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Аннотация
Предмет исследования. Проведено апробирование и оценка потенциальных возможностей спектральной 
методики применительно к исследованию сыворотки крови человека в норме и пациентов с множественной 
миеломой. Исследование образцов нативной и лиофилизованной сыворотки проводили в сопоставлении со 
спектральными характеристиками водных экстрактов саркоплазмы мышечной ткани животных. Метод. В ра-
боте использован неразрушающий метод электронной спектроскопии диффузного отражения с вертикальным 
ходом луча в диапазоне длин волн 200–700 нм в формате поглощения. Основные результаты. В отличие от 
нативной сыворотки доноров в спектрах сыворотки пациентов наблюдалась полоса мукополисахаридов (410–
415 нм) разной интенсивности, присутствующая в спектрах образцов экстрактов саркоплазмы ткани животных. 
Данная полоса появлялась в спектрах сыворотки доноров после ее лиофилизации. Это позволяет говорить о 
том, что наличие полосы мукополисахаридов в спектрах сыворотки связано с пониженной влагосвязывающей 
способностью белок-полисахаридного комплекса, которая в свою очередь обусловлена особенностями вторич-
ной структуры белка при разной форме множественной миеломы. Практическая значимость. Выявленные 
особенности в сходстве и различиях спектров сыворотки крови доноров и пациентов дают основание считать, 
что метод электронной спектроскопии диффузного отражения, не требующий много материала и его предва-
рительной пробоподготовки, может быть перспективен как экспресс-инструмент дополнительного предвари-
тельного диагностирования и курирования процесса лечения не только множественной миеломы, но и других 
лимфопролиферативных заболеваний.
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Abstract
Subject of Research.  The paper presents testing and evaluation of the spectral method potential capabilities in relation 
to the study of human blood serum in normal and in patients with multiple myeloma. The study of samples of native 
and lyophilized serum is carried out in comparison with the spectral characteristics of aqueous extracts of animal 
muscle sarcoplasm. Method. A non-destructive diffuse reflection electron spectroscopy method with a vertical beam 
path in the wavelength range of 200–700 nm in the absorption format was used. Main Results. In contrast to the native 
donor serum, a band of mucopolysaccharides (410–415 nm) of different intensity has been observed in the spectra of 
samples of animal tissue sarcoplasm extracts. This band appeared in the spectra of donor serum after lyophilization. 
That is why the presence of the band of mucopolysaccharides in the patients’ serum spectra is associated with reduced 
moisture binding capacity of the protein-polysaccharide complex, which, in turn, is due to the features of protein 
secondary structure in different forms of multiple myeloma. Practical Relevance. The peculiarities in the similarities 
and differences between blood serum spectra of donors and patients give reason to believe that the method of diffuse 
reflection electron spectroscopy, that does not require a lot of material and preliminary sample preparation, can be 
promising as a rapid tool for additional initial diagnosis and the treatment process monitoring of multiple myeloma and 
othe r lymphoproliferative diseases.
Keywords
multiple myeloma, diffuse reflection electron spectroscopy

Введение

Метод электронной спектроскопии диффузного 
отражения (ЭСДО) — неразрушающий метод, осно-
ванный на явлении диффузного отражения монохро-
матического света в ультрафиолетовой и видимой об-
ластях электромагнитного спектра. Метод разработан 
для исследования рассеивающих сред и объектов [1], к 
отдельному важному классу которых относятся прак-
тически все биологические ткани (кровь, лимфа, кожа, 
мышечная и соединительная ткани и т. д.).

Диффузным (рассеянным во всех направлениях) 
отражением обычно называют отражение светового 
луча от поверхности образца под разным геометри-
ческим углом (рис. 1). Оно возникает на поверхности, 
величина неровности которой превосходит длину вол-
ны (λ ≥ 1 мкм) падающего света. Для исключения или 
уменьшения потерь за счет рассеяния отраженного 
света, в спектрофотометрах метода ЭСДО интенсив-
ность монохроматического света, диффузно отражен-
ного от поверхности вещества, измеряется с помощью 
интегрирующих сфер, собирающих и фокусирующих 
отраженно-рассеянные во всех направлениях лучи на 
плоское зеркало, которое направляет их на входное 
окно детектора. 

