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Проведен морфологический анализ механических разрушений, полученных в печени свиньи
ex vivo и in vivo после облучения мощными фокусированными ультразвуковыми импульсами
с ударными фронтами. С помощью световой микроскопии исследованы окрашенные гематоксилин–
эозином срезы печени после разрушений, выявлены особенности изменения ткани в области фокуса
и перифокальной области границы с неповрежденной тканью. Обсуждаются результаты сравни-
тельного анализа разрушений ex vivo и in vivo и физиологического отклика организма на ультра-
звуковое воздействие.
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ВВЕДЕНИЕ

В течение последних десяти лет быстро развивают-
ся новые технологии использования мощного фокуси-
рованного ультразвука (в англоязычной литературе —
high intensity focused ultrasound, HIFU) в неинвазив-
ной хирургии. Суть метода состоит в том, что энергия
фокусированного ультразвукового пучка, источник ко-
торого находится вне тела человека (рис. 1), поглоща-
ется биологической тканью, в результате чего происхо-
дит ее тепловая денатурация, а продукты разрушения
постепенно выводятся из организма естественным пу-
тем [1–3]. Несмотря на достигнутые к настоящему вре-
мени клинические успехи этого метода, были выявле-
ны некоторые недостатки, в числе которых, например,
опасность перегрева ребер и кожи на пути ультразву-
ковой волны к фокусу, трудность визуализации облу-
чаемых участков в режиме реального времени с ис-
пользованием доступной ультразвуковой диагностиче-
ской аппаратуры, а также возможность повреждения
костей и стенок сосудов вокруг облучаемого участка
в результате диффузии тепла от фокальной области.
Недавно были предложены новые методы механическо-
го разрушения ткани, или гистотрипсии, которые поз-
воляют преодолеть указанные недостатки и обладают
также рядом других клинических преимуществ [4, 5].
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Рис. 1: Схема реализации метода неинвазивной ультразву-
ковой хирургии: разрушение локализованного объема ткани
в теле человека при облучении через кожу мощным фокуси-
рованным ультразвуком

Главное преимущество методов гистотрипсии состо-
ит в том, что воздействие на ткань происходит меха-
ническим образом, без нагревания разрушаемого объ-
ема, избавляя этот метод от главных побочных эффек-
тов HIFU–терапии. Кроме того, полученный «перемо-
лотый» объем ткани является жидким, поэтому может
гораздо быстрее утилизироваться организмом, чем объ-
ем «сваренной» ткани. Еще одной причиной повышен-
ного внимания к изучению методов гистотрипсии слу-
жит перспектива их использования для ускорения до-
ставки лекарственных средств в опухоли, а также для
снятия гематоэнцефалического барьера между крове-
носной и центральной нервной системами. Одним из
таких методов, который развивается в университете
шт. Вашингтон в Сиэтле в сотрудничестве с МГУ, яв-
ляется так называемая гистотрипсия с кипением [5, 6].
В этом методе используется импульсно–периодическое
облучение ткани нелинейными акустическими волна-
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Рис. 2: Эксперимент по облучению свиной печени: а — протокол импульсно–периодического воздействия в режиме образова-
ния высокоамплитудных ударных фронтов в фокусе и б — схема образования акустического фонтана

ми, профиль которых в фокусе содержит высокоампли-
тудные ударные фронты (рис. 2а). Частота облучения
составляет 1–3 МГц, длительность импульсов — 1–
10мс, частота повторения — 0.1–1 Гц, амплитуда удар-
ного фронта в фокусе — 60–100МПа [4–6]. Механизм
механического воздействия состоит в следующем [7].
От излучателя распространяются высокоинтенсивные
ультразвуковые импульсы миллисекундной длительно-
сти, которые фокусируются внутри биологической тка-
ни. За счет нелинейных акустических эффектов про-
филь волны по мере распространения от излучателя
искажается, в результате чего в фокусе на каждом пе-
риоде волны образуется ударный фронт (рис. 2а). При
поглощении энергии такой нелинейно-искаженной вол-
ны с ударным фронтом происходит быстрый локализо-
ванный нагрев ткани в фокусе, ведущий к ее вскипа-
нию в течение каждого из импульсов. При этом обра-
зуется паровая полость миллиметровых размеров, за-
метно превышающая объем перегретой области ткани.
Взаимодействие ударной волны с этой полостью при-
водит к образованию акустического фонтана и, соот-
ветственно, раздроблению ткани на мелкие фрагменты
субклеточных размеров (рис. 2б) [7, 8].

