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Аннотация
В данной работе представлены результаты исследования изменений свойств гемоглобина 
у пациентов с диагнозом рак шейки матки (РШМ) до и после лучевой терапии методом 
спектроскопии комбинационного рассеяния (КР-спектроскопии). Проведен анализ сухих 
мазков крови пациенток с РШМ и здоровых доноров с использованием КР-спектрометра 
с длиной волны возбуждения 532 нм. Результаты исследования выявили значительные 
нарушения кислород-транспортной функции гемоглобина. Сравнительный анализ 
спектральных характеристик показал более высокую концентрацию оксигемоглобина  
в контрольной группе по сравнению с образцами пациенток с РШМ, что свиде- 
тельствует о снижении кислород-связывающей способности при патологическом 
состоянии. Смещения и изменения интенсивности характеристических пиков указывают 
на увеличение доли дезоксигемоглобина при РШМ. Анализ ключевых колебательных 
мод (991, 1127, 1165, 1300, 1337 см⁻¹) подтвердил наличие конформационных изменений 
в гемовой группе и нарушение функции связывания кислорода. Особенно значимым 
оказалось изменение соотношения интенсивностей I₁₃₇₅/I₁₁₂₇ (разница 2–5.5% по сравнению  
с контрольной группой), отражающее уменьшение доли R-формы гемоглобина. Исследо- 
вание выявило увеличение количества комплексов гемоглобина с NO (рост I₁₆₁₈/I₁₅₈₀ на 
20%) при сохранении стабильного уровня метгемоглобина. Также обнаружены измене- 
ния физико-химических свойств эритроцитов: повышение текучести мембран (увеличение 
I₂₈₅₀/I₂₈₈₀ до 35%) и увеличение полярности микроокружения аминокислот (снижение 
I₂₉₃₀/I₂₈₅₀ на 23%) при РШМ. Лучевая терапия усугубляла эти изменения, хотя ее  
влияние на кислород-связывающую способность было менее выраженным, чем эффект 
самого онкологического процесса.
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Abstract
This study presents the results of investigation into hemoglobin property alterations in  
cervical cancer (CC) patients before and after radiation therapy using Raman spectroscopy.  
Dry blood smears from CC patients and healthy donors were analyzed using a Raman  
spectrometer with 532 nm excitation wavelength. The results revealed significant impairments 
in hemoglobin’s oxygen transport function. Comparative analysis of spectral characteristics 
demonstrated higher oxyhemoglobin concentrations in the control group versus CC samples, 
indicating reduced oxygen-binding capacity in the pathological state. Peak shifts and intensity 
changes suggested increased deoxyhemoglobin fractions in CC patients. Analysis of key  
vibrational modes (991, 1127, 1165, 1300, 1337 cm⁻¹) confirmed conformational changes in the  
heme group and impaired oxygen-binding function. Particularly significant was the altered 
intensity ratio I₁₃₇₅/I₁₁₂₇ (2-5.5% difference versus controls), reflecting decreased R-state 
hemoglobin fractions. The study identified increased hemoglobin-NO complexes (20% rise in 
I₁₆₁₈/I₁₅₈₀) while methemoglobin levels remained stable. We also observed changes in erythrocyte 
physicochemical properties: increased membrane fluidity (35% higher I₂₈₅₀/I₂₈₈₀) and enhanced 
amino acid environment polarity (23% decrease in I₂₉₃₀/I₂₈₅₀) in CC patients. Radiation therapy 
exacerbated these changes, though its impact on oxygen-binding capacity was less pronounced 
than the oncological process itself. 
Keywords: Raman spectroscopy, erythrocytes, oxyhemoglobin, deoxyhemoglobin,  
methemoglobin, cervical cancer, radiation therapy, oxygenation, spectral markers, peak intensity
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Введение
Молекулярный состав живых организмов служит точным индикатором их 

физиологического состояния. Даже на первый взгляд, простые физиологические 
изменения часто сопровождаются сложными и многовариантными молекуляр- 
ными перестройками. Возможность одновременного отслеживания коли- 
чественных и качественных изменений молекул в составе сложных органических 
систем открыло бы новые горизонты для развития системной биологии и 
медицинской диагностики [1].
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Такой подход может значительно углубить понимание биологических 
процессов и повысить точность выявления заболеваний на ранних стадиях, что 
в перспективе приведет к более эффективным и персонализированным методам 
лечения. Именно поэтому в последние годы интерес к клинической спектроскопии 
стремительно возрастает, благодаря уникальным возможностям колебательных 
спектроскопических методов, которые позволяют проводить неинвазивную или 
малоинвазивную диагностику биологических жидкостей и тканей.

