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Микроспектроскопия комбинационного рассеяния света является важным методом диагностики рака кожи

на ранних стадиях. Проведена дифференциация злокачественных новообразований кожи (базальноклеточные
карциномы кожи, плоскоклеточные карциномы), доброкачественных новообразований кожи (папилломы) и

здоровой кожи путем получения спектров комбинационного рассеяния in vitro при возбуждении на длинах

волн 532 и 785 nm и их анализа с помощью метода главных компонентов. Выполнено сопоставление

спектральных признаков компонентов с известными пиками молекулярных колебаний; показано, что

дифференциальная диагностика при длине волны возбуждения 785 nm является более надежной, чем при

532 nm, обеспечивая вероятность правильной классификации выше 90%. Предложенные методы могут быть

применены для in vivo анализа при неинвазивной экспресс-диагностике с использованием соответствующего

оборудования для получения спектров.
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Введение

Ранняя диагностика злокачественных новообразова-

ний кожи является чрезвычайно актуальной социально

значимой проблемой, что подтверждается статистикой

о заболеваемости и смертности населения в Россий-

ской Федерации и за рубежом [1]. На ранних стадиях

развития патологии клинические признаки новообразо-

вания недостаточно выражены и необходима диффе-

ренциальная уточняющая диагностика, с которой без

инструментальных средств способны справиться толь-

ко высококвалифицированные медицинские работники.

Окончательный диагноз с высокой точностью определя-

ют только при помощи гистологических исследований

хирургически удаленных тканей, что может негативно

сказываться на эффективности лечения [2]. При этом

существующие неинвазивные методы и инструменталь-

ные средства, широко применяемые в онкодерматологии

(дерматоскопия [3], термометрия [4], высокочастотное

ультразвуковое сканирование кожи [5], кроссполяризаци-
онная оптическая когерентная томография [6], спектро-
скопия и визуализация в терагерцовом диапазоне [7]),
не обеспечивают достаточной эффективности ранней

диагностики [2,8]. Разработка неинвазивных методов

экспресс-диагностики злокачественных новообразований

кожи является актуальной задачей, решение которой

позволит значительно повысить вероятность обнаруже-

ния рака на ранней стадии и благоприятного исхода

лечения.

Происходящие изменения в структуре клеток ткани

с большой точностью можно обнаружить с помощью

микроспектроскопии комбинационного рассеяния (КР)
света, в связи с чем данная методика широко исполь-

зуется для дифференциации различных типов опухолей.

В ряде работ сообщали об успешной дифференциа-

ции злокачественных новообразований кожи от здо-

ровой кожи; так, авторы в [9] предложили различать

спектры комбинационного рассеяния базальноклеточной

карциномы (БКК), плоскоклеточной карциномы (ПКК),
актинического кератоза от доброкачественных новооб-

разований и здоровых тканей с использованием ана-

лиза главных компонентов/дискриминантного анализа

(PCA/DA) и частичного метода наименьших квадра-

тов/дискриминантного анализа (PLS/DA). Полученные

данные показали эффективность использования спек-

тральных признаков липидов и белков для дифферен-

циальной диагностики. Алгоритмы отличали спектры

злокачественных новообразований кожи от доброкаче-

ственных и нормальных тканей с точностью 82.8 и 91.9%

соответственно.
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Рис. 1. (а) Спектры КР здоровой кожи (зеленая линия), БКК (синяя линия), ПКК (розовая линия) и папилломы (оранжевая
линия) при лазерном возбуждении 532 nm (левая вертикальная шкала) и выделенные главные компоненты (нагрузки) (PC2, серая
линия; PC3, красная линия; правая вертикальная шкала). Распределение коэффициентов (счетов) для трех первых компонентов в

виде трехмерного графика (b) и его проекций (c, d); цвета маркеров соответствуют цвету линий на рисунке (a).

В настоящей работе мы сравниваем эффективность

метода главных компонентов для анализа спектров КР

света при использовании длин волн возбуждения 532 и

785 nm с целью дифференциации БКК, ПКК и папил-

ломы от здоровой кожи. Излучение лазера с длиной

волны 532 nm возбуждает интенсивную нежелательную

флуоресценцию, в отличие от длины волны 785 nm, кото-

рая помогает минимизировать фоновую флуоресценцию

ткани и, следовательно, может быть оптимальна для

измерения свежей ткани [8,10,11]. Глубина проникнове-

ния лазерного света и степень его рассеяния зависят

как от длины волны, так и от свойств тканей, поэтому

перспективным представляется использование различ-

ных длин волн лазерного возбуждения для анализа

кожных биомаркеров. Рассматриваемые алгоритмы яв-

ляются универсальными и могут использоваться как для

in vitro анализа хирургически удаленных частей кожи,

так и для in vivo анализа при неинвазивной диагностике

с использованием соответствующего оборудования для

получения спектров КР света.

