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Аннотация. Болезнь Альцгеймера — это возрастное нейродегенеративное заболе-

вание, вызывающее снижение когнитивных функций, таких как память, интеллект, речь. 
Болезнь Альцгеймера является значимой медицинской проблемой современного общества 
ввиду имеющихся неэффективных терапевтических технологий. Необходимы новые стра-
тегии для улучшения процессов очищения мозга от β-амилоидного белка. Фотобиомоду-
ляция — это эффективный неинвазивный терапевтический способ, имеющий большие 
перспективы в лечении многих заболеваний мозга. Полученные данные пилотного иссле-
дования показали, что фотобиомодуляция безопасно ускоряет лимфатическое очищение 
мозга мышей 5xFADAD от β-амилоидного белка, стимулирует менингеальные лимфати-
ческие сосуды с определённой степенью специфичности в разных областях мозга, способ-
ствует улучшению когнитивных функций животных с болезнью Альцгеймера. Наши ре-
зультаты свидетельствует о том, что фотобиомодуляция обладает высоким потенциалом 
как эффективное терапевтическое средство при болезни Альцгеймера. 
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Abstract. Alzheimer's disease is an age-related neurodegenerative disease that causes a 

decline in cognitive functions such as memory, intelligence, and speech. Alzheimer's disease is a 
significant medical problem in modern society, due to the ineffective available therapeutic 
technologies. New strategies are needed to improve brain clearance of β-amyloid protein. 
Photobiomodulation is an effective, non-invasive therapeutic modality that holds great promise 
in the treatment of many brain diseases. The data obtained from the pilot study showed that 
Photobiomodulation safely accelerates the lymphatic clearance of the brain of 5xFADAD mice 
from β-amyloid protein, stimulates the meningeal lymphatic vessels pathway, with a certain 
degree of specificity in different areas of the brain, and improves the cognitive functions of 
animals with Alzheimer's disease. Our results indicate that Photobiomodulation has high 
potential as an effective therapeutic agent for Alzheimer's disease. 

Keywords: Alzheimer's disease, photobiomodulation, brain diseases, lymphatic 
clearance, β-amyloid, cognitive functions 

 
For citation: Semyachkina-Glushkovskaya O. V., Saranceva E. I., Iskra T. D. 

Photostimulation of lymphatic clearance ofβ-amyloid from mouse brain: new strategy 
for the therapy of Alzheimer’s disease. Yestestvennye nauki = Natural Sciences. 2024;  
3 (16): 4–20. https://doi.org/10.54398/2500-2805.2024.16.3.001 (In Russ.). 

 
Введение. В настоящее время болезнь Альцгеймера (БА) рассматрива-

ется как возрастное нейродегенеративное заболевание с прогрессирующим 
характером. Как правило, оно сопровождается снижением когнитивных 
функций человека, что ухудшает его способность выполнять повседневную 
работу, приводит к ухудшению качества жизни и даже смерти. Основным 
и решающим фактором патогенеза заболевания является отложение  
β-амилоидного белка (Aβ) в головном мозге. Отложение пептида Aβ в тканях 
часто приводит к окислительному стрессу, нейровоспалению, потере нейро-
нов и, как следствие, когнитивным расстройствам. Поэтому снижение уровня 
Aβ в головном мозге с помощью неинвазивной физической терапии всё чаще 
появляется в медицине. В данном случае фотобиомодуляция может рассмат-
ривается как возможная терапевтическая стратегия для лечения болезни 
Альцгеймера [1; 2]. 

Фотобиомодуляция (ФБМ), также известная как светотерапия низкого 
уровня, подразумевает применение световой волны слабой мощности (0,01–
10 Вт/см2) и диапазона от красного до инфракрасного излучения (600–
1300 нм) к клеткам и тканям с целью нейропротективного и поведенческого 
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улучшения [3–5]. ФБМ в последние годы часто используется при патологиях 
мозга, так как существуют данные, что фотобиомодуляция способствует 
снижению концентрацииAβ и улучшению прохождения поведенческих те-
стов животных с болезнью Альцгеймера [6–9]. 

