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ВВЕДЕНИЕ 

В данной работе представлено описание создания лазерной установки на 

активных средах LiCaAlF6:Ce3+ и LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+ для исследования 

влияния ультрафиолетового (УФ) излучения на жизнеспособность различных 

культур клеток. Создание и улучшение лазерной системы позволяет 

анализировать влияние ультрафиолетового света на различные биологические 

объекты. 

Основная часть дермы содержит в себе белки, продуцируемые клетками 

фибробластами, они отвечают за состав межклеточного матрикса, регулируют 

различные процессы воспаления и регенерации. 

Объектом исследования были выбраны клетки лёгкого эмбриона быка 

LEC, которые являются модельными клетками для фибробластов. Данные 

клетки обладают схожей морфологией, также они обладают высокой 

пролиферативной активностью и стабильностью, что позволяет обеспечить 

высокую повторяемость результатов исследования.  

Генерация лазерного излучения в ультрафиолетовом диапазоне и 

управление ею позволяют определить механизмы взаимодействия света с 

клетками. Одним из таких механизмов является увеличение содержания 

активных форм кислорода (АФК) при облучении клеток ультрафиолетом, что 

приводит к различным патологиям, например, к разрушению межклеточного 

матрикса. Это приводит к дисфункциональности клеток или к их гибели.  

Критерием оценки влияния света на клеточную популяцию является 

такая характеристика как жизнеспособность, то есть количество живых клеток 

ко всем в системе.  

Анализ жизнедеятельности проводился с помощью МТТ-теста, поэтому 

живой клеткой считалась та, в которой после воздействия излучения 

наблюдалась митохондриальная активность. Митохондриальные ферменты 

восстанавливали реагент МТТ до нерастворимого фиолетового кристалла.  

Для нейтрализации влияния активных форм кислорода использовались 

антиоксиданты.  Возможны различные варианты взаимодействий между ними 
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как прямое воздействие через электроны и атомы водорода, так и через 

эндогенные механизмы, а именно выработку транскрипционного фактора, 

снижающего экспрессию АФК. Для этих целей в нашей работе использовались 

витамины C и E. 

Целью данной работы является анализ жизнеспособности клеток 

лёгкого эмбриона быка при облучении их коротковолновым импульсным 

лазерным ультрафиолетовым светом и анализ влияния антиоксидантов на 

выживаемость клеток.  

Основными задачами данной работы являются: 

1) Создание лазера на кристалле LiCaAlF6:Ce3+ и усилителя на 

данной активной среде; 

2) создание лазерной установки на активной LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+; 

3) измерение зависимости энергетических характеристик генерации; 

4) определение временных и пространственных параметров лазера; 

5) использование лазера для анализа жизнеспособности клеток; 

6) освоение методов исследования жизнеспособности клеток; 

7) анализ результатов МТТ-теста. 

В ходе данной работы была реализована генерация лазерного излучения 

в импульсном режиме с длинами волн 290 нм и 310 нм на активных средах 

LiCaAlF6:Ce3+ и LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+. Произведен макет лазера на активных 

средах LiCaAlF6:Ce3+ и LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+ с дифференциальными КПД  

29 % и 12,9 % соответственно. Определен диапазон мощностей для 

ультрафиолетового лазерного излучения, обладающий спектром эффектов на 

жизнеспособность модельных клеток. Витамины С концентрацией 50 мкг/мл 

и Е в концентрации 500 мкг/мл снизили губительный эффект излучения на 

жизнеспособность клеток, что может свидетельствовать об их протективном 

действии при генерации внеклеточных АФК.  
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Ультрафиолетовая терапия для лечения кожных заболеваний 

УФ-терапия (фототерапия) – неинвазивный и немедикаментозный 

способ лечения различных кожных заболеваний, таких как псориаз, экзема, 

витилиго и т. д., ультрафиолетовым излучением.  

Искусственные источники УФ-излучения начали применяться в 

терапии еще в начале 20 века [1].  

УФ-лучи подразделяют на три диапазона: 

• коротковолновые ультрафиолетовые лучи УФ-C — 100-280 нм; 

•  средневолновые ультрафиолетовые лучи УФ-B — 280-320 нм; 

•  длинноволновые ультрафиолетовые лучи УФ-A — 320-400 нм. 

Проникающая способность излучения зависит от длины волны, что 

имеет ключевое значение в назначении лечения различных дерматозов, когда 

патологический процесс локализуется в том или ином слое кожи или 

подкожной жировой клетчатки. Средневолновые УФ-лучи проникают через 

роговой слой и достигают шиповатого слоя эпидермиса, длинноволновые 

УФ-лучи, проникая через эпидермис, достигают сосочкового и сетчатого 

слоев дермы. Ультрафиолетовое излучение оказывает 

противовоспалительное, антипролиферативное и иммуносупрессивное 

действие.  

