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Введение. Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) давно изучаются в части перспектив их применения в клинической 
медицине и косметологии. Одним из способов неспецифического регулирования клеточной активности МСК на этапе 
предварительного культивирования in vitro является воздействие низкоинтенсивным лазерным излучением (НИЛИ). В 
задачи исследования входило изучение возможности использования для этих целей импульсного НИЛИ инфракрасного и 
красного спектров. Материалы и методы. В эксперименте использована адгезивная культура МСК, 4 пассажа, полученных 
из ткани пуповины донора, давшего информированное согласие. Для освечивания использован лазерный терапевтический 
аппарат «Лазмик-ВЛОК» (РУ № РЗН 2014/1410 от 06.02.2014), матричные лазерные излучающие головки, инфракрасные 
(длина волны 904 нм, длительность светового импульса 108 нс, частота 1500 Гц и многочастотный режим ЛАЗМИК®, 
плотность средней мощности 0,05 и 0,14 мВт/см2) и красного спектра (длина волны 635 нм, длительность светового им-
пульса 144 нс, частота 1500 Гц и многочастотный режим ЛАЗМИК®, плотность средней мощности 0,03 и 0,12 мВт/см2). 
Экспозиция во всех режимах составляла 5 мин. Выводы. Показано, что при используемых энергетических и временных 
параметрах воздействия морфология и жизнеспособность МСК не меняется. Обнаружено небольшое превышение коли-
чества клеток относительно контроля, лучший эффект после освечивания инфракрасным (904 нм) импульсным НИЛИ 
в режиме многочастотной модуляции ЛАЗМИК®. Эффект проявлялся в наибольшей степени в период с 1-го по 3-й день 
культивирования. Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, лазерное излучение, морфология и деление клеток.

Introduction. Mesenchymal stem cells (MSC) have been studied for a long time so as to fi nd perspectives of their application in 
medicine and cosmetology. One of the ways to achieve nonspecifi c regulation of MSC cell activity at the stage of preliminary cul-
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Введение
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) давно 

привлекают внимание исследователей и практических 
врачей с точки зрения их возможного использования 
для заместительной или восстановительной терапии 
заболеваний, генной или клеточной инженерии [11].

МСК – мультипотентные стромальные клетки, спо-
собны к диффе ренцировке в различные типы клеток 
тканей – остеобласты, хондроциты, адипоциты, мио-
бласты, гепатоциты, кардиомиоциты и др. [6, 11, 12]. 
МСК человека сохраняют способность к пролиферации 
и диффе ренцировке при культивировании in vitro, а так-
же при реимплантации, что обусловливает их высокую 
значимость в клинической практике [11]. Имеются дан-
ные о возможности получения из МСК нейрональных 
предшественников с последующей дифференцировкой 
их в клетки нервной ткани (нейроны, астроциты, олиго-
дендроциты) [8, 16, 21, 32]. Известно, что МСК секрети-
руют почти все основные провоспалительные цитокины 
и ростовые факторы [6].

Если будут найдены условия для расширения муль-
типотентности мезенхимальных стволовых клеток до 

плюрипотентности эмбриональных стволовых клеток, 
в регенеративно-пластической медицине автоматически 
разрешаются многие проблемы этического, морально-
го, религиозного и юридического характера. Одним из 
известных способов неспецифического регулирования 
клеточной активности МСК на этапе предварительного 
культивирования in vitro является воздействие низко-
интенсивным лазерным излучением (НИЛИ). Для чего 
применяли лазерные источники с разной длиной вол-
ны, работающие, в основном, в непрерывном режиме 
(табл. 1).

Использовали практически только непрерывные ла-
зеры в широком диапазоне длин волн и экспозиций, при 
этом средняя мощность и плотность мощности (ПМ) чаще 
всего минимальны. Итоговая энергетическая плотность 
(ЭП) находится в достаточно узких пределах, характер-
ных для эффектов, наблюдаемых в других типах клеток 
[3], хотя сама по себе ЭП (или так называемая «доза») 
абсолютно неинформативна, а важнейшие параметры 
методики воздействия часто не указываются [1, 17].

