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in vitro

Резюме
Цель исследования. Оценить диагностические возможности метода рамановской спектроскопии в выявлении рака 
предстательной железы. Материалы и методы. Забор материала:13 образцов предстательной железы (гистологи-
чески подтвержден диагноз «Доброкачественная гиперплазия предстательной железы»(ДГПЖ). 47 образцов тканей 
предстательной железы (гистологически подтвержден диагноз «Рак предстательной железы».Исследование образ-
цов проводилось на аппарате (HoribaScientific). Конфигурация: длина волны 785 нм, решетка 1200 gr/mm,фильтр 
100%,конфокальное отверстие 300 μm.Время интегрирования 50 с.Анализ спектральных данных производился с 
использованием программного обеспечения Matlab, Statistica, FreeSpectraBase, SpectralDatabase IndexBio-Rad. Резуль-
таты. Спектры комбинационного рассеяния фрагментов тканей ДГПЖ и РПЖ соответствуют промежутку 700-1800 
см-1.Образцы с РПЖ имеют более высокие пики по сравнению с образцами ДГПЖ при 1280 см-1(С-NH2 ,входящая в 
состав аденина,гуанина,цитозина),1323 см-1 (CH3/CH2коллагена),1378 см-1(гуанин,аденин,ДНК),1560 см-1(аденин и 
гуанин).Спектры образцов с ДГПЖ имеют более высокие пики при 752 см-1(тирозин),1662 см-1(связь амидов I:C=O 
белков,C=C-связь липидов). Выводы. При исследовании образцов тканей с подтвержденными диагнозами ДГПЖ и 
РПЖ отмечается  увеличение интенсивности рамановского рассеяния света ДНК в тканях с подтвержденным РПЖ,и 
обратное снижение интенсивности рамановского рассеяния света ДНК в тканях с ДГПЖ. Рамановская спектроскопия 
показала спектральные различия в биохимическом составе тканей с ДГПЖ и тканей с РПЖ.В перспективе данный 
метод исследования может быть использован для разработки диагностического алгоритма выявления рака пред-
стательной железы. 
Ключевые слова: рамановская спектроскопия, рак предстательной железы, ДГПЖ, диагностика

Summary 
Purpose of the study. To assess the diagnostic capabilities of the Raman spectroscopy method in detecting prostate 
cancer. Materials and methods. Material selection: 13 samples of the prostate gland (histologically confirmed the 
diagnosis of "Benign prostatic hyperplasia" (BPH). 47 prostate tissue samples (histologically confirmed diagnosis 
"Prostate cancer." The samples were examined on the apparatus (HoribaScientific) .Configuration : wavelength 785 nm, 
grating 1200 gr / mm, 100% filter, confocal hole 300 μm. Integration time 50 s. Analysis of spectral data was carried out 
using Matlab software, Statistica, FreeSpectraBase, Sp ectralDatabase IndexBio-Rad. Results. Raman spectra of tissue 
fragments of BPH and PCa correspond to a range of 700-1800 cm-1. Samples with PCa have higher peaks compared 
to BPH samples at 1280 cm-1 (C-NH2, included in adenine, guanine, cytosine), 1323 cm-1 (CH3 / CH2 collagen), 
1378 cm-1 (guanine, adenine, DNA), 1560 cm-1 (adenine and guanine). The spectra of the samples with BPH have 
higher peaks at 752 cm-1 (tyrosine), 1662 cm -1 (bond amides I: C = O proteins, C = C-bond of lipids). Conclusions. 
In the study of tissue samples with confirmed diagnoses of BPH and PCa, an increase in the intensity of Raman light 
scattering of DNA in tissues with confirmed PCa was noted, and a reverse decrease in the intensity of Raman scattering 
of DNA light in tissues with BPH. Raman spectroscopy showed spectral differences in the biochemical composition of 
tissues with BPH and tissues with PCa. In the future, this method of investigation can be used to develop a diagnostic 
algorithm for detecting prostate cancer. 
Key words: Raman spectroscopy, prostate cancer, BPH, diagnosis.
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Введение
Рамановская спектроскопия (РС) является физиче-

ским методом, который позволяет с высокой специфич-
ностью и в режиме реального времени исследовать био-
логические объекты. В связи с растущим потенциалом 
этого метода исследования в клинической практике, в 
данной статье представлен наш опыт исследования при-
менения рамановской спектроскопии в диагностике рака 
предстательной железы.   

Рак предстательной железы (РПЖ) является одним 
из наиболее распространённых злокачественных заболе-
ваний у мужчин. Ежегодно в мире регистрируют более 
550 тыс. новых случаев заболеваемости раком предста-
тельной железы. Именно с этим связан тот факт, что диа-
гностике и лечению данной патологии в последнее время 
уделяется все больше внимания как за рубежом, так и в 
Российской Федерации. 