Излучение в УФ-диапазоне способно вызывать неблагоприятные 

эффекты в коже [2], приводящие к повреждению клеток и внешнему 

фотостарению, изменению пигментации и потере коллагена. Это происходит 

в результате поглощения излучения хромофорами, а также из-за 

возникновения свободных радикалов – активных форм кислорода из воды и 

при поглощении другими веществами, присутствующими в коже. 
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1.2 Взаимодействие лазерного излучения с биологическими 

объектами. 

Ключевой особенностью лазерных излучателей считается способность 

максимально концентрировать энергию в ограниченном пространстве, во 

времени и в спектральном диапазоне.  

Выделяют три типа воздействия лазеров на биологические объекты [3]: 

1) Воздействие на ткани патологического очага импульсным или 

непрерывным лазерным излучением; 

Данный тип используется в дерматологии и онкологии для облучения 

очагов заболеваний. Типичная плотность мощности таких процессов порядка 

105 Вт/м2. 

2) Рассечение тканей, когда поверхность, на которую происходит 

воздействие, начинает разрушаться;  

Использование такого типа воздействия встречается в хирургии. 

Плотность мощности порядка 107 Вт/м2. 

3) Воздействие физиотерапевтического типа, низкоэнергетическое 

излучение, не вызывающее морфологических изменений, но приводящее к 

биохимическим и физиологическим изменениям в организме. Плотность 

мощности такого процесса порядка единиц и десятков ватт на квадратный 

метр.  

Обширность различных с точки зрения строения биологических 

объектов обуславливает применение множества различных по своим 

характеристикам лазеров для использования их в исследованиях влияния 

излучения, а также применяемых для лечения заболеваний.  

 

1.3 Повреждение клеточной ДНК ультрафиолетовым излучением 

Энергия фотонов ультрафиолетового излучения лежит в диапазоне от 

нескольких единиц до нескольких сотен электронвольт, что является 

достаточным для возбуждения валентных электронов в структуре 

дезоксирибонуклеиновых кислот. Спектр поглощения УФ-излучения для 

ДНК имеет широкий максимум в дальнем УФ-диапазоне, меньше 220 нм, 
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также пик при 260 нм, который переходит в ближние длины волн, около 300 

нм [4]. Поглощение УФ-излучения ДНК в основном происходит в азотистых 

основаниях. Электроны при взаимодействии со светом переходят из 

состояния с занятыми орбиталями в состояния разрыхляющих орбиталей. 

Существует несколько механизмов, приводящих к изменению или 

разрушению структуры ДНК. В работе [5] описывается генерация объемных 

фотодимеров в дипиримидиновых участках (последовательностях 

нуклеиновых кислот) под воздействием солнечного ультрафиолетового 

излучения. Основными образующимися фотодимерами являются 

циклобутановые пиримидиновые димеры и пиримидин-6,4-пиримидоновые 

фотопродукты. Влияние данных молекул заключается в неправильной работе 

репликации и транскрипции ДНК.  

Образование фотодимеров в дипиримидиновых участках имеет 

мутагенный характер. Излучение в ультрафиолетовом диапазоне меняет один 

вид азотистого основания на другой, этот процесс носит название 

транзиционные мутации, в дипиримидиновых участках. Методами борьбы с 

этим явлением в организме являются глобальная геномная эксцизионная 

репарация нуклеотидов и транскрипционно-сопряжённая эксцизионная 

репарация нуклеотидов. 

Ещё одним фактором, влияющим на работу дезоксирибонуклеиновой 

кислоты, является генотоксичный стресс. Например, ультрафиолетовый свет 

вызывает фотоканцерогенез, что, в свою очередь, является причиной 

формирования рака кожи. Способом защиты от генотоксичного стресса 

выступает сеть механизмов ответов на повреждения, источниками которых 

являются сенсоры. Тем самым, запускаются механизмы: репарация ДНК, 

контроль клеточного цикла, апоптоз и транскрипция. 

Помимо этого, из-за ультрафиолетового излучения возникают 

окислительные повреждения молекул, а также разрывы ДНК. 

Ультрафиолетовое излучение типа A, лежащее в диапазоне 315-400 нм, не 

напрямую повреждает ДНК, а через передатчиков энергии, 
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фотосенсибилизаторов, в основном клеточных хромофоров. Они 

продуцируют генерацию активных форм кислорода.  