ФБМ может ускорять лимфатический клиренс экзогенного Aβ из го-
ловного мозга в глубокие шейные лимфатические узлы (ГШЛУ) [10], что 
указывает на то, что эффекты ФБМ на БА могут также быть обусловлены 
стимуляцией менингеальных лимфатических сосудов (МЛС). Эти сосуды 
принимают непосредственное участие в обмене растворимыми компонента-
ми между спинномозговой (СМЖ) и интерстициальной (ISF) жидкостями, 
которые являются ещё одним путём дренажа Aβ. Однако остаётся неясным, 
как различается отток Aβ в разных областях мозга и как это сказывается 
на когнитивных способностях [11]. 

В данном пилотном исследовании были изучены терапевтические эф-
фекты ФБМ с длиной волны 1267 нм на мышах 5xFAD (трансгенной модели 
животных с болезнью Альцгеймера, которая точно имитирует данную  
патологию).  

Материалы и методы исследования. В начале эксперимента оцени-
валось влияние различных доз лазерного излучения на температуру поверх-
ности коры головного мозга с целью определения безопасной терапевтиче-
ской дозы. Эксперимент проводился по следующей схеме: в первую очередь 
необходимо было смоделировать болезнь Альцгеймера у мышей 5xFAD [12]. 
Далее была подобрана оптимально эффективная длина волны для проведения 
фотостимуляции в режиме «17 минут свечения и 5 минут паузы» (рис. 1). 

 

 
Рисунок 1 – Схема моделирования болезни Альцгеймера и фотодинамической терапии 

 
Для сеансов облучения использовался коммерчески доступный лазер-

ный диод (LD-1267-FBG-350, Innolume, Дортмунд, Германия), излучающий 
свет с длиной волны 1267 нм. Лазерное излучение фокусировалось в виде точ-
ки площадью 0,2 см2 с помощью одномодового дистального волокна, оканчи-
вающегося коллимационной оптикой. Луч лазера попадал транскраниально 
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в область сагиттального синуса. В данном исследовании использовались 
три лазерных луча мощностью 16, 32 и 64 Дж/см2 [12; 13]. 

Нагрев поверхности ткани головного мозга, вызванный воздействием 
лазера, контролировался с помощью системы термопар (CAIPUSEN, YET-
620L, Китай). Для регистрации температуры во время применения фотости-
муляции использовался регистратор данных термопары (PicoTechnology, 
USB TC-08, Кембридж, Великобритания). 

Для изучения когнитивных способностей мышей использовались вод-
ный лабиринт Морриса [15–18] и тест распознавания новых объектов. 
Все тесты проводились по общепринятым методикам [19; 20]. 

Общий уровень белка в каждом образце определяли с помощью набора 
для анализа ВСА (Thermo Scientific, Рокфорд, США). После переноса белков 
на мембрану из поливинилиденфторида (Millipore, Биллерика, США) её за-
крывали 5%-м обезжиренным молоком на 1,5 ч при комнатной температуре 
и инкубировали в течение 2 ч с первичными антителами: анти-Аβ (1 : 1000; 
D54D2, Cell Signaling Technology, США). После этого мембрану инкубирова-
ли с HRP-конъюгированным вторичным антителом при комнатной темпера-
туре в течение 1 ч и обрабатывали усовершенствованным набором хемилю-
минесцентных реагентов (Thermo Scientific, Рокфорд, США). Полосы были 
отсканированы и оцифрованы, плотность каждой полосы была определена 
количественно с помощью программного обеспечения FIJI и нормализована 
к значениям β-актина. 

Мышей выводили из эксперимента с помощью газовой камеры. Далее 
получали глубокие шейные лимфатические узлы (ГШЛУ) и выделяли обо-
лочки головного мозга. Затем полученные ткани предварительно фиксирова-
лись в 4%-м растворе формалина при температуре 4 °С в течение ночи. 

Для визуализации лимфатической системы в мозговых оболочках 
их инкубировали в блокирующем растворе (смесь 0,2 % Triton-X-100 и 10 % 
обычной козьей сыворотки в ФБМ) в течение 4 ч с последующей инкубацией 
с Alexa Fluor 488-коньюгированным антителом против Lyve-1 (1 : 500; 
FAB2125G, R & D Systems, США) и кроличьим антителом к Prox-1 (1 : 500; 
ab101851, Abcam, Великобритания) в течение ночи при комнатной темпера-
туре. После промывания мозговые оболочки инкубировали с козьим анти-
кроличьим IgG (H+L) AlexaFluor 561 (Invitrogen, США). 