Современное производство располагает широким 
многообразием интегрирующих сфер по геометриче-
ским, отражающим характеристикам, конструктивным 
решениям производителя, обусловленным целевым 

назначением, природой, характером, оптическими па-
раметрами исследуемого материала и др. На примере 
эллипсоидных зеркал рис. 1 иллюстрирует принципи-
альную схему хода подающего монохроматического 
луча, возможные варианты его диффузного отражения 
образцом и фокусировки с помощью сферы.

Собирающая и фокусирующая функции интегри-
рующей сферы используются для получения сигнала 
фоторегистрирующего устройства, пропорциональ-
ного интенсивности света, отраженного от образца. 
Интегрирующая сфера — это полая сфера, покрытая 
изнутри веществом с коэффициентом диффузного от-
ражения, близким к единице (сульфат бария, оксид 
магния, Sрectralon, Spectraflect), что делает ее внутрен-
нюю поверхность практически идеальным диффузным 
отражателем. Использование прибора с вертикальным 
ходом монохроматического луча и кюветы или вкла-
дыша для кюветы из материала эталона (Sрectralon), 
которым покрыта внутренняя поверхность сферы, как 
элемента технологического усовершенствования ме-
тодики измерения, расширяющего ее возможности, 
позволяет анализировать бесцветные жидкие нативные 
биологические системы и получать данные, недоступ-
ные многим методам.

Метод ЭСДО ранее был использован авторами при 
исследовании твердых (мышечное волокно, строма, 
белки стромы) и жидких (саркоплазма, актомиози-
новый комплекс, мукополисахариды) составляющих 
мышечной ткани животного происхождения [2–4] и 
эякулята человека [5]. Особенностями метода являют-
ся: отсутствие помех со стороны воды; возможность 
ис следования биоматериалов в нативном виде без раз-
ведения; высокая чувствительность и разрешающая 
способности.

Аналитические особенности метода при исследова-
нии твердых и жидких биологических тканей предопре-
деляют преимущественно карбонильные (С=О) и эфир-
ные (С–О–С) группы. Это обусловлено дискретностью 
энергий возбуждения не поделенных пар электронов 
кислорода данных групп, присутствующих в структу-
ре практически всех классов биомолекул, входящих в 
состав любых биологических тканей [6]. Несмотря на 
многообразие, строительные блоки веществ, принадле-
жащих к одному классу (белки, липиды, углеводы), не-

Рис. 1. Схематическое представление хода 
монохроматического луча в спектроскопии диффузного 

отражения
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зависимо от природы твердофазной или жидкой биоло-
гической ткани поглощают в определенном, достаточно 
узком диапазоне длин волн. Рабочий диапазон метода 
составляет 200–750 нм. Область 200–400 нм — это 
область электромагнитного спектра, где содержится 
информация по идентификации строительных блоков 
всех основных биомолекул. 

В общем виде электронный спектр биологического 
материала может быть представлен четырьмя доста-
точно четко дифференцированными областями погло-
щения (рис. 2, а). В видимой области регистрируется 
дублет пигментного белка — миоглобина (545/585 нм) 
и полоса его окисленной формы – метмиоглобина 
(635 нм) [7]. В свою очередь мукополисахариды про-
являются интенсивным широким максимумом при 
400–425 нм. Строительные блоки липидных компо-
нентов — ненасыщенные жирные кислоты дают серию 
полос разной интенсивности в области 305–380 нм 
[8]. Наиболее сложной для интерпретации является 
часть ультрафиолетовой (УФ) области (240–300 нм), 
где поглощают хромофоры четырех аминокислотных 
остатков (тирозина, триптофана, фенилаланина, гисти-
дина) [9]; пептидная связь проявляется при 220–225 нм, 
дисульфидные (–S–S–)-связи — при 230/235 нм, а мо-
носахариды, олигосахариды и их разнообразные гибри-
ды — в области 270–315 нм [10]. 

