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Резюме
Нейрохирургия внутричерепных опухолей, особенно глиального происхождения, представляет нетривиальную задачу в силу их инфиль-
тративного роста. В последние годы в нейрохирургии активно используются оптические методы интраоперационной навигации, однако 
один из наиболее широко распространенных подходов, основанный на селективном накоплении опухолью флуоресцентного контрастно-
го вещества (5-АЛК индуцированного протопорфирина IX), не может быть применен для значимой части опухолей вследствие его низкого 
накопления. Напротив, спектроскопия комбинационного рассеяния, позволяющая проводить анализ молекулярного состава тканей с со-
хранением всех достоинств метода флуоресцентной спектроскопии, не требует при этом введения экзогенного красителя и может быть 
вариантом выбора при построении системы интраоперационной навигации или оптической биопсии.
В настоящей работе представлены первые результаты использования метода главных компонент для классификации спектров комбина-
ционного рассеяния глиобластомы человека с промежуточной обработкой спектров для минимизации возможных ошибок от флуорес-
ценции как эндогенных флуорофоров, так и фотосенсибилизаторов, используемых при флуоресцентной навигации. В результате были 
обнаружены различия в пространстве главных компонент, соответствующие образцам тканей с микрокистозными компонентами, обшир-
ными участками некрозов, фокусами свежих кровоизлияний. Показано, что данный подход может послужить основой для построения 
системы автоматической интраоперационной классификации тканей на основе анализа спектров комбинационного рассеяния.
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Abstract
Neurosurgery of intracranial tumors, especially of glial origin, is a non-trivial task due to their infiltrative growth. In recent years, optical meth-
ods of intraoperative navigation have been actively used in neurosurgery. However, one of the most widely used approaches based on the 
selective accumulation of fluorescent contrast medium (5-ALA-induced protoporphyrin IX) by the tumor cannot be applied to a significant 
number of tumors due to its low accumulation. On the contrary, Raman spectroscopy, which allows analyzing the molecular composition of 
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Введение
Основные проблемы нейрохирургии внутриче-

репных опухолей связаны со сложностью демаркации 
их границ в  силу особенностей их роста. Глиальные 
опухоли, как известно, прорастают в  здоровое белое 
вещество головного мозга при продвижении опухо-
левых клеток вдоль кровеносных сосудов и  нервных 
трактов благодаря дружественному микроокружению, 
сформированному рекрутированными опухолью им-
мунокомпетентными клетками. Инфильтрация опухо-
левых клеток в  здоровую ткань делает невозможной 
радикальную резекцию без значительного невроло-
гического дефицита для пациента. В связи с этим в по-
следние годы в нейрохирургии активно используются 
различные методы интраоперационной навигации, 
позволяющие максимально точно дифференцировать 
опухолевые и нормальные ткани, среди которых осо-
бенно выделяются оптические технологии вследствие 
их оперативности и  неинвазивности. Общеизвестно 
использование для интраоперационной навигации 
флуоресценции протопорфирина  IX, индуцированно-
го введением 5-аминолевулиновой кислоты, в хирур-
гии глиобластомы [1, 2]. В последнее время исследует-
ся множество других методов для определения краев 
опухоли, включая количественный анализ экзогенной 
флуоресценции [3, 4], визуализацию времени жизни 
эндогенной флуоресценции [5–7], оптическую коге-
рентную томографию (ОКТ) [8], гиперспектральную 
визуализацию [9] и спектроскопию комбинационного 
рассеяния (СКР) [10, 11]. Каждый из этих методов име-
ет свои преимущества, однако СКР выделяется среди 
них тем, что позволяет анализировать непосредствен-
но молекулярный состав исследуемых тканей без 
введения каких-либо красителей, что обусловливает 
дополнительный интерес к этому методу как к диагно-
стической процедуре, позволяющей определять опу-
холевые ткани, характеризующиеся низким уровнем 
накопления флуоресцентных маркеров, например, 
ткани доброкачественных глиальных опухолей.

