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РЕЗЮМЕ

Цель. Оценка влияния преаналитической подготовки плаценты на результаты рамановской спектроскопии.

Материалы и методы. Проспективно исследованы 30 образцов плаценты. Образцы исследовались при по-
мощи спектрометра «ИнСпектр М» (ООО «РамМикс», Россия) на трех этапах преаналитической обработки 
материала: нативная ткань, после фиксации в формалине, после депарафинирования среза. Статистический 
анализ включал описательную статистику, тест Шапиро – Уилка, тест Фридмана с пост-хок тестом и кор-
реляцию Спирмена.

Результаты. Исследование образцов выявило 33 рамановских пика (415–2915 см–1), большинство из ко-
торых распределялись ненормально (критерий Шапиро – Уилка, p < 0,05). Тест Фридмана с пост-хок те-
стом Дурбина – Коновера выявил группу стабильных аналитов: 19 аналитов сохранили интенсивность 
после фиксации, 6 – после депарафинирования, а 10 – на всех этапах обработки. Тест Спирмена выявил 
избирательные взаимосвязи между этапами обработки для отдельных аналитов (890, 1117, 1204, 753, 830  
и 2225 см–1).

Заключение. Исследование выявило значительное влияние преаналитической подготовки образцов на 
спектральные характеристики плацентарной ткани, перспективность клинического использования рама-
новской спектроскопии и необходимость разработки стандартизированных протоколов.

Ключевые слова: рамановская спектроскопия, плацента, ограничивающие факторы, преаналитическая 
обработка материала, спектральный профиль
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Источники финансирования. Авторы заявляют об отсутствии финансирования при проведении исследо-
вания.

Соответствие принципам этики. Исследование одобрено комитетом по этике при ММКЦ «Коммунарка» 
ДЗМ (протокол № 6 от 08.08.2023).
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ABSTRACT

Aim. To evaluate the effect of preanalytical processing of placental samples on the results of Raman spectroscopy.

Materials and methods. Thirty placental samples were prospectively studied. The samples were examined using 
the InSpectr M spectrometer at three stages of preanalytical processing of the material: native tissue, after fixation 
in formalin, after deparaffinization of the section. Statistical analysis included descriptive statistics, the Shapiro – 
Wilk test, the Friedman test with the post-hoc analysis, and the Spearman’s rank correlation.

Results. The analysis of the samples revealed 33 Raman peaks (415–2,915 cm–1), most of which were distributed 
abnormally (Shapiro – Wilk test, p < 0.05). The Friedman test with the Durbin – Conover post-hoc analysis revealed 
a group of stable analytes: 19 analytes retained intensity after fixation, 6 – after deparaffinization, and 10 – at all 
processing stages. The Spearman’s rank correlation revealed selective relationships between processing stages for 
individual analytes (890; 1,117; 1,204; 753; 830, and 2,225 cm–1).

Conclusion. The study revealed a significant effect of preanalytical sample processing on the spectral characteristics 
of placental tissue, the prospects for the clinical use of Raman spectroscopy, and the need to develop standardized 
protocols.
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ВВЕДЕНИЕ
Плацента – уникальный временный многофунк-

циональный орган, который играет критически 
важную роль в обеспечении нормального развития 
плода. В последние годы все большее внимание 
исследователей привлекает возможность использо-
вания данных физико-химических обменных про-
цессов, реализующихся в плаценте и составляющих 
сущность ее метаболома, в качестве информатив-
ных биомаркеров и предикторов патологических 
состояний беременности и ее последствий [1, 2]. 
При этом традиционные методы патогистологиче-
ского исследования имеют ряд ограничений, вклю-
чая субъективность визуальной оценки, отсутствие 
данных о метаболических патологиях, значитель-
ные временные затраты.

Рамановская спектроскопия (РС) представляет 
собой перспективную альтернативу классическим 
морфологическим методам, позволяя получать де-
тальную информацию о конформации макро- и 
микромолекул, что делает ее подходящим инстру-
ментом для определения аналитов патологических 
состояний в режиме реального времени. Несмотря 
на распространенность применения РС в онкологии 
и других областях медицины, ее использование в 
плацентологии [3–6] ограничивается лишь некото-
рыми патологическими состояниями [7–9]. Особый 
интерес представляет возможность применения ра-
мановской спектроскопии для диагностики воспали-
тельных процессов в ткани плаценты.