Возможность применения метода к исследова-
нию жидких биологических материалов иллюстриру-
ет рис. 2, б, на котором представлен спектр водного 
экстракта мышечной ткани говядины (кривая 1) — 
 экстракта водорастворимых саркоплазматических ве-
ществ всех классов (белки, липиды, углеводы), что 
приближает его к спектру самой мышечной ткани и 
мышечного волокна, оставшегося после экстракции. 
Кривая 2 — спектральный образ актомиозинового ком-
плекса – комплекса контрактильных мышечных белков 

актина и миозина, полученного в результате солевой 
экстракции раствором Вебера мышечного волокна. 
После удаления актомиозина из оставшейся стромы ще-
лочной обработкой экстрагированы мукополисахариды 
(кривая 3) — углеводная составляющая соединительной 
ткани (в данном случае стромы, представляющей собой 
комплекс мукополисахаридов с белками — коллагеном 
и эластином), которая таким образом отделяется от 
белков стромы. 

Выделение составных частей мышечной ткани жи-
вотного происхождения, основанное на иерархиче-
ской последовательности растворимости их белковых 
фракций [9, 11], показало, что оптические свойства, 
измеренные методом ЭСДО, отражают компонентный 
состав как твердых, так и жидких составляющих [4, 5]. 
Полученные данные послужили основанием к апро-
бации метода для исследования такой гетерогенной 
системы, как сыворотка крови человека в норме и с 
патологией. Цель работы — исследование сыворотки 
крови с множественной миеломой [12–14], заболевани-
ем, обусловленным злокачественным перерождением и 
ростом плазматических клеток, которые продуцируют-
ся костным мозгом.

Материалы и методы

Объектами исследования являются образцы сыво-
ротки крови доноров и пациентов с множественной ми-
еломой, предоставленные Российским научно-исследо-
вательским институтом гематологии и транс фузиологии 
(Санкт-Петербург, Российская Федерация).

ЭСДО-спектры нативных и лиофилизованных об-
разцов получены на спектрофотометре Specord M-200 
(AIZ Engineering GmbH, Германия) с вертикальным хо-
дом луча относительно эталона Spectrаlon в диапазоне 
длин волн 200–700 нм в формате поглощения

Рис. 2. Электронные спектры: 1 — мышечной ткани, 2 — мышечного волокна, 3 — стромы, 4 — белков стромы, 
5 — актомиозина свинины (а); экстрактов мышечной ткани говядины: 1 — саркоплазмы, 2 — актомиозина, 

3 — мукополисахаридов (б)
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А = f(λ),

где A = lg(100/R) — поглощение; λ — длина волны, нм; 
R — коэффициент отражения, %. 

При снятии спектров жидких экстрактов мышечной 
ткани животных и образцов сыворотки крови использо-
ван вкладыш для кюветы из фторопласта, коэффициент 
отражения которого близок к коэффициенту отражения 
эталона Spectrаlon. Лиофилизацию образцов сыворот-
ки крови проводили с использованием сублимацион-
ной сушки Triad 7400030, (Labconco, США) в течение 
48–72 ч при температуре –30 °С и давлении 165 Па.

Результаты и обсуждение

Первые результаты по исследованию сыворотки 
крови человека методом ЭСДО получены на примере 
образцов от пяти доноров (норма, согласно данным 
клинического обследования) и пяти пациентов с множе-
ственной миеломой. На рис. 3 приведены электронные 
спектры сыворотки крови доноров мужчин (№ 1, 2) и 
женщин (№ 3, 4, 5) разного возраста. 

Для всех спектральных кривых в интервале 200–
315 нм характерна интенсивная структурированная 
полоса разной степени уширения, как правило, с одним 
или несколькими отрицательными экстремумами и 
серией слабых полос в области проявления липидов. 
Возможно различия, наблюдаемые в спектрах образцов, 
могут более тонко и специфично указывать на то, чем 
здоровые доноры отличаются между собой.