 

1.4 Влияние ультрафиолетового излучения на белки 

Влияние ультрафиолетового излучения на белки и на ДНК имеет 

одинаковую природу. Увеличение энергии белков происходит из-за прямого 

поглощения света или через фотосенсибилизаторы. Высокое содержание 

белков, а также естественных светопоглощающих молекул, называемых 

эндогенными хромофорами (триптофан, тирозин, фенилаланин, гистидин, 

цистеин и цистин; УФ-спектры этих аминокислот приведены в [6]), делают 

их основными мишенями для поглощения УФ-излучения. Боковые цепи 

аминокислот выступают главным источником поглощения. Также в случае 

как с ДНК, происходит окисление с участием реакционноспособного 

синглетного кислорода.  

В работе [7] рассматриваются процессы, связанные с взаимодействием 

аминокислот и УФ-излучения.  При поглощении хромофорами УФ-

излучения молекулы переходят в первое возбужденное синглетное 

состояние, перенося энергию на другие группы путем столкновений молекул 

и колебаний или при безызлучательных переходах в триплетное состояние.  

Согласно [8], триплетные состояния триптофана, тирозина, фениланина 

имеют время жизни порядка 10–6 с, что в 1000 раз больше, чем для 

синглетного. Молекулы в этом состоянии вступают в реакцию переноса 

электрона с молекулами-акцепторами, например, цистинами. Далее 

генерируются радикал-катионы триптофана и тирозина, от которых 

отщепляются протоны, что приводит к образованию нейтральных радикалов 

аминокислот [9]. Вступая в дальнейшие реакции, данные молекулы образуют 

пероксильные радикалы или, в ряде случаев, приводят к отрыву атома 

водорода [10]. 
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1.5 Активные формы кислорода и антиоксиданты 

Активные формы кислорода – ионы кислорода, свободные радикалы, 

пероксиды органического и неорганического происхождения. Метаболизм 

кислорода в клетках приводит к постоянному образованию АФК. Одной из 

главных их особенностей является повышенная реактивность (способность 

вступать в реакции), которая обусловлена тем, что на внешнем электронном 

уровне располагается неспаренный электрон. К нормальным функциям АФК 

относят индукцию иммунной системы и контроль ионного транспорта. Также 

активные формы кислорода запускают апоптоз (программируемую смерть 

клетки). Повышенное производство активных форм кислорода создает 

оксидативный стресс, термин, означающий повреждение всех компонентов 

клетки, в том числе белков и ДНК.  

Помимо прямого воздействия АФК на клетки, различают косвенное, за 

счет продуктов реакций взаимодействия – различные радикалы.  

Еще одной функций активных форм кислорода является передача 

редокс-сигнала, то есть окислительный стресс может привести к нарушению 

механизмов передачи сигнала в клетке.  

Антиоксиданты – вещества, ингибирующие окисление, 

нейтрализующие действия свободных радикалов. Разделяют ферментные и 

неферментные антиоксиданты. К ферментным относят вещества белки-

катализаторы, например, супероксиддисмутазу, каталазу и другие. В нашей 

работе рассматривались два неферментативных антиоксиданта: аскорбиновая 

кислота (витамин C) и токоферол (витамин E). Также существуют другие 

неферментативные антиоксиданты: ликопин, 𝛽-каротин и другие.  

Молекулы антиоксиданта взаимодействуют с активными радикалами с 

образованием малоактивных радикалов. Избыточная концентрация 

антиоксидантов в организме может приносить вред, поэтому важно соблюсти 

баланс между содержанием АФК и внутренними антиоксидантами.  
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1.6 Влияние активных форм кислорода на клетки 

Молекулы АФК, происходящие из разных источников (НАДФН-

оксидаза, ксантиноксидоредуктаза (XOR), пероксисомальные оксидазы и др.) 

в клетке, способны индуцировать процесс перекисного окисления липидов.  

Сам процесс взаимодействия АФК с клетками имеет цепной характер. 

Она начинается с реакции молекулы АФК с полиненасыщенными жирными 

кислотами. Атомы водорода удаляются от метиленовых групп липидов, 

образуя липидный радикал. Далее происходит реакция с молекулярным 

кислородом, приводящая к образованию пероксильного радикала. Реакция 

этого радикала с другой полиненасыщенной жирной кислотой приводит к 

образованию перекиси липида и нового радикала, запускающего цепную 

реакцию. Окисление липидов участвует в процессах развития таких 

заболеваний человека, как атеросклероз и рак. 

 

1.7 Переходы трехвалентных ионов для создания 

ультрафиолетового лазера 

Используемые в твердотельных лазерах активные среды, например, 

такие как Y2Al5O12, LiCaAlF6, LiLu(Y)F4 и множество других, работают 

благодаря их допированию трехвалентными редкоземельными ионами (РЗИ).  

