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В работе продемонстрированы диагностические возможности спектроскопии лазерноинду-
цированной флуоресценции для выявления онкологических заболеваний шейки матки. Объ-
ясняются возможные пути формирования спектральных характеристик тканей при различ-
ных состояниях; высказывается предположение о возможности создания тест-методов ранней 
диагностики онкологических заболеваний шейки матки по результатам лазерноиндуциро-
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В настоящее время известно, что раннее вы-
явление и радикальное лечение предраковых за-
болеваний (дисплазия или внутриэпителиальная 
неоплазия шейки матки) является эффективной 
мерой для предотвращения инвазивного рака. В 
связи с этим большое значение приобретают диа-
гностические методы для организации массового 
скрининга населения. Опыт Скандинавских стран, 
успешно организовавших скрининг, основанный 
на исследовании рутинного мазка по Папанико-
лау, показывает, что качество мазков и квалифика-
ция цитологов — ключевой момент для получения 
правильного цитологического диагноза. Очевидно, 
что поиск любых альтернативных методов ранней 
диагностики заболеваний шейки матки является 
актуальной задачей. Особый интерес представля-
ют экспрессные и инструментальные методы, на 
основе которых могут быть созданы высокочувс-
твительные тест-системы. Подобные методы мо-
гут быть разработаны на основе флуоресцентных 
и иммуно-флуоресцентных измерений. 

Диагностические возможности флуоресцент-
ных методов в онкологии, в первую очередь, свя-
заны с флуоресценцией эндогенных и экзогенных 
порфиринов, накапливаемых в опухолевых клет-
ках [1, 2, 3]. По распределению флуоресцирующих 
порфиринов или фотосенсибилизаторов второго 
поколения (например фталоцианинов) возможно 
построение изображения опухоли in vivo при не-
большой глубине ее залегания, в том числе с ис-
пользованием лазерного возбуждения [4, 5]. 

Регистрация автофлуоресценции биологи-
ческих образцов также нашла применение в диа-
гностике. При этом решающую роль играет длина 

волны возбуждения. В случаях УФ возбуждения  
(λ ≤ 280 нм) флуоресценция биологических об-
разцов, как правило, вызвана белковой флуорес-
ценцией (330-375 нм) и флуоресценцией кофак-
тора NADH (425-475 нм) [6].

Белковая флуоресценция прежде всего связа-
на с флуоресценцией триптофана (λпогл = 280 нм) 
и имеет квантовый выход около 21%. Флуоресци-
рующей группой триптофана является индоль-
ный хромофор.

Кофактор NADH флуоресцирует не так силь-
но, как триптофан. Максимумы его поглощения 
и испускания находятся при 340 и 450 нм соот-
ветственно. Флуоресцирующей группой явля-
ется восстановленное никотинамидное кольцо, 
причем его флуоресценция частично потушена за 
счет переноса энергии возбуждения на аденин. В 
нейтральных водных растворах NADH образует 
как минимум две конформации. Одна из них от-
крытая, в которой скелет рибоза — дифосфат-ри-
боза вытянут, другая закрытая, в которой скелет 
свернут, а два гетероцикла, адениновый и нико-
тинамидный, расположены параллельно и взаи-
модействуют друг с другом [7].

При некоторых патологиях интенсивность 
флуоресценции в области 440-475 нм (связанной, 
как правило, с концентрацией и конформацией 
NADH) оказывается значительно выше, чем в 
норме, и отношение интенсивностей флуоресцен-
ции на длинах волн 350 и 450 может рассматри-
ваться в качестве самостоятельного диагности-
ческого критерия [8]. 

Контроль за эффективностью лечения онко-
логических заболеваний можно также проводить 
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на основе мониторинга интенсивности лазерно-
индуцированной флуоресценции NADH опухо-
левых клеток, которая уменьшается в процессе 
проведения фотодинамической терапии [6]. 

На примере флуоресценции чешуйчатых эпи-
телиальных клеток показано возрастание интен-
сивности флуоресценции NADH в менструаль-
ном цикле [9]. 

Большие диагностические возможности флуо-
ресцентных методов были продемонстрированы в 
случае предрака цервикального канала. В качестве 
диагностического алгоритма использовались раз-
личия в форме линии и интенсивности флуорес-
ценции цервикальной ткани в области 420-440 нм  
при возбуждении излучением азотного лазера 
(337 нм) in vivo [10]. При этом спектры флуо-
ресценции ткани были предварительно промо-
делированы на растворах с разным содержанием 
коллагена, эластина, NAD H и FAD (флавинаде-
ниндинуклеотида). Отметим, что в этом случае 
белковая флуоресценция не наблюдалась из-за 
большой длины волны возбуждающего излуче-
ния (λex =337 нм) и поэтому при моделировании 
не рассматривалась. 