Рис. 4 иллюстрирует электронные спектры сыво-
ротки крови пациентов с множественной миеломой 
(№ 6–10). Поскольку в спектрах сыворотки всех па-
циентов присутствует мукополисахаридная полоса 
(415 нм) разной интенсивности – это главное отличие 
от спектров нативной сыворотки доноров, кривые све-
топоглощения условно скомпонованы по ее относи-
тельной высоте.

Во всех случаях, независимо от типа патологии, в 
области 270–305 нм наблюдается плато, где обычно 
поглощают моносахара, олигосахариды и их разные 
гибриды. Этого плато нет в спектрах доноров и в спек-
трах экстрактов мышечной ткани животных (рис. 3). 
Но в интервале (260–290 нм) могут поглощать три 
аминокислоты — тирозин, триптофан (280 нм), фени-
лаланин (260 нм) [9]. Минимум — в спектре образца 
пациента № 1 (рис. 4, а) на 260 нм. Следует обратить 
внимание на то, что УФ полоса (200–300 нм) в спек-
трах пациентов хорошо сформирована и редко имеет 
отрицательные экстремумы в области поглощения ами-
нокислотных остатков. Это может указывать на более 
стабильные, чем у доноров, связи белок-белок.

Кроме того, в спектрах сыворотки всех пациентов, 
как уже отмечалось, отчетливо проявляется широкая 
полоса мукополисахаридов в области 430–500 нм. 
Такая полоса наблюдалась в спектрах водных экс-
трактов саркоплазматических веществ и щелочных 
экстрактов мукополисахаридов из стромы животных 
тканей (рис. 2, б, кривая 3). В спектре образца № 9 
(рис. 4, б, кривая 1) присутствует небольшой дублет 
полос в области 540/580 нм, обусловленный повре-
ждением эритроцита при заборе крови. Гемоглобин 
эритроцитов по оптическим характеристикам близок 
пигментному белку мышечной ткани — миоглобину 
(рис. 2, б, кривая 1).

Все отмеченное хорошо просматривается при срав-
нении спектров сыворотки крови пациентов с водным 
экстрактом мышечной ткани (рис. 5). Здесь следует 
отметить, что с увеличением интенсивности полисаха-
ридной полосы возрастает интенсивность достаточно 
слабых полос в области 315–370 нм, обусловленных 
липидными компонентами. Это может указывать на 
их связь с полисахаридами в составе гликолипидных 
комплексов. 

В отличие от сыворотки крови пациентов 
(рис. 4, а, б, № 6–10), для спектров исследуемых образ-

Рис. 3. ЭСДО-спектры сыворотки крови доноров мужчин: 1 — № 1, 2 — № 2 (а); доноров женщин: 1 — № 3, 2 — № 4, 
3 — № 5 (б)
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цов сыворотки доноров (рис. 3, а, б, № 1–5) отмечена 
аналогия с белковыми структурами — яичного альбу-
мина (рис. 6, а), белками актомиозинового комплекса и 
стромы мышечной ткани свинины (рис. 6, б), в составе 
которых отсутствуют мукополисахаридная и липидная 
составляющие, но которые обязательно есть в составе 
крови как больных, так и здоровых людей. Это послу-
жило основанием для проведения исследований по 
лиофилизации сыворотки крови доноров. 

Сравнительное исследование нативной и лиофили-
зованной сыворотки крови доноров (рис. 7) позволило 
отметить резкий подъем спектральной кривой в об-
ласти поглощения мукополисахаридных и липидных 
компонентов при лиофилизации образца, что сбли-

жает его со спектрами нативных образцов сыворотки 
пациентов. Следует обратить внимание на то, что в 
спектре лиофилизованного образца сыворотки донора 
на длинноволновой ветви полисахаридной полосы в 
области 430–500 нм проявляется ее уширение, подъем 
и дифференциация, что только намечается в спектрах 
образцов нативной сыворотки пациентов (рис. 3 и 4). 
При этом исчезает отрицательный экстремум белковой 
компоненты при 260 нм. 