Среди этих методов особое место занимает спектроскопия комбинационного 
рассеяния (КР-спектроскопия). Она обеспечивает анализ биологических молекул 
с высокой чувствительностью, не требуя использования экзогенных меток.  
С технической точки зрения метод универсален и позволяет исследовать  
различные типы образцов: от биологических жидкостей, плазмы или сыворотки 
крови до клеток и тканей [2].

Гемоглобин (Гб). Данный белок составляет более 95% сухого веса эритроцитов. 
Большинство исследований, связанных с функциональными и структурными 
свойствами Гб, проводилось на изолированном белке (Гб), помещенном  
в буферный раствор [3]. Он является чрезвычайно сильным рассеивателем в КР-
спектроскопии, благодаря своим высококонъюгированным гемовым субъединицам. 
Как следствие, КР-спектры как эритроцитов, так и цельной крови в основном 
определяются полосами Гб. Именно спектры Гб стали основным объектом многих 
ранних исследований в этой области [4].

Понимание природы связи Fe-О2 гемоглобина было важнейшим в исследова-
ниях связывания кислорода Гб. Так, КР-спектроскопия широко использовалась 
для исследований структуры ферропорфирина. Наблюдаемые пики на спектре 
порфирина в основном связаны с колебаниями его C-C и C-N связей в кольцевой 
структуре порфирина [5]. 

Была разработана и впоследствии расширена модель, различающая релакси-
рованное (R) и напряженное (T) состояния четырех субъединиц Гб, каждая из 
которых способна связывать кислород [6]. 

При помощи КР-спектроскопии было выявлено, что атом железа в 
кислородсвязанной форме находится в низкоспиновом состоянии Fe³⁺, а не Fe²⁺.  
Данное исследование поддерживает концепцию «супероксидного» характера  
связи Fe-O2 в Гб, где кислород существует как O₂⁻ (супероксид), а железо – как 
Fe³⁺ [7]. Ближняя инфракрасная Фурье-спектроскопия комбинационного 
рассеяния применялась для изучения метгемоглобина крови пациентов с РШМ, 
формы Гб, содержащей железо в состоянии Fe³⁺, но не способной связывать 
кислород. Метод КР-спектроскопии показал хорошее согласие с классическими 
методами спектрофотометрии, что указывает на перспективу использования  
КР-спектроскопии для точных измерений [8].

КР-спектроскопия Гб в интактных эритроцитах. Еще в 1970-х гг. 
были приложены значительные усилия для исследования Гб в интактных 
эритроцитах. Так, было проведено исследование суспензии эритроцитов методом 
резонансного комбинационного рассеяния света. Было выявлено, что КР-спектр 
суспензии эритроцитов был обусловлен исключительно молекулами Гб внутри  
неповрежденных клеток [9].

Если первоначальные исследования проводились на очищенном Гб, то 
последующие работы с интактными клетками продемонстрировали важность 
изучения этого белка в его нативном состоянии. 

Известно, что у пациентов со злокачественными новообразованиями часто 
развивается анемия. Наиболее распространенным типом анемии, возникающей у 
пациентов с солидными опухолями, является «хроническая анемия», которая, как 
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сообщалось, связана не только с раком, но и с хроническими воспалительными 
заболеваниями, тяжелыми инфекциями и травмами. Сопутствующими 
лабораторными признаками являются гипоферриемия и снижение насыщения 
трансферрина в сочетании с гиперферритинемией. Заболевание приводит к общему 
нарушению выработки эритроцитов костным мозгом, что, вероятно, является 
наиболее важным механизмом развития анемии, связанной с раком [10]. 

Факторы, связанные с лечением, также могут способствовать развитию 
анемии, такие как хирургическое вмешательство с кровопотерей, лучевая 
терапия с вовлечением больших участков костного мозга или химиотерапия 
миелосупрессивными цитотоксическими препаратами [11]. Эти лечебные факторы 
могут усиливать тяжесть анемии у онкологических больных.

