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Исследована возможность применения флуоресцентной спектроскопии плазмы крови и спинномозговой

жидкости для диагностики глиом головного мозга. Обнаружено,что отношение вкладов аминокислотных

остатков тирозина и триптофана в сигнал автофлуоресценции плазмы крови понижено для пациентов с

онкозаболеванием относительно контрольной группы, в качестве которой выступали пациенты с черепно-

мозговыми травмами. При возбуждении в области 320 nm наблюдался сдвиг в длинноволновую область

спектров флуоресценции плазмы крови пациентов с опухолями 4-й степени злокачественности относительно

группы пациентов с меньшей степенью. Также было установлено, что анализ параметров кинетики затухания

флуоресценции спинномозговой жидкости при возбуждении в области 280 nm позволяет разделить образцы

пациентов с глиомами и контрольной группы.
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1. Введение

Онкологические заболевания головного мозга являют-

ся одними из самых сложных для ранней диагностики и

выбора тактики лечения, характеризуются агрессивным

течением и плохим прогнозом. По частоте появления

глиомы составляют около 80% злокачественных опу-

холей головного мозга [1]. Примерно в 48% случаях

всех глиом диагностируется самая агрессивная фор-

ма опухоли, называемая мультиформной глиобласто-

мой (ГБ) (G4) [2]. Прогноз у пациентов с первично

выявленной ГБ в настоящее время неутешительный,

а медиана выживаемости в среднем составляет чуть

более одного года [3]. Основная проблема заключается в

поздней постановке диагноза, когда прогноз излечения

неблагоприятен [4]. Актуальным является выявление

злокачественной опухоли на раннем этапе. Однако при-

меняемые в настоящее время методы визуализации,

такие, как магнитно-резонансная томография [5], ком-

пьютерная томография [6], позитрон-эмиссионная томо-

графия [7] неэффективны при малом размере опухоли

и не могут быть использованы для ранней диагностики.

Вместе с тем при возникновении и развитии раковой

опухоли значительно изменяется молекулярный состав

жидкостей организма [8]. Например, было показано, что

при развитии глиом в кровь, спинномозговую жидкость

(СМЖ), слюну и другие жидкости организма выделя-

ются различные биомаркеры [9]. Это могут быть опухо-

левые клетки, циркулирующие дезоксирибонуклеиновая

(ДНК) и рибонуклеиновая кислоты (РНК), микроРНК,
экзосомы, содержащие генетический материал опухоли,

различные белки и метаболиты. Биомаркеры могут быть

обнаружены в жидкостях организма еще до появления

диагностических признаков онкологии. Наивысшие кон-

центрации биомаркеров обнаружены в СМЖ.

Методы оптической спектроскопии позволяют про-

водить исследования жидкостей организма без каких-

либо дополнительных трудоемких процедур подготовки

образцов. При этом в качестве индикативного признака

можно использовать эндогенный контраст, т. е. сигнал,

исходно присутствующий у молекул биожидкостей —

например, колебательные спектры или автофлуорес-
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ценцию. Известно применение методов колебательной

спектроскопии таких, как инфракрасная [10,11] и те-

рагерцовая [12] спектроскопия, а также спектроскопия

комбинационного рассеяния света [13] для диагности-

ки глиом, дифференциации глиобластомы от черепно-

мозговых травм [14], а также для контроля эффектив-

ности хирургической операции по удалению опухоли по

анализу сыворотки или плазмы крови [15]. В то же время

возможности сигнала автофлуоресценции биожидкостей

для диагностики глиом головного мозга остаются мало-

исследованными.

Автофлуоресцентная спектроскопия биожидкостей яв-

ляется эффективным методом диагностики заболева-

ний благодаря наличию селективно возбуждаемых эндо-

генных флуорофоров, флуоресцентный сигнал которых

чувствителен к протеканию патологических процессов.

Одним из наиболее перспективных объектов для ди-

агностики является плазма крови, так как в ней со-

держится большое количество флуорофоров-маркеров,

выделяемых в кровь при развитии патологии. Благодаря

высокой скорости проведения измерения и его мало-

инвазивному характеру флуоресцентная спектроскопия

плазмы крови обладает значительным потенциалом для

применения в клинической практике. В ряде работ

было продемонстрировано успешное применение флу-

оресцентной спектроскопии плазмы крови для диагно-

стики онкологических заболеваний [16–18]. При рас-

смотрении заболеваний центральной нервной системы

(ЦНС) большую клиническую значимость имеет СМЖ,

так как она содержит более высокие концентрации

специфических биомаркеров, позволяющих устанавли-

вать диагноз на ранней стадии развития патологии.