Из спектров флуоресценции цервикальной 
ткани определялся параметр S:
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где С(λex), E(λex), N(λex) и F(λex) — приведенные 

нормализованные интенсивности флуоресцен-
ции коллагена, эластина, NAD и FAD в растворах;  
С1 — С4 — абсолютные вклады этих хромофоров 
в спектр тканей; [A(λex)+А(λex)] — нормализован-
ный вклад флуоресценции и поглощения оксиге-
моглобина в концентрации С5; С6 — фактор шири-
ны линии спектра флуоресценции цервикальной 
ткани. 

Несмотря на достаточно трудоемкую проце-
дуру выделения вклада каждого хромофора в 
спектры тканей и определение параметров S, по-
лученное распределение образцов по этому пара-
метру показало возможность создания достаточ-
но надежного диагностического алгоритма. Как 
следует из рисунка 1, образцы нормальной ткани 
(подтвержденные данными кольпоскопии) име-
ют меньший параметр S, чем образцы с вирусом 
папилломы человека или цервикальной внутри-
эпителиальной неоплазией. Полученный диа-
гностический алгоритм продемонстрировал чувс-
твительность около 92% и специфичность — 90% 
к данным видам патологии [10]. Таким образом, 
спектры флуоресценции тканей, как и других 
биологических проб и жидкостей, являются по-
тенциальным объектом для диагностики большо-
го числа заболеваний различной этиологии.
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Современная реализация флуоресцентной 
спектроскопии, основанная на регистрации ла-
зерноиндуцированной флуоресценции (ЛИФ), 
позволила существенно увеличить чувствитель-
ность метода и исследовать не только автофлуо-
ресценцию биологических тканей, но и тканевых 
экстрактов, растворов микробиопсий, биологи-
ческих жидкостей и смывов. На основе лазерной 
флуоресцентной спектроскопии разрабатывают-
ся методы диагностики неопластических заболе-
ваний шейки матки и вульвы [11].

В настоящей работе рассматриваются диагнос-
тические возможности лазерной флуоресцентной 
спектроскопии для раннего выявления патологии 
шейки матки по образцам смывов.

Материалы и методы
Все пробы были получены при обследованиях 

пациенток гинекологических клиник г. Новоси-
бирска. Обследованные женщины разделены на  
3 группы: 1-я группа — контроль (6 чел.), 2-я груп-
па — женщины с гинекологическими заболевани-
ями, не связанными с онкологической патологией 
(21 чел.), 3-я группа — женщины с онкопатологи-
ей (18 чел.). 

Забор образцов производился после промы-
вания шейки матки и влагалища 0,9% раство-
ром NaCl и высушивания. После чего марлевым 
шариком убиралась слизь с поверхности шейки 
и цервикального канала. С помощью ложечки 
Фолькмана производились соскобы с поверхнос-
ти шейки матки и цервикального канала. Часть 
полученного материала наносилась на стекло для 
цитологического исследования, а другая часть 
материала помещалась в пластмассовую (сили-
коновую) пробирку с 3 мл 0,9% раствора NaCl и 
транспортировалась в течение 15-20 минут до ла-
зерной установки для проведения спектральных 
исследований. Измерения спектров лазерноинду-

Рис. 1. Диагностический критерий на основе 
лазерноиндуцированной флуоресценции 

цервикальной ткани in vivo:

° — нормальная ткань; • — воспаление; 
♦ — вирус папилломы человека;

▲ — цервикальная интраэпиталиальная неоплазия
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цированной флуоресценции образцов проводи-
лись в кварцевых кюветах с длиной оптического 
пути в 1 см. Объем пробы составлял 2,5 мл. 

Измерение флуоресценции производилось на 
автоматизированном лазерном комплексе ори-
гинальной конструкции, защищенной патентом 
[12]. Источником УФ возбуждающего излучения 
являлся твердотельный неодимовый (Nd:YAG) 
лазер с модуляцией добротности и внерезона-
торной генерацией второй гармоники (λ=532 нм) 
нелинейным кристаллом КТР и четвертой гармо-
ники (λ=266 нм) кристаллом ВВО. На выходе ла-
зер генерировал импульсы длительностью 200 нс, 
частотой следования 3 кГц и средней мощностью 
3-5 мВт с длиной волны 266 нм.