Экспериментальная часть

В качестве исследуемых образцов были взяты хирур-

гически удаленные участки здоровой кожи и опухоли

с интактной тканью (5 образцов здоровой кожи, 7 БКК,

5ПКК, 3 папилломы). Для каждого образца было изме-

рено от 10 до 15 спектров.

Спектры КР измерялись с помощью спектрометра

Renishaw inVia Basis (inVia InSpect, Renishaw) с дли-

нами волн возбуждения 532 и 785 nm. При измерении

спектров с длиной волны возбуждения 532 nm использо-

валась мощность до 20mW, время накопления составля-

ло 2 s. Измерения с длиной волны возбуждения 785 nm

осуществлялись при мощности 45 mW при времени

накопления 10 s [8]. В случае длины волны возбуждения
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Таблица 1. Основные полосы молекулярных колебаний в спектрах КР света при длине волны возбуждения 532 nm и

соответствующие значения на графиках главных компонентов

КР полоса, cm−1 Расшифровка Содержание PC2 PC3 Источник

936 ν(CC) Протеины (α-helix), + − [12]
коллаген

971 ν(C−C) Фосфолипиды − + [13]
1002 ν(C−C), Протеины (Phe), + − [8,11–13]

фенилаланин каротиноиды

1032 δ(CH2CH3), Протеины + [13]
фенилаланин, пролин

1085 ν(CC), ν(CN) Липиды, протеины, − + [11]
нуклеиновые кислоты

1130 ν(CC), ν(CN) Липиды, протеины, − [8,11,14]
керамиды

1155 ν(CC), ν(CN) Протеины, − − [11,14]
каротиноиды

1210 ν(C-C6H5), фенилаланин, Протеины (Phe) [11,15]
тимин, аденин, амид III

1248 амид III Протеины (α-helix), + [16]
коллаген, эластин

1265 амид III (α-helix), Протеины (α-helix), + [14,16]
ν(CN) коллаген, эластин, кератин

1301 τ (CH2, CH3) Липиды, протеины, → ← [11,14,16,17]
триолеин

1336 ω(CH2, CH3) Липиды, протеины, эластин − [11,14]
нуклеиновые кислоты

1440 δ(CH2), δ(CH3) Липиды, протеины, триолеин → ← [11,14,16]
1515 ν(C=C) Каротиноиды − [11,18]
1555 ν(C=C) Триптофан [8,14,15]
1585 δ(C=C), фенилаланин, Протеины (Phe) [8,14,19,20]

ν(C=C)
1655 амид I, ν(C=C) Липиды, протеины ← + [8,11,14,16,21]

(α-helix), триолеин
1744 ν(C=O) Липиды → [8,11,22]

532 nm следует применять меньшую мощность лазера

и более короткую экспозицию, чтобы избежать разру-

шения биологических образцов. Данные условия работы

были выбраны как оптимальные, не приводящие к замет-

ным разрушениям образцов и обеспечивающие хороший

уровень соотношения сигнал/шум. Морфология образ-

цов тканей кожи оставалась без видимых изменений и не

имела признаков лазерного рубцевания после лазерного

воздействия.

Обработка спектров заключалась в удалении фона

флуоресценции и их сглаживании в программном пакете

OriginPro (OriginPro 2019b 9.6.5.169). Спектры образцов

были разделены на группы по результатам гистопа-

тологии, после чего был использован анализ главных

компонентов. PCA — это метод, который преобразует

возможно коррелирующие переменные в меньшее коли-

чество некоррелированных переменных — главных ком-

понентов. Графики полученных главных компонентов

(нагрузок) в зависимости от значений волновых чисел

помогают описать биохимические различия в спектрах

КР света и иллюстрировать различные группы спектров,

соответствующих нормальной коже и опухолям. Мы

рассмотрели основные известные из литературы полосы

в спектрах КР света, характерные для различных колеба-

ний молекул биотканей, и сопоставили эту информацию

со значениями графиков главных компонент в соответ-

ствующих спектральных полосах.