В отличие от спектроскопии плазмы крови исследо-

вание оптических свойств СМЖ является инвазивной

методикой, что ограничивает ее применение. Методами

молекулярной биологии было выявлено 14 метаболитов,

обнаруженных в СМЖ, достоверно связанных с риском

развития глиобластомы. Эти метаболиты относятся к

различным биохимическим классам, включая липиды,

витамины, аминокислоты, нуклеотиды и ряд других,

что подчеркивает многофакторную природу развития и

прогрессирования глиобластомы [19]. В данной работе

были изучены оптические свойства плазмы крови и

СМЖ с целью исследования возможности применения

спектроскопии биожидкостей в диагностике онкологиче-

ских заболеваний головного мозга.

2. Материалы и методы

2.1. Описание образцов

Исследование проводилось в соответствии с принци-

пами Хельсинкской декларации. Каждый пациент подпи-

сал информированное согласие, а клинические данные

были обезличены. Комиссия по этике Новосибирского

научно-исследовательского института травматологии и

ортопедии им. Я.Л. Цивьяна утвердила протокол иссле-

дования (Разрешение #004/22-1, 17 января 2022 года).
Образцы периферической крови собирали в вакутайнеры

с ЭДТА (SarstedtAG&Co. KG, Нюмбрехт, Германия).
Плазму отделяли центрифугированием при 2800 g в

течение 15 минут при температуре +4 ◦С. Образцы

плазмы крови замораживали и хранили при температуре

−80 ◦С до дня анализа. Были исследованы оптические

свойства 19 образцов плазмы крови. Контрольная группа

образцов включала в себя три образца плазмы крови, по-

лученных от пациентов с черепно-мозговыми травмами,

не имеющих в анамнезе онкологического заболевания, в

том числе глиомы. Оставшиеся 16 образцов были полу-

чены от пациентов с гистологически подтвержденным

диагнозом с соотнесением со степенью злокачествен-

ности: 1 образец с G1, 4 образца с G2, 3 образца с

G3, 8 образцов с G4. Были также измерены оптические

характеристики 17 образцов СМЖ, среди которых 9

образцов относились к контрольной группе пациентов,

т. е. к группе пациентов с черепно-мозговыми травмами,

не имеющих в анамнезе онкологического заболевания, а

8 образцов было получено от пациентов с подтвержден-

ным онкологическим диагнозом в отсутствие черепно-

мозговых травм.

2.2. Измерение спектров поглощения и
флуоресценции

Спектры поглощения плазмы крови и СМЖ были

измерены в диапазоне 280−380 nm и 320−700 nm при

помощи спектрофотометра Lambda 25 (Perkin-Elmer,

США). Спектры флуоресценции плазмы крови были из-

мерены при помощи флуориметров Fluoromax-4 (Horiba
Jobin Yvon, Франция) и FLUO (SolarLaserSystems, Бело-

руссия). Для проведения измерений флуоресценции в об-

ласти длин волн возбуждения 320−420 nm образцы плаз-

мы крови были разбавлены в фосфатно-солевом буфере

(pH 7.4) в 75 раз, для измерений в ультрафиолетовом

диапазоне (УФ) — в 850 раз. Для проведения измерений

флуоресценции образцы СМЖ были разбавлены в 12 раз

в фосфатно-солевом буфере.

2.3. Измерение кинетики затухания
флуоресценции

Кинетики затухания флуоресценции СМЖ были изме-

рены при помощи метода время-коррелированного счёта

фотонов (time correlated single photon counting, TCSPC).
В качестве источника возбуждающего излучения был

использован лазер EPL Series (Edinburgh Instruments,

Великобритания) с длиной волны излучения 280 nm,

длительностью импульса 880 ps и с частотой следова-

ния импульсов 10MHz. Детектирование сигнала флу-

оресценции проводилось в 16 каналах в спектральном

диапазоне 300−490 nm с помощью фотоэлектронного

умножителя (PML-16-1-C, Becker & Hickl, Германия) и
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модуля счета одиночных фотонов (SPC-130EM, Becker

& Hickl, Германия).

Полученные кинетики были аппроксимированы моде-

лью с двумя экспонентами:

I f l =
∑2

i=1
a i e

−t/τi . (1)

Для проведения измерений образцы СМЖ были разбав-

лены в 12 раз в фосфатно-солевом буфере.