Имеются также данные в отношении других ство-
ловых клеток и физических факторов. F.P. Eduardo с 

tivation in vitro is their irradiation with low-intensive laser light (LILL). The aim of the present study was to use pulsed LILL of 
infrared and red spectra for this purpose. Materials and methods. In the experiment the researchers used an adhesive MSC culture, 
4 passage, taken from the umbilical cord of a donor who gave a written consent. To irradiate the culture they used laser therapeutic 
apparatus «Lazmik-VLOK» (РУ № РЗН 2014/1410 dated 06.02.2014), matrix laser emitting infrared heads (wavelength 904 nm, 
pulse duration 108 nsec., frequency 500 Hz, multi-frequent mode LAZMIK®, average power density 0.05 and 0.14 mWt/cm2) as 
well as red spectrum emitting heads (wavelength 635 nm, duration of light pulse 144 nsec, frequency 1 500 Hz, multi-frequent 
mode LAZMIK®, average power density 0.03 and 0.12 mWt/cm2). The exposure time for all modes was 5 min. Conclusion. It has 
been shown that under the discussed energetic and time parameters there is no any changes in MSC morphology and viability. 
There was a slight excess in the number of cells if to compare to the control; better effect was seen after irradiation with infrared 
pulsed LILL (904 nm) in the multi-frequent mode LAZMIK®. The best effect was seen within the 1st–3rd days of cultivation. Key 
words: mesenchymal stem cells, laser irradiation, morphology and cell division.

Т а б л и ц а  1
Результаты воздействия НИЛИ разной длиной волны на МСК in vitro

Эффекты Длина 
волны, нм

ПМ, мВт/см2 Время, с ЭП, Дж/см2 Источник 
литературы

Внеклеточная кальцификация 405 2,5 60–240 мин (?!) 9, 18, 27, 36 [23]
Пролиферация 630 15 270 4 [26]

Трансмембранная миграция 630, 850 15 270 4 [28]
Пролиферация 633 3 10 0,3 [9]

Пролиферация (оптимальная ЭП 0,5 Дж/см2), 
дифференцировка и секреция факторов роста 

(оптимальная ЭП 5 Дж/см2)
635 6,61 (60 мВт на пло-

щадь 9,08 см2) 75–750 0,5–5 [19]

Пролиферация, активация К+ и Са2+-каналов 635 – – – [14]
Пролиферация, активация генов Akt1, Ptpn6, 

Stk17b, Ccnd1 и Pik3ca 635 – – – [44]

Активация сигнальной РНК (miR-193) 635 6,61 75 0,5 [43]
Остеогенная дифференцировка (повышение 

уровня щелочной фосфатазы, коллагена I типа, 
экспрессия мРНК, остеопонтина, транскрипци-

онного фактора Runx2 и др.)
647 9,3 мВт 10, 30 и 90 с 0,093; 0,279 

и 0,836 Дж [20]

Пролиферация, ослабление цитотоксического 
действия препаратов 660 76–156 25–12 1,9 [18]

Пролиферация 804 50 20, 60 1, 3 [40]
Управление ростом 810 – – 1 [41]

Дифференцировка и распространение 810 – – 3–6 [39]

Дифференцировка и пролиферация 1064 15 Гц, 100–150 мДж, 
1,5–2,25 Вт – – [25]

Продукция АФК
405

100 60 и 120 6 и 12 [24]664
808
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соавт. [10] показали, что стволовые клетки пульпы зубов 
человека (hDPSC) положительно реагируют на лазерное 
освечивание (длина волны – 660 нм, мощность – 20 мВт, 
экспозиция – 6 с), усиливается клеточный рост и по-
вышается жизнеспособность клеток, но только когда 
их культивируют в условиях питательного дефицита. 
Акустические импульсы увеличивают пролиферативную 
активность ослабленных МСК человека на 80 %. Сине-
ргизма в усилении пролиферации при комбинировании 
с низкоинтенсивным КВЧ-излучения (длина волны – 
7,1 мм) обнаружено не было [7].

