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чественной оценки локального пространственного распределения кальция и белков в фациях  ка-

пель  плазмы крови человека методом  лазерной атомно-эмиссионной многоканальной спектро-

метрии. Показано, что метод лазерной атомно-эмиссионной спектрометрии дает возможность по-

луколичественно оценить изменения в белковых центрах и может являться оперативным высоко-

чувствительным  инструментом в диагностике течения заболеваний.  
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This paper examines the development of methods for morphological analysis and semiquantitative 
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Введение 

Дисциркуляторная энцефалопатия (ДЭ), отнесенная к хроническим наруше-

ниям мозгового кровообращения ‒ прогрессирующее хроническое диффузное или 

мультифокальное нарушение мозгового кровообращения, проявляющееся невро-

логическими синдромами и когнитивными нарушениями, которое относится к 

числу наиболее распространенных сосудистых заболеваний, нередко начинаясь в 
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трудоспособном возрасте. Наиболее частыми причинами сосудистой энцефалопа-

тии являются атеросклероз артерий и артериальная гипертензия [1]. 

Дисциркуляторную энцефалопатию подразделяют на 3 стадии в зависимости 

от выраженности клинических симптомов. Первая стадия ДЭ характеризуется 

субъективными и вегетативными расстройствами, но иногда определяются незна-

чительно выраженные неврологические синдромы.  Как правило, пациенты с 1-й 

стадией являются трудоспособными и при лечении своевременной терапии может 

наступить некоторый регресс неврологической симптоматики. 

 У пациентов с ДЭ 2-й стадии усугубляются когнитивные нарушения, стано-

вятся более выраженными неврологические синдромы, нередко теряется трудоспо-

собность. При проведении компьютерной томографии или магнитно-резонансной 

томографии исследовании, а также при ультразвуковом допплерографическом об-

следовании брахиоцефальных и внутричерепных артерий и сосудов на этой стадии, 

как правило, определяются органические изменения в головном мозге. В клиниче-

ской картине 2-й или 3-й стадии ДЭ часто у одного пациента определяется одно-

временно несколько синдромов: псевдобульбарный и когнитивный, амиостатиче-

ский и атактический, вестибуло-атактический и синкопальный. Наиболее часто с 

другими синдромами сочетается когнитивный. При 3-й стадии заболевания диа-

гностируются выраженные когнитивные изменения, органическая неврологиче-

ская симптоматика, тазовые нарушения [2]. 

Нарушение энергетического метаболизма, сопряженного с образованием 

АФК, приводит к изменению трансмембранных ионных потоков, накоплению 

внутриклеточного кальция и развитию глутамат-кальциевой эксайтотоксичности. 

Усиление свободнорадикальных процессов и развитие окислительного стресса яв-

ляются одними из важнейших патогенетических звеньев поражений центральной 

нервной системы.  

Одним из методов коррекции нарушений, возникающих при ишемии голов-

ного мозга может быть лазерная гемотерапия в сочетании с лекарственными сред-

ствами, в частности внутривенное лазерное облучение крови (ВЛОК) в красной об-

ласти спектра или надвенное лазерное облучение крови (НЛОК) в инфракрасной 

спектральной области, обладающие антиоксидантными, иммуномодулирующими, 

противовоспалительными свойствами. Адаптогенное действие низкоинтенсивного 

лазерного излучения реализуется на клеточном, тканевом, системном уровнях 

[2, 3]. Результатом действия лазерной гемотерапии, является ответ системы регу-

лирования гомеостаза на развитие патологических процессов в отдельных органах 

и тканях, поэтому изучение действия различных длин волн низкоинтенсивного ла-

зерного излучения при цереброваскулярных заболеваниях актуально. 

В последнее время в медицинской диагностике становятся более актуальными 

методы исследования структур, образующихся при кристаллизации солей в 

биожидкостях. На практике для диагностики используется метод клиновидной де-

гидратации биожидкостей, разработанный Шабалиным В. Н. и Шатохиной С. Н. 

[4]. Кристаллы солей выпадают в виде зерен, образуют дендриты, а биологическая 

компонента жидкости создает сложную лепестковую структуру. Этот метод обла-

дает неоспоримыми достоинствами для диагностики различных заболеваний чело-

века на доклинической стадии. 
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Целью данной работы  является изучение возможности проведения методами 

лазерной атомно-эмиссионной многоканальной спектрометрии со сдвоенными ла-

зерными импульсами высохших капель плазмы крови мониторинга и оценки дина-

мики изменения концентрации белков и кальция  в  образцах плазмы крови паци-

ентов с ДЭ до лечения и после.  

 

Результаты и обсуждение 

Каплю БЖ объемом 10 мкл наносили на обезжиренную пластинку оргстекла, 

высушивали при комнатной температуре в течение 90 – 100 минут. Процесс сушки 

проводили в открытой системе при комнатной температуре 20 – 22 С. Диаметр 

высохшей капли равен примерно 6 мм. Толщина примерно 0,07 мм. 

Для получения снимков высохших капель крови использовали микроскоп 

Биолам со светодиодной подсветкой (на пропускание)  и веб-камерой.  