Результаты и обсуждение

В данном разделе приведены результаты PCA для

спектров КР света образцов нормальной кожи и опухо-

лей кожи, измеренных при возбуждении на длинах волн

532 и 785 nm, и результаты дифференциации на основе

первых трех главных компонентов.

1. Анализ PCA при лазерном возбуждении с длиной

волны 532 nm

Расшифровка спектральных линий производилась на

основании литературных данных [8–17], детали приве-

дены в табл. 1. Данные линии, полученные средние

спектры КР для каждого типа образцов при длине волны

Оптика и спектроскопия, 2024, том 132, вып. 1
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Рис. 2. Классификация образцов здоровой кожи, БКК, ПКК и папилломы in vitro при лазерном возбуждении 532 nm с

использованием линейного (а, c) и квадратичного (b, d) дискриминантного анализа. ROC — кривые со значениями AUC для

здоровой кожи, БКК, ПКК и папилломы (а, b); c, d — соответствующие матрицы классификации (значения указаны в процентах).

возбуждения 532 nm, а также графики главных компо-

нентов (нагрузок) #2 (PC2) и #3 (PC3) показаны на

рис. 1, а. Главный компонент #1 содержит спектральные

полосы, характерные для всех образцов, и не показывает

значительного различия между группами [18].

Таким образом, положительная составляющая PC2 в

основном включает в себя полосы (отмечены знаком

”
+“ в столбце PC2 табл. 1), относящиеся к протеинам,

и коррелирует со спектральными особенностями БКК

и ПКК (средние коэффициенты (счета) равны 0.13 и

1.05 соответственно); отрицательная составляющая —

полосы (отмечены знаком
”
−“ в табл. 1), относящиеся к

протеинам и липидам, и коррелирует с спектрами КР

света здоровой кожи и папилломы (средние коэффи-

циенты (счета) равны −0.38 и −0.89 соответственно).
Положительная составляющая PC3 (полосы, отмечен-

ные знаком
”
+“ в столбце PC3 табл. 1) соотносится

с протеинами и липидами и в основном представля-

ет область разброса счетов здоровой кожи (средний
коэффициент 0.78); отрицательная — с протеинами и

каротиноидами, и ассоциирована с новообразованиями

кожи (средние коэффициенты −0.33,−0.65 и −0.26

для БКК, ПКК и папилломы соответственно). Кроме

того, компоненты PC2 и PC3 отвечают за сдвиг мак-

симумов в полосах 1302, 1440 и 1650 cm−1 (отмечены
знаками

”
→“ и

”
←“ в табл. 1).

Чтобы подтвердить значимость и достаточность вы-

деленных спектральных признаков для дифференциации

нормальной кожи и опухолей, была оценена эффектив-

ность классификации с помощью MATLAB Classification

Learner (R2022b, MathWorks). Был применен линей-

ный и квадратичный дискриминантный анализ (LDA и

QDA соответственно) [8,23] для трех первых главных

компонентов (PC) и оценена их эффективность с по-

мощью матриц классификации и кривых ROC (receiver
operating characteristic, рабочие характеристики прием-

ника) [8,24–27]. Результаты для четырех классов тканей

кожи (здоровая кожа, БКК, ПКК и папиллома) представ-
лены на рис. 2.

ROC-кривые (рис. 2, а и b) отображают изменения

уровня истинно положительных результатов по срав-

нению с уровнем ложноположительных результатов с

различными порогами разделения для каждого класса

образцов. Оценки ROC AUC (area under curve, площадь

Оптика и спектроскопия, 2024, том 132, вып. 1
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Таблица 2. Основные полосы молекулярных колебаний в спектрах КР света при длине волны возбуждения 785 nm и

соответствующие значения на графиках главных компонентов

КР полоса, cm−1 Расшифровка Содержание PC2 PC3 Источник

936 ν(CC) Протеины (α-helix), + + [12]
коллаген

971 ν(C−C) Фосфолипиды + − [13]
1002 ν(C−C), Протеины (Phe), − [8,11-13]

фенилаланин каротиноиды

1032 δ(CH2CH3), Протеины ← + [13]
фенилаланин, пролин

1062 ν(CC) Липиды, керамиды + [14,16]
1082 ν(CC), ν(CN) Фосфолипиды, нуклеиновые − [11]