Первые результаты анализа опухоли головного 
мозга, основанные на  СКР, были получены K. Tashibu 
[12]. Автор исследовал относительную концентрацию 
воды в нормальных и отечных тканях мозга крыс пу-
тем анализа групп СН и ОН в области с высоким вол-
новым числом. Также были исследованы цитотокси-
ческие и вазогенные модели отека мозга у крыс [13]. 
В  работах A. Mizuno и  соавт. [14, 15] опубликованы 
спектры различных опухолей головного мозга, содер-
жащие интенсивные пики, характерные липидам. Эти 
ранние исследования дали толчок для дальнейшего 
изучения опухолей головного мозга человека.

Основным толчком, продвинувшим СКР в исследо-
вания  in vivo, стала разработка оптоволоконных зон-
дов [16]. S. Koljenović и соавт. [17] исследовали ткани 
головного мозга свиньи с помощью волоконно-опти-
ческих зондов. В результате показано, что в проана-
лизированных спектрах комбинационного рассеяния 
серого вещества преобладают полосы, связанные 
с белками, ДНК и фосфатидилхолином, в то время как 
в спектрах белого вещества преобладают холестерин 
и сфингомиелин.

Оптоволоконные зонды также способствовали 
экспериментальным исследованиям метастазиро-
вания [18]. Опухолевые клетки меланомы вводили 
в сонную артерию мышей, чтобы вызвать метастази-
рование в мозг. Серийные срезы были подготовлены 
из целого мозга мыши для анализа методами Фурье-
спектроскопии и СКР. В то время как клетки метаста-
тической меланомы не были обнаружены с помощью 
ИК-Фурье спектроскопии, СКР позволила их обнару-
жить при облучении на длине волны 785 нм.

Исследования тканей ex  vivo дали основную ин-
формацию о природе и составе нормальных и опухо-
левых тканей. В  вышеописанной работе [15] авторы 
использовали СКР и Фурье-спектроскопию для иссле-
дования различных образцов ткани человеческого 
мозга и показали, что спектры от нормального, но от-

tissues while preserving all the advantages of the method of fluorescence spectroscopy, does not require the use of an exogenous dye and 
may become a method of choice when composing a system for intraoperative navigation or optical biopsy.
This work presents the first results of using the principal component method to classify Raman spectra of human glioblastoma with inter-
mediate processing of spectra to minimize possible errors from the fluorescence of both endogenous fluorophores and photosensitizers 
used in fluorescence navigation. As a result, differences were found in the principal component space, corresponding to tissue samples with 
microcystic components, extensive areas of necrosis, and foci of fresh hemorrhages. It is shown that this approach can serve as the basis for 
constructing a system for automatic intraoperative tissue classification based on the analysis of Raman spectra.
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ечного, серого и  белого вещества были аналогичны 
спектрам от обычного серого и белого вещества кры-
сы. Наблюдалось, что спектры от  глиом, неврином 
и нефроцитом сходны со спектрами серого вещества 
крысы. В работе [19] получены 24 рамановские карты 
из неокрашенных и нефиксированных срезов 20 об-
разцов ткани глиобластомы от 20 пациентов. В некро-
тических тканях был обнаружен повышенный уро-
вень холестерина и сложного эфира холестерина.

C. Krafft и соавт. [20, 21] проводили СКР тканей го-
ловного мозга для качественного и количественного 
анализа липидов. Сообщается о более высоких уров-
нях липидов в  нормальных тканях и  более высоком 
содержании гемоглобина, но меньшем соотношении 
липидов к  белкам при внутричерепных опухолях. 
Таким образом, СКР можно использовать для диффе-
ренциации нормальных и опухолевых тканей, а также 
для определения типа и  степени злокачественности 
опухоли.

В связи с появлением новой информации об отно-
сительном содержании липидов в опухолях головного 
мозга, были получены спектры комбинационного рас-
сеяния липидных экстрактов из семи образцов тканей 
человека [22]. Ткани глиомы характеризовались повы-
шенным содержанием воды и сниженным содержани-
ем липидов, результаты согласуются с данными, полу-
ченными при исследовании тканей свиньи.

