro PRP в 24-луночном 
планшете.
Fig. 1. In vitro irradiation procedure of platelet-rich plasma in 24 
well plate.
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с контролем: при 6 Дж/см2 МА увеличилась на 55,1%; 
при 12 Дж/см2 – на 65,4%; при 24 Дж/см2 – на 90,7% 
(р<0,01). Скорости агрегации и дезагрегации при 
этом существенно не изменялись. 

В следующей группе опытов после 5-минутной 
инкубации PRP c БР в концентрации 5 мкг/мл пробы 
в темноте подвергали лазерному облучению с плот-
ностью энергии 12 Дж/см2. 

Как видно из рис. 4, лазерное облучение (532 нм) 
PRP после инкубации с БР (5 мкг/мл) приводило к 
уменьшению МА, в то время как облучение без БР 
усиливало интенсивность агрегации (р<0,01). Таким 
образом, фотоактивация БР ослабляет стимулиру-
ющее действие лазерного облучения на агрегацию 
тромбоцитов (рис. 4). 

Фотодинамическая модификация циркулирую-
щей крови в наших исследованиях осуществлялась 
путем облучения бедренной артерии у крыс на фоне 
предварительного введения БР. 

Как видно из таблицы, через час после внутривен-
ного введения БР интенсивность агрегации тромбо-
цитов значимо не изменялась, однако время дости-
жения МА было меньше на 20,7% по сравнению с кон-
тролем (р<0,01). 

Таким образом, длительный контакт циркулирую-
щих тромбоцитов с БР оказывал влияние на их функ-
циональную активность, но в меньшей степени, чем в 
опытах in vitro.

Облучение бедренной артерии у крыс без пред-
варительного введения БР (фотомодификация крови) 
не приводило к значимому изменению агрегацион-
ной активности тромбоцитов. 

Фотодинамическая модификация крови (облуче-

ние артерии) приводила к увеличению интенсивности 
агрегации тромбоцитов на 24% по сравнению с кон-
трольной группой, и на 39,6% по сравнению с группой 
без фотоактивации БР (р<0,01). Скорость агрегации 
увеличилась на 36,6% по сравнению с контрольной 
группой и на 27,3% по сравнению с группой без фото-
активации БР (р<0,05) (см. табл.). Скорость дезагрега-
ции не отличалась от данных в других группах.

Обсуждение
Слабо выраженная липофильность, наличие 

двойного отрицательного заряда при физиологи-
ческих значениях pH ограничивают проникновение 
БР в клетки при низких концентрациях и отсутствии 
переносчиков, например, альбуминов. Именно этим 
объясняют то, что в водном растворе БР практиче-
ски не влияет на нормальные клетки, в то время как 
в тех же концентрациях оказывает цитотоксический 
эффект на культивируемые клетки некоторых опухо-
лей [1, 2, 8, 9]. 

В наших опытах установлено, что БР оказывает 
влияние на агрегацию тромбоцитов, при этом сте-
пень выраженности и направленность эффекта за-
висят от концентрации БР. Проникновение БР в ин-
тактные тромбоциты скорее всего происходит путем 
эндоцитоза комплекса БР с альбумином. В литературе 
имеются данные, что некоторые ФС оказывают пря-
мое влияние на тромбоциты, однако большинство 
авторов наблюдали ингибирующий эффект только 
после фотоактивации ФС [10–13].

Рис. 4. Влияние БР, лазерного облучения, лазерного облучения на 
фоне предварительного добавления в PRP БР на интенсивность 
агрегации тромбоцитов. 
Примечание: ** – р<0,01 по сравнению с контролем; ## – 
р<0,01 по сравнению с БР; ∆∆ – р<0,01 по сравнению с группой 
облучения.
Fig. 4. Influence of the RB, laser irradiation, laser irradiation with 
addition of RB to platelet-rich plasma on the intensity of platelet 
aggregation.
Note : ** – p <0.01 compared to control; ## – p <0.01 compared to 
RB; ∆∆ – p <0.01 in comparison with the irradiation group.

Рис. 3. Влияние бенгальского розового на интенсивность агрега-
ции тромбоцитов. 
Примечание: ** – p<0,01 по сравнению с контролем. 
Fig. 3. Influence of rose bengal on the intensity of platelet aggrega-
tion. 
Note:** – p <0.01 compared to control.
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По данным J. Inamo и соавт. БР в конечной концен-
трации 5 мкг/мл не влиял на АДФ-индуцированную 
агрегацию тромбоцитов человека. По нашим данным 
БР в концентрациях 5 и 10 мкг/мл закономерно угне-
тал агрегацию тромбоцитов крыс, а в меньших кон-
центрациях (0,5–1,0 мкг/мл) стимулировал. Возможно, 
указанные отличия связаны с видовыми особенностя-
ми тромбоцитов человека. J. Inamo и соавт. отметили 
некоторое стимулирующее влияние фотоактивиро-
ванного БР на агрегацию тромбоцитов (532 нм, доза не 
указана), однако этот эффект не отличался от эффекта 
воздействия на тромбоциты самого облучения. 