кислоты, триолеин

1130 ν(CC), ν(CN) Липиды, протеины, [8,11,14]
керамиды

1155 ν(CC), ν(CN) Протеины, аротиноиды − − [11,14]
1210 ν(C-C6H5), фенилаланин, Протеины (Phe) + [11,15]

тимин, аденин, амид III

1248 амид III Протеины (α-helix), [16]
коллаген, эластин

1265 амид III (α-helix), Протеины (α-helix), − [14,16]
ν(CN) коллаген, эластин, кератин

1301 τ (CH2, CH3) Липиды, протеины, триолеин + − [11,14,16,17]
1336 ω(CH2, CH3) Липиды, протеины, [11,14]

нуклеиновые кислоты, эластин

1440 δ(CH2), δ(CH3) Липиды, протеины, триолеин ← → [11,14,16]
1517 ν(C=C) Каротиноиды − − [11,18]
1555 ν(C=C) Триптофан [8,14,15]
1582 δ(C=C), фенилаланин, Протеины (Phe) [8,14,19,20]

ν(C=C)
1655 амид I, ν(C=C) Липиды, протеины (α-helix), ← ← [8,11,14,16,21]

триолеин

1744 ν(C=O) Липиды + − [8,11,22]

под кривой) указывают на общую эффективность метода,

в частности, значения для здоровой кожи, БКК, ПКК и

папилломы составляли 0.94, 0.77, 0.93 и 0.99 соответ-

ственно при использовании LDA и немного выше —

0.97, 0.92, 0.99 и 0.99 соответственно для QDA. Матрицы

классификации (рис. 2, c и d) показывают вероятность

отнесения к тому или иному классу по итогам клас-

сификации (прогнозируемый класс) в зависимости от

истинного класса для оптимальных порогов разделения;

диагональные значения соответствуют истинным пока-

зателям классификации для каждого класса. Таким об-

разом, ПКК было верно диагностировано в 90% (LDA)
и 95% (QDA) случаев, тогда как здоровая кожа была

правильно классифицирована в 76.9% (LDA) и 96.2%

(QDA) случаев. Частичное перекрытие кластера точек,

принадлежащих классу БКК, с кластерами, представля-

ющими здоровую кожу и ПКК (рис. 1), затрудняет их

эффективное разделение с помощью дискриминантного

анализа, что приводит к довольно низкой степени верной

классификации (44.4%) для БКК.

2. Анализ PCA при лазерном возбуждении с длиной

волны 785 nm

Результаты сопоставления полос молекулярных коле-

баний со значениями главных компонентов приведены

в табл. 2. Средние спектры КР для каждого типа об-

разцов при длине волны возбуждения 785 nm и графики

главных компонентов (нагрузок) #2 (PC2) и #3 (PC3)

показаны на рис. 3, а.

Как видно из табл. 2 (отмечено знаками
”
+“ и

”
−“)

положительная составляющая PC2 включает в себя

полосы протеинов и липидов, характерные для здоровой

кожи и БКК (средние коэффициенты (счета) равны 0.92

и 0.62 соответственно); отрицательная — компоненты

протеинов и каротиноидов, полосы которых совпадают

со спектральными особенностями ПКК (средний коэф-

фициент −0.28) и папилломы (−1.32). Положительную

составляющую PC3 можно отнести к протеинам, она в

значительной мере отражает особенности ПКК (средний

коэффициент 1.6) и БКК (0.21); отрицательная состав-

ляющая включает липиды, протеины и каротиноиды и

коррелирует со спектральными особенностями здоро-

вой кожи и папилломы (средние коэффициенты −0.48

и −0.77 соответственно).
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Рис. 3. (а) Спектры КР здоровой кожи (зеленая линия), БКК (синяя линия), ПКК (розовая линия) и папилломы (оранжевая
линия) при лазерном возбуждении 785 nm (левая вертикальная шкала) и выделенные главные компоненты (нагрузки) (PC2, серая
линия; PC3, красная линия; правая вертикальная шкала). Распределение коэффициентов (счетов) для трех первых компонентов в

виде трехмерного графика (b) и его проекций (c, d); цвета маркеров соответствуют цвету линий на рисунке (a).