Чтобы визуализировать Aβ в ГШЛУ, их фиксировали в 2%-м растворе 
агарозы и нарезали на срезы толщиной 100 мкм с помощью вибратома (Leica 
VT1000, Германия). Затем срезы инкубировали в блокирующем растворе 
(смесь 0,2 % Triton-X-100 и 10 % обычной козьей сыворотки в PBS) в течение 
1 ч с последующей инкубацией с AlexaFluor 488-конъюгированными антите-
лами против Lyve-1 и кроличьими антителами против Aβ (1 : 500; D54D2, 
Cell Signaling Technology, США) в течение ночи при комнатной температуре. 
После промывки срезы инкубировали со вторичным антителом AlexaFluor 
555 козы против IgG кролика. 
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Что касается головного мозга, то для полного иммуноокрашивания 
и очистки тканей был применён метод iDISCO+ [25]. После предварительной 
обработки метанолом мозг инкубировали в блокирующем растворе (смесь 
0,2 % Triton-X-100 и 10 % обычной козьей сыворотки в PBS) в течение 2 ч 
с последующей инкубацией с антителом против Аβ (–1 : 500; D54D2, Cell 
Signaling Technology, США) в течение 7 дней при температуре 37 °С. После 
промывки мозг инкубировали с козьим вторичным антителом Alexa Fluor 555 
против кроличьего IgG (1 : 500; Invitrogen, США) в течение 7 дней при темпе-
ратуре 37 °С. Затем образцы обезвоживали градиентным метанолом (M116115, 
Aladdion, Китай), а затем переносили в дибензиловый эфир (108014, Sigma-
Aldrich, США) до тех пор, пока они не становились прозрачными. 

Анестезированных мышей фиксировали в стереотаксической установ-
ке, очищали череп и делали небольшое отверстие над правой боковой по-
верхностью (AP = –0,5 мм, ML = –1,06 мм) для введения 3 мкл 0,2 % раство-
ра красителя Evans Blue (Sigma-Aldrich). Краситель вводили (0,5 мл/мин.) 
в правый боковой желудочек на глубину 2,5 мм и спустя 20 мин. выполняли 
продольный разрез в области шеи для обнажения глубоких шейных лимфа-
тических узлов. 

Для визуализации окрашенных мозговых оболочек, всего головного 
мозга, глубоких шейных лимфатических узлов и для мониторинга лимфодре-
нажа головного мозга in vivo был использован конфокальный лазерный ска-
нирующий микроскоп (Nikon A1R MP, Nikon Instruments Inc).  

Все флуоресцентные изображения были проанализированы с использо-
ванием программного обеспечения FIJI (Bitplane AG, Швейцария). 

Для количественной оценки Aβ в указанных областях мозга сначала 
использовали Clear Map [22] для регистрации в Brainatlas. Поле деформации 
было получено путём сопоставления 10 мкм CCFv3 atlas с полученными 
изображениями спонтанной флуоресценции. Затем на atlas было нанесено 
поле деформации. Сигнал Aβ в определённых областях мозга был получен 
путём отображения сигнала канала А на различные области в соответствии 
с указанием сопоставленных областей. Затем плотность Aβ в указанных об-
ластях определяли с помощью FIJI. 

Все данные были представлены в виде среднего значения ± стандарт-
ного отклонения. Статистический анализ данных проводился в программе 
Prism 9 (Graph Pad). Значимые различия между тремя и двумя группами были 
проанализированы с использованием однофакторного дисперсионного ана-
лиза и t-критерия Манна – Уитни соответственно. Все значения р < 0,05 счи-
тались статистически значимыми. 

Результаты исследования и их обсуждение. На первом этапе мы изу-
чили влияние различных доз ФБМ на поверхности коры головного мозга 
с целью анализа изменения температуры на его поверхности, для чего ис-
пользовались значения 16, 32 и 64 Дж/см2. Повышение температуры поверх-
ности мозга во время ФБМ мощностью 16, 32 и 64 Дж/см2 составило  
0,37, 0,42 и 1,52 °C соответственно (рис. 2а, в). Учитывая, что повышение 
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температуры коры головного мозга на 0,5 °C может вызвать необратимые 
термические повреждения, такие как вазогенный отёк мозговых оболочек 
и повреждение нейронов головного мозга [10; 15], в следующих эксперимен-
тах использовались только мощности 16 и 32 Дж/см2. 