В недавней работе [9] был проведен первый экспе-
римент по сравнению метода гистотрипсии с кипением
на образцах ткани свиной печени в моделях ex vivo
и in vivo. Проведенный морфологический анализ раз-
рушений показал, что степень тепловой денатурации
ткани, а также размер и форма повреждения в целом
схожи в живой и неживой ткани. Также была выявле-
на устойчивость соединительной ткани к разрушению:
сосуды в перифокальной области оставались неповре-
жденными. В то же время были обнаружены некото-
рые различия, такие как наличие гемолизированных
эритроцитов в образце in vivo, которые были связаны
с циркуляцией крови в организме. Также было иссле-
довано явление ультразвукового фонтана при облуче-
нии поверхности печени свиньи ex vivo и in vivo. Было
показано, что процесс атомизации ткани происходит
схожим образом при наличии или отсутствии цирку-
ляции крови [10].

Как известно, проводить эксперименты на тканях ex
vivo с целью отработки протоколов облучения и выяв-
ления порогов разрушений для различных типов тка-
ни гораздо менее проблематично. При этом, однако,
необходимо достоверно убедиться в том, что резуль-
тат будет аналогичен полученному в живом организ-
ме. Хотя опыт предыдущих исследований в целом по-
казал, что метод гистотрипсии с кипением реализу-
ем in vivo, и что эксперименты ex vivo дают схожие
результаты, дополнительные свидетельства схожести
либо отличия получаемых результатов представляются
важными для дальнейшего развития метода. В связи
с этим, целью настоящей работы являлся более де-
тальный морфологический анализ и сравнение разру-
шений, полученных в тканях in vivo и ex vivo в методе
гистотрипсии с кипением.

1. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы для анализа были предоставлены сотруд-
никами университета шт. Вашингтон и соответствова-
ли условиям эксперимента, описанного в работе [9].
Был использован источник фокусированного ультра-
звука с рабочей частотой 2МГц, радиусом кривиз-
ны 64 мм и акустической выходной мощностью 240Вт.
Длительность импульсов составляла 10мс, а часто-
та их повторения — 1Гц, амплитуда ударного фронта
в фокальной области составляла ∼90МПа. Исследова-
ния проводились на печени свиней весом 45–60 кг. Об-
лучение печени свиньи проводилось контактным обра-
зом, используя присоединенный к излучателю конус,
заполненный водой и заканчивающийся акустически
прозрачной мембраной. Глубина фокуса в ткани со-
ставляла около 1 см. Сразу после облучения in vivo,
печень была удалена, и спустя час был проведен экс-
перимент на отдельном ее участке с теми же парамет-
рами протокола воздействия. После облучения ткань
в месте воздействия иссекалась и мгновенно замо-
раживалась в изопентановой бане, охлажденной су-
хим льдом. Далее ткань резалась на криомикрото-
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ме; срезы толщиной 5мкм окрашивали гематоксилин–
эозином, обезвоживали в спиртах восходящей концен-
трации и монтировали под покровное стекло. В ре-
зультате такой окраски цвета ядер (синие) и цитоплаз-
мы клеток (розовая) сильно контрастируют, а соедини-
тельная ткань и пустоты не окрашиваются [11]. Иссле-
дование полученных образцов и их фотографирование
проводилось в МГУ на микроскопе Zeiss Axio Imager
(Германия), захват производился с помощью камеры
AxioCam MRc5. Все работы проводились с соблю-
дением «Правил проведения работ с использованием
экспериментальных животных (Приказ Министерства
высшего и среднего специального образования №742
от 13.11.84).

2. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При детальном сравнительном изучении образцов,
полученных при облучении in vivo и ex vivo, были
получены следующие результаты.