Наиболее высокие показатели заболеваемости РПЖ 
отмечены в США, Канаде и в ряде стран Европы, где он 
выходит на 1-е место в структуре онкологических забо-
леваний. Так, по данным Национального института рака 
(National Cancer Institute) США, с 1986 по 1992 гг. показа-
тель заболеваемости РПЖ среди белого населения вырос 
на 108% и на 102% — для чернокожих американцев. В 
России заболеваемость РПЖ также неуклонно возраста-
ет. Так, в 2006 г. впервые выявлено 18 092 новых случая 
РПЖ и стандартизованный показатель составил 21,4 на 
100 тыс. населения. Прирост заболеваемости с 1996 по 
2006 гг. 94,84% при среднем темпе прироста за 2006 г. 
6,9%. Неутешительными остаются и показатели смертно-
сти. В 2006 г. в России от РПЖ умерли 8516 человек, что 
на 3,08% больше, чем в 2005 г. За 10 лет (с 1996 по 2006 
гг.) прирост показателя смертности составил 35,43%. Не-
смотря на улучшение методов диагностики РПЖ и вне-
дрение в ряде клиник ПСА-мониторинга, заболеваемость 
запущенными формами РПЖ в России остаётся высокой. 

По данным на 2006 г., РПЖ IV стадии, при которой 
уже невозможно проведение радикального лечения, вери-
фицирован у 22% больных. III стадия РПЖ диагностиро-
вана у 39% больных, I–II стадии — у 36,5%. Стадия забо-
левания не была установлена у 2,5% больных [1,2, 3, 4].  

Несмотря на широкий спектр методов диагности-
ки РПЖ, проблема выявления данной патологии на на-
чальной стадии, используя при этом метод, способный 
обеспечить молекулярную информацию и позволяющий 
проанализировать биохимический состав тканей в ре-
жиме реального времени на клеточном и молекулярном 
уровнях, остается актуальной.  

Оптическая спектроскопия (Рамановская спектро-
скопия) позволяет получить информацию путем оценки 
взаимодействия падающего монохроматического света с 
молекулами исследуемой ткани [5].

Клетки и ткани организма характеризуются специ-
фическим биохимическим составом и «своей особенной» 
молекулярной структурой, то есть определенная патоло-
гия или клеточная аномалия сопровождаются биохими-
ческими и молекулярными изменениями.

Рамановская спектроскопия -  это физический метод, 

позволяющий с высокой специфичностью, точностью, в 
режиме реального времени исследовать биологические 
объекты на молекулярном уровне во время патологиче-
ской трансформации [6]. 

Принцип метода заключается в том, что при паде-
нии монохроматического пучка света определенной дли-
ны волны на образец исследуемой ткани, в последней 
возникают различные моды (сдвиги) колебательных или 
вращательных возбуждений молекул с характерными ча-
стотами, что приводит к появлению новых линий в спек-
тре рассеянного света [7].  Каждое вещество, входящее 
в состав тканей, характеризуется набором рамановских 
линий с индивидуальным спектральным положением и 
постоянными  относительными интенсивностями [8].  
Именно этот набор спектральных характеристик  дает 
возможность говорить о, так называемом, рамановском 
«отпечатке пальцев» этих молекул и позволяет проводить 
регистрацию изменений клеточного метаболизма по ин-
тенсивности их рассеяния.  

Рамановская спектроскопия не требует специальной 
подготовки образца и нечувствителен к полосам погло-
щения, так как рамановский эффект наблюдается в рас-
сеянном свете от образца, а не в спектре поглощения. Это 
свойство рамановской спектроскопии облегчает процесс 
непосредственного измерения как в твердых образцах, 
так и жидких и газообразных средaх [9].  

Материалы и методы
2.1. Образцы ткани предстательной железы.
После получения информированного согласия на 

медицинское вмешательство и генетическое исследо-
вание у пациентов, участвующих в исследовании, был 
произведен забор исследуемого материала следующими 
способами:

1)	  13 образцов тканей предстательной железы (ги-
стологически подтвержден диагноз «Доброкачественная 
гиперплазия предстательной железы» (ДГПЖ), удалены 
хирургическим путем – проведена позадилонная адено-
мэктомия на базе урологического отделения Клиники 
«Башкирского Государственного Медицинского Универ-
ситета» г. Уфы. Размеры образцов - 20 мм. 

2)	 47 образцов тканей предстательной железы (ги-
стологически подтвержден диагноз «Рак предстательной 
железы», удалены хирургическим путем – проведена 
лапароскопическая радикальная простатэктомия на базе 
онкологического отделения Клиники «Башкирского Госу-
дарственного Медицинского Университета» г. Уфы. Раз-
меры образцов - 20 мм. 