Особенностью редкоземельных ионов является структура их 

электронных оболочек, а именно, помимо заполненных по 5p6 оболочек, 

также есть валентные электроны на 6s2 и 5d1 или один электрон из 4f 

оболочки. Именно за счёт этого факта, возможно использование оптических 

переходов данных РЗИ.  

Ещё одной ключевой особенностью является то, что данная свободная 

электронная оболочка экранирована заполненными 5s-, 5p-оболочками. 

Поэтому вклад внешних электростатических полей меньше, чем спин-

орбитальное взаимодействие для 4f-электронов.  
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Активные среды, используемые для создания ультрафиолетового 

излучения, работают благодаря межконфигурационным переходам, а именно 

при возбуждении в более энергетические состояния, с конфигурациями  

4fn-15d ионов Ce3+. 

Ион церия является одним из более пригодных для создания 

ультрафиолетового излучения, связано это с тем, что первая половина 

лантаноидов имеет большую вероятность излучательных 5d-4f переходов. В 

работе [11] представлена схема относительных расположений термов 4fn- и 

4fn-15d-конфигураций, из которой видно, что перекрытие этих состояний не 

наблюдается только для ионов: Ce3+, Pr3+, Nd3+, Tm3+, Yb3+, Lu3+. Среди 

данных ионов высокий квантовый выход люминесценции имеют ионы: Ce3+, 

Pr3+, Nd3+, Tm3+. 

Ион церия из-за того, что на его 4f-оболочке содержится только один 

электрон обладает самой простой энергетической схемой среди всех РЗИ.  

 

Рисунок 1 – Cхема энергетических уровней свободного иона Ce3+ 

На данном рисунке представлена схема энергетических состояний [12, 

13] свободного трехвалентного иона церия.  Термы 2F соответствует 

основному состоянию, термы 2D, 2S и 2P - возбуждённым. Уровни 2F и 2D 
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расщепляются на два дуплета из-за спин-орбитального взаимодействия. 

Спектру 5d-4f люминесценции соответствуют переходы с 2D3/2 на 

мультиплеты 2F. В поле кристаллической решётки уровни энергии Ce3+ 

расщепляются из-за эффекта Штарка.  

 

1.8 Особенности активной среды LiCaAlF6:Ce3+ для создания 

лазера в УФ диапазоне 

Основной причиной выбора матрицы LiCaAlF6 для дальнейшего 

допирования трехвалентными ионами церия послужило то, что данный 

кристалл обладает большой шириной запрещенной зоны, порядка  

100000 см-1, относительно известных диэлектрических материалов. Широкая 

запрещенная зона препятствует проявлению различных фотодинамических 

процессов, которые ухудшают эффективность работы лазера.  

Главный недостаток данной матрицы обусловлен отсутствием 

катионной позиции для редкоземельных ионов, в частности церия. Именно с 

этим связана трудность выращивания оптически качественных кристаллов. 

Коэффициент распределения ионов равен десятым долям атомного процента, 

что является достаточным для работы с разрешенными дипольными 

межконфигурационными 4f-5d переходами. 

Еще одно преимущество данной активной среды заложено в её спектре 

поглощения, представленном на рисунке 2 [14]. Кристалл поглощает 

излучение в диапазоне 260-270 нм, что позволяет использовать известный 

неодимовый лазер с длиной волны 266 нм в качестве накачки.  
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Рисунок 2 – Спектр поглощения в неполяризованном свете в ближнем УФ 

диапазоне кристалла LiCaAlF6:Ce3+ с атомной концентрацией 0,3 % при 300 К 

Допированние ионами церия кристалла обеспечивает улучшение 

фотохимической устойчивости к излучению накачки 266 нм в область 4f-5d 

переходов ионов Ce3+, это проявляется в стабильности характеристик 

спектра. Именно это послужило для выбора данной активной среды в работе 

[15].  

Диапазон перестройки ультрафиолетового излучения для 

LiCaAlF6:Ce3+, представленный на рисунке 3 [16], имеет пик с наибольшей 

интенсивностью при длине волны 280–290 нм, а также еще один пик при 308-

312 нм.  



 

14  

 

Рисунок 3 – Диапазон перестройки для LiCaAlF6:Ce3+ при накачке в 266 нм и 

температуре 300 К 

 

1.9 Особенности активной среды LiLu0,7Y0,3 F4: Ce3+-Yb3+ для 

создания лазера в УФ диапазоне  

Для получения ультрафиолетового излучения в более длинноволновой 

области по сравнению с генерацией лазера на LiCaAlF6:Ce3+ нами 

использовалась активная среда LiLu0,7Y0,3 F4: Ce3+-Yb3+.  