Из табл. 1 видно, насколько разнообразны получае-
мые эффекты, но все они кальций-зависимые, поскольку 
первичным механизмом стимуляции клеточной актив-
ности (физиологии) является термодинамический запуск 
Ca2+-зависимых процессов [2]. Также известно, что при 
увеличении внутриклеточного кальция снижается ве-
роятность гибели по механизму апоптоза и повышается 
выживаемость эмбриональных стволовых клеток in vitro 
[4], МСК in vivo [13].

В отношении возможного влияния некогерентного 
света на МСК данные противоречивые. Почти 2-кратное 
увеличение пролиферации МСК in vitro после освечива-
ния широкополосным светом (ЭП 2,4–7,2 Дж/см2) [31]. 
Некогерентный свет (светоизлучающие диоды, СИД) 
(ЭП 2–4 Дж/см2) не влияет на остеогенную дифферен-
цировку МСК в норме, но усиливает дифференцировку 
и уменьшает пролиферацию в средах с остеогенными 
добавками [34]. Наша точка зрения в отношении некоге-
рентных источников однозначна – бесполезны, необхо-
димо использовать только лазерный монохроматический 
свет для эффективного воздействия – получения макси-
мального отклика биологических систем разного уровня 
организации [3].

Также показано, что после одного воздействия на-
блюдается лишь кратковременное повышение проли-
ферации (630 нм, 15 мВт/см2, ЭП 4 Дж/см2), эффект 
усиливается после многократного освечивания и при 
низкой плотности клеток [27]. Это подтверждает из-
вестный факт необходимости ежедневного 3–5-крат-
ного повторного освечивания с целью накопления эф-
фекта [3].

Не проведено ни одного исследования с применени-
ем импульсных лазеров, наиболее распространенных в 
современной лазерной терапии (длительность светового 
импульса – 10–7 с, импульсная мощность – 5–10 Вт, дли-
на волны – 635 и 904 нм), хотя во многих публикациях 
показана их высокая эффективность, как in vitro, так 
и in vivo [3, 15]. Не изучались также и перспективные 
возможности частотной модуляции.

В задачи нашего исследования входила оценка вли-
яния импульсного НИЛИ инфракрасного (904 нм) и 
красного спектров (635 нм), в том числе с использова-
нием многочастотного режима, на морфологию, жизне-
способность, пролиферативную активность и скорость 
роста МСК in vitro.

Материалы и методы
Культура клеток. В эксперименте использовали адге-

зивную культуру МСК, 4 пассажа, полученных из ткани 
пуповины донора, давшего информированное согласие. 
Забор, транспортировку и обработку материала проводи-
ли в течение 24 часов с момента родов. МСК получены 
методом эксплантов с последующим культивированием 
фрагментов.

Культивирование. Культивирование проводили в 
течение 6 суток, с использованием стандартных пита-
тельных сред: Minimum Essential Medium Eagle, Alpha 
Modifi cation with NaHCO3 (Sigma-Aldrich, Германия), 
2mM L-глютамина (ПанЭко, Россия), 10% сыворотки 
плодов коровы (MSC FBS, Gibco, Австралия). Культиви-
рование проводили на чашках Петри площадью 11,78 см2 
(EasyGripTM, Beckton Dickinson, USA). Также использова-
ли: раствор Дальбекко (DPBS, Биолот, Россия), раствор 
трипсина-ЭДТА (ПанЭко, Россия), центрифужные про-
бирки объемом 50 мл (CentriStarTM, Corning Incorporated, 
Мексика) и серологические пипетки объемом 25 и 10 мл 
(Falcon, Beckton Dickinson, США).

Жизнеспособность клеток (отношение живых к мер-
твым) оценивали автоматически на анализаторе клеток 
Vi-Cell XR (Beckman Coulter, USA).