С помощью комбинационного рассеяния (КР) об-
наружено, что содержание фосфатидилхолина повы-
шено относительно холестерина в  глиомах по  срав-
нению со  здоровыми тканями. Использование СКР 
помогло дифференцировать новообразования го-
ловного мозга у детей от нормальной мозговой ткани 
и сходные типы опухолей друг от друга [23].

В последнее время публикуются работы, связан-
ные с  интраоперационными исследованиями  in  vivo 
опухолей головного мозга. Как упоминалось ранее, 
хирургическая резекция в  случае внутричерепных 
опухолей является сложной задачей: любые остаточ-
ные опухолевые клетки могут привести к  рецидиву, 
в то время как удаление здоровой ткани может при-
вести к  когнитивным нарушениям. Таким образом, 
ранняя резекция, а  также сохранение функциональ-
ного статуса пациентов имеют решающее значение 
для достижения оптимального результата.

В исследовании, включавшем 10 пациентов [24], ав-
торами получены спектры КР здоровых тканей мозга, 
опухоли и  некротических тканей в  естественных ус-
ловиях в режиме реального времени. В другой работе 
[10] показаны различия в спектрах КР между нормаль-
ными и опухолевыми тканями в положении пиков фос-
фолипидов, протеинов и нуклеиновых кислот.

Эффективность СКР сравнили с  МРТ, которая яв-
ляется стандартным методом визуализации [25]. При-
знание того факта, что современные технологии ви-

зуализации, включая стандартную МРТ, не позволяют 
обнаруживать отдаленные инвазивные клетки гли-
альных опухолей головного мозга, имеет решающее 
значение, поскольку это ограничение существенно 
снижает эффективность хирургического лечения гли-
омы. В работе авторы демонстрируют, что СКР может 
обнаруживать инвазивные опухолевые клетки дале-
ко за  пределами опухоли, обнаруженной при МРТ 
у людей во время операции. СКР обнаруживает инва-
зию на расстоянии до ~ 3,7 см и ~ 2,4 см за пределами 
границ контрастной зоны на МРТ.

Суммируя вышесказанное, можно заключить, что 
СКР является вариантом выбора для интраопераци-
онной навигации при нейрохирургии внутричереп-
ных опухолей, особенно глиального происхождения. 
СКР обладает высоким пространственным разреше-
нием, высокой скоростью сбора данных и  высокой 
чувствительностью к  изменениям молекулярного 
состава тканей. Она может выявлять инвазивные опу-
холевые клетки, не  замедляя нейрохирургический 
процесс, и  может дополнять или заменять нейрона-
вигацию под управлением МРТ в качестве метода для 
определения границ опухоли.

Материалы и методы
Для регистрации спектров комбинационного рас-

сеяния использовали спектроскопическую систему, 
состоящую из спектрометра комбинационного рассе-
яния света Raman-HR-TEC-785 (StellarNet, США), источ-
ника узкополосного лазерного излучения с  длиной 
волны 785 нм (ширина на половине амплитуды лазер-
ного пика 0,2 нм, мощность до 500 мВт) Ramulaser™ 785 
(StellarNet, США), а также волоконно-оптического кон-
фокального зонда для доставки лазерного излучения 
и сигнала КР (рис. 1). Использование зонда позволяло 
получать сигнал с площади диаметром менее 0,5 мм 
на поверхности образца. Управление спектрометром 
осуществлялось с  компьютера с  помощью разрабо-
танного нами программного обеспечения, позволя-
ющего регистрировать серию спектров КР. Данная 
система позволяет регистрировать спектры в диапа-
зоне 800–1000 нм, что соответствует диапазону сток-
совых сдвигов 200–2750 см-1. Спектральное разреше-
ние системы составляло 4 см-1.