Для полуколичественной оценки локального пространственного распределе-

ния кальция и белков по поверхности и слоям высохшей капли в работе использо-

вали лазерный многоканальный атомно-эмиссионный спектрометр LSS-1. Лазер-

ное излучение фокусируется на образец с помощью ахроматического конденсора с 

фокусным расстоянием 100 мм. Размер пятна фокусировки примерно 50 мкм. Все 

эксперименты проводили в атмосфере воздуха при нормальном атмосферном дав-

лении. Анализировали результаты действия 5 последовательных сдвоенных лазер-

ных импульсов (СЛИ). Энергия лазерного излучения составляла 34 мДж (первый 

и второй импульсы, соответственно), временной интервал между сдвоенными им-

пульсами – 8 мкс. Абляция осуществлялась через 0,6 мм. Размер точки поврежде-

ния примерно 0,10 0,15 мм. По диаметру пробы анализ проводили в 12 точках 

поверхности. 

Морфология центральной части высохшей через 90 минут капли плазмы 

крови для ряда пациентов приведена на рис. 1.  

1   2   3   4  

5  6   7   8  

Рис. 1. Снимки фаций плазмы пациентов до и после лечения (увеличение 130) 
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Качественный сравнительный анализ структуры поверхности образцов 

цельной крови показал, что у пациентов с ЦВЗ имеются отличия от здоровых лиц. 

У группы пациентов с ДЭ преобладает наличие трехлучевых (признак застойных 

явлений в организме, в том числе в тканях головного мозга), штриховых (признак 

ДЭ) и широких (маркер склеротических изменений) трещин.  

Однородная, равномерная зона мелких завитков характерна для центра  фации 

доноров. При патологии отклонения, обусловленные нарушением стандартных со-

отношений «белок-соль», вызывают нерегулируемые конформационные измене-

ния, связанные с уникальностью альбумина (наличие амино- и карбоксильных 

групп в его молекуле – полиамфолитность). Наблюдаем совершенно очевидное су-

щественное отличие структуры фации пациентов от донора. 

Структура фаций плазмы пациентов с ЦВЗ характеризуется потерей симметрии 

расположения основных элементов фации (трещин, конкреций, отдельностей). 

Даже у пациентов с одинаковым заболеванием не наблюдается схожей морфоло-

гической структуры дегидратирующей капли, что может быт результатом действия 

различных этиологических факторов при формировании патологии.  

Для установления взаимосвязи полученных морфологических картин высох-

ших капель с динамикой протекания патологического процесса нами проведено 

аналитическое определение локального пространственного распределения кальция 

и белков в высохших каплях по поверхности и слоям высохшей капли. Акцент сде-

лан на определение кальция, поскольку он «спектроскопически  доступен», явля-

ется одним из самых необходимых элементов в организме, наиболее активным ко-

ацерватом в белковой среде, легко образует связи с амино- и карбоксильными груп-

пами белковых молекул, что определяет картину структурирования БЖ. Для ана-

лиза белков использованы молекулярные полосы циана CN (388,3 нм), Циан обра-

зуется при лазерной абляции белков, которые содержат аминогруппы. Молекуляр-

ный спектр циана имеет достаточное число полос, низкий потенциал ионизации – 

3,2 эВ в ультрафиолетовой и видимой области спектра, что позволяет получить вы-

сокую чувствительность, 
Результаты полуколичественного определения пространственного распределения 

кальция и белков в высохших каплях  плазмы крови  пациентов до и после облучения   

приведены на рис. 2, а. Приведены суммарные интенсивности линии кальция Са II 

(393,366 нм) и циана по двум перпендикулярным диаметрам (горизонталь и вертикаль) на 

поверхности высохшей капли. Анализ графиков показывает, что значения концентраций 

белков для большинства пациентов близко к среднему значению. Существенное отличие 

уровня кальция, при значении уровня белков близком к среднему наблюдается у 2 и 3 

пациентов, имеющего диагноз – ДЭ 3 ст. 

Оптимальный уровень свободного Ca2+ внутри клетки составляет 100–

200 нМ, однако возможны значительные колебания этого уровня в цитозоле, но 

лишь в течение непродолжительного времени. Одним из механизмов, регулирую-

щим кальциевую перегрузку клеток является возможность захвата больших коли-

честв Ca2+ митохондриями и депонирования его в виде нерастворимой фосфорно-

кислой соли – гидроксиапатита. Так как процесс этот сопряжен с энергозатратами, 

то происходит уменьшение или прекращение синтеза АТФ, необходимого для уда-

ления Ca2+ из цитоплазмы. 
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Рис. 2. Интенсивность линий Ca и циана CN в  эмиссионных спектрах высохших каплях плазмы 

крови: 1, 3, 5 7 –до лечения; 2, 4, 6, 8 –после лечения 

Полученные данные показывают, что у больных с ДЭ в процессе высыхания 

капель плазмы происходит хаотичное образование центров коагуляции, наблюда-

ется разброс концентрации кальция как по поверхности, так и слоям. Налицо изме-

нение связывающей способности альбумина при патологии. Это приводит к ано-

мальной коагуляции белка и увеличению концентрации кальция по центру фации 

и в более глубоких слоях, что не характерно для здорового человека. После прове-

дения 8–10 сеансов облучения крови НЛОК и ВЛОК пациентов 2 и 3 (рис. 2–4 и 

рис. 6) наблюдаются определенные улучшения свойств белков плазмы крови –рас-

пределение кальция приближается к средней величине. 

Заключение 

Таким образом, анализ распределения кальция и белков в плазме крови у паци-

ентов с аневризмой головного мозга позволил выявить особенности форм альбумина в 

крови, что влечет за собой нарушения протекания многих биохимических и физиоло-

гических реакций при гипоксическом повреждении головного мозга. Установлено до-

статочно значимое снижение уровня кальция и здорового альбумина у ряда пациентов.  
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