Основной причиной для выбора данной активной среды является то, 

что для нее наблюдается перекрывание спектра поглощения от спектра 

люминесценции кристалла LiCaAlF6:Ce3+. Тем самым, для накачки данной 

среды мы можем использовать лазер, на основе кристалла, рассмотренного в 

пункте 1.5.  

До этого учеными были проделаны работы по сравнению двух 

кристаллических структур LiYF4:Ce3+ и LiLuF4:Ce3+. Так, например, в работах 

[18, 19] были определены коэффициенты распределения ионов Ce3+ в данных 

кристаллах. Они составили 0,26 для LiYF4 и 0,066 для LiLuF4. Однако 

кристалл с добавлением лютеция вместо иттрия обладает рядом 

преимуществ, а именно, он имеет большую ширину запрещенной зоны, ион 

Lu3+ на 4f оболочке имеет только 1 энергетический уровень, поэтому для него 
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отсутствуют каналы безызлучательной передачи энергии на 4f-состояния 

катионов матрицы. За счет добавления трехвалентных ионов лютеция 

уменьшается разница энергий между основными уровнями редкоземельных 

ионов-активаторов и максимумом валентной зоны матрицы. Всё это 

препятствует протеканию фотодинамических процессов, таких как 

образование центров окраски [17], которые негативно сказываются на 

формировании лазерного излучения. 

Все эти факторы обуславливают использование смешанного кристалла 

LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+. Ионы Y необходимы для увеличения коэффициента 

распределения ионов Ce в кристалле, ионы Yb используются для 

эффективной работы данной активной среды.  

Диапазон перестройки лазерной генерации [16] для кристалла LiLuF4 

на рисунке 4 показывает, что с помощью данной активной среды можно 

получить ультрафиолетовое излучение в диапазоне 300-350 нм.  

 

Рисунок 4 – Диапазон перестройки для LiLuF4:Ce3+ 
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2. МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1 Создание лазеров УФ диапазона на активных средах 

LiCaAlF6:Ce3+ и LiLu0,7Y0,3F4: Ce3+-Yb3+ 

Для получения УФ-излучения с длинными волн равными 290 нм и 310 

нм необходимо использовать активные среды, возбуждающие излучение с 

такими характеристиками. Нами был использован кристалл LiCaAlF6:Ce3+ в 

связи с тем, что излучение накачки неодимового лазера с длиной волны 266 

нм соответствует линии поглощения для LiCaAlF6, также допированние 

ионами церия способствует улучшению фотохимической устойчивости к 

накачке, это необходимо для того, чтобы в течение эксперимента не 

происходили изменения характеристик спектра. Таким образом, мы смогли 

преобразовать длину волны с 260 нм до 290 нм.  

Аналогично, использование кристалла LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+ 

преобразовывало длину волны с 290 нм до 310 нм.  С целью получения 

лазерной генерации на данных активных средах были созданы резонаторы. 

Кристаллы помещались между двумя параллельными зеркалами с 

коэффициентами отражения 80 и 99,9 %. Данные активные среды 

генерируют лазерное излучение путем вынужденных переходов при 

создании инверсной населенности. Также дополнительно использовался 

телескоп с целью фокусировки накачки на поверхности активной среды для 

LiCaAlF6:Ce3+, в случае лазера на 310 нм для этого использовалась 

цилиндрическая линза. Для эффективного поглощения излучения данными 

кристаллами были использованы поляризаторы.  

 

2.2 Создание усиления генерации ультрафиолетового излучения 

на кристалле LiCaAlF6:Ce3+ 

В основе усиления лежит метод – вынужденного излучения. Проходя 

через активную среду, фотон индуцирует процесс вынужденного излучения, 

что приводит к возникновению такого же фотона, то есть когерентного по 

фазе, поляризации и направлению. Для этого должно выполняться условие 
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инверсной населенности, которое достигается путем внешней накачки 

кристалла электромагнитным излучением в спектральной полосе 

поглощения.  

 Однако такой метод обладает рядом физически обусловленных 

недостатков, а именно: насыщением усиления, усиление спонтанного 

излучения, ухудшение отношения сигнала на шум, безызлучательная 

релаксация. В связи с этими факторами усилитель может иметь 

нестабильный характер работы.  