Исследован материал, полученный при удалении 
внутричерепных опухолей человека (4 пациента с ди-
агнозом мультиформная глиобластома), предостав-
ленный Национальным медицинским исследователь-
ским центром нейрохирургии им.  ак. Н. Н. Бурденко. 
Материал был исследован в двух условиях: в опера-
ционной непосредственно после удаления ex  vivo 
(2 пациента, 7 образцов ткани) и в биобанке через 2 ч 
после удаления (3  пациента, 6  образцов). При пере-
носе из операционной в биобанк материал хранился 
в физиологическом растворе.
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Регистрацию спектров КР каждого образца про-
изводили серией по  5  измерений с  последующим 
усреднением. Экспозиция каждого измерения состав-
ляла 30 сек (суммарно 2,5 мин на серию) ввиду техни-
ческого ограничения используемого спектрометра. 
Перед каждой серией измеряли фоновый сигнал (се-
рия из 5 спектров по 30 сек), при котором лазер был 
отключен. Измерение фонового сигнала и спектра КР 
производили в затемненном помещении.

В ходе предварительной обработки спектров сна-
чала производили усреднение спектров внутри каж-
дой серии для уменьшения вклада случайных шумов 
в  результирующий сигнал. Далее из  усредненных 
спектров КР вычитали соответствующий им усред-
ненный фоновый спектр для исключения ошибок, об-
условленных условиями измерения.

Полученные спектры характеризовались высокой 
интенсивностью флуоресценции, которая является 
для СКР шумовым сигналом и ухудшает ее дешифро-
вочные свойства. Для исключения компоненты флуо-
ресценции из  регистрируемого сигнала был исполь-
зован алгоритм, представленный в работе [26] (рис. 2). 
Метод использует непрерывное вейвлет-преобразо-
вание для определения положения острых пиков КР 
и вычитания гладкого фонового сигнала. Полученный 
спектр был сглажен фильтром Савицкого-Голея тре-
тьего порядка.

Одна из  сложностей характеризации образца 
ткани по  спектру КР обусловлена высокой размер-

ностью полученных спектров, то  есть большим ко-
личеством значимых пиков КР от  различных орга-
нических соединений. Спектры КР, в отличие от, на-
пример, спектров флуоресценции, характеризуются 
большим количеством характерных спектральных 
линий, и  их визуальная интерпретация становится 
нетривиальной задачей. Для решения этой пробле-
мы в качестве метода уменьшения размерности был 
использован метод главных компонент (principal 
component analysis, PCA). В  нем каждый спектр 
представляется как точка на  гиперплоскости с  раз-
мерностью, соответствующей количеству значений 
в  измеренном спектре КР. Метод PCA заключается 
в повороте системы координат таким образом, что-
бы оси лежали вдоль данных в направлении их наи-
большего разброса. При таком повороте каждая 
главная компонента представляет собой линейную 
комбинацию значений по  изначальным осям. При 
этом мы можем не принимать в рассмотрение те оси, 
по которым разброс данных после такого поворота 
будет минимальным. Таким образом осуществляется 
уменьшение размерности.

Результаты и обсуждение
Были получены спектры КР образцов тканей глио-

мы человека. Каждый из образцов был верифициро-
ван как мультиформная глиобластома WHO Grade  IV. 
Во всех образцах обнаружены очаги некроза, проли-
ферации сосудов.

Рис. 1. Схема рабочей установки:
1. Источник узкополосного лазерного излучения с длиной волны 785 нм
2. Волоконно-оптический конфокальный зонд для доставки лазерного излучения и сигнала КР
3. Исследуемый образец биологической ткани
4. Спектрометр комбинационного рассеяния света
5. Компьютер со специальным программным обеспечением

Fig. 1. Working setup diagram:
1. Source of 785 nm narrow-band laser radiation
2. Fiber optic confocal probe for delivery of laser radiation and Raman signal
3. Sample of biological tissue
4. Raman spectrometer
5. Computer with special software