Исследование проведено в 5 группах, при 3 чашках 
(повторениях) в каждой группе. Опытные группы осве-
чивали НИЛИ (параметры представлены в табл. 2), время 
экспозиции – 5 мин на 1 чашку. Контрольные чашки не 
подвергали воздействию. Применяли аппарат лазерный 
терапевтический «Лазмик-ВЛОК» (РУ № РЗН 2014/1410 
от 06.02.2014), импульсные матричные лазерные излу-
чающие головки, имеющие 8 лазерных диодов, распо-
ложенных в два ряда, что обеспечивает относительно 
равномерную засветку почти эллиптической области 
5×7 см на расстоянии 7 см от поверхности.

Чашки диаметром 3,5 см полностью находились в 
световом поле (рис. 1), и на них приходилось, соот-
ветственно, ≈10% падающей световой энергии. Исходя 
из этого рассчитывали ПМ и ЭП для каждого вариан-
та освечивания. В режиме многочастотной модуляции 
ЛАЗМИК® используется сложная многочастотная мо-
дуляция [3]. Требование к равномерному освечиванию 
всей поверхности плашки (лунки) связано с тем, что в 

Т а б л и ц а  2
Параметры НИЛИ освечивания (лазерные излучающие головки к аппаратам серии «Лазмик»)

Шифр 
лазерной 
головки

Название лазерной 
излучающей 
головки

Длина 
волны, 
нм

Длительность 
импульса, нс

Импульсная 
мощность, 

Вт*

Частота, Гц Средняя 
мощность, 

мВт*

ПМ, 
мВт/см2

ЭП, 
мДж/ см2

О1 МЛ-904-80 904 108 78 1500 13 0,05 15
ОЛ МЛ-904-80 904 108 66 Режим ЛАЗМИК® 38 0,14 42
К1 МЛ-635-40 635 144 42 1500 9 0,03 9
КЛ МЛ-635-40 635 144 41 Режим ЛАЗМИК® 33 0,12 36

Примечание. * – со всей поверхности, от 8 лазерных диодов.
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Непосредственно перед освечиванием МСК были 
инокулированы в количестве 3,7 × 103 живых клеток/см2 
поверхности культуральной посуды в каждую чашку 
Петри исследуемых и контрольной групп. Дальнейшее 
культивирование осуществлялось при +37 °С, CO2 5% 
в течение 5 дней. Визуальное наблюдение за морфоло-
гией и ростом культуры проводили ежедневно методом 
световой микроскопии до достижения монослоя в одной 
из групп. После этого был проведен подсчет общего 
количества клеток в каждой группе. Статистическую 
обработку результатов проводили с использованием про-
граммы SigmaPlot version 11.0.

Результаты и обсуждение
Начиная с первого дня культивирования на всех 

исследуемых посудах можно было наблюдать клетки, 
находящиеся на разных стадиях деления (рис. 2). При 
оценке клетки всех групп были идентичными, обладали 
высокой степенью адгезии к пластику, образовывали ве-

О1  ОЛ  

К1  КЛ  

Контроль  
Рис. 2. Культура клеток в группах через сутки после освечивания

этом случае обеспечивается лучший эффект, чем при 
локальном, точечном воздействии на часть культуры 
клеток [30, 43].

Рис. 1. Расположение лазерной излучающей головки относительно 
чашки с культурой клетки
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ретенообразную или треугольную формы. При изучении 
морфологии отдельных клеток на первые сутки куль-
тивирования можно было заметить, что подавляющая 
часть клеток имела схожие признаки – цитоплазма клеток 
светлая, хорошо структурированная, края четкие, ядра с 
1–2 ядрышками, без каких-либо нетипичных включений.

При дальнейшем культивировании отмечали относи-
тельно равномерный рост культуры по всей поверхности 
пластика. Значимых изменений в морфологии клеток 
среди изучаемых и контрольной групп выявлено не было. 
На пятый день культивирования морфологическая кар-
тина не изменилась и являлась типичной для культуры 
МСК. Межклеточные контакты плотные, клетки дости-
гают монослоя во всех группах. Анализ диаметра клеток 
показал отсутствие разницы в размерах клеток в разных 
группах и во все дни культивирования.

