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АТОМНО-ЭМИССИОННОЙ  СПЕКТРОМЕТРИИ  ВЫСОХШИХ  

КАПЕЛЬ  ПЛАЗМЫ  КРОВИ  ДЛЯ  ДИАГНОСТИКИ  РАКА  ПРОСТАТЫ
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Исследована морфология высохшего образца плазмы крови больных с онкопатологией. Выявлены структурные особенности 
высохших капель плазмы крови пациентов с диагнозом «рак простаты». Показана возможность уточнения диагноза по отнесению 
опухоли к типу Т2 или Т3. Получены полуколичественные результаты пространственного распределения кальция по поверхности 
высохшей капли биологических жидкостей и в слоях с использованием метода лазерной атомно-эмиссионной спектрометрии. По-
казано, что данный метод дает возможность количественно оценить изменения в белковых центрах и является важным средством 
в диагностике заболеваний. Полученные экспериментальные данные могут служить основой для дальнейшей разработки методо-
логии ранней диагностики нарушения уровня функциональных резервов организма и системы реабилитационных мероприятий.

Ключевые слова: биологическая жидкость; морфология капли; лазерная атомно-эмиссионная спектрометрия; сдвоенные 
лазерные импульсы; пространственное распределение; послойный анализ; кальций.
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The morphology of the dried blood plasma drops from the patients with oncopathology has been studied. The structural features 
characteristic for the dried blood plasma drops from the patients with diagnosed prostate carcinoma have been revealed. It has been 
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demonstrated that diagnosis may be more precise due to the possibility to attribute a tumor to the type Т2 or to the type Т3. Semiquan-
titative results for the spatial distribution of calcium over the surface of the dried drop of a biological fluid and within the layers have 
been obtained using the laser atomic-emission spectrometry method. It has been shown that atomic-emission spectrometry enables one 
to obtain semiquantitative estimates for changes in the albuminous centers and may be an effective diagnostic instrument. The obtained 
experimental data form the basis for further progress in the early diagnostication of disorders in the functional reserves of human orga-
nisms; a system of the adequate rehabilitation measures may be suggested. 

Key words: biological fluid; drop morphology; laser atomic-emission spectrometry; double laser pulses; spatial distribution; layer-
by-layer analysis; calcium. 

В течение многих лет ученые используют разнообразные высокотехнологичные методы, пытаясь 
определить различные биомаркеры, которые достоверно указывают на наличие того или иного онко-
логического заболевания. Общеизвестно, что развитие злокачественной опухоли – процесс мультифак-
торный, сопряженный с нарушением или перестройкой большей части внутриклеточных механизмов. 
В связи с этим составить представление о течении процесса лишь по одному маркеру практически 
невозможно.

Принцип применения биомаркеров в диагностике онкологических заболеваний основан на концеп-
ции предполагаемой обусловленности развития рака некой мутацией (или набором мутаций), напри-
мер инактивацией какого-либо важного гена. В результате в пораженном органе изменяется состав 
группы белков, в синтезе которых задействован мутировавший ген [1]. 

Рак предстательной железы (РПЖ) – одно из наиболее распространенных онкологических заболе-
ваний, которое является основной причиной смерти мужчин в развитых странах [2]. Это связано с тем, 
что на ранних стадиях развития болезни нет явных признаков заболевания и пациенты своевремен-
но не получают лечение. Когда диагноз ставится на поздних стадиях заболевания, выживаемость па-
циентов с РПЖ составляет примерно 33 %. При ранней диагностике этот показатель равен практически 
100 % [3]. 

Поскольку около 20 % поверхностных белков клеток некоторых органов, включая предстательную 
железу, могут быть обнаружены и выделены из сыворотки крови, определение набора белков, специ-
фичного для данного онкологического заболевания, представляет собой надежный метод диагностики. 
Вместе с тем встречается достаточное количество случаев, связанных с недостоверной оценкой стадии 
проявления (Т2 и Т3) рака простаты [4].

Ранняя диагностика рака простаты требует поиска новых молекулярных биомаркеров. Приоритет-
ной задачей в настоящее время является создание набора из доступных маркеров, способных дать 
достаточно подробную характеристику опухоли [5]. В последние годы сделан акцент на разработ-
ке тестов, связанных с измерением низкомолекулярных веществ в биообразцах, к примеру методом 
масс-спектрометрии. Накопленные научные данные свидетельствуют о перспективности исследова-
ния низко молекулярных веществ (компонентов) крови для создания диагностических лабораторных 
тестов [5]. 

В настоящей работе проведены исследования плазмы крови пациентов с диагностированным раком 
простаты, включающие изучение как морфологии структурирования образца высыхающей капли био-
логической жидкости (БЖ), так и пространственного распределения эссенциальных элементов по по-
верхности и слоям высохшей капли.