И.Д. Романишкин, Л.Р. Бикмухаметова, Т.А. Савельева, С.А. Горяйнов, А.В. Косырькова, 
В.А. Охлопков, Д.А. Гольбин, И.Ю. Полетаева, А.А. Потапов, В.Б. Лощенов
Спектроскопия спонтанного комбинационного рассеяния для ex vivo диагностики внутричерепных опухолей
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Рис. 2. Работа метода вычитания флуоресцентного сигнала из спектра КР. Сверху – 
измеренный спектр КР и построенная методом [26] модель гладкого спектра 
флуоресценции. Снизу – спектр КР без флуоресценции
Fig. 2. The work of the method of subtracting the fluorescent signal from the Raman 
spectrum. Above are the measured Raman spectrum and the smooth fluorescence spec-
trum model constructed by the method [26]. Below is the Raman spectrum without fluo-
rescence

Рис. 3. Спектры КР образцов ткани пациента К. Значения интенсивности нормиро-
ваны на максимум и смещены для удобства представления. Вертикальными поло-
сами обозначены пики, характеризующие биомолекулы, содержание которых повы-
шено в опухолевых тканях: белки (1236, 1239 см-1, красный), азотистые основания 
(1181, 1572 см-1, синий), дисахарид (1461 см-1, желтый), дезоксирибоза (1430 см-1, 
пурпурный), фосфолипид (1129 см-1, серый), холестерин (1085, 1296, 1032, 1451, 
1659 см-1, зеленый)
Fig. 3. Raman spectra of patient K. tissue samples. Intensity values are normalized to 
a maximum and shifted for ease of presentation. The vertical lines indicate the peaks 
characterizing the biomolecules, the content of which is higher in tumor tissues: proteins 
(1236, 1239 cm-1, red), nitrogenous bases (1181, 1572 cm-1, blue), disaccharide 
(1461 cm-1, yellow), deoxyribose (1430 cm-1, magenta), and phospholipid (1129 cm-1, 
gray), cholesterol (1085, 1296, 1032, 1451, 1659 cm-1, green)

И.Д. Романишкин, Л.Р. Бикмухаметова, Т.А. Савельева, С.А. Горяйнов, А.В. Косырькова, 
В.А. Охлопков, Д.А. Гольбин, И.Ю. Полетаева, А.А. Потапов, В.Б. Лощенов
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Рис. 4. Собственные значения главных компонент
Fig. 4. Eigenvalues of the principal components

Рис. 5. Спектры нагрузки для первых двух главных компонент. Цветом выделены 
сдвиги, соответствующие биомолекулам, содержание которых повышено 
в опухолевых тканях (см. рис. 3)
Fig. 5. Loading score spectra for the first two principal components. Highlighted in color 
are the shifts corresponding to biomolecules, the content of which is higher in tumor tis-
sues (see Fig. 3)
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В.А. Охлопков, Д.А. Гольбин, И.Ю. Полетаева, А.А. Потапов, В.Б. Лощенов
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Полученные от  каждого из  образцов спектры КР 
были обработаны в  соответствии с  приведенными 
выше методами. Это позволило получить набор спек-
тров с  минимизированными ошибками измерения 
и свободных от флуоресцентного сигнала. В качестве 
примера на рис. 3 приведены спектры КР для пациен-
та К с выделением основных пиков, характеризующих 
биомолекулы, содержание которых повышено в опу-
холевых тканях.

У пациента К отмечено следующее распределение 
материала по  биоптатам: 1  – опухоль, 20% некроза; 
2  – опухоль, менее 30% некроза, 3  – опухоль, менее 

40% некроза, выраженный ангиоматоз; 4  – опухоль, 
до  90% некроза (сосудистого генеза  – конгломерат 
толстостенных сосудов и  прилежащей опухолевой 
ткани). Различие состава материала проявляется 
в  различии интенсивностей пиков КР, однако, пики, 
характеризующие глиальные опухоли, остаются хоро-
шо видны (рис. 3). На рис. 3 можно видеть значимый 
вклад холестерина, белков, дисахарида и  азотистых 
оснований. Как было показано в работах [19, 22], хо-
лестерин может быть ассоциирован с  некрозом, что 
соответствует данным морфологического исследова-
ния препаратов опухоли.
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Рис. 6. Анализ главных компонент спектров КР образцов опухолевой ткани четырех пациентов, измеренных 
в операционной ex vivo и в биобанке
Fig. 6. PCA of the Raman spectra of tumor tissue samples from four patients, measured in the operating room ex vivo 
and in the biobank