Аналогично данным, полученным при длине волны

возбуждения 532 nm, спектры КР света образцов раз-

ных классов при длине волны возбуждения 785 nm

демонстрируют существенные различия, что позволило

выделить репрезентативные признаки с помощью PCA и

эффективно классифицировать здоровую кожу и опухоли

с помощью LDA и QDA для трех первых PC (рис. 4).
ROC-кривые, представленные на рис. 4, а и b, указывают

на то, что классификация с использованием спектров

при длине волны возбуждения 785 nm более надежна,

чем классификация, основанная на данных, полученных

при 532 nm. Действительно, показатели ROC AUC LDA

для классов здоровой кожи, БКК, ПКК и папилломы

составляли 0.98, 0.99, 0.996 и 1 соответственно; для QDA

соответствующие значения были 0.996, 0.99, ∼ 1 и 1.

Согласно матрицам классификации (рис. 4, c и d), ПКК

и папиллому можно правильно отличить от нормальной

кожи и БКК во всех случаях для обоих типов анализа.

Истинные показатели классификации для здоровой кожи

и БКК составили 76 и 82.4% соответственно для LDA и

достигли 92 и 88.2% для QDA. Несмотря на перекрытие

областей, соответствующих разным классам в проекциях

PC (рис. 3, c и d), в трехмерном пространстве их

можно разделить (рис. 3, b), что приводит к лучшим

показателям классификации БКК и здоровой ткани кожи,

чем при 532 nm.

Заключение

В работе выполнен анализ in vitro спектров КР

света новообразований кожи с использованием мето-

да главных компонентов и интерпретация выделенных

спектральных признаков в соответствии с известными

данными о молекулярных колебаниях. Согласно полу-

ченным результатам, при длине волны возбуждения

532 nm положительная составляющая компонента PC2

в основном включает белки и коррелирует с признаками

Оптика и спектроскопия, 2024, том 132, вып. 1
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Рис. 4. Классификация образцов здоровой кожи, БКК, ПКК и папилломы in vitro при лазерном возбуждении 785 nm с

использованием линейного (а, c) и квадратичного (b, d) дискриминантного анализа. ROC-кривые со значениями AUC для здоровой

кожи, БКК, ПКК и папилломы (a, c); соответствующие матрицы классификации (значения указаны в процентах) (c, d).

БКК и ПКК, а отрицательная — протеины и липиды,

коррелируя со спектральными особенностями здоровой

кожи и папилломы. Положительная составляющая PC3

включает протеины и липиды, спектральные признаки

которых соответствуют здоровой коже; отрицательная

составляющая содержит признаки протеинов и каро-

тиноидов, связанные с опухолями. При длине волны

возбуждения 785 nm положительная составляющая PC2

соответствует протеинам и липидам и включает спек-

тральные особенности здоровой кожи и БКК; отрица-

тельная составляющая — протеинам и каротиноидам,

включая признаки ПКК и папилломы. Положительная

составляющая PC3 включает протеины, соответствую-

щие признакам ПКК и БКК, тогда как отрицательная

указывает на липиды, протеины и каротиноиды, соот-

ветствуя здоровой коже и папилломе. Анализ отдельных

спектральных полос показывает сходство выделенных

признаков при возбуждении лазерным излучением 532

и 785 nm, однако для 785 nm отношение сигнал-шум

выше за счет меньшей фоновой флуоресценции. Возбуж-

дение длиной волны 785 nm приводит к значительно-

му увеличению интенсивности КР света определенных

мод колебаний, относящихся к хромофорам, которые

поглощают вблизи этой длины волны возбуждения.

В результате различия между спектрами КР нормальной

кожи и опухолей (БКК, ПКК) могут быть связаны с

изменением структуры протеинов в клетках опухоли, а

также со снижением интенсивности липид-специфичных

полос. Вследствие этого дифференциальная диагностика

с использованием спектров КР, полученных при длине

волны возбуждения 785 nm, является более надежной,

чем при 532 nm, позволяя достичь вероятности пра-

вильной классификации выше 92%. Рассмотренные ме-

тоды могут быть аналогично использованы для in vivo

анализа и дифференциации и, при наличии соответ-

ствующего оборудования для измерения спектров КР

света быть основой для создания автоматизированных

комплексов неинвазивной экспресс-диагностики новооб-

разований кожи. Дальнейшее развитие инструментов для

ранней диагностики методами спектроскопии КР света

может быть связано с обработкой мультиспектральных

данных (при разных длинах волн возбуждения) и расши-

рением диапазона анализируемых пиков колебаний.
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