Для создания усилителя использовалась та же активная среда, что и для 

генерации излучения в 290 нм, LiCaAlF6:Ce3+, на поверхность которой 

одновременно подается накачивающее излучение в 266 нм и 

сгенерированное первым кристаллом излучение в 290 нм, усиливающееся 

кристаллом. Накачка этого кристалла внешним излучением приводит к 

созданию инверсной населенности. Переходы электронов на нижние уровни 

энергии усиливают генерацию лазерного излучения. Таким образом, удалось 

достигнуть коэффициента усиления, равного 1,6.  

 

2.3 Измерение временных характеристик лазера 

Длительность импульса — это временной интервал, в течение которого 

мгновенная мощность импульса превышает половину его пикового значения. 

В зависимости от этого параметра лазеры классифицируют по временным 

диапазонам. 

Для создания коротких импульсов, порядка нескольких наносекунд, 

используется метод модуляции добротности, который подразумевает 

намеренное уменьшение добротности оптического резонатора при накачке, 

благодаря этому происходит накопление энергии в активной среде, после 

чего производится улучшение оптических свойств. Вся энергия 

концентрируется в световом импульсе. 



 

18  

Измерение длительности импульса происходит с помощью фотодиода. 

Свет после попадания на фотодиод передает сигнал на осциллограф, аналого-

цифровой преобразователь обеспечивает визуализацию этого сигнала. 

 

2.4 Определение коэффициента качества пучка 

В физике лазеров для описания пространственной структуры излучения 

используется параметр M2. Данный коэффициент показывает, насколько 

данный пучок близок к гауссову.  

Для многомодового излучения связь расходимости с диаметром 

перетяжки определяется с помощью данного коэффициента распространения 

пучка M2. 

𝜃0 = 𝑀2
4𝜆

𝜋𝐷0
 

где 𝜃0 и 𝐷0 – расходимость и диаметр пучка в высшей моде, для 

гауссово излучения параметр M2 = 1. 

Для вычисления этого параметра производилась серия измерений. 

Пучок лазерного излучения фокусировался с помощью собирающей линзы с 

фокусным расстоянием 75 мм, после чего производилось измерение 

зависимости диаметра пучка от расстояния после линзы. Таким образом, 

измерение лазерного излучения производилось вблизи фокуса и на удалении 

от него.  

После определения расходимости излучения и диаметра перетяжки был 

рассчитан параметр качества пучка.  

 

2.5 Методика облучения клеточной культуры 

После получения необходимого для исследования УФ-излучения 

начался этап облучения клеток. Подготовка и обработка культуры клеток 

легкого эмбриона быка была произведена в Институте фундаментальной 

медицины и биологии Казанского федерального университета.  

Всего за время работы было подготовлено 12 девяносто шести 
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луночных планшета с клетками ЛЕК: 6-дневных и 6 с инкубацией 24 часа 

после облучения. Клетки засевали в количестве 10000 на лунку. Витамины C 

и E вносили в часть лунок в концентрации 50 и 500 мкг/мл соответственно. 

Растворы витаминов были произведены с использованием 

диметилсульфоксида (0,01 % DMSO) и дистиллированной воды (dH2O). 

Контрольная группа клеток находилась все время в инкубаторе, другая часть 

была в лаборатории и не была облучена ультрафиолетовым излучением, и 

третья часть облучалась в течение 15 минут на каждую лунку. Воздействие 

на клетки происходило при различной мощности излучения и при двух 

длинах волн 290 нм и 310 нм.  

После чего производился анализ жизнеспособности всех клеток 

методом МТТ.  

 

2.6 МТТ-тест 

Анализ жизнеспособности клеток лёгкого эмбриона быка производился 

методом МТТ-теста [20]. Основная суть данного метода заключается в том, 

что происходит реакция восстановления жёлтой соли тетразолия МТТ 

митохондриальными дегидрогеназами живых клеток до пурпурных 

кристаллов формазана, которые нерастворимы в водной среде обитания 

клеток. Количество образовавшегося формазана пропорционально числу 

жизнеспособных клеток в лунке. После облучения в лунки вносили по 5 мкл 

раствора МТТ (5 мг/мл) и инкубировали в течение 3 ч при 37 oC в атмосфере 5 

% СО 2. По завершении инкубации среду из лунок аспирировали и вносили 

туда по 100 мкл диметилсульфоксида, чтобы растворить выпавший в осадок 

формазан. После измеряли при помощи планшетного ридера оптическую 

плотность раствора в лунках. 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

3.1 Устройство лазера на кристалле LiCaAlF6:Ce3+ с усилением и 

его схема 

Перспективной средой для генерации лазерного излучения с длиной 

волны 290 нм является кристалл LiCaAlF6:Ce3+ при накачке излучением 266 

нм, обеспечивающий диапазон перестройки длины волны лазерного 

излучения от 281 нм до 312 нм [21,22]. Активированные ионами Ce3+ 

фторидные активные среды работают по четырехуровневой схеме. В качестве 

иона активатора выступает ион Ce3+, чьи энергетические уровни являются для 

лазера рабочими. Накачка осуществлялась четвертой гармоникой лазера 

YAG:Nd3+ 266 нм. Кристалл устанавливается под углом Брюстера 

относительно накачки.  Резонатор представлял собой два плоских 

параллельных зеркала с коэффициентами отражения 99,99 % (3) и 80 % (6). 