Данное наблюдение может указывать на увеличение 
белок-полисахаридных связей, инициируемых уда-
лением воды при лиофилизации сыворотки донора. 
Наблюдаемый оптический эффект позволяет говорить 
о возможном (в разной степени) снижении влагосвя-
зывающей способности (ВСС) белок-полисахаридного 
комплекса в составе сыворотки крови пациентов по 
сравнению с донорами, что приводит к повышению ее 
вязкости и связано с изменениями в структуре белков 
сыворотки, проявляющимися при заболевании [15, 16]. 
ВСС — общепринятый гостированный параметр, оцен-
ка которого является обязательной в сфере медицин-
ской практики и производства мясопродуктов. 

Кроме того, известно [17], что в результате образо-
вания водородной связи С=О-группировок структурных 
элементов органических веществ с молекулами воды, 
напротив, всегда наблюдается гипсохромный сдвиг и 
снижение спектра или его фрагментов при гидратации 
(рис. 7, кривая 1). Это явление в электронных спектрах 
наблюдается, например, при набухании акриламидных 
гелеобразующих полимеров, в структуре которых име-
ются СО–NH-фрагменты, аналоги пептидной связи 
[18].

Различия в ВСС сыворотки крови для доноров и 
пациентов с разной формой заболевания миеломой, 
очевидно, можно объяснить тонкостью различий во 
вторичной структуре глобулярных белков, обуслов-
ленной способностью групп пептидной связи к раз-
ного рода водородным взаимодействиям: C=O....H–N, 

Рис. 4. ЭСДО-спектры сыворотки крови пациентов с разным диагнозом: 1 — № 6, 2 — № 7, 3 — № 8 (а); 1 — № 9, 
2 — № 10 (б)

Рис. 5. ЭСДО-спектры: 1 — водного экстракта саркоплазмы 
мышечной ткани свинины; сыворотки крови пациентов: 

2 — № 6, 3 — № 9, 4 — № 10, 5 — № 7
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в результате чего полипептидная цепь приобретает 
строго определенную конформацию и способ уклад-
ки, которые водородные связи фиксируют, понижая 
способность карбонильных групп к гидратации. Не 
вызывает сомнений, что способ укладки полипептид-
ной цепи, характерный для разных форм заболеваний 
множественной миеломой, во многом предопределяет 
и ВСС сыворотки крови. Так, например, если α-спираль 
образуется внутрицепочечными водородными связями 

между NH-группой одного остатка аминокислоты и 
CO-группой четвертого от нее остатка, то β-структура 
(складчатый лист) является следствием образования 
межцепочечных водородных связей или связей между 
участками одной полипептидной цепи, изогнутой в 
обратном направлении [19, 20]. Кроме того, возмож-
ны участки, не имеющие правильной периодической 
пространственной организации цепи (беспорядочный 
клубок). 

Заключение

Методом электронной спектроскопии диффузного 
отражения с усовершенствованием методики измерения 
впервые получены данные при исследовании сыворот-
ки крови доноров и пациентов с множественной миело-
мой, которые могут быть полезны при предварительном 
диагностировании и в процессе лечения заболевания. 
Показано, что основным спектральным показателем 
наличия миеломной болезни является присутствие в 
спектре нативной сыворотки крови пациентов полосы 
мукополисахаридов (410–420 нм) разной интенсивно-
сти, которая отсутствует в спектрах сыворотки здоро-
вых доноров. Ее формирование в спектре пациентов 
объясняется пониженной гидратируемостью белок-по-
лисахаридного комплекса, обусловленной конформаци-
онными особенностями белковых структур при разных 
формах множественной миеломы. Отмечено, что выяв-
лению спектральных различий исследуемых объектов 
способствовали привлекательные физические особен-
ности электронной спектроскопии – отсутствие помех 
со стороны воды, представляющей в подавляющем 
большинстве основу жидких биологических систем.

Рис. 6. ЭСДО-спектры: 1 — раствора яичного альбумина, 2 — сыворотки донора № 2 (а); 1 — актомиозина, 2 — белков 
стромы мышечной ткани свинины, 3 — сыворотки крови донора № 2 (б)

Рис. 7. ЭСДО-спектры сыворотки крови донора № 5: 
1 — нативной; 2 — лиофилизованной
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