Таким образом, морфологический анализ не выявил 
отличий в морфологии клеток между контрольной и эк-
спериментальными группами в процессе культивирова-
ния. Жизнеспособность в группах также не различалась.

С 1-го по 5-й день культивирования количество кле-
ток в поле зрения оценивали визуально, с учетом показа-
теля процентов монослоя на поверхности культуральной 
посуды. Подсчет клеток проводили как в ручном, так и в 
автоматическом режиме. На рис. 3 представлено количес-
тво клеток в поле зрения через сутки после освечивания. 
Во всех группах освечивания наблюдается превышение 
количества клеток относительно контроля, в наиболь-
шей степени в группе ОЛ (904 нм, режим модуляции 
ЛАЗМИК®). Хотя эти выводы, скорее всего, требуют 
дальнейшего уточнения и подтверждения.

Оценку монослоя (площадь, занимаемая клетками) 
визуально проводили в течение 5 суток культивирования 
(рис. 4). Общий характер изменений был идентичен для 
всех клеток, но в группах, подвергшихся освечиванию, 
более выражен рост в первые 3 дня, что свидетельствует 
о стимулировании внутриклеточных процессов на пер-
вом этапе деления.

Из представленных графиков, к сожалению, невоз-
можно сделать однозначный вывод в пользу того или 
иного режима, поскольку исследование носило предва-
рительный, оценочный характер, а для оптимизации па-
раметров воздействия необходима большая детализация 
режимов и их комбинаций.

На наш взгляд, также перспективно рассматривать 
результаты предварительного освечивания in vitro, как 
часть комплексной программы, по конечному результату 
возможного приживления и нужной дифференцировки. 

Способность НИЛИ стимулировать пролиферацию кле-
ток [38] и производство ангиогенных факторов, таких 
как васкуло-эндотелиальный фактор роста (VEGF) [22], 
предполагает возможность создания среды, которая яв-
ляется оптимальной для роста стволовых клеток in vivo 
[29]. Уже есть несколько работ, в которых проводили 
освечивание НИЛИ уже после пересадки МСК в раз-
личные ткани (табл. 3). Про оптимизацию параметров 
лазерного света и самой методики, прежде всего речь 
идет о времени экспозиции, говорить пока рано, это 
требует дополнительных исследований. Возможность 
двойного, двухэтапного освечивания пока вообще не 
изучали.

Т а б л и ц а  3
Результаты воздействия НИЛИ с разной длиной волны на МСК in vivo

Модель Длина 
волны, 
нм

Плотность 
мощности, 
мВт/см2

Время, 
с

Энергетическая 
плотность, 
Дж/см2

Источник 
литературы

Стимулирование пролиферации и высвобождение ростовых 
факторов (bFGF, IGF-I и IGFBP3) 685 14,3 140 2 [37]

Ускоренная регенерация печени крыс 804 – – – [33]
Ускоренная регенерация травмированного периферического 

(седалищного) нерва у крыс Sprague-Dawley, повышение 
электрофизиологической функции и экспрессия S100

– – – – [45]

Устранение рубцевания миокарда крыс Sprague-Dawley после 
инфаркта – 10 100 1 [42]

Рис. 3. Количество клеток в поле зрения через сутки после ос-
вечивания

Рис. 4. Площадь, занимаемая клетками в процессе культивиро-
вания
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В пользу необходимости последовательного вари-
анта лазерного воздействия могут свидетельствовать 
положительные результаты технологии имплантации 
эмбриональных нервных клеток в полностью рассечен-
ный спинной мозг с последующим освечиванием НИЛИ 
(780 нм, 100 мВт, 30 мин) участка регенерации, когда 
намного лучшие результаты были достигуты после пред-
варительного лазерного освечивания культуры клеток 
(780 нм, 50 мВт, 1 мин) [35, 36]. По аналогии можно 
было бы предположить, что и с МСК лучше было бы 
проводить предварительное освечивание на этапе куль-
тивирования, а затем после их пересадки.