Обзорное изучение проводили на самых малых уве-
личениях, доступных в световом микроскопе (объек-
тив Х5) (рис. 3а и б). Фокус повреждения овальной
формы представлен трабекулярными структурами со
значительными промежутками между ними как in vivo
(рис. 3а), так и ex vivo (рис. 3б). За зоной фокуса
следует перифокальная зона с частично поврежден-
ными печеночными клетками, за которой можно ви-
деть практически неповрежденную ткань. На средних
и больших увеличениях зоны фокуса (рис. 4а, 5а) тра-
бекулярные структуры в экспериментах in vivo пред-
ставлены строго ориентированными тяжами неопреде-
ленной структурной организации. Аналогично выгля-
дит зона фокального повреждения и в экспериментах
ex vivo (рис. 4б, 5б). Исследование фокальной обла-
сти на больших увеличениях (рис. 4а, б) показало пол-
ное разрушение гепатоцитов, что и являлось целью
облучения. Однако между тяжами отчетливо наблю-
дается содержимое с остатками клеточных структур.
В отдельных случаях можно различить отдельные яд-
ра печеночных клеток. Скорее всего, наличие таких
структур в обоих случаях объясняется методом подго-
товки препаратов, а именно мгновенным заморажива-
нием без проведения химической фиксации, в резуль-
тате чего кристаллы льда после воздействия ультра-
звука, испарившись, образовали пустоты в виде свое-
образной решетки. Этот факт является косвенным до-
казательством того, что выбранный режим сонифика-
ции приводит к нетермическому повреждению ткани
в фокусе, в результате чего образуется «жидкая» фаза.
В перифокальной области (рис. 3а) в экспериментах
in vivo отмечаются массивные геморрагии, обусловлен-
ные повреждениями сосудов и выходом эритроцитов
в окружающую ткань, кроме того встречаются значи-
тельные скопления лимфоцитов (лимфоидная инфиль-
трация (желтые линии) (рис. 7)). В отдельных слу-
чаях лимфоидная инфильтрация проявляется в виде
узелковых скоплений. Эти процессы свидетельствуют

о том, что организм отвечает на повреждающее воздей-
ствие иммунным воспалением. Основная задача вос-
паления — восстановить поврежденную ткань. Таким
образом, наличие воспаления отличает в значительной
степени повреждение печени in vivo от ex vivo при
разрушении ткани, вызванном HIFU. Выраженность
воспалительной реакции, темпы развития и характер
будут определяться состоянием иммунитета организма
и размерами повреждения. Можно предположить, что
в дальнейшем это приведет к разрастанию фиброзной
ткани с появлением очагов склероза и рубцов. В отли-
чие от ткани печени, находящейся в состоянии пере-
живания из-за отсутствия кровоснабжения и недостат-
ка кислорода ex vivo, эксперименты на ткани, сохра-
няющей связь с целым организмом in vivo, представ-
ляют особый интерес. В этих экспериментах можно
оценивать не только локальные повреждения, вызван-
ные разрушающим действием повреждающего агента,
но и реакцию целого организма на такие повреждения.
При этом сами параметры воздействия оставались те-
ми же, что позволяло сравнивать эффекты на печень
свиньи ex vivo и in vivo.

В то же время на срезах, полученных после проведе-
ния экспериментов ex vivo (рис. 3б), видна значитель-
ная отечность гепатоцитов, а также увеличение меж-
клеточных промежутков, что, впрочем, может свиде-
тельствовать о гипоксическом воздействии, поскольку
эксперимент проводился лишь час спустя после смерти
животного, т. е. в условиях переживания ткани при от-
сутствии нормального кислородного снабжения. Видны
значительные светлые пространства, свидетельствую-
щие об отеке. Следует отметить, что в этой области со-
хранена нормальная структура печеночной ткани. То-
же самое можно сказать об областях, удаленных от ме-
ста повреждения. В этих областях сохранена нормаль-
ная структура печени с характерным дольковым стро-
ением и триадами. Другим важным вопросом являет-
ся сравнение локальности повреждений. Для ответа
на этот вопрос было необходимо рассмотреть переход-
ную область между разрушенной тканью и интактной
(рис. 6а, б). За зоной разрушения (правая часть фо-
тографий) в случае in vivo следует практически неиз-
мененная ткань, а в образце ex vivo, переживающем
гипоксию, наблюдается отечность, набухание клеток
и расширение межклеточных пространств, вследствие
недостатка питательных веществ и кислорода, что не
связано с облучением ткани ультразвуком. Граница
между разрушенной и интактной тканью в живом ор-
ганизме составляет около 20мкм, а в неживом — около
40. В целом, можно заключить, что ширина переходной
области в обоих случаях составляет порядка несколь-
ких клеток, а значит, разрушения действительно носят
локальный характер.

Однако степень разрушений в перифокальной об-
ласти трудно оценить на световых препаратах, кро-
ме того, для точной оценки требуется статисти-
ческий анализ, который предполагается провести
в дальнейших исследованиях.