Все полученные образцы помещались в физиологи-
ческий раствор 100 мл NaCl 0,9% при температуре -10 гр, 
хранились не более 2-ух часов до анализа спектроскопии 
комбинационного рассеяния.

Рамановская спектроскопия
Исследование образцов проводилось на аппарате 

(HoribaScientific). Были использованы следующие конфи-
гурации настройки:  длина волны 785 нм,  выходная мощ-
ность 80 мВт, решетка 1200 gr/mm, фильтр 100%, slit 100  
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μm, конфокальное отверстие 300 μm, laser pol – vertical, 
raman pol – vertical.

Лазер попадает в образец через линзу (фокусное 
расстояние 30 мм) при геометрии возбуждения 90 °. Рас-
сеянный свет собирают с помощью набора линз (фокус-
ное расстояние 100 мм), который проходит через фильтр 
для отбраковки полосы при 785 нм, который помещает-
ся перед входной щелью, чтобы блокировать рэлеевское 
рассеяние от лазера.

Затем рассеянный свет соединяется со спектрогра-
фом изображений, который рассеивает и направляет свет 
на камеру  и контроллер. Спектры были получены с вре-
менем интегрирования 50 с при разрешении спектроме-
тра около 10 см-1. Был собран один спектр для каждого 
фрагмента ткани.

Калибровку комбинационного сдвига выполняли в 
день сбора данных. 

Диагностическая модель, основанная на 
методе главных компонент

После предварительной обработки данных все по-
лученные спектры были разделены на две группы в соот-
ветствии с гистопатологией: 1 группа - ДГПЖ,  2 группа 
- рак предстательной железы.

Диагностическая модель была разработана с ис-
пользованием метода главных компонент и дискрими-
нантного анализа для классификации образцов на основе 
гистопатологии.

Анализ спектральных данных был произведен с 
использованием  программного обеспечения Matlab 7.0, 
Statistica, Free SpectraBase, Spectral Database Index Bio-
Rad.

Результаты и обсуждение
При анализе полученных спектров было выявлено: 
1)	 средние спектры комбинационного рассеяния 

фрагментов тканей ДГПЖ и рака предстательной железы  
соответствуют промежутку 700-1800 см-1;

2)	 спектры комбинационного рассеяния тканей 
простаты с ДГПЖ и РПЖ имеют отличительные спек-
тральные особенности. 

Образцы с гистологически подтвержденным РПЖ 
имеют более высокие пики комбинационного рассеяния 
по сравнению с образцами тканей ДГПЖ при 1280 см-1 
(аминная группа С - NH2 , входящая в состав аденина, 
гуанина, цитозина), 1323 см-1 (связь CH3 / CH2 колла-

гена, полинуклеотидная цепь), 1378 см-1 (гуанин,аденин, 
ДНК), 1560 см-1 (нуклеиновые кислоты аденин и гуанин) 
[11,12,13,14,15]. 

Спектры образцов предстательной железы с ДГПЖ 
имеют более высокие пики при 752 см-1 (аминокис-
лоты тирозина), 1662 см-1 (связь амидов I: C = O бел-
ков, α-спиральная конформация, C = C-связь липидов) 
[11,16,17,18,19,20].

Заключение
Таким образом, при исследовании образцов тканей с ги-

стологически подтвержденными диагнозами ДГПЖ и РПЖ 
отмечается  увеличение интенсивности рамановского рассе-
яния света дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) ( амин-
ной группы С - NH2, входящей в состав аденина, гуанина, 
цитозина)  в тканях с гистологически подтвержденным раком 
предстательной железы, и обратное снижение интенсивно-
сти рамановского рассеяния света ДНК в тканях с ДГПЖ. 

Рамановская спектроскопия показала спектральные 
различия в биохимическом составе тканей с  доброкаче-
ственной гиперплазией и тканей с раком предстательной 
железы, в особенности в спектрах, связанных с нуклеи-
новыми кислотами. 

В перспективе данный метод исследования может 
быть использован для разработки диагностического алго-
ритма выявления рака предстательной железы. [23,24,25]. 
Использование волоконно-оптических датчиков в кон-
струкции лапароскопов, цистоскопов, пункционных игл 
позволило бы на дооперационном этапе с высокой точно-
стью не только диагностировать новообразование, но и 
определить объем хирургического вмешательства. 

Обладая значительными преимуществами в виде 
высокой специфичности, проведением измерений в ре-
жиме реального времени, отсутствием противопока-
заний, по сравнению с традиционными технологиями 
диагностики опухолей мочеполовой системы, РС имеет 
серьезные перспективы использования метода в качестве 
«оптической биопсии».■
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