Излучение четвертой гармоники отделялось 
призмой и после фильтра, отсекающего излу-
чение второй гармоники, заводилось сверху в 
кварцевую кювету с образцом. Флуоресценция 
регистрировалась через боковую грань кюветы, 
расположенной перед входной щелью монохро-
матора, фотоумножителем ФЭУ 140. 

Управление комплексом, сбор и обработка 
данных проводились с помощью специализиро-
ванной платы расширения компьютера IBM PC 
[13]. При регистрации спектров образцов осу-
ществлялось усреднение до 10000 измерений на 
каждой длине волны в диапазоне длин волн от 
275 до 500 нм с шагом 2 нм. Среднее время записи 
спектра составляло 4-5 минут. При построении 
спектров флуоресценции учитывалась спектраль-
ная чувствительность ФЭУ. 

Результаты и обсуждение
Нормальная шейка матки
Типичный спектр лазерноиндуцированной 

флуоресценции смыва с нормальной шейки матки 
при возбуждении лазерным излучением с длиной 
волны 266 нм характеризуется одним максиму-
мом в области длин волн 330-340 нм, соответс-
твующим белковой флуоресценции (Рис. 2). При 
соблюдении постоянства процедуры забора про-
бы интенсивность флуоресценции коррелирует с 
числом клеток в пробе, определенных цитологи-
ческими методами. 

Относительная интенсивность лазерноинду-
цированной белковой флуоресценции смывов с 
шейки матки может рассматриваться в качестве 
диагностического критерия. 

Однако нами в качестве диагностического 
критерия предлагается использовать отноше-
ние интенсивности белковой флуоресценции  
(I (343 нм)) к интенсивности флуоресценции 
NADH (I (435 нм). В случае смыва с неизме-
ненной шейки матки сколько-нибудь заметного 
сигнала в области 400-500 нм не наблюдается, 
но присутствует шумовой компонент, величина 
которого определяется условиями регистрации 
спектра (напряжение ФЭУ, шумы усилителей) и 
который можно использовать при вычислении от-
ношения I(343)/I(435). Для смывов с нормальной 
шейки матки (6 образцов) это отношение состави-
ло 17,86±6,2 (Рис. 3).

Шейка матки при различных состояниях,
не связанных с онкологической патологией 
Исследовали образцы смывов при различ-

ных состояниях шейки матки, в том числе полип 
шейки матки; беременность (малый срок); гипер-
трофия шейки матки; шейка матки после родов; 
шейка матки при бесплодии; шейка матки при бе-
ременности 8 недель. 

Во всех случаях в спектрах лазерноиндуци-
рованной флуоресценции наблюдался только 
сигнал белковой флуоресценции, относительная 
интенсивность которого была достоверно выше, 
чем в случае нормальной шейки матки. Наиболь-
шая концентрация белка в смывах с шейки мат-
ки наблюдалась при полипе шейки матки (47,4), 
ранних сроках беременности (33,2), гипертрофии 
шейки матки (33,1). На поздних сроках беремен-
ности уровень белка в смывах с шейки матки 
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Рис. 2. Спектр лазерноиндуцированной 
флуоресценции смыва с шейки матки в норме
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Рис. 3 . Гистограмма распределения относительной 
интенсивности флуоресценции смывов с 

шейки матки при разных состояниях:
1 — шейка матки в норме; 2 — состояния, не 
связанные с онкологическими патологиями; 

3 — онкологические патологии
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снижался до значений, близких к норме (19,0). 
Среднее значение отношения I(343)/I(435) для 
образцов смывов с шейки матки при различных 
состояниях, не связанных с онкологической пато-
логией, составило — 30,58±9,85 (Рис. 3).

При культе шейки матки интенсивность бел-
ковой флуоресценции была почти в два раза ниже 
нормы (10,2), однако при этом какого-либо сиг-
нала от NADH в области длин волн — 435 нм не 
наблюдалось.

В данной работе мы не преследовали цель 
получить статистически достоверные отличия 
интенсивности белковой флуоресценции при 
разных состояниях шейки матки. В связи с этим 
в ряде случаев (полип, гипертрофия, культя) из-
мерения выполнены для единичных образцов. 
Вместе с тем мы не исключаем существования 
зависимости концентрации белка в смывах с 
шейки матки от ее состояния, даже в отсутствие 
патологии. Выяснение существования подобной 
зависимости станет предметом отдельного иссле-
дования. 

Онкологическая патология 
При тяжелой дисплазии шейки матки во флу-

оресцентных спектрах смывов появляется пло-
хо разрешенный компонент NADH в виде плеча  
(Рис. 4). При этом заметно уменьшается интен-
сивность белкового компонента и в результате 
отношение этих сигналов заметно уменьшается 
— 3,0±0,8. 