Целью данной работы является проведение экспериментов по исследованию 
изменения свойств Гб эритроцитов крови пациентов с диагнозом рак шейки  
матки до и после проведения лучевой терапии методом КР-спектроскопии.

Материалы и методы
Объектами исследования были сухие мазки венозной крови шести пациентов 

с диагнозом рак шейки матки (РШМ), проходивших лучевую терапию (ЛТ) 
в радиотерапевтическом отделении ГБУ РС (Я) «Якутский республиканский 
онкологический диспансер», а также контрольной группы – трех доноров (доноров 
подбирали соответствующего возраста). Мазки венозной крови наносились 
тонким слоем на предметные стекла и высушивались на воздухе при комнатной 
температуре. Исследования проводились на установке NTEGRA Spectra (NT-MDT, 
Россия) с конфокальной КР/флуоресцентной микроскопией и спектроскопией, 
длина волны источника излучения 532 нм, спектры снимались при температуре  
22 °С. Полученные данные статистически обрабатывались с помощью программ-
ного обеспечения OriginPro 2018 (OriginLab Corporation, США).

Для вычитания базовой линии использовался итеративный алгоритм на основе 
полиномиальной аппроксимации. Вычитание базовой линии проводилось по 
10 точкам (850, 950, 1050, 1150, 1250, 1350, 1450, 1550, 1650, 1750 см⁻¹). Обработку 
экспериментальных спектров проводили с использованием цифрового сглажива- 
ния по методу Савицки-Голея [12]. 

Нормировка спектров образцов для графика производилась по наиболее 
интенсивному пику ν₃₇, связанному с валентными колебаниями C=N и C=C связей 
порфирина по формуле:

I v I v
Iíîðì
ìàêñ

( )
( )

,=

где I(v) – исходная интенсивность при волновом числе ν, Iмакс – максимальная 
интенсивность в спектре.

Результаты и обсуждение
Сравнение усредненных спектров контрольной группы и группы с РШМ до и 

после ЛТ представлены на рис. Спектры отнормированы по наиболее интенсив- 
ному пику ν₃₇ (табл. 1), связанному с валентными колебаниями C=N и C=C  
связей порфирина. Данная полоса связана с оксигенацией Гб. Пик смещается в 
сторону меньших волновых чисел для дГб и в сторону больших волновых чисел 
для оксигемоглобина (оГб) [13]. В данном случае наблюдается смещение на 1 см-1  

и на 4 см-1 в сторону меньших волновых чисел для спектров РШМ до ЛТ и РШМ  
ЛТ соответственно, что, возможно, указывает на увеличение количества дГб. 
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Таблица 1

Наблюдаемое волновое число (см⁻¹), интерпретация полос и локальные координаты 
для эритроцитов при используемой длине волны источника 532 нм [14, 15]

Table 1

Observed wavenumber (cm⁻¹), band assignment, and local 
coordinates for erythrocytes at 532 nm excitation [14, 15]

Положение полосы 
гемоглобина Расположение и обозначение колебательных мод в молекуле

1630 ν10 ν(CαCm) ассим

1579 ν37 ν(CαCm) ассим

1548 ν11 ν(CβCβ)

1428 ν28 ν(CαCm) ассим

1366 ν4
+ ν(pyr half-ring) ассим

1336 ν41 ν(pyrquarter-ring) ассим

1301 ν21 δ(CmH)

1226 ν13 или ν42 δ(CmH)

1165 ν30 ν(pyrhalf-ring) ассим

1127 ν22 ν(pyrhalf-ring) ассим

1090 ν23 ν(CβC1) ассим

997 ν47 ν(CβC1) ассим

*ν – валентные колебания, δ – деформационные колебания 

*ν – stretching vibrations, δ – bending vibrations 

Пик при 991 см-1 относится к моде ν₈ и обусловлен деформационными колеба- 
ниями C-C-C или C-N-C. Наиболее вероятно, что пик при 991 см⁻¹ соответствует 
деформационным колебаниям связей C-C и C-N в порфириновом кольце гема, 
возможно, с вкладом колебаний, связанных с взаимодействием гема с окружаю- 
щими аминокислотами глобина. 