3. Результаты и обсуждение

3.1. Поглощение и флуоресценция плазмы

крови в ближнем ультрафиолетовом и

видимом диапазонах для пациентов с

глиомами и контрольной группы

Репрезентативные спектры поглощения образцов

плазмы крови представлены на рис. 1, a. Для выделения

основных хромофоров плазмы крови и определения их

вкладов в спектр поглощения образца была проведена

процедура неотрицательной матричной факторизации

(NMF, non-negative matrix factorization) [20]. В результате

данной процедуры в спектрах поглощения были выделе-

ны три компоненты (рис. 1, b). Компонента NMF-2 имеет

характерные для гемоглобина максимумы в областях

405 и 500−600 nm. Компонента NMF-3 имеет выражен-

ный максимум в районе 460 nm и может быть приписана

билирубину [21]. Компонента NMF-1 характеризуется

в области > 450 nm широкополосным поглощением,

плавно спадающим с длиной волны, и может быть

приписана продуктам окисления и гликирования белков

плазмы крови [18]. Было обнаружено, что амплиту-

да компоненты NMF-2, соответствующей гемоглобину,

больше для пациентов с онкозаболеванием в сравнении

с контрольной группой (рис. 1, с). С помощью критерия

Манна-Уитни-Уилкоксона была оценена статистическая

значимость различий амплитуды NMF-2 для пациентов

с заболеванием и контрольной группы — параметр p-
value составил 0.008. Таким образом, показано, что в

исследованных образцах эффективность гемолиза при

приготовлении плазмы крови выше для пациентов с

глиомами в сравнении с контрольной группой.

Спектры флуоресценции плазмы крови были измере-

ны при возбуждениях в диапазоне 320−420 nm с шагом

10 nm. При возбуждении в области 320 nm наблюдается

смещение максимума спектра эмиссии образцов с G4

в длинноволновую область относительно образцов c

G2 и G3 (рис. 2, a−b). С помощью t-критерия была

оценена статистическая значимость различий длин волн

положения максимумов спектров эмиссии образцов G4

и остальных групп и показано, что p-value< 0.003.

Для спектров, полученных при других длинах волн

возбуждения, сдвиг положения максимума был менее

выраженным.

3.2. Флуоресцентный сигнал плазмы крови в
ультрафиолетовом диапазоне для
пациентов с глиомами и контрольной
группы

Нами были также измерены спектры флуоресценции

плазмы крови при возбуждении в УФ диапазоне в

области 280−295 nm. Флуоресцентный сигнал плазмы

крови в УФ области определяется вкладом остатков

ароматических аминокислот тирозина и триптофана в

молекулах белков, в основном, альбумина. Соотношение

интенсивностей флуоресценции триптофана и тирозина

чувствительно к изменениям конформации белка, поэто-

му оно может служить маркером заболевания [18,22].
Согласно процедуре, описанной в [16,19], были опре-

делены вклады тирозина и триптофана в УФ автофлу-

оресцению образцов (рис. 3, a). При этом обнаружено

увеличение отношения интегральных сигналов тирозина

к триптофану (Tyr/Tr p) для контрольной группы па-

циентов относительно образцов с глиомами (рис. 3, b).
С помощью критерия Манна-Уитни-Уилкоксона была

оценена статистическая значимость различий величин

Tyr/Tr p — для пациентов с G4 и контрольной груп-

пы — параметр p-value составил 0.04.

3.3. Спектры поглощения и
время-разрешенная флуоресцентная

спектроскопия образцов СМЖ в УФ
диапазоне для пациентов с глиомами и
контрольной группы

Далее были измерены спектры поглощения СМЖ. Об-

наружено, что значение оптической плотности в области

280 nm для СМЖ пациентов с глиомами превосходит

таковое для контрольной группы образцов (рис. 4).
С помощью критерия Манна-Уитни-Уилкоксона была

оценена статистическая значимость различий значений

оптической плотности СМЖ в области 280 nm для па-

циентов с онкологическим заболеванием и контрольной

группы, получено, что p-value< 0.04.

Кроме того, были измерены кинетики затухания флуо-

ресценции СМЖ с субнаносекундным временным разре-

шением при возбуждении в области 280 nm с эмиссией в

области 300−490 nm с шагом 12 nm. Кинетики затухания

флуоресценции были аппроксимированы с помощью

модели с двумя экспонентами (1) с фиксированными

компонентами τ1 = 2 ns и τ2 = 6.5 ns для всех каналов

эмиссии. На рис. 5, a представлены значения парамет-

ра a2 аппроксимации кинетик затухания флуоресцен-

ции при возбуждении в области 280 nm и эмиссии в

области 345 nm для двух групп пациентов. Как можно

заметить, значения параметра a2 меньше для образцов

СМЖ из контрольной группы. В результате приме-

нения критерия Манна-Уитни-Уилкоксона обнаружены

статистически значимые различия между амплитудой a2

для кинетик затухания флуоресценции образцов двух

групп при эмиссии в области 345 nm. Как видно на

Оптика и спектроскопия, 2025, том 133, вып. 5
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3.4. Различия в оптических параметрах