Известно, что исследования структуризации твердой фазы БЖ широко используются в диагности-
ческих целях в самых разнообразных областях медицины. При малейшей патологии происходит на-
рушение структуры белков, начинаются процессы их агрегации, сопровождающиеся возникновением 
аномальных и нерегулярных структур (конкреции, трещины и пр.) [6 – 8]. 

Дополнением к этим исследованиям является полуколичественная оценка пространственного рас-
пределения макроэлементов, с которыми связаны процессы коагуляции белковых компонентов БЖ, 
а значит, и процесс структурирования высыхающих капель. В этом плане достаточно информативной 
БЖ является плазма крови, которая не лишена белковых и элементных компонентов. Ведущую роль 
в процессах коагуляции белка играют ионы кальция. Комплексное изучение динамики структуриро-
вания высыхающей капли БЖ и пространственного распределения кальция, магния и алюминия по 
поверхности высохшей капли БЖ позволило в ряде случаев уточнить диагноз онкологических больных 
для своевременной корректировки лечения [9, 10]. 

В данной работе представлены результаты исследования морфологических структур и простран-
ственного распределения кальция в высохших на твердой поверхности каплях плазмы крови пациентов 
с диагнозом «рак простаты». Изучена также динамика структурирования высыхающих капель и мор-
фология высохшей капли. 
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Методика эксперимента
Каплю плазмы крови пациентов (10 мкл) наносили на обезжиренную пластинку из оргстекла и изу-

чали динамику временно-структурных изменений высыхающей капли. Процесс сушки выполнялся при 
температуре 18–20 °С. Диагностику капли проводили примерно с 40-й минуты, когда начинается процесс 
структурирования, изменения в структуре фиксировали каждые 10 мин до полного высыхания капли. 

Для получения снимков высохших капель использовали оптический микроскоп Webbers, совме-
щенный с цифровой камерой (отраженный свет), и микроскоп Биолам со светодиодной подсветкой 
(на пропускание) и веб-камерой. Оба микроскопа имеют видеонасадки, работающие с компьютером 
по USB-2 порту.

Локальное пространственное распределение кальция в высохших каплях плазмы крови экспери-
ментально изучено с использованием лазерного многоканального атомно-эмиссионного спектрометра 
LSS-1. Лазерное излучение фокусируется на образец с помощью ахроматического конденсора с фокус-
ным расстоянием 100 мм. Размер пятна фокусировки составляет примерно 50 мкм. Все эксперименты 
проводили в атмосфере воздуха при нормальном атмосферном давлении. Анализировали суммарные 
результаты действия пяти последовательных сдвоенных лазерных импульсов (СЛИ).

Результаты эксперимента и их обсуждение
Морфология высыхающих капель плазмы крови трех пациентов в качестве примера приведена на 

рис. 1. Представлены снимки, полученные на 90-й минуте (см. рис. 1, вертикальный ряд I), полностью 
высохшей капли (24 ч) (см. рис. 1, вертикальный ряд II), а также фрагменты центральной части высох-
шей капли (увеличение в 120 раз – на пропускание) до операции (см. рис. 1, вертикальный ряд Д) и для 
сравнения – после операции (см. рис. 1, вертикальный ряд П).

Из рис. 1 видно, что процесс структурирования и окончательная морфология высохших капель БЖ 
пациентов 1 и 2 с диагнозом при поступлении «аденокарцинома простаты типа Т2 с N0 M0» очень схожи.  
Капли при окончательном высыхании имеют четкий краевой белковый валик с разбросанными псевдо-
трещинами и темными локальными блоками в центральной части. Прослеживается более-менее ра-
диальное растрескивание капли, что характерно для здорового человека. 

Рис. 1. Структура высохших капель плазмы крови пациентов до операции (I, II, Д) и после операции (П)
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Морфоструктура образца плазмы крови пациента 3 несколько отличается. При радиальном растрес-
кивании образуется меньшее количество фрагментов. В центральной части находится большое число 
завитков, не характерных для структуры высохших капель образцов плазмы крови первых двух па-
циентов. Диагноз этого пациента – «аденокарцинома простаты типа Т3в N1 M0».

Следует отметить, что по статистике из-за неоднозначности предварительных диагностических ис-
следований половина опухолей типа Т2 ошибочно принимается за тип Т3. По этой причине возникает 
необходимость проведения дополнительных исследований и требуется большая осторожность и дели-
катность при окончательной постановке диагноза.

Приведенные на рис. 1, П, снимки отчетливо показывают выравнивание картины структурирования 
после проведения операций. Структура высохших капель плазмы крови после операции у всех трех 
пациентов становится более единообразной и заметно отличается от структуры капель до лечения, что 
свидетельствует о его позитивных результатах.

Наряду с анализом морфоструктуры высыхающей на твердой подложке капли плазмы крови допол-
нительным источником информации может служить оценка локального пространственного распреде-
ления кальция (Ca) в высохшей капле БЖ. Этот элемент является одним из жизненно необходимых для 
человека, преимущественно его ионы связываются с белками и влияют на процесс структурирования. 