Пик при 1127 см⁻¹ связан с валентными колебаниями C-C и C-N связей в 
порфириновом кольце. Относится к модам ν₈ или ν₉-валентным колебаниям  
C-C связей в мезо-положениях порфирина. В дГб (Hb, Fe²⁺ высокоспиновое) пик 
может слегка смещаться вниз.

Пик при 1165 см⁻¹ обусловлен преимущественно изгибными колебаниями 
C-H связей в мезо-положениях порфирина с возможным вкладом C-C колебаний 
пиррольных колец. Данный пик более интенсивен при оксигенированном  
состоянии Гб, что подтверждается большей интенсивностью полосы в спектрах 
образцов крови контрольной группы.

Пик при 1226 см⁻¹ относится к характеристическим колебаниям ν₁₃ – растяже- 
ниям C-C связей между пиррольными кольцами. Для низкоспинового Fe²⁺ (HbO₂)  
пик может смещаться вверх из-за усиления сопряжения в порфирине, что 
наблюдается на спектрах.
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Рис. Сравнение усредненных КР-спектров мазков крови контрольной группы 
с КР-спектрами мазков крови пациентов с РШМ до и после ЛТ

Fig. Comparison of averaged Raman spectra of blood smears from the control group with 
Raman spectra of blood smears from cervical cancer patients before and after radiation therapy

Пик при 1300 см⁻¹ – важный маркер, отражающий колебательную структуру 
порфиринового кольца и его взаимодействие с белковой матрицей. Относится 
к ν₂₁ (C-H изгибные + C-N растяжения). По данным Спиро и др., положение 
пика четко различается для оГб: 1307 см⁻¹ и дГб: 1298 см⁻¹. В рассматриваемых  
спектрах максимумы наблюдаются на 1305 см⁻¹ для контрольной группы и 1299  
и 1297 см⁻¹ для образцов с РШМ до и после ЛТ соответственно. Это указывает  
на большую концентрацию дГб в образцах с РШМ.

Пик при 1337 см⁻¹ один из наиболее важных информативных маркеров  
состояния гема. Относится к моде ν4

+ – симметричным растяжениям всех 
связей C-N в пиррольных кольцах порфирина. Смещается вниз для дГб, а также 
наблюдается снижение интенсивности, что может указывать на образование 
негемовых железосодержащих комплексов. Высокая интенсивность данного 
пика свидетельствует о большей концентрации интактного Гб и оГб, а снижение 
интенсивности – о патологических состояниях.

Пик при 1435 см⁻¹ относится к моде ν₃₈, включающей асимметричные  
растяжения C-C связей в пиррольных кольцах и деформационные колебания  
C-H в мезо-положениях. Данная полоса чувствительна к изменениям электрон- 
ной плотности порфирина.

Пик при 1579 см⁻¹ обусловлен симметричными валентными колебаниями  
связей C-C (ν₅ или ν₁₅) в порфириновом кольце.

Пик при 1630 см⁻¹ относится к моде ν₁₀, характеризующей асимметричные 
растяжения C=C и C=N связей в порфириновом кольце. Характерен для 
низкоспиновых состояний Fe²⁺ (HbO₂).

Для увеличения разрешающей способности и для отделения наложенных друг 
на друга пиков была применена деконволюция методом наименьших квадратов. 
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Для оценки изменений конформации гема и глобина молекулы Гб использовали 
величины соотношений интенсивностей характерных полос спектра КР (табл. 2). 

Таблица 2 

Сравнение соотношений интенсивностей характерных полос КР-спектра

Table 2 

Comparison of intensity ratios of characteristic Raman spectral bands

*Цветными выделениями отмечены тенденции: зеленым – возрастание, красным – 
убывание в сравнении с предыдущим столбцом. В скобках указан процент возрастания (+) 
либо убывания (-) в сравнении с контрольной группой

*Trends are highlighted with color coding: green – an increase, and red – a decrease  
compared to the preceding column. The percentage increase (+) or decrease (-) relative to the 
control group is indicated in parentheses 

Убывание соотношения интенсивностей полос I1375/I1127, I1580/I1550 и (I1355/I1550)/(I1375/I1580), 
которые описывают изменение конформации Гб, его вероятность нахождения 
в Т форме и сродство к лигандам (в основном к кислороду), свидетельствует об 
уменьшении концентрации оГб и уменьшении способности Гб связывать кислород 
при РШМ. Данный фактор становится выраженнее после проведения ЛТ. Так, 
отличия в соотношении пиков I1375/I1127 составляют 2% и 5,5% до ЛТ и после ЛТ 
в сравнении с контрольной группой соответственно, что свидетельствует об 
уменьшении количества Гб, находящегося в R форме. 