плазмы крови и СМЖ для пациентов с
глиомами различной степени

злокачественности

С помощью спектроскопии оптического поглощения

плазмы крови было обнаружено повышение концентра-

ции гемоглобина в образцах, полученных от пациентов с

онкологическим заболеванием, относительно контроль-

ной группы (рис. 1, с). Однозначного ответа на содержа-

ние гемоглобина в плазме крови пациентов с глиомой и

корреляции этого показателя с выживаемостью в насто-

ящий момент времени нет [23]. В результате измерения

флуоресцентного сигнала плазмы крови в диапазоне

320−420 nm было установлено, что при возбуждении

флуоресцентного сигнала в области 320 nm спектры

эмиссии в случае пациентов с глиомами G4 оказались

смещены в длинноволновую область относительно спек-

тров флуоресценции образцов от пациентов c опухолями

меньшей степени злокачественности (рис. 2). В области

320 nm флуоресцентный сигнал плазмы крови определя-

ется сигналом кофактора никотинамидадениндинуклео-

тида (НАДН) и продуктов окисления белков плазмы

крови [24,25]. Следовательно, наблюдаемый для группы

пациентов с G4 сдвиг максимума эмиссии плазмы крови

при возбуждении в области 320 nm может быть связан

с изменением соотношения концентраций/квантовых вы-

ходов флуоресценции кофермента НАДН и продуктов

окисления белков. Таким образом, флуоресцентная спек-

троскопия плазмы крови при возбуждении в области

320 nm позволяет выявить пациентов с глиомой высокой
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степени злокачественности G4. Было также обнаружено

повышение поглощения в области 280 nm СМЖ паци-

ентов с глиомами относительно контрольной группы

(рис. 4), которое свидетельствует об увеличении концен-

трации общего белка. Увеличение концентрации белка в

СМЖ отмечено при глиобластоме, при этом ряд белко-

вых молекул могут выступать в качестве специфических

маркеров глиомы [26,27]. Важным диагностическим мар-

кером протекания заболевания являются изменения кон-

формации белков биожидкостей организма [28,29]. Уль-
трафиолетовая флуоресценция белковых молекул возни-

кает благодаря наличию в них остатков ароматических

кислот, в основном, тирозина и триптофана, флуорес-

центный сигнал которых оказывается чувствительным к

параметрам микроокружения. Таким образом, изменение

соотношения интегральных сигналов тирозина и трип-

тофана является маркером протекания патологических

процессов. В результате данного исследования было

установлено уменьшение отношения Tyr/Trp для паци-

ентов с глиомами относительно контрольной группы

(рис. 3,b), что может свидетельствовать о конформа-

ционных изменениях белков плазмы крови при разви-

тии онкологии. Помимо стационарной флуоресцентной

спектроскопии белковых молекул в УФ спектральной

области большой интерес представляет также и время-

разрешенный флуоресцентный сигнал [30–32]. В данной

работе был исследован флуоресцентный сигнал СМЖ

с субнаносекундным временным разрешением для двух

групп пациентов. Измеренные кинетики затухания флу-

оресценции СМЖ были аппроксимированы моделью с

двумя экспонентами с фиксированными компонентами

времени жизни флуоресценции τ1 = 2 ns и τ2 = 6.5 ns,

что близко к значениям, характерным для флуорес-

центного сигнала альбумина [33]. Наблюдались отличия

параметров аппроксимации кинетик затухания флуорес-

ценции СМЖ для двух групп пациентов (рис. 5, b),
что может указывать на изменение конформации белков

и/или изменение соотношения их концентраций в СМЖ

пациентов с онкологическим заболеванием головного

мозга.

Заключение

Проверена возможность применения флуоресцентной

спектроскопии плазмы крови и СМЖ для диагностики

глиом головного мозга. Результаты исследования по-

казали, что на основе стационарного флуоресцентного

сигнала плазмы крови и кинетик затухания флуоресцент-

ного сигнала СМЖ в УФ диапазоне можно разделить

образцы пациентов с глиомами и пациентов с черепно-

мозговыми травмами. Кроме того, с помощью флуорес-

центной спектроскопии плазмы крови при возбуждении

в области 320 nm удалось дифференцировать пациентов

с высокой степенью злокачественности (G4) от пациен-

тов с меньшей степенью. Дальнейшие исследования с

увеличением выборки пациентов и добавлением других

оптических методик представляют существенный инте-

рес и могут способствовать внедрению флуоресцентной

спектроскопии плазмы крови для ранней диагностики

глиом головного мозга в клиническую практику.
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