Но даже без этого местное воздействие лазерным 
светом позволяет получить положительные результа-
ты. Воздействие импульсным ИК НИЛИ (длина волны 
890 нм, импульсная мощность 10 Вт, частота 150 Гц, 
экспозиция 5 мин, 7 ежедневных сеансов) чрескожно 
на область сердца экспериментальных крыс Вистар и 
системное введение аутологичных МСК, полученных 
культивированием клеток костного мозга, повышает 
пролиферативную активность клеток стромы, полнокро-
вие мышцы сердца, усиливает ангиогенез, активизирует 
процессы репаративной регенерации миокарда [5].

Выводы
Результаты предварительного изучения возможного 

влияния импульсного НИЛИ инфракрасного (904 нм) и 
красного спектров (635 нм), в том числе с использова-
нием многочастотного режима ЛАЗМИК®, на морфоло-
гию, жизнеспособность, пролиферативную активность 
и скорость роста мезенхимальных стволовых клеток in 
vitro показали, что при используемых энергетических 
и временных параметрах воздействия их морфология и 
жизнеспособность не меняется.

В то же время мы наблюдали небольшое превыше-
ние количества клеток относительно контроля, лучший 
эффект после освечивания инфракрасным (904 нм) им-
пульсным НИЛИ в режиме многочастотной модуляции 
ЛАЗМИК® [3]. Эффект проявлялся в наибольшей степе-
ни в период с 1-го по 3-й день культивирования.

Полученные результаты демонстрируют необходи-
мость проведения дополнительных исследований для 
уточнения оптимизации параметров воздействия (длина 
волны, мощность, время и пр.) с возможным расшире-
нием методики с освечиванием МСК не только пред-
варительно, в культуре, но также после имплантации 
in vivo.
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Динамика репаративных процессов в миокарде после лазерного 
облучения зон локализации красного костного мозга

Golovneva E.S., Rejdman V.R., Kravchenko T.G.
Dynamics of myocardium reparation processes after laser treatment of red bone marrow areas

ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет Минздрава России», 
ГБУЗ ЦОСМП «Челябинский государственный институт лазерной хирургии»

Изучена динамика репарации миокарда с диффузными и очаговыми ишемическими изменениями после лазерного воздейс-
твия на костный мозг крыс. Применяли 10-кратное чрезкожное облучение зон бедренных костей, крестца, позвоночника, 
хвоста инфракрасным и красным диодными лазерами (1 Вт, 1 минута на зону). Через 10 суток после облучения отмечалось 
уменьшение площади ишемических изменений миокарда, повышение плотности сосудов, увеличение диаметра артериол 
и капилляров, нормализация параметров микроциркуляции, повышение активности желатиназ, что свидетельствовало 
об усилении репаративных процессов в сердце, предположительно за счет повышения концентрации циркулирующих 
стволовых клеток в периферической крови и паракринной активации ими процессов неоангиогенгеза в сердце. Ключевые 
слова: ишемия миокарда, лазер, костный мозг, неоангиогенез.

In the present work the reparative processes in the myocardium having diffuse and focal ischemic changes after laser irradiation 
of the bone marrow have been studied. Cutaneous irradiation of the femurs, sacrum, spine and tail areas with infrared and red 
diode lasers (1 Wt, 1 min. exposure per area) was performed 10 times. In 10 days after the treatment one could see a decrease of 
the area of ischemic myocardial changes; the increase of blood vessels density; diameter increase in capillaries and arterioles; 
microcirculation normalization and gelatinase activity increase. All these fi ndings indicate the enhancement of reparative processes 
in the heart, presumably, due to the increase of circulating stem cells concentration in the peripheral blood leading to the paracrine 
activation of neoangiogenesis in the heart. Key words: myocardial ischemia, laser, bone marrow, neoangiogenesis.