Изменения функционального состояния цирку-
лирующих тромбоцитов при облучении бедренной 
артерии крыс на фоне предварительного введения 
БР может быть результатом как прямого, так и непря-
мого фотодинамического воздействия. В 90-х годах 
прошлого столетия V.H. Fingar и соавт. показали, что 
при ФДТ экспериментальных опухолей в крови уве-
личивается содержание тромбоксана A2 (ТxА2). Ав-
торы объясняют это выделением ТxА2 из эндотелия 
сосудов опухоли в зоне фотодинамического воздей-
ствия [14]. ТxА2, как известно, является активатором 
тромбоцитов, что, по мнению авторов, способствует 
тромбообразованию в сосудах опухоли при ФДТ. Опи-

санный механизм изменения активности тромбоци-
тов при ФДТ можно рассматривать как непрямой, то 
есть не связанный с непосредственным фотодинами-
ческим повреждением циркулирующих тромбоци-
тов. В наших опытах облучение бедренной артерии 
проводилось на фоне предварительного введения 
БР. В предыдущих исследованиях было показано, что 
при используемом дизайне эксперимента во всех 
случаях образуются фотодинамически индуциро-
ванные  тромбы, то есть имело место повреждение 
эндотелия в зоне облучения [4, 18]. Однако площадь 
повреждения (3,14 мм2) была несоизмеримо меньше, 
чем в опытах V.H. Fingar и соавт. при облучении сосу-
дов опухоли. 

В литературе имеются данные о том, что внутри-
венное и надсосудистое лазерное облучение крови 
после предварительного введения ФС оказывает ци-
тотоксическое влияние на циркулирующие опухоле-
вые клетки. Этот эффект рассматривается как резуль-
тат фотодинамической модификации крови [15–18]. 
Можно предположить, что в тромбоцитах, циркули-
рующих в крови в зоне облучения бедренной арте-
рии, также развиваются фотохимические процессы, 
влияющие на их функциональное состояние, то есть 
имеет место прямое фотодинамическое воздействие.

Таблица
Влияние фотодинамической модификации крови на показатели АДФ-индуцированной агрегации тромбоцитов
Table
Influence of photodynamic blood modification on indicators of ADP-induced platelet aggregation 

Группа
Group

Показатели агрегации 
Aggregation parameters

Максимальная 
амплитуда агре-

гации (МА), %
Maximum aggre-
gation amplitude 

(MA), %

Время достиже-
ния МА, с

Time to reach 
MA, s

Время умень-
шения МА в 2 

раза, с
Time to decrease 
MA by 2 times, s

Скорость агрега-
ции, %/с

Aggregation rate, 
%/s

Скорость деза-
грегации, %/с

Disaggregation 
rate, %/s

Контроль 
Control
(n=15)

54
(52–58)

130
(113–143)

219
(192–251)

0,41
(0,38–0,48)

0,31
(0,25–0,35)

БР (17 мг/кг)
RB (17 mg/kg)
(n=6)

48
(33–54)

103
(97–112)**

173
(153–186)**

0,44
(0,34–0,47)

0,32
(0,31–0,32)

ЛО 532 нм
LI 532 nm
(n=6)

57,5
(52–60)

126,5
(122–141)

222,5
(202–249)

0,45
(0,42–0,47)

0,31
(0,3–0,32)

БР+ЛО 
RB+LI
(n=8)

67
(61–77)**## ∆ 126 (103–146) 226

(179–264)
0,56

(0,48–0,61)* # ∆
0,37

(0,31–0,44)

Примечание:  n — число животных; * – р<0,05 по сравнению с контролем; ** – р<0,01 по сравнению с контролем; # – р<0,05 по сравнению 
с группой ФС; ##– р<0,01 по сравнению с группой ФС; ∆ – р<0,05 по сравнению с группой облучения. БР – бенгальский розовый; ЛО – лазер-
ное облучение; РБ+ЛО – лазерное облучение после предварительного введения БР.
Note:  n — number of animals; * – p<0.05 compared to control; ** – p<0.01 compared to control; # – p<0.05 compared to the RB group; ## – p<0.01 
compared to the RB group; ∆ – p<0.05 compared to the irradiation group. RB - rose bengal; LI – laser irradiation; RB+LI - laser irradiation after 
preliminary administration of RB.
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Заключение
В проведенном исследовании БР, как и некоторые 

другие ФС в предыдущих наших опытах, оказывал пря-
мое действие на тромбоциты и их функциональную 
активность in vitro и in vivo [19]. Степень выраженности 
эффекта in vitro зависит от концентрации препарата. 
При малых концентрациях БР наблюдается стиму-
ляция агрегационной активности тромбоцитов, при 
больших концентрациях – угнетение. В отличие от ФС 
хлоринового ряда, фотоактивация БР в концентрации 
5 мкг/мл не приводила к усилению ингибирующего эф-
фекта агрегации тромбоцитов в условиях in vitro [19]. 

Впервые показано, что фотомодификация крови 
на фоне предварительного введения БР приводит к 
умеренной активации функциональной активности 
тромбоцитов. Изменение функциональной актив-
ности тромбоцитов является одним из проявлений 
фотодинамической модификации крови. Учитывая, 
что фотодинамическая модель тромбоза с исполь-
зованием БР широко применяется в доклиниче-
ских исследованиях, эти данные следует учитывать 
при изучении эффективности антитромботических 
средств.
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