Отличия в соотношении пиков I1580/I1550 составляют 30%, и поле проведения  
ЛТ не меняется, отличия в соотношении пиков (I1355/I1550)/(I1375/I1580), свиде-
тельствуют об уменьшении сродства Гб к лигандам, в основном к кислороду.  
В то же время относительное количество комплексов дГб не претерпевает 
значительных изменений.

Относительное число комплексов Гб с NO увеличивается: так, соотношение 
пиков I1618/I1580 увеличивается на 20% при сравнении РШМ с контрольной  
группой до ЛТ. После ЛТ данное соотношение падает незначительно.
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Соотношение I2850/I2880, указывающее на степень текучести мембраны клеток, 
возрастает, соотношение при РШМ больше на 14% в сравнении с контрольной 
группой. Проведение ЛТ увеличивает данное соотношение, и оно достигает  
35% в сравнении с контрольной группой. 

Соотношение I2880/I2930, характеризующее упорядоченность и плотность упаковки 
аминокислотных остатков выше на 8% при РШМ до ЛТ в сравнении с контрольной 
группой. Данное соотношение возвращается в норму после проведения ЛТ.

Полярность окружения аминокислот, характеризуемая соотношением I2930/I2850, 
увеличивается при РШМ. Соотношение при РШМ меньше на 23% в сравнении с 
контрольной группой (чем выше соотношение, тем ниже полярность окружения).

Заключение
Проведенные исследования крови пациентов с раком шейки матки до и после 

лучевой терапии методом КР-спектроскопии выявили существенные изменения 
кислородтранспортной функции Гб. Сравнительный анализ спектральных 
характеристик продемонстрировал более высокую концентрацию оГб в контроль- 
ной группе относительно образцов пациентов с РШМ, что свидетельствует о 
нарушении кислородсвязывающей способности при патологическом состоянии. 
Проведение ЛТ вызывает дополнительное, хотя и статистически менее выражен- 
ное, снижение уровня оГб, что указывает на ограниченное влияние радиацион- 
ного воздействия на данный параметр.

Полученные спектроскопические данные, включая анализ отношений 
интенсивностей характерных пиков, подтверждают наличие конформационных 
изменений глобулярной структуры Гб при РШМ, приводящих к прогрессирую- 
щему ухудшению его функциональной активности. Особый интерес представ- 
ляют выявленные изменения в микроокружении гема, проявляющиеся в увели- 
чении количества комплексов Гб с оксидом азота при сохранении стабильного 
уровня метгемоглобина.

Также отмечается повышение текучести мембраны эритроцитов, увеличение 
упорядоченности и плотности упаковки аминокислотных остатков при РШМ с 
последующим снижением этих параметров после лучевой терапии. Одновременно 
наблюдается увеличение полярности микроокружения аминокислотных остатков 
при РШМ, которое сохраняется на достигнутом уровне после проведения 
радиационного лечения. Полученные результаты хорошо согласуются с данными, 
полученными ранее методом ИК-спектроскопии [16].

Обнаруженное в данном исследовании снижение оГб может обуславливать 
развитие анемии в связи с воздействием ионизирующего излучения (ИОИ) во 
время ЛТ. Известно, что воздействие ионизирующего излучения на кроветворную 
функцию костного мозга приводит к развитию анемии. Однако изменения 
кислородтранспортной функции эритроцитов, вызванные воздействием ИОИ 
на молекулярном уровне, остаются недостаточно изученными [17, 18]. ИОИ 
вызывает образование свободных радикалов в клетках крови, что может привести 
к повреждению клеточных мембран, белков и ДНК (в частности, ретикулоцитов). 
В эритроцитах это приводит к повреждениям мембранных структур, нарушению 
нормального обмена веществ и осмотической нестабильности клетки, что может 
привести к ее лизису [19–21], т. е. полученные данные могут объяснить причины 
возникновения анемии у пациентов, проходивших лучевую терапию. 

Для подтверждения выявленных закономерностей и повышения статистической 
значимости полученных данных представляется необходимым проведение 
расширенных исследований с увеличением выборки пациентов.
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