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Аннотация. Изучено действие низкодозового светодиодного облучения синим светом (450-460 нм,  

0,01-1 Дж/см2) на клетки ретинального пигментного эпителия (РПЭ) японского перепела Coturnix japonica. С 

помощью биохимических методов исследования показано, что такое облучение приводит к возрастанию 

митохондриального мембранного потенциала клеток РПЭ, а также вызывает повышение их метаболической и 

антиоксидантной активности. В дополнение к этому, методами электронной микроскопии и морфометрического 

анализа выявлено увеличение численности и удельного объема митохондрий в клетках РПЭ в ответ на синее 

освещение. В целом, полученные данные свидетельствуют об активирующем действии низкодозового синего 

света на жизнедеятельность клеток РПЭ (прежде всего на их митохондриальную активность) и открывают 

перспективы использования слабого синего света как фотомодулятора клеточных процессов в терпевтической 

офтальмологической практике.  
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Abstract. We investigated the effect of low-dose blue LED irradiation (450-460 nm, 0.01-1 J / cm2) on the retinal 

pigment epithelium (RPE) cells of Japanese quail Coturnix japonica. In biochemical experiments it was shown that such 

light exposure promoted mitochondrial activity of RPE cells as well as increased their overall metabolic and antioxidant 

activity. In addition, electron microscopy and morphometric analysis revealed the increase in the number and the specific 

volume of RPE mitochondria in response to the blue light. So, our data indicate that low-dose blue light has activation 

effect on the RPE metabolism (especially on their mitochondrial activity) and open prospects for the future use of weak 

blue light for photomodulation of cellular processes in therapeutic ophthalmology. 
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Видимый свет является действенным физическим и физиологическим фактором, оказывающим 

значительное влияние на жизнедеятельность различных клеток. Интенсивное облучение светом обычно 

приводит к повреждению структуры и утрате функций, тогда как слабое освещение может оказывать 

благоприятное воздействие [1]. Так, в настоящее время в офтальмологии успешно используется облучение 

низкодозовым красным светом (630 нм), оказывающее положительное активирующее действие на клетки при 

восстановительной постоперационной терапии [2]. Согласно данным литературы [3,4], универсальный механизм 

фотостимуляции связан с фотоактивацией ферментов дыхательной цепи митохондрий (прежде всего, цитохром-

с-оксидазы), что приводит к интенсификации окислительного метаболизма. Поскольку цитохром-с-оксидаза 

поглощает свет и в синей области, этот спектральный диапазон также может обладать фотомодуляционным 

эффектом. Однако возможности использования слабого синего освещения в качестве терапевтического 

инструмента при ретинальных патологиях оказались вне поля зрения офтальмологии из-за повышенной 

фототоксичности синего светового диапазона. Известно, что пороговые дозы фотоповреждения сетчатки синим 

светом в 50–100 раз выше, чем для света длинноволнового диапазона [5]. В высоких дозах  

(≥ 10 Дж/см2) синий свет оказывает выраженное повреждающее действие на сетчатку и РПЭ, реализуемое через 

фототоксичные липофусциновые гранулы [6] и повреждение митохондрий [7]. Вместе с тем, как показано для 

целого ряда клеточных объектов (не глазных), в низких дозах синее освещение может вызывать активацию 

ферментов дыхательной цепи митохондрий [1,3,8]. При этом подобных исследований офтальмологической 

направленности проведено не было: на настоящий момент в литературе отсутствуют какие-либо работы, 
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связанные с изучением возможного терпевтического действия слабого синего света на ретинальные обменные 

процессы. В этой связи нами исследовано влияние низкодозового синего облучения на РПЭ японского перепела 

Coturnix japonica. РПЭ является наиболее значимой структурой в поддержании гомеостаза сетчатки [9], а 

японский перепел служит одной из популярных моделей при изучении ретинального клеточного метаболизма 

[10]. 

В биохимических исследованиях использовали суспензию клеток РПЭ японского перепела C. japonica 

Микроскопический контроль показал, что такой гомогенат содержал только взвесь небольших кластеров из 5-10 

свободноплавающих клеток РПЭ с характерной бахромой меланиновых апикальных отростков в сочетании с 

субмикроскопической взвесью одиночных меланиновых гранул. Образцы клеток РПЭ инкубировали в буферном 

растворе Хэнкса (HBSS “Sigma”), дополненным 10%-ной фетальной сывороткой теленка (“Sigma”). Световое 

облучение гомогената (синий светодиод 450-460 нм) производили при постоянном перемешивании при 

температуре 37о с временами экспозиции 4-50 мин при дозах облучения от 0,1 до 1 Дж/см2. Контрольными 

образцами служили пробы, содержащиеся в темноте. Митохондриальный мембранный потенциал суспензии 

клеток РПЭ оценивали с помощью флуоресцентного специфического митохондриального потенциал-

чувствительного красителя TMRE (50-300 нM) с измерением величины флуоресценции при длине волны  

575-585 нм согласно описанной методике [11]. Митохондриальную специфику накопления TMRE 

контролировали с использованием разобщителя окислительного фосфорилирования FCCP (20 мкМ). 