 

 
 

Рисунок 2 – Влияние различных доз ФБМ на изменение температуры поверхности коры 
головного мозга: а — среднее изменение температуры поверхности мозга при применении 
ФБМ в различных дозах; б — индивидуальные значения изменений температуры  
поверхности коры головного мозга во время ФБМ с различными дозами 

 
На втором этапе мы исследовали влияние ФБМ на нейрокогнитивный 

статус мышей с болезнью Альцгеймера, используя следующие тесты: водный 
лабиринт Морриса и распознавание новых объектов. Во время тестирования 
не было выявлено существенной разницы в показателях распознавания но-
вых объектов между четырьмя группами животных (рис. 3а). Однако в ходе 
тестирования индекс распознавания значительно снизился у мышей с болез-
нью Альцгеймера по сравнению с контрольной группой. После проведения 
ФБМ с мощностью 32 Дж/см2 (рис. 3б, в) когнитивные функции были 
успешно восстановлены. Поскольку доза лазера с 32 Дж/см2 была более эф-
фективной при выполнении теста на распознавание нового объекта для изу-
чения пространственного обучения и памяти (рис. 3а-в), та же доза была ис-
пользована для оценки теста «Водный лабиринт Морриса». На рисунке 3г-е 
показано, что мыши с болезнью Альцгеймера демонстрировали более дли-
тельный поиск платформы на 2, 3 и 4 дни по сравнению с мышами из кон-
трольной группы. 

В то же время ФБМ значительно улучшала поиск платформы, причём 
действие лазера с мощностью 32 Дж/см2 показало более сильный терапевти-
ческий эффект, чем мощность 16 Дж/см2 (рис. 3г). Более того, на 6-й день ис-
следования платформу скрывали под водой, и мыши в группе с ФБМ мощно-
стью 32 Дж/см2 находили её лучше, преодолевая расстояние гораздо быстрее, 
чем мыши в группах БА и ФБМ с мощностью 16 Дж/см2 (рис. 3д, e). 
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Рисунок 3 – Влияние различных доз ФБМ на когнитивные функции и уровень Aβ в мозге 
мышей: а — индекс распознавания объектов на тренировочных и б — тестовых сессиях;  
в — типичные траектории перемещения во время сеанса тестирования; г — латентный  
период плавания мышей во время тренировки до и после различных доз ФБМ; 
д — латентный период и е — типичный путь плавания в пробном исследовании  
на 6-й день тестирования в водном лабиринте Морриса (данные в пунктах а, б, г, д  
представлены в виде среднего значения ± стандартное отклонение, n = 8; *p < 0,05,  
** p < 0,01, ***p < 0,001) 

 
Далее анализировали результаты вестерн-блоттинга, которые показали, 

что общий уровень Аβ во всём мозге мышей с болезнью Альцгеймера был 
снижен после применения фотостимуляции (рис. 4). 

На следующем этапе мы изучили влияние ФБМ на клиренс Aβ в раз-
личных областях префронтальной коры и гиппокампа. В сочетании с техно-
логиями визуализации оптической очистки тканей (iDISCO+), регистрации 
в Clear Map Вrain atlas и сегментации областей мозга, мы исследовали клиренс 
Aβ в определённых областях префронтальной коры и гиппокампа (рис. 5). 
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Рисунок 4 – Вестерн-блоттинг анализ: а — изображение Аβ методом вестерн-блоттинга;  
б — количественный анализ Аβ в головном мозге мыши (данные представлены в виде 
среднего значения ± стандартное отклонение, n = 10; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001) 
 