Нами разработана методика полуколичественного определения кальция методом лазерной атомно-
эмиссионной спектрометрии (ЛАЭМС) [9]. Энергия лазерного излучения составляла 34 мДж (первый 
и второй импульсы соответственно), временной интервал между сдвоенными импульсами – 8 мкс. 
Абляция осуществлялась через 0,6 мм. Размер точки повреждения составлял 0,10 – 0,15 мм. По диаметру 
пробы  анализ проводили в 12 точках поверхности. Диаметр высохшей капли – примерно 6 мм.

На рис. 2 представлено распределение Ca (интенсивность (I, отн. ед.) линии Ca II (393,239 нм)) 
в спектрах высушенных капель плазмы крови больных до операции как по поверхности капли (верти-
каль и горизонталь), так и по слоям (в столбцах справа – номер слоя в точке по диаметру капли). Для 
сравнения приведено пространственное и послойное распределение кальция в высохшей капле плазмы 
крови здорового человека.

В образцах высохших капель плазмы крови пациентов, как следует из рис. 2, заметная интенсивность 
кальция отмечается практически на большей части поверхности капли. В образце капли па циента 1 
присутствуют довольно резкие всплески повышения концентрации в третьем и пятом слоях, в образце 
капли пациента 2 обнаруживается высокое содержание кальция во втором и пятом слоях. Локальное 
распределение кальция в высохшей капле плазмы крови пациента 2 с более серьезной степенью забо-
левания показывает, что самое высокое содержание кальция приходится на нижний, пятый слой капли. 

Необходимо отметить, что у всех онкобольных до операции концентрация кальция ниже, чем у здо-
рового человека. Из-за хаотичного образования центров коагуляции в высыхающих каплях БЖ па-
циентов наблюдается разброс концентрации элемента, что также сказывается на интенсивности полос. 

Основное отличие локального пространственного распределения кальция пациентов с РПЖ от здо-
рового человека состоит не только в неравномерном распределении кальция по диаметру капли, но 
и в увеличении его концентрации в более глубоких слоях высохшей капли БЖ данных больных. У здо-
рового человека кальций равномерно распределен по поверхности высохшей капли, он постепенно 
диффундирует к краям в процессе испарения жидкости, что и обеспечивает максимальную концентра-
цию его в белковом валике. В нижних слоях высохшей капли кальций практически отсутствует.

Проведена оценка локального пространственного распределения кальция в высохших каплях плаз-
мы крови этих пациентов после операции. Результаты определения послойного содержания кальция 
в высохших каплях плазмы крови онкопациентов 1, 2, 3 приведены на рис. 3.

После операции, как очевидно из рис. 3, распределение кальция в высохших образцах капель плаз-
мы крови пациента выравнялось и заметно приблизилось к распределению элемента, характерному 
для здорового человека. Это касается и поверхностного, и послойного распределения элемента. Мак-
симальная интенсивность линии кальция приходится на два верхних слоя. Наиболее заметен результат 
у пациента 3. Произошло существенное выравнивание концентрации с абсолютно явным превалиро-
ванием содержания кальция в краевом белковом валике, что определенно характеризует позитивный 
результат операционного вмешательства.

Для систематизации результатов требуется набор статистических данных, но полученные резуль-
таты показывают, что различия в величинах интенсивности определяемого макроэлемента как на по-
верхности, так и в слоях высохшей капли БЖ являются наглядным и достоверным источником инфор-
мации, позволяющим не только более точно поставить диагноз, но и оценить результат проведенного 
лечения. Такие исследования с использованием метода ЛАЭМС для анализа высохшей капли БЖ могут 
быть новым подходом к досимптоматической диагностике, профилактике и лечению этого заболевания. 
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Рис. 2. Послойное распределение Са (интенсивности (I ) линии)  
в высушенных каплях плазмы крови пациента до операции (а, б ) 

(начало)
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(продолжение)
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Рис. 2. Послойное распределение Са (интенсивности (I ) линии)  
в высушенных каплях плазмы крови здорового человека (ж, з) 

(окончание)
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Рис. 3. Послойное распределение Са (интенсивности (I ) линии) в образцах высохших 
капель плазмы крови пациента после операции (а, б ) 

(начало)
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Рис. 3. Послойное распределение Са (интенсивности (I ) линии) в образцах высохших 
капель плазмы крови пациента после операции (в, г) 
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Рис. 3. Послойное распределение Са (интенсивности (I ) линии) в образцах высохших 
капель плазмы крови пациента после операции (д, е) 

(окончание)
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Данные морфоструктурного анализа высыхающей капли БЖ, определяющие различия образую-
щихся структур в процессе высыхания капли, оценка пространственного распределения жизненно 
необходимых элементов в высохшей капле позволяют выявлять серьезные заболевания, уточнятъ  
ди агноз, поскольку междисциплинарный подход порой единственный возможный путь, позволяющий 
добиться успеха.
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