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Методом спектроскопии комбинационного рассеяния исследованы капсулы мочевого пузыря после

процесса лиофилизации. В результате проведенных исследований установлено, что процесс лиофилизации,

проведенный по технологии
”
ЛИОПЛАСТ“, не оказывает значимого влияния на состав и структуру

капсулы мочевого пузыря. Проведенный статистический анализ также показал отсутствие существенных

спектральных различий в составе исследуемых образцов.
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Введение

В настоящее время оценка состава донорских мате-

риалов является актуальной задачей для последующего

их применения в регенеративной медицине [1]. Процесс

лиофилизации является одним из методов консервации

биопродуктов. Однако до конца не изучено на сколь-

ко меняется структура биоматериалов после процесса

лиофилизации. Оптические методы исследования по-

лучили широкое распространение в решении различ-

ных биомедицинских задач [2–4]. Среди них одним из

распространенных оптических методов является метод

спектроскопии комбинационного рассеяния [5–7].

Во многих исследованиях [5–7] авторы демонстри-

руют комбинационное рассеяние как эффективный ин-

струмент с высокой точностью для оценки тканей мо-

чевого пузыря. Так, в работе авторов [5] представлено

клиническое исследование биопсий мочевого пузыря

для классификации опухоли ex vivo с использованием

компактной волоконной системы рамановского скани-

рования на основе зондов. В статье авторов [6] метод

рамановской спектроскопии используется для изучения

микроокружения раковых клеток мочевого пузыря. Ав-

торы работ [7] применили рамановскую спектроскопию

для идентификации неопухолевой и опухолевой тканей

мочевого пузыря и определения в них биохимических

различий.

Целью исследования являлось применение раманов-

ской спектроскопии для оценки относительного состава

капсулы мочевого пузыря после процесса лиофили-

зации.

Материалы и методы исследования

В качестве объектов исследований были использо-

ваны аллогенные капсулы мочевого пузыря различных

доноров размером 1.5× 1.5÷ 0.2 сm. После изъятия

часть биоматериалов помещалась в физраствор с ан-

тибиотиком и хранилась 3 суток в холодильнике при

температуре +4◦ от момента забора до начала экспери-

ментов. Донорами исследуемых образцов являлись люди

одного возраста и пола. Толщина исследуемых образцов

составляла 0.4−0.7mm. Далее, в день исследования

биоматериалы были помещены в дистиллированную

воду. Другая часть биоматериалов от тех же доноров

была лиофилизирована по технологии
”
ЛИОПЛАСТ“

(ТУ-9398-001-01963143-2004).

Все образцы были условно разделены на 2 группы: 1-я

группа — лиофилизированные капсулы мочевого пузыря

и 2-я группа — нативные капсулы мочевого пузыря тех

же доноров.

Метод рамановской спектроскопии был реализован

с помощью экспериментального стенда, состоящего из

рамановского пробника RPB-785, совмещенного с лазер-

ным модулем LuxxMaster LML-785.0RB-04 (мощность

до 500mW, длина волны 784.7 ± 0.05 nm) и высокораз-

решающего цифрового спектрометра Shamrock sr-303i,

обеспечивающего спектральное разрешение 0.15 nm,

со встроенной охлаждаемой камерой DV420A-OE.

Рамановские спектры анализировались в области

500− 1800 сm−1. Обработка спектров осуществлялась в

программной среде Wolfram Mathematica 12 и заключа-

лась в удалении шумов сглаживающим усредняющим

фильтром по 7 точкам, полиномной аппроксимации

480



Рамановская спектроскопия для оценки капсулы мочевого пузыря после процесса лиофилизации 481

140012001000600

0

0.2

0.4

0.8

1.0

–1Raman shift, cm

In
te

n
si

ty
, 
ar

b
. 
u
n
it

s

0.6

800 1800

1.2

1.4

1.8

1.6

1600

2

1

Рис. 1. Усредненные спектры комбинационного рассеяния ис-

следуемых групп образцов: 1 — лиофилизированные капсулы

мочевого пузыря, 2 — нативные капсулы мочевого пузыря тех

же доноров.

при помощи итерационного алгоритма флуоресцентной

составляющей спектра и ее вычитании, и получении

итогового спектра комбинационного рассеяния.

Для повышения информативности полученных рама-

новских спектров был произведен нелинейный регрес-

сионный анализ спектров, состоящий в их разложении

на спектральные линии. Состав спектральных линий

определен на основе анализа литературы и многоите-

рационного моделирования рамановских спектров.

Результаты и обсуждение

На рис. 1 представлены усредненные спектры

комбинационного рассеяния всех исследуемых образцов.

Они представлены основными линиями ∼ 604 сm−1

(Nucleotide conformation), ∼ 720 сm−1 (DNA),
∼ 853 сm−1 (Ring breathing mode of tyrosine &

C-C stretch of proline ring), ∼ 936 сm−1 (C-C
stretching in protein), ∼ 966 сm−1 (Lipids), ∼ 1077 сm−1

(v(C-C) phospholipids (lipid assignment)), ∼ 1262 сm−1

(Amide III), ∼ 1298 сm−1 (CH3, CH2 twisting, collagen),
∼ 1438 сm−1 (CH2 deformation), ∼ 1555 сm−1 (Amide II),
∼ 1654 сm−1 (Amide I, α-helix protein), ∼ 1745 сm−1

(Phospholipids).

