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1. Введение

Колоректальный рак – одна из наиболее частых при-
чин смертности в мире [1]. Частота случаев колоректаль-
ного рака увеличивается [1], поэтому его точная диагно-
стика и эффективное лечение являются задачами первосте-
пенной важности для здравоохранения. Внедрение более 
частого скрининга снизило число смертельных исходов, 
но для дальнейшего его уменьшения необходимо совер-
шенствование методов диагностики [2]. Точность сегод-
няшнего стандартного диагностического обследования 
полностью зависит от опыта врача и ограничена высокой 
вероятностью ошибок, а также строгими протоколами 
биопсии – дорогостоящей и требующей большого време-
ни процедуры [3]. Потенциальные возможности методов 
оптической биомедицинской диагностики, используемых 
для детального неинвазивного или минимально инвазив-
ного анализа многокомпонентных сред, таких как биоло-
гические ткани, интенсивно изучаются с целью примене-
ния в новых средствах клинической диагностики для диф-
ференциации раковых и нормальных тканей с высокими 
чувствительностью и точностью [4].

Одним из наиболее интенсивно исследуемых оптиче-
ских методов эндоскопической желудочно-кишечной ди-
агностики является флуоресцентная спектроскопия [5 – 9]. 
Изменения ткани, пораженной раком, влияют на распро-
странение света, поглощающие свойства и содержание 

флуорофоров в ткани, к которым чувствительна флуорес-
центная спектроскопия. Интенсивность флуоресценции, 
форма ее спектра и затухание во времени для таких эндо-
генных флуорофоров, как триптофан, тирозин, коллаген, 
эластин, никотинамидадениндинуклеотид (NADH) и фла-
винадениндинуклеотид (FAD), имеют диагностическое 
значение [10], понимание и оценка которого необходимы 
для успешного внедрения автофлуоресцентной диагно-
стики в клиническую практику. 

Эффективность автофлуоресцентного имиджинга (АФИ) 
при обнаружении раковых тканей желудочно-кишечного 
тракта реализована в промышленных системах для эндо-
скопической диагностики [9, 11, 12]. Однако еще имеется 
большой простор для улучшения этой методики, т. к. от-
носительно низкая селективность и плохое разрешение 
изображений приводят к высокой частоте ложных обна-
ружений и мешают АФИ стать удобным инструментом в 
клинической практике [5, 13, 14]. Оптимизация доступных 
эндоскопических АФИ-систем направлена главным об-
разом на снижение шума, повышение цветового контра-
ста и определение устойчивых параметров и алгоритмов 
[12, 14, 15]. 

В стандартной спектроскопии флуоресценции матри-
цы возбуждения-испускания (МВИ) используются для по-
лучения картины флуоресценции в широком спектраль-
ном диапазоне. Эта трехмерная флуоресцентная спектро-
скопия одновременно дает информацию о длине волны 
возбуждения, а также о длине волны и об интенсивности 
наблюдаемой флуоресценции. Данный метод позволяет 
определить длины волн возбуждения, вызывающего флу-
оресценцию, спектр которой содержит наиболее ценные 
сведения для клинического диагностического анализа, и 
выявить основные эндогенные флуорофоры в исследуе-
мой ткани [16].

Сравнительно новым подходом во флуоресцентных 
исследованиях биологических тканей является синхрон-
ная флуоресцентная спектроскопия (СФС). Основы ее 
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теории и возможные применения представлены в рабо-
те [17]. Использование CФC в биомедицинских исследо-
ваниях впервые описано в работе [18]. Метод СФС осно-
ван на одновременном сканировании длин волн возбуж-
дения и испускания, между которыми сохраняется посто-
янный интервал. В результате в детектируемом спектре 
для выбранного интервала длин волн значимые спек-
тральные особенности исследуемого образца намного бо-
лее выражены и спектрально разрешимы благодаря отсут-
ствию спектрального перекрытия. Метод обладает боль-
шей чувствительностью и, в особенности, большей селек-
тивностью, и поэтому перспективен для улучшения ныне 
существующей техники АФИ [19].

СФС как средство дифференциации тканей и анализа 
биожидкостей применялась для диагностики рака молоч-
ной железы, шейки матки и щитовидной железы, где ме-
тод показал себя вполне конкурентоспособным и пер-
спективным для внедрения в клиническую диагностиче-
скую практику [18 – 25]. Однако мы не нашли сведений о 
детальных исследованиях по применению СФС для авто
флуоресцентного обнаружения колоректального рака.

Цель настоящей работы состояла в оценке потенци-
альных возможностей СФС для обнаружения колорек-
тального рака и в определении подходящих диагности
ческих признаков для получения надежного диагностиче-
ского параметра.