В случае рака in situ максимум флуоресценции 
NADH становится хорошо разрешенным и в отде-
льных случаях по интенсивности почти достигает 
уровня белковой флуоресценции (Рис. 5). Усред-
ненное значение — 2,5±0,5. При этом в спектре 
может наблюдаться узкий сигнал комбинацион-
ного рассеяния с длиной волны 298 нм. Природа 
этого сигнала связана с комбинационным рассе-
янием лазерного излучения на Q-ветви колеба-
тельной полосы молекул Н2О, и ее интенсивность 
не зависит от содержания белка в объеме пробы. 
Обычно сигнал комбинационного рассеяния сме-
щен на 3651,7 см-1 относительно возбуждающего 
излучения и по форме линии повторяет спектр 
лазерного излучения, что позволяет его надежно 
дифференцировать в сложных спектрах биологи-
ческих проб. Интенсивность сигнала комбинаци-
онного рассеяния зависит только от объема про-
бы и интенсивности возбуждающего излучения и 
не зависит от содержания белка в пробе. Интен-
сивность этого сигнала можно использовать для 
оценки концентрации флуоресцирующего вещес-
тва в биологической пробе [14]. Уровню сигнала 
комбинационного рассеяния соответствует кон-
центрация порядка 10-9 М, что свидетельствует 
о достаточно низкой концентрации веществ бел-

ковой природы в пробах и еще более низкой кон-
центрации NADH, которые невозможно измерить 
другими существующими методами. 

При эндофинной форме рака в спектре лазер-
ноиндуцированной флуоресценции также хоро-
шо проявляется сигнал флуоресценции NADH, 
но отношение сохраняется на достаточно высо-
ком уровне — 8,3±1,0 из-за достаточно высокой 
интенсивности белковой флуоресценции. 

Кардинальное изменение спектров лазер-
ноиндуцированной флуоресценции смывов с 
шейки матки наблюдается при раке III стадии. 
В этом случае в спектре наблюдается значитель-
ный сигнал флуоресценции NADH (Рис. 6). Ин-
тенсивность флуоресценции столь значительна и 
сдвинута в длинноволновую область спектра, что 
позволяет наблюдать ее и не вооруженным гла-
зом (синяя флуоресценция). По интенсивности 

Рис. 4. Спектр лазерноиндуцированной флуоресценции 
смыва с шейки матки при тяжелой дисплазии
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Рис. 5. Спектр лазерноиндуцированной 
флуоресценции смыва с шейки матки — рак in situ
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Рис. 6. Спектр лазерноиндуцированной флуоресценции 
смыва с шейки матки — рак III стадии
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белковая флуоресценция оказывается существен-
но меньшей по отношению к интенсивности флу-
оресценции NADH, в результате чего отношение 
I(343)/I(435) становится значительно меньше  
1 (0,02±0,02)

Увеличение интенсивности флуоресценции 
на длине волны 450 нм при онкологических па-
тологиях может объясняться связыванием NADH 
с белками. В этом случае флуоресценция NADH 
значительно возрастает (квантовый выход уве-
личивается в 4 раза). Такое увеличение выхода 
обычно интерпретируют как следствие связыва-
ния NADH в вытянутой конформации, что под-
тверждается изучением дифракции рентгенов-
ских лучей на гидрогеназах [7]. Возможно, что с 
развитием онкологической патологии увеличива-
ется доля связанного с белком NADH, что и при-
водит к появлению заметного сигнала флуорес-
ценции с максимумом около 450 нм. 

Таким образом, интенсивность флуоресцен-
ции NADH в смывах с шейки матки коррелирует 
с течением и степенью тяжести онкологического 
заболевания шейки матки и может стать осно-
вой для создания методов диагностики на основе 
флуоресцентной спектроскопии и иммуно-флуо-
ресцентных методов. 

DIAGNOSTIC FACILITIES  
OF LASER-INDUCED FLUORESCENCE  
OF CERVIX UTERI SWABS IN CASE  
OF ONCOLOGY DISEASES
Kh.A. Arshakyan, S.V. Pushkarev, E.S. Polovnikov, 
Yu.P. Meshalkin

The diagnostic facilities of a laser-induced fluores-
cence spectroscopy for cervix uteri oncology diseases 
detection have been displayed in this research. Pos-
sible ways of forming the tissues spectral characteris-
tics under different conditions have been explained; 
assumption of possibility to create the test-methods 
for early diagnosis of cervix uteri oncology diseases 
based on the results of laser-induced fluorescence 
spectroscopy has been observed.
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