Спектры КР исследуемых групп в основном имеют

схожий характер, но отличаются по интенсивности, за

исключением линии КР ∼ 1745 сm−1 (Phospholipids).
Интенсивности линий КР нативных и лиофилизирован-

ных капсул мочевого пузыря могут отличаться из-за

различных факторов, включая содержание воды, струк-

турные изменения, денатурацию белка, химические из-

менения, инструментальную изменчивость, подготовку

образца, тип ткани, условия лиофилизации и условия

хранения [8].

После лиофилизации образцов значительно умень-

шается амплитуда интенсивностей линий КР, соответ-

ствующих ДНК: ∼ 604 сm−1 (Nucleotide conformation),
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Рис. 3. Матрица решений.

∼ 720 сm−1 (DNA), что может свидетельствовать о

разрушении клеточных структур после процесса лиофи-

лизации.

В то же время линии КР, соответствующие органи-

ческой структуре, сохраняются в образцах после лио-

филизации: ∼ 1262 сm−1 (Amide III), ∼ 1298 сm−1 (CH3,

CH2 twisting, collagen), ∼ 1438 сm−1 (CH2 deformation),
∼ 1555 сm−1 (Amide II), ∼ 1654 сm−1 (Amide I, α-helix

protein), ∼ 1745 сm−1 (Phospholipids), что свидетель-

ствует о сохранности данных структур после процесса

лиофилизации.

Для дополнительного анализа исследуемых образцов

был выбран метод линейного дискриминантного анализа

в программе RS-Tool.

На рис. 2 представлены результаты PCA-анализа

для 2 исследуемых групп образцов (в программе

SPSS Statistics). Группе 1 соответствуют значения

−0.5 < PC− 2 < 2 и PC− 1 < 0, а группа 2 занимает

практически весь приведенный диапазон PC-1 и PC-2.

Из рис. 2 видно, что изменения по РС-1 и РС-2

незначительные между двумя исследуемыми группами,

что свидетельствует о небольшом различии в структуре

образцов после процесса лиофилизации. Основные спек-

31 Оптика и спектроскопия, 2025, том 133, вып. 5



482 Е.В. Тимченко, П.Е. Тимченко, Л.Т. Волова, А.В. Колсанов, А.В. Казакова, Е.С. Семибратова

тральные различия между исследуемыми группами про-

являются на линиях КР, соответствующих клеточным

структурам в составе образцов.

Результаты классификации групп представлены на

рис. 3.

Видно, что количество правильно классифицирован-

ных значений приблизительно равно для каждой из

групп. Для 1-й и 2-й групп количество правильно клас-

сифицированных значений составило 7 из 8.

Выводы

С помощью метода спектроскопии комбинационно-

го рассеяния установлено, что после лиофилизации

происходит разрушение клеточных структур (линии
КР 604 сm−1 (Nucleotide conformation) и 720 сm−1

(DNA)). Показано, что линии КР, соответствую-

щие органической структуре: 936 сm−1 (C-C stretching

in protein), 966 сm−1 (Lipids), 1077 сm−1 (v(C-C)
phospholipids (lipid assignment)), 1262 сm−1 (Amide III),
1298 сm−1 (CH3, CH2 twisting, collagen), 1438 сm−1

(CH2 deformation), 1555 сm−1 (Amide II), 1654 сm−1

(Amide I, al pha-helix protein), 1745 сm−1 (Phospholipids)
сохраняются после лиофилизации по технологии

”
ЛИО-

ПЛАСТ“, что свидетельствует об отсутствии значимого

влияния её на органическую структуру биоматериалов.

Показана возможность применения метода спектро-

скопии комбинационного рассеяния для оценки процесса

лиофилизации капсулы мочевого пузыря.

Соблюдение этических стандартов

Исследования проводились в соответствии с Хель-

синкской декларацией, протокол был одобрен Комите-

том по этике (выписка из протокола № 207 заседания

комитета по биоэтике Самарского государственного ме-

дицинского университета от 09.12.2020 г.).

Конфликт интересов

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.

Список литературы

[1] B.L. Eppley, W.S. Pietrzak, M.W. Blanton. J Craniofac Surg,

16 (6), 981−989 (2005).
DOI: 10.1097/01.scs.0000179662.38172.dd

[2] О.В. Мкртычев, В.Е. Привалов, А.Э. Фотиади, В.Г. Ше-

манин. Научно-технические Ведомости СПб ГПУ. Физико-

математические науки, 1 (213), 128−135 (2015).
DOI: 10.5862/JPM.213.13

[3] Г.И. Долгих, В.Е. Привалов. Лазерная физика. Фундамен-

тальные и прикладные исследования (Рея, Владивосток,
2016).

[4] Е.В. Тимченко, П.Е. Тимченко, Е.В. Писарева, М.Ю. Власов,

Л.Т. Волова, О.О. Фролов, Я.В. Федорова, Г.П. Тихомирова,

Д.А. Романова, М.А. Даниэль. Опт. и спектр., 128 (7),

982−990 (2020). DOI: 10.21883/OS.2020.07.49571.75-20

[E.V. Timchenko, P.E. Timchenko, E.V. Pisareva, M.Yu. Vlasov,

L.T. Volova, O.O. Frolov, Ya.V. Fedorova, G.P. Tikhomirova,

D.A. Romanova, M.A. Daniel. Opt. Spectrosc., 128 (7),
989−997(2020). DOI: 10.1134/S0030400X20070243].
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