 
Рисунок 5 – 3D визуализация областей мозга и фотостимуляция лимфатического  
выведения Aβ из префронтальной коры и гиппокампа: а — 3D изображения накопления 
Aβ в полушарии после маркировки ткани и сегментации; б — репрезентативные трёхмерные 
флуоресцентные изображения Aβ в гиппокампе DG, CA1, CA2 и СА3; в — трёхмерные  
флуоресцентные изображения Aβ в префронтальной коре ACA, PL, ILA, MOs, ORB и Al 
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Анализ показал, что плотность бляшек Aβ снизилась во всех субрегио-
нах префронтальной коры и гиппокампа со специфичностью в разных обла-
стях (рис. 5б, в). В частности, после фотостимуляции уменьшилось количе-
ство бляшек Aβ в гиппокампе СА1, СА2, САЗ и DG на 37, 34, 51 и 36 % соот-
ветственно (рис. 6). Эти области мозга обеспечивают долговременную, соци-
альную, пространственную память и распознавание сходных воспоминаний. 

 

 
 

Рисунок 6 – Скорость выведения Aβ из префронтальной коры и гиппокампа (%) 
 

В целом после фотостимуляции отложение Aβ в головном мозге было 
значительно снижено. Трёхмерные данные показали, что плотность бляшек 
Aβ в префронтальной коре и субрегионах гиппокампа, связанных с памятью 
и когнитивными функциями, была уменьшена в разной степени. 

Медиальная префронтальная кора, включая АСА, PL, ILA и MOs, игра-
ет решающую роль в когнитивных процессах и регуляции эмоций. Плотность 
бляшек Aβ в вышеуказанных четырёх областях мозга была снижена на 36, 26, 
48 и 31 % после терапии (рис. 6). Латеральная префронтальная кора, вклю-
чающая области ORB и AI, отвечает за чувства, когнитивные функции, соци-
альное поведение и принятие решений. Фотобиомодуляция уменьшила коли-
чество бляшек Aβ на 42 и 49 % в вышеуказанных двух областях мозга соот-
ветственно. 

Плотность бляшек Aβ в префронтальной коре была выше, чем в гиппо-
кампе у мышей. После проведения фотостимуляции плотность Aβ заметно 
снизилась, и это снижение было статистически сходным между префрон-
тальной корой и гиппокампом (префронтальная кора: скорость уменьше-
ния — 39 %; гиппокамп: скорость уменьшения — 36 %; рис. 6). 
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На основании полученных данных концентраций Aβ в префронтальной 
коре и гиппокампе был проведён статистический анализ. Как показано на ри-
сунке 7б, в гиппокампе наблюдается более усиленное снижение концентрации 
Aβ в области СА1, а наименьшее выведение — в СА2 и DG. В префрон-
тальный коре наибольший клиренс был заметен в области ILA, а наимень-
ший — в PL. 

 

 
 

Рисунок 7 – Данные количества Aβ в префронтальной коре и гиппокампе до и после  
фотостимуляции: а — количество бляшек Aβ в префронтальной коре головного мозга  
и гиппокампе до и после фотостимуляции; б — количество бляшек Aβ в DG, CA1, CA2  
и СА3 до и после фотостимуляции; в — количество бляшек Aβ в ACA, PL, ILA, MOs, 
ORB и Al до и после фотостимуляции 

 
Приведённые выше результаты показывают, что ФБМ снижала нагруз-

ку Aβ на головной мозг мышей с Альцгеймером. 
Менингеальные лимфатические сосуды и глубокие шейные лимфати-

ческие узлы являются важными путями выведения метаболитов и токсинов 
из головного мозга. В результате исследований было выявлено, что фотости-
муляция может способствовать выведению Aβ у мышей. Поэтому большое 
внимание уделялось влиянию ФБМ на стимуляцию лимфатического выведе-
ния красителя Evans Blue из мозга, имитируя путь выведения Aβ. На рисун-
ке 8 показано, что болезнь Альцгеймера сопровождается уменьшением лим-
фооттока с Evans Blue из головного мозга и накоплением красителя в глубо-
ких шейных лимфатических узлах.  
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Рисунок 8 — Флуоресцентные изображения клиренса Evans Blue из правого бокового  
желудочка в глубоких шейных лимфатических узлах в группах БА и БА + ФС.  
Количественный анализ интенсивности флуоресценции Evans Blue в ГШЛУ в группах БА 
и БА + ФС. Масштабная линейка — 2 мм (данные представлены в виде среднего  
значения ± стандартного отклонения, n = 3; ***p < 0,001) 

 
Эти данные указывают, что после фотостимуляции лимфатический 

клиренс Evans Blue значительно улучшился (БА против БА + ФС, 60 мин.: 
р = 0, 029; 80 мин.: р = 0, 036). 
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Более того, было выявлено, что фотобиомодуляционная терапия может 
увеличивать диаметр базальных менингеальных лимфатических сосудов 
(БА против БА + ФБМ, р = 0, 007), как показано на рисунке 9. 