Метаболическая активность клеток РПЭ была количественно определена при помощи прижизненного красителя 

ресазурина (50 мкМ) по стандартной методике [12]. Оценку восстановления ресазурина производили по росту 

интенсивности флуоресценции при длине волны возбуждения 560 нм и эмиссионном максимуме  

590 нм. Антиоксидантную активность суспензии клеток РПЭ измеряли при помощи хемилюминесцентной 

модельной системы окисления, состоящей из гемоглобина, пероксида водорода и люминола [13].   

Методом трансмиссионной электронной микроскопии (JEM-1011, JEOL Ltd., Япония) [10] проведена оценка 

состояния митохондрий в клетках РПЭ при низкодозовом синем облучении (450-460нм, 1 Дж/см2). Было 

использовано 12-ти минутное синее облучение одного из глаз экспериментальных животных; контролем 

служили величины, полученные на парном необлученном глазу.  Количественную морфометрию осуществляли 

на оцифрованных электронограммах с использованием программного обеспечения Adobe Photoshop CS4, на 

которых в пределах квадратной тестовой решетки (площадью 64 мкм2) определяли численную плотность и 

удельный объём митохондрий. Для измерений были использованы глаза трех птиц, от каждой птицы было 

исследовано не менее 25 клеток РПЭ разных участков макулярной зоны. Статистический анализ данных 

проводили в программе Statistica10 с использованием непараметрического критерия Манна-Уитни, различия 

признавали значимыми при p<0.05.  

В работе были получены следующие результаты. 

Митохондриальный мембранный потенциал. На рисунке 1 показано увеличение интенсивности 

флуоресценции в клетках РПЭ при облучении синим светом, более значительное в клетках, облученных в дозе 

0.1 Дж/см2. Полученные данные свидетельствуют о том, что низкодозовое синее облучение клеток РПЭ приводит 

к значительному повышению митохондриального захвата красителя, т.е. к повышению метаболической 

активности митохондриального аппарата. Одним из вероятных механизмов этого активирующего действия 

низкодозового синего света может быть, известная для других систем, активация митохондриальной цепи 

переноса электронов на уровне цитохром с оксидазы, содержащей хромофор в синей области видимого спектра 

[3,4].  

 
Рисунок 1 – Аккумуляции митохондриального катионного красителя TMRE клетками РПЭ глаза перепела при 

облучении синим светом в низких дозах 

 

Общая метаболическая активность клеток РПЭ. Из рисунка 2 видно, что синее облучение в дозах  

0.3 Дж/см2 приводит к небольшому усилению процесса восстановления ресазурина по сравнению с контролем 

через 6 ч инкубации. Доза облучения в 1 Дж/см2 давала значительно больший эффект стимуляции. Похожий 

результат был получен и в экспериментах, в которых инкубация клеток с ресазурином после облучения 

проводилась в течение двух и четырех часов. Ни в одном из экспериментов не было зарегистрировано 

уменьшения интенсивности процесса восстановления ресазурина после облучения клеток РПЭ синим светом. 
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Полученные данные свидетельствуют о том, что в использованных дозах синее облучение повышало 

метаболическую активность клеток РПЭ. 

 
 

Рисунок 2 – Восстановление ресазурина клетками РПЭ после их облучения синим светом в дозах 0,3 Дж/см2 и  

1 Дж/см2 (после 6-часовой инкубации) 

 

Антиоксидантная активность клеток РПЭ. Антиоксидантная активность в хемилюминесцентной системе, 

содержащей люминол и пероксид водорода, характеризуется степенью уменьшения интенсивности свечения  

(I0/ I – 1) при добавлении в систему определенного количества суспензии клеток. Рисунок 3 демонстрирует 

достоверное увеличение антиоксидантной активности суспензии клеток РПЭ перепела после их облучения синим 

светом в дозе 1 Дж/см2 по сравнению с суспензией клеток, находившихся в темноте. Усиление метаболизма 

клеток РПЭ может объяснить наблюдаемое нами повышение антиоксидантной активности этих клеток, 

облученных синим светом. Известно, что облучение РПЭ в относительно небольших дозах (3 Дж/см2) приводит 

к усилению продукции активных форм кислорода [14], что в свою очередь активирует системы антиоксидантной 

защиты [15], чему способствует повышение метаболической активности клеток в ответ на облучение. Такой 

эффект объясняет обнаруженный нами факт повышения антиоксидантной активности клеток РПЭ в ответ на 

облучение синим светом. 

 
Рисунок 3 – Антиоксидантная активность клеток РПЭ после их облучения синим светом 

 

Морфологические изменения митохондрий РПЭ. Согласно нашим данным (см. рис. 4), однократное 

кратковременное облучение глаз животных синим светом с энергией 1 Дж/см2 приводило к небольшому  

(15-30 %), но достоверному увеличение численности и удельного объема всех митохондрий. Такой рост 

возможно был вызван делением митохондрий. В литературе также есть данные о повышении (на 20 %) 

численности митохондрий после низкодозового облучения светом красного диапазона [4]. 

 
Рисунок 4 – Изменения в содержании митохондрий РПЭ при низкодозовом синем облучении. 1 – контроль,  

2 –синий свет 

1 
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Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что облучение синим светом 450 нм в дозах 

менее 1 Дж/см2 оказывает благотворное воздействие на метаболизм клеток РПЭ, усиливая их метаболическую и 

антиоксидантную активность, повышая содержание митохондрий и их мембранный потенциал.  

Работа выполнена при финансовой поддержке гранта РФФИ № 15-29-03865. 
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