Для сужения диаметра накачки использовали телескоп (4). Поляризационные 

пластинки (5) были установлены с целью изменения плоскости поляризации 

излучения 4-й гармоники лазера YAG:Nd3+. 

Для усиления лазерной генерации используется кристалл аналогичный 

тому, что помещён в резонатор. В данный кристалл под углом Брюстера 

заводится генерация лазерного излучения 290 нм, а также накачка 266 нм.  

 
Рисунок 5 – Схема лазера LiCAF и его усилителя 
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После юстировки резонатора и усилителя мы достигли увеличения 

выходной мощности излучения, а также конечный дифференциальный КПД 

составил 29 %. 
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Рисунок 6 – Энергетическая зависимость лазера LiCAF:Ce 
 

3.2 Схема лазерной установки на активных средах LiCaAlF6:Ce3+ 

и LiLu0,7Y0,3 F4: Ce3+-Yb3 

Конечная схема лазерной установки представлена на рисунке 7. 

Компоненты от лазера YAG:Nd3+ до кристалла-усилителя и их функции 

описаны в пункте 3.1. Аналогично резонатору на кристалле LiCaAlF6:Ce3+, был 

собран резонатор на смешанном кристалле LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+, 

позволяющий получить перестройку в ультрафиолетовом диапазоне, но в 

области от 305 до 340 нм. Данная активная среда помещалась между двумя 

зеркалами с коэффициентами отражения 99,9 % и 80 %, после чего была 

накачена усиленным излучением в 290 нм. Также использовался поляризатор, 

меняющий линейно поляризованный свет от усилителя на круговой. 

Цилиндрическая линза (7) меняла форму пучка и фокусировала излучения на 

поверхности кристалла LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+. Далее сгенерированное 

излучение от данного кристалла направлялось на исследуемый объект с 

помощью поворотной призмы.  
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Рисунок 7 – Полная схема экспериментальной установки 

После сборки и юстировки лазера на активной среде LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-

Yb3+ была определена зависимость выходной энергии излучения лазера от 

энергии накачки. Конечный дифференциальный КПД составил 12,9 %.  
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Рисунок 8 – Энергетическая зависимость лазера Li(Lu,Y)F:Ce-Yb 
 

3.3 Определение длительности лазерного импульса.  

Одной из характеристик лазерной системы является характерное время 

импульса излучения. Измеренные с помощью фотодиода импульсы 

представлены на рисунках 8, 9 и 10. 
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Рисунок 9 – Длительность импульса 266 нм 
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Рисунок 10 – Длительность импульса 290 нм 
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Рисунок 11 – Длительность импульса 290 нм после усилителя 

 

Измеренные нами времена импульсов составили 23 нс для четвертой 

гармоники лазера YAG:Nd3+, 9,7 нс для лазера LiCaAlF6:Ce3+ без усилителя и 

9,1 нс для лазера LiCaAlF6:Ce3+ с усилителем. Для лазера на основе кристалла 

LiLu0,7Y0,3 F4:Ce3+-Yb3+ длительность импульса составила 2 нс.  
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3.4 Определение параметра качества лазерного пучка M2 

Для описания пространственных свойств лазерного излучения был 

вычислен параметр качества пучка M2, характеризующий насколько 

анализируемое излучения отличается от гауссово. Для этого после 

резонатора на активной среде LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+ была установлена 

собирающая линза с фокусным расстоянием 75 мм. После чего была 

получена зависимость диаметра пучка излучения от расстояния от линзы.  
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Рисунок 12 – Зависимость диаметра перетяжки от расстояния от собирающей линзы 

Метод вычисления данного параметра описан в пункте 2.4, в данном 

случае анализ производился в двух перпендикулярных направлениях: 

вертикальном (ось y) и горизонтальном (ось x).  

Вычисли расходимость лазерного излучения в данных направлениях, 

как отношение разности диаметров перетяжки и разности расстояний от 

линзы в соответствующих точках.  