2. Материалы и методы

Исследуемые образцы иссекались в ходе стандартной 
клинической процедуры удаления злокачественных опу-
холей, осуществляемой в клинике университета «Царица 
Иоанна – ISUL» (София). Все пациенты получили пись-
менную информацию и подписали согласие на исследова-
ния, одобренные этическим комитетом клиники. Образцы 
тканей хранились в модифицированном растворе Кребса 
(NaCl, KCl, CaCl2, глюкоза, таурин, HEPES, пировино-
градная кислота) в изотермических условиях и транспор-
тировались с возможной быстротой в лабораторию «Био
фотоника» Института электроники. Флуоресценция рас-
твора, в котором хранились образцы, оцененивалась как 
пренебрежимо слабая по сравнению с флуоресценцией 
исследуемой ткани. Форма и размеры образцов варьиро-
вались в зависимости от размера и типа иссекаемой опу-
холи, однако их толщина не превышала 7 мм.

Для измерений использовался спектрофлуориметр 
FluoroLog 3 (HORIBA Jobin Yvon, Франция). Источни
ком света служила ксеноновая лампа мощностью 300 Вт, 
длины волн возбуждения и испускания определялись с 
помощью двух двойных монохроматоров, а детектором 
служил фотоумножитель. Поскольку образцы имели раз-
личную форму и размеры, их флуоресценция исследова-
лась с помощью дополнительного волоконно-оптическо
го модуля Fluorolog 3 – F-3000, который позволяет про-
водить измерения вне камеры, содержащей образцы. Во 
время экспериментов волокно используемого волоконно-
оптического модуля располагалось перпендикулярно об-
разцу, и торец волокна соприкосался с тканью, поэтому 
освещаемая поверхность образца соответствует поверх-
ности торца оптоволоконного зонда. 

Мы проводили исследования флуоресценции с при
менением МВИ при длинах волн возбуждения в диапазо-
не 280 – 440 нм с шагом 10 нм. Флуоресценция регистри-
ровалась в диапазоне 300 – 800 нм с шагом сканирования 

1 нм. Накопление данных для МВИ занимает приблизи-
тельно 27 мин.

Второй используемый нами подход – сравнительная 
СФС раковых и нормальных образцов. В наших исследо-
ваниях синхронная регистрация флуоресценции осущест-
влялась при ее возбуждении в спектральном диапазоне 
280 – 720 нм с интервалами Dl между длинами волн воз-
буждения и испускания в диапазоне 10 – 280 нм с шагом 
10 нм. Один скан СФС занимает около 2 мин, а посколь-
ку интервал между длинами волн меняется вручную и 
принимает 28 значений, время сбора данных для одного 
скана всей СФС-матрицы составляет около 60 мин.

Спектроскопические измерения проводились по точ-
кам для раковой и здоровой частей каждого из 14 образ-
цов пораженной колоректальным раком ткани, взятых у 
11 больных с одинаковым гистопатологическим диагно-
зом (три образца ткани были взяты у одного больного и 
еще два – у другого больного). В эксперименте для каж-
дого образца ткани от точки к точке контролировались 
изменения сигнала по интенсивности и форме полос флу-
оресценции. Авторы связывают эти изменения с визуаль-
но наблюдаемым повышенным содержанием крови или с 
тонкими морщинами, покрывающими кожу. Для каждо-
го образца измерения выполнялись в трех-пяти точках.

При СФС-детектировании проводилась коррекция ре-
гистрируемого сигнала на интенсивность лампы, преду-
смотренная в стандартном математическом обеспечении 
используемого спектрофлуориметра.

3. Результаты и их обсуждение

На рис.1,а показана МВИ нормальной слизистой обо-
лочки толстой кишки, а на рис.1,б – МВИ раковой ткани. 
Для лучшего сравнения МВИ в обоих случаях использо-
валась одна и та же шкала интенсивности. Чтобы оце-
нить, насколько СФС подходит для дифференциации тка-
ней, представим ее результаты в трехмерной графической 
форме, где по двум осям отложены длина волны возбуж-
дения и интервал длин волн Dl, поддерживаемый в течение 
скана. Цветная карта равной интенсивности представля-
ет интенсивность наблюдаемой флуоресценции (рис.2). 

Из полученных спектральных данных путем сравне-
ния параметров максимумов интенсивности в координа-
тах lex, lem и lex, Dl с данными по флуоресцентным харак-
теристикам главных эндогенных флуорофоров из работы 
[26] мы можем определить несколько эндогенных флуо-
рофоров как главных источников флуоресценции иссле-
дуемых тканей, а именно: аминокислоты тирозин и трип-
тофан, коферменты NADH и FAD и структурные белки 
коллаген и эластин, а также их сшивки. Основные спек-
тральные характеристики этих флуорофоров представле-
ны в табл.1.