 

 

Рисунок 9 — Флуоресцентные изображения и распределение по диаметру базальных  
менингеальных лимфатических сосудов (помеченных анти-LYVE-1 и анти-PROX-1) 
в группах БА и БА + ФС. Количественный анализ среднего диаметра МЛС. Масштабная 
линейка — 50 мкм (данные представлены в виде среднего значения ± стандартного  
отклонения, n = 10; **p < 0,01) 

 
Таким образом, приведённые выше результаты свидетельствуют о том, 

что фотостимуляция может улучшить лимфодренаж посредством модуляции 
тонуса менингеальных лимфатических сосудов, способствуя выведению Aβ 
из головного мозга в глубокие шейные лимфатические узлы у мышей  
с болезнью Альцгеймера. 
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Заключение. В настоящем исследовании мы демонстрируем, что ФБМ 
с длиной волны 1267 нмс, мощностью 32 Дж/см2 может значительно улуч-
шить когнитивные способности у мышей 5xFAD без критического повыше-
ния температуры поверхности головного мозга. Кроме того, мы предполага-
ем, что 1267 нм ФБМ может улучшить лимфодренаж, способствуя выведе-
нию Aβ из тканей мозга в глубокие шейные лимфатические узлы. Более того, 
трёхмерные результаты показывают, что плотность бляшек Aβ снижается 
во всех областях префронтальной коры и гиппокампе. Наши данные ясно де-
монстрируют, что 1267 нм ФБМ может быть многообещающей терапевтиче-
ской стратегией для лечения болезни Альцгеймера. 

Амилоидоз является одной из причин нейродегенерациии когнитивных 
нарушений, связанных с болезнью Альцгеймера [23; 24]. Следовательно, 
определение пространственного распределения Aβ может выявить патогене-
тический механизм, проиллюстрировать патологические проявления этого 
заболевания, а также быть удобным для скрининга и изучения эффективно-
сти терапевтических методов. Наши данные показывают, что применение 
ФБМ значительно уменьшает количество бляшек Aβ в областях CA1 и CA3 
на 37 и 51 % соответственно, что соответствует результатам теста лабиринта 
Морриса. Кроме того, плотность Aβ бляшек в области гиппокампа DG, кото-
рая отвечает за кодирование, поиск и распознавание сходных объектов, была 
значительно снижена (36 %), что согласуется с результатами теста на распо-
знавание новых объектов. Наши данные свидетельствуют о том, что после 
ФБМ плотность бляшек Aβ в шести областях префронтальной коры, которые 
участвуют во внимании, памяти, речи и других когнитивных процессах, была 
также значительно снижена. Такие результаты могут свидетельствовать 
о том, что ФБМ может улучшить соответствующие функции. 

Система лимфатических сосудов является эффективным каналом вы-
ведения Aβ из головного мозга [25; 26]. Наши результаты доказывают, 
что ФБМ эффективно способствует выведению эндогенно продуцируемого 
Aβ из головного мозга по лимфатическому пути [27]. Эти результаты согла-
суются с нашими предыдущими данными, свидетельствующими о том, 
что ФБМ может модулировать тонус лимфатических сосудов, способствуя 
лимфатическому оттоку жидкости из головного мозга мышей с внутрижелу-
дочковыми кровоизлияниями [28]. 

Таким образом, фотобиомодуляция с длиной волны 1267 нм является 
неинвазивным и эффективным терапевтическим подходом для снижения це-
ребральной нагрузки Aβ и улучшения когнитивных функций у мышей с бо-
лезнью Альцгеймера. Опосредованная стимуляция выведения Aβ из головно-
го мозга по лимфатическому пути может быть ключевым механизмом тера-
певтического действия ФБМ при болезни Альцгеймера. 
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