Для вертикального направления 𝜃0𝑥 = 4,54 ∙ 10−3, 𝑑0𝑥 = 0,25 мм 

Для горизонтального направления 𝜃0𝑦 = 2,5 ∙ 10−3, 𝑑0𝑦 = 0,25 мм 

Таким образом, коэффициент качества пучка для лазера на активной 
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среде LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+ для двух перпендикулярных направлений 

составил 𝑀𝑥
2 = 2,88 для горизонтального и 𝑀𝑦

2 = 1,58 для вертикального, 

соответственно.  

Такая конфигурация оптических элементов накачки, 

плоскопараллельного резонатора и активной среды обеспечивает 

несимметричное распределение распространения электромагнитного 

излучения в данных направлениях, вертикальная составляющая света ближе 

к гауссову распределению, тогда как горизонтальная составляющая отлична 

от него.  

 

3.5 Анализ жизнеспособности клеток ЛЭК при воздействии на 

них УФ лазерным излучением. 

Анализ параметров изменений выживаемости клеток LEC под 

действием лазерного излучения показал, что при воздействии на клетки УФ-

излучением с мощностью 0,6 мВт и длиной волны 310 нм в течение 15 минут 

снижения уровня жизнеспособности по сравнению с контрольными образцами 

не обнаружено, увеличение мощности до 16 мВт (при длине волны 290 нм) 

привело к снижению жизнеспособности от 82,0 ± 2,5 % до 42,7 ± 3,6 %. 

 

Рисунок 13 – Оценка жизнеспособности клеток ЛЭК при мощности излучения: 0,6 мВт, 

16мВт 
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Рисунок 14 – Оценка жизнеспособности клеток ЛЭК с антиоксидантами при облучении с 

мощностями: 0,6 мВт, 16 мВт. Контр+ – образцы без витаминов, которые были 

облучены; Контр – образцы, не подвергшиеся облучению; E+ – облученные образцы с 

витамином E; C+ – облученные образцы с витамином C   

Для последующей оценки способности антиоксидантов ингибировать 

воздействие ультрафиолетового лазерного излучения на жизнеспособность 

клеток лёгкого эмбриона коровы, была выбрана система на основе длины 

волны 290 нм. При данных параметрах обработки образцы с предварительно 

внесенными антиоксидантами были меньше подвержены губительному 

действию излучения, их жизнеспособность уменьшилась с 76,3 ± 2,9 % до 59,4 

± 3,6 % для витамина E и 69,7 ± 4,6 % для витамина C, а для образцов без 

витаминов уменьшение произошло до 42,7 ± 3,6 %. Обнаруженное действие 

антиоксидантов мы связываем с уменьшением концентрации АФК, которые 

могут формироваться во внешней среде клеток при облучении. 
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ВЫВОДЫ 

В ходе исследования было излучено влияние коротковолнового 

импульсного ультрафиолетового лазерного излучения на жизнеспособность 

модельных клеток фибробластов, а именно культуры клеток линии легкого 

эмбриона быка. Для достижения цели работы были поставлены задачи в 

области лазерной физики и биологии. 

В рамках данной работы были достигнуты следующие результаты: 

1. Создан лабораторный макет лазерной установки на активных 

средах LiCaAlF6:Ce3+ и LiLu0,7Y0,3 F4:Ce3+-Yb3+ с дифференциальными КПД 29 

% и 12,9 %, соответственно.  

2. Создан усилитель для лазерного излучения на основе кристалла 

LiCaAlF6:Ce3+. Коэффициент усиления равен 1,7.  

3. Длительность импульса для лазера на LiCaAlF6:Ce3+ равна 9,7 нс, 

для усилителя на такой же активной среде 9,1 нс, для лазера на 

LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-Yb3+ – 2 нс.  

4. Параметр качества пучка лазерного излучения в двух 

перпендикулярных направлениях для лазера на кристалле LiLu0,7Y0,3F4:Ce3+-

Yb3+ равны 2,88 вдоль горизонтального направления и 1,58 – для 

вертикального.  

5. Обнаружен диапазон мощностей для УФ-лазерного излучения с 

длинами волн 290 нм и 310 нм, обладающий спектром эффектов на 

жизнеспособность модельных клеток. 

Анализ результатов данного исследования позволил сформулировать 

вывод о влиянии лазерного ультрафиолетового излучения на 

жизнеспособность клеток легкого эмбриона быка: выживаемость клеток 

уменьшается связи с увеличением содержания активных форм кислорода, 

продуцируемых ультрафиолетовым излучением. Добавление 

антиоксидантов: витаминов С в концентрации 50 мкг/мл и Е в концентрации 

500 мкг/мл снизили губительный эффект излучения на жизнеспособность 
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клеток, что может свидетельствовать об их протективном действии при 

генерации внеклеточных активных форм кислорода.  
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