Главные различия спектров флуоресценции здоровых 
и раковых тканей заключаются в уровнях интенсивности 
флуоресценции аминокислот тирозина и триптофана, 
ферментов и коферментов NADH и FAD, а также струк-
турных белков эластина и коллагена. Наблюдаемое уве-
личение интенсивности флуоресценции аминокислот ти-
розина и триптофана является следствием интенсивного 
производства белков, построенных из аминокислот, из-за 
ускоренного метаболизма раковых клеток [27]. Одна из 
функций кофермента NADH состоит в переносе электро-
на в процессе клеточного дыхания, изменяющегося в ра-
ковых клетках [28, 29], что может быть одной из причин 
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наблюдаемого уменьшения максимумов интенсивности 
флуоресценции NADH раковых тканей. Другими флуо-
рофорами, интенсивность флуоресценции которых сни-
жается в раковых клетках, являются структурные белки 
коллаген и эластин. Наиболее правдоподобная причина 
этого снижения – аномальный рост размеров раковых кле-
ток, вызывающий разрыв внеклеточного матрикса, обра-
зованного структурными белками и их сшивками [30].

Более высокая чувствительность и уменьшенное спек-
тральное перекрытие, характерные для СФС, позволяют 
выявить больше деталей трехмерного спектра исследо-
ванных тканей. Из сравнения рис.1,а и 2,а, а также рис.1,б 
и 2,б видно, что в режиме СФС имеется больше спектраль-
ных подробностей и лучше проявляются островки интен-

сивной флуоресценции, коррелирующие с данным типом 
эндогенного флуорофора. Методика СФС позволила нам 
наблюдать характерные максимумы флуоресценции кол-
лагена при возбуждении на lex = 350 нм и испускании на 
lem = 400 нм, интенсивность которых для раковых клеток 
меньше, чем для здоровых. В СФС-спектрах видны два 
отдельных максимума флуоресценции FAD и NADH, ко-
торые наблюдаются как один общий широкий максимум 
на картах МВИ.

СФС-флуоресценция лучше выражена для того из при-
сутствующих флуорофоров, для которого используемый 
интервал между длинами волн возбуждения и испускания 
совпадает с разностью длин волн максимумов поглоще-
ния и испускания. Выбирая этот интервал вблизи раз
ности длин волн максимумов поглощения и испускания 
главных обнаруженных эндогенных флуорофоров, мы по-
лучаем СФС-спектры здоровой и раковой ткани с наи
более выраженными различиями. 

СФС-спектры для 14 образцов нормировались так, 
чтобы площадь под каждой кривой равнялась единице. 
Это исключает различия между пациентами или разными 
образцами от одного пациента [31]. Полученные в резуль-
тате усреднения нормированные СФС-спектры нормаль-
ной и раковой ткани для Dl = 60 и 90 нм представлены на 
рис.3. Максимумы СФС-флуоресценции при Dl = 60 нм 
обусловлены аминокислотами тирозином и триптофа-
ном, а также структурными белками коллагеном и эла-

Табл.1.  Спектральные характеристики главных эндогенных флуо-
рофоров, наблюдаемых в исследованных тканях желудочно-ки
шечного тракта.

Эндогенный 
флуорофор

Длина волны максимума  
возбуждения (нм)

Длина волны максимума  
испускания (нм)

Триптофан
280 – 300 320 – 400

Тирозин

NADH 340 – 380 450 – 500

FAD 460 – 500 530 – 550

Коллаген
320 – 360 400, 460 – 500

Эластин

Рис.1.  МВИ нормальной слизистой оболочки (а) и карциномы (б) толстой кишки. Островки интенсивной флуоресценции отнесены к ами-
нокислотам тирозину и триптофану (1), структурным белкам коллагену и эластину (2), коферментам FAD и NADH (3); I – интенсивность 
флуоресценции, lex и lem – длины волн возбуждения и испускания соответственно. Цветной вариант рис.1 помещен на сайте нашего жур-
нала http://www.quantum-electron.ru.