БИОФИЗИКА И МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА УЗФФ 4, 164701 (2016)

164701-42016 УЗФФ

Рис. 3: Гистологические срезы печени свиньи, окрашенные ГЭ при малых (Х5) увеличениях. На рис. а представлен результат
облучения ткани in vivo, на рис. б — ex vivo. Маркерная линия — 200мкм

Рис. 4: Гистологические срезы печени свиньи, окрашенные ГЭ при средних (Х20) увеличениях. На рис. а представлен
результат облучения ткани in vivo, на рис. б — ex vivo. Маркерная линия — 50мкм

Рис. 5: Гистологические срезы печени свиньи, окрашенные ГЭ при больших увеличениях (Х40). На рис. а представлен
результат облучения ткани in vivo, на рис. б — ex vivo. Маркерная линия — 50 мкм

Детальный анализ составляющих в области раз-
рушений при большем увеличении зоны разрушения
(рис. 5а, б) показал, что встречаются фрагменты тка-
ни (желтые линии) и клеточные ядра (синие стрел-
ки) в фокальной области живой модели, которые
практически не были обнаружены в случае ex vivo.

Их отсутствие в неживом органе может быть связа-
но с ослаблением межклеточных взаимодействий тка-
ни, находящейся в тяжелом гипоксическом состоя-
нии. Обнаруженные клеточные ядра выглядят пикно-
тическими, т. е. уплотненными по оптической плотно-
сти и меньшего размера, чем в норме. Обычно это
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Рис. 6: Гистологические срезы печени свиньи, окрашенные ГЭ при средних увеличениях (Х20). На рис. а представлен
результат облучения ткани in vivo, на рис. б — ex vivo. Маркерная линия — 50мкм

Рис. 7: Гистологический срез печени свиньи после облуче-
ния HIFU in vivo, окрашенный ГЭ при среднем увеличении
(Х20). Маркерная линия — 50мкм

предшествует дальнейшему их разрушению по меха-
низму апоптоза. Таким образом, такие ядра не яв-
ляются функциональными, а клетки, следовательно,
действительно разрушены.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Настоящая работа была посвящена исследованию
различий, вызываемых воздействием мощных фоку-
сированных ультразвуковых импульсов с ударными
фронтами на печень свиньи in vivo и ex vivo. Показано,
что структура разрушений в очаге поражения (фокусе)
в обоих случаях сходная. Однако, более четкая грани-
ца между областью поражения и окружающей тканью
наблюдается в экспериментах ex vivo. В тоже время
эксперименты in vivo выявили развитие воспалитель-
ной реакции в ответ на разрушение и массивной гемор-
рагии как в области разрушений, так и в окружающей
ткани. Это вызвано разрушением сосудов с выходом

эритроцитов.

Проведенные исследования воздействия HIFU на пе-
чень свиньи ex vivo и in vivo позволило сравнить эф-
фекты этих воздействий в обоих постановках экспери-
ментов. Каких-либо значительных различий в фокусе
повреждения ex vivo и in vivo не отмечено. Однако
перифокально в экспериментах in vivo отмечалась зна-
чительная лимфоцитарная инфильтрация, являющаяся
результатом развития иммунного ответа на поврежде-
ние. Это вызвано тем, что in vivo сохраняется крово-
снабжение печени и при любой альтерации возника-
ет иммунный ответ с развитием процессов локального
воспаления, что мы и наблюдаем при гистологическом
исследовании.

Следует также отметить, что в печени при воздей-
ствии HIFU как in vivo,так и ex vivo в фокусе по-
вреждения видна сетчатая структура, очень напомина-
емая остатки сосудистой сети. Вполне вероятно, что
при данной дозе воздействия сосуды подвержены по-
вреждению в меньшей степени, чем паренхима печени,
что отмечалось ранее [9]. С другой стороны, это может
быть обусловлено кристаллами льда, поскольку образ-
цы замораживались при подготовке. Для детального
анализа и верификации этого необходимо проведение
электронномикроскопического исследования.

В качестве обобщения, можно сказать, что более по-
дробный морфологический анализ зон облучения пе-
чени свиньи показал, что, несмотря на некоторые от-
личия, результат процедуры гистотрипсии с кипением
в живом организме аналогичен полученному в режи-
ме ex vivo. В целом можно заключить, что модель
ex vivo адекватно отражает процессы, происходящие
в зоне разрушения акустическим сигналом и может
быть использована для апробации и оптимизации ре-
жимов гистотрипсии с кипением.

Работа выполнена при финансовой поддержке
РФФИ (грант № 16-02-00653).
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