И.Д. Романишкин, Л.Р. Бикмухаметова, Т.А. Савельева, С.А. Горяйнов, А.В. Косырькова, 
В.А. Охлопков, Д.А. Гольбин, И.Ю. Полетаева, А.А. Потапов, В.Б. Лощенов
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Был произведен анализ главных компонент в спек-
тральном диапазоне 900–1700 см-1, поскольку именно 
в нем преобладают пики, характерные для глиальных 
опухолей [27]. Основные спектральные особенности 
наблюдались для белка (1236, 1239  см-1), азотистых 
оснований (1181, 1572  см-1), дисахарида (1461  см-1), 
дезоксирибозы (1430  см-1), холестерина (1085, 1296, 
1032, 1451, 1659  см-1), ацильных остатков липидов 
(1086 см-1) и фосфолипидов (1129 см-1).

Результат PCA показал, что основные отличия (71% 
дисперсии) объясняются первыми двумя главными 
компонентами (рис.  4). Если рассмотреть спектры 
нагрузок (насколько сильно сигнал КР влияет на зна-
чение главной компоненты) первых двух компонент 
(рис. 5), то можно заметить положительный вклад сиг-
нала КР в  диапазоне 1300–1450  см-1 в  значение PC1, 
вероятно вызванный высокой кровенаполненностью. 
При этом значение PC2 снижается при увеличени сиг-
нала от белков, азотистых оснований, а также холесте-
рина (значения при сдвигах 1032 и 1085 см-1).

Были получены распределения измеренных спек-
тров от первых двух главных компонент (рис. 5, сле-
ва). Материал, измеренный в операционной, образует 
плотную группу в III четверти координатной плоскости 
PC1/PC2. В то же время на плоскости PC1/PC3 (рис. 5, 
справа) не  образуется групп измеренных образцов, 
что позволяет говорить об избыточности использова-
ния более двух главных компонент для рассмотрения 
измеренного набора данных. Спектры КР образцов 
материала от  пациента Б, характеризующихся боль-
шим кровоизлиянием, тоже лежат в  отрицательном 
диапазоне PC1. Патоморфологическое описание тка-
ней опухоли пациента Б, проявившего наибольшие 

отличия от  остальных при анализе методом главных 
компонент, включает помимо основных черт глио-
бластомы такие особенности, как участки глиомезо-
дермального рубца, присутствие в  опухоли микро-
кистозного компонента, обширные участки некрозов, 
фокусы свежих кровоизлияний. Картина соответству-
ет глиобластоме с терапевтически индуцированными 
изменениями.

В патоморфологическом описании тканей паци-
ента С также на фоне основных особенностей мульти-
формной глиобластомы отмечены фокусы микроки-
стозного строения и свежих кровоизлияний.

Заключение
В работе представлены первые результаты исполь-

зования метода главных компонент для классификации 
спектров комбинационного рассеяния образцов тканей 
глиобластом с  промежуточной обработкой спектров 
для минимизации возможных ошибок от  флуоресцен-
ции как эндогенных флуорофоров, так и фотосенсибили-
заторов, используемых при флуоресцентной навигации. 
Обнаружены различия в пространстве главных компо-
нент, соответствующие образцам тканей с микрокистоз-
ными компонентами, обширными участками некрозов, 
фокусами свежих кровоизлияний. Дальнейший набор 
данных разных типов патологий головного мозга позво-
лит производить кластеризацию и анализ спектров [28] 
для построения системы интраоперационной диагно-
стики, основанной на автоматическом анализе спектров 
комбинационного рассеяния.

Исследование выполнено при финансовой поддерж-
ке РФФИ в рамках научного проекта № 18–29–01062.
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