Рис.2.  СФС-карты здоровой (а) и пораженной раком (б) слизистой оболочки толстой кишки. Островки интенсивной флуоресценции от-
несены к аминокислотам тирозину и триптофану (1), структурным белкам коллагену и эластину (2), коферментам NADH (3) и FAD (4). 
Цветной вариант рис.2 помещен на сайте нашего журнала http://www.quantum-electron.ru.
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стином. За наиболее интенсивные максимумы СФС-флу
оресценции при Dl = 90 нм отвечают триптофан и NADH 
[32 – 34]. Анализ полученных СФС-спектров аналогичен 
выполненному для СФС-спектров раковой и здоровой 
тканей молочной железы в работе [22]. Были выделены 
две интересные области: область «а», простирающаяся от 
340 до 380 нм при Dl = 60 нм и от 385 до 420 нм при Dl = 
90 нм, и область «b» в пределах 380 – 420 нм при Dl = 60 нм 
и 420 – 500 нм при Dl = 90 нм. Для количественного опи-
сания спектров мы использовали площади под нормиро-
ванными спектрами в выбранных областях: Sa60 – пло-
щадь под кривой в области «a» при Dl = 60 нм, Sb60 – 
площадь под кривой в области «b» при Dl = 60 нм, Sa90 – 
площадь под кривой в области «а» при Dl = 90 нм и 
Sb90 – площадь под кривой в области «b» при Dl = 90 нм. 
При анализе использовались также шесть отношений: 
Sa60/Sb60, Sa90/Sb90, Sa60/Sb90, Sb60/Sb90, Sa60/Sa90 и Sb60/Sa90. 
Значимость выбранных параметров для дифференциации 
тканей желудочно-кишечного тракта оценивалась в два 
этапа. Сначала были вычислены параметры для каждого 
спектра и применен критерий нормальности Шапиро –
Уилка с уровнем значимости 0.05. Некоторые параметры 
не удовлетворяли критерию нормальности, в силу чего 
необходимо было использовать непараметрический алго-
ритм проверки гипотез. Поэтому применялся критерий 
Манна – Уитни со стандартным значением пороговой ве-
роятности 0.05 и с принятой нуль-гипотезой о том, что 

различия между параметрами для раковой и здоровой тка-
ни нет. Результаты теста приведены в табл.2.

Тест показывает, что пять параметров предельно зна-
чимы (p < 0.001), три весьма значимы (0.01 < p < 0.001) и 
два значимы (0.01 < p < 0.05) при дифференциации рако-
вых и здоровых тканей, притом среди выбранных для 
анализа параметров не значимые (p > 0.05) вообще от
сутствуют. Таким образом, выбранные интервалы между 
длинами волн возбуждения и испускания 60 и 90 нм дают 
достаточное число статистически значимых параметров 
для высокоспецифичной дифференциации тканей. 

Однако полученные результаты касаются исследова-
ния тканей ex vivo, и при их перенесении на случай in vivo 
необходимо учитывать следующее: 1) вклад гемоглоби-
на даст минимум в спектре флуоресценции примерно на 
lem = 425 нм за счет перепоглощения; 2) можно ожидать, 
что флуоресценция NADH будет более интенсивной, т. к. 
данный кофермент быстро распадается после иссечения 
ткани; 3) влияние температуры, которая в момент измере-
ний была ниже температуры тела [35, 36]. 

4. Выводы

В настоящей работе для классификации тканей при 
раке толстого кишечника с помощью флуоресцентной 
спектроскопии предложены длины волн возбуждения в 
диапазоне 300 – 360 нм и интервалы между длинами волн 
возбуждения и испускания 60 и 90 нм для диагностически 
специфичных методов МВИ и СФС соответственно. СФС 
с использованием предложенных интервалов длин волн 
позволяет получать наиболее существенные различия, 
имеющие диагностическую значимость, спектров флуо-
ресценции здоровых и раковых тканей. 

Параметры, оцененные в настоящей работе, будут ис-
пользованы как основа для надежного алгоритма обна-
ружения колоректального рака. Необходимы дальнейшие 
исследования потенциала флуоресцентного метода СФС 
по сравнению с другими оптическими диагностическими 
методиками обнаружения опухолей, поскольку первые 
результаты указывают на возможность получать с по
мощью СФС диагностически важные спектральные осо-
бенности с перспективой разработки методов, позволяю-

Табл.2.  Результаты теста Манна – Уитни для оцениваемых спек-
тральных параметров со значением вероятности p и оценкой уров-
ня значимости.

Спектральный 
параметр

Вероятность p
Статистическая 
значимость*

Sa60 2.1448 ́  10–4 ПЗ
Sb60 2.10858 ́  10–5 ПЗ
Sa90 7.34006 ́  10–6 ПЗ

Sb90 0.04072 З
Sa60/Sb60 2.10858 ́  10–5 ПЗ
Sa90/Sb90 0.00405 ВЗ

Sa60/Sb90 0.00715 ВЗ

Sb60/Sb90 0.03251 З

Sa60/Sa90 0.00101 ВЗ
Sb60/Sa90 7.36123 ́  10–6 ПЗ
*Заключение о статистической значимости параметров принима-
лось исходя из значения вероятности для нуль-гипотезы, а имен-
но: p > 0.05 – не значимый (НЗ), 0.01 < p < 0.05 – значимый (З), 
0.001 < p < 0.01 – весьма значимый (ВЗ), p < 0.001 – предельно зна-
чимый (ПЗ) [22].

Рис.3.  СФС-спектры здоровой (1) и раковой (2) тканей для Dl = 60 
(а) и 90 нм (б).
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щих отличить нормальную слизистую оболочку толстого 
кишечника от пораженной раком.
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