Ключевой проблемой, ограничивающей широкое 
внедрение метода в клиническую практику, несмо-
тря на имеющееся разрешение на медицинское ис-
пользование прибора, является наличие факторов, 
влияющих на результат исследования, к которым от-
носятся чистота изучаемого материала, наличие в об-
разцах небиологических контаминантов, фон флуо- 
ресценции, гауссовский шум и преаналитическая 
подготовка материала, создающая значительный 
трудности при интерпретации результатов, особенно 
при работе с архивными гистологическими образца-
ми [10–12]. Особую методологическую сложность 
представляет необходимость проспективного сбора 
и анализа большого количества образцов с последу-
ющей гистологической верификацией, что связано 
со значительными временными и материальными 
затратами, а влияние ограничивающих факторов де-
лает невозможным экстраполирование результатов 
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ретроспективного исследования на полученные дан-
ные в режиме реального времени.

Целью настоящего исследования является оценка 
влияния этапов преаналитической подготовки ткани 
плаценты на результаты рамановской спектроскопии. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Протокол настоящего исследования был рас-

смотрен и одобрен комитетом по этике при ГБУЗ 
«Московский многопрофильный клинический центр 
“Коммунарка” ДЗМ» (протокол № 6 от 08.08.2023).

Проспективно рандомизированно были отобраны 
30 образцов ткани плацент. Возраст родильниц со-
ставлял 19–43 года (медиана (Ме) – 30,5 лет); срок 
беременности 36–41 нед (Ме 39 нед); роды по сче-
ту 1–5 (Ме 2); состояние здоровья ребенка по шкале 
Апгар на 1-ю и 5-ю мин жизни, соответственно, от 
1/3 до 9/10 (Ме 8/9), вес новорожденных 2580–4400 г 
(Ме 3510 г), масса плаценты 269–650 г (Ме 437,5 г). 
У 18 родильниц протекали самопроизвольные роды 
через естественные родовые пути, у трех – медика-
ментозно-индуцированные роды через естественные 
родовые пути, у девяти – оперативные роды методом 
кесарева сечения.

Спектроскопическое исследование каждого об-
разца ткани плаценты выполнялось на трех пре- 
аналитических этапах подготовки: без фиксации в 
средах (нативный материал) (этап 1); после фикса-
ции в забуференном 10%-м растворе нейтрального 
формалина в течение 24 ч (этап 2) и после депарафи-
нирования среза с парафинового блока (стандартная 
гистологическая обработка) толщиной 20 мк (этап 3). 
Использовали спектрометр «ИнСпектр М», вари-
ант исполнения М-532 (РУ № РЗН 2015/2419 от 
18.06.2021 г., производитель: ООО «РамМикс», Рос-
сия), состоящий из оптического микроскопа Olympus 
CX41 и блока спектрометра с длиной волны возбуж-
дающего излучения 532 нм. Диаметр лазерного пят-
на в фокусе составлял 10 мкм, мощность лазерного 
излучения – 10 мВт. Управление прибором, реги-
страцию и запись спектров производили с помощью 
специальной компьютерной программы «ИнСпектр» 
(ООО «РамМикс», Россия).

Обработка данных проводилась с использовани-
ем специализированного программного обеспечения 
Jamovi (версия 2.6.26, The jamovi project (2024)) – сво-
бодно распространяемой программы для статистиче-
ского анализа с открытым исходным кодом. Методы 
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статистического анализа включали: описательную 
статистику, проверку нормальности распределения 
с использованием критерия Шапиро – Уилка, непа-
раметрический критерий Фридмана (обусловленный 
отклонением гипотезы о нормальном распределении 
данных для большинства аналитов) для сравнения 
связанных выборок с последующим пост-хок ана-
лизом (попарные сравнения Дурбина – Коновера), 
ранговую корреляцию Спирмена для оценки моно-
тонной связи между парами этапов обработки для 
каждого аналита. Визуализация данных также вы-
полнялась средствами программы Jamovi.

РЕЗУЛЬТАТЫ
При спектроскопическом исследовании установ-

лено, что спектры образцов плацент характеризу-
ются наличием рамановских пиков в спектральном 
диапазоне 415–2915 см–1 и содержат значения ин-
тенсивности флуоресценции 33 колебательных мод 
(компонентов/аналитов) (табл. 1).

Т а б л и ц а  1

Группировка рамановских пиков плаценты  
по функциональным классам с указанием сдвигов, см⁻¹
Рамановский 
сдвиг (см⁻¹) Компоненты/аналиты*

1. Липиды и липидные компоненты

415, 533, 628, 
1300, 1304, 1445, 

1463, 2915

Фосфатидилинозитол, эфир холестерина, 
глицерин, (CH₂)-липиды, жирные кислоты, 
деформация CH₂ (липиды), фосфолипиды, 

коллаген, CH₃, CH-растяжение липидов
2. Белки и аминокислоты

641, 753, 830, 890, 
933, 1002, 1174, 

1204, 1365, 1445, 
1554, 1627, 2554

Тирозин, триптофан, пролин, гидрокси-
пролин, структурные белки опухолей, 

коллаген, фенилаланин, амид III, глицин, 
амид II, амид I (β-форма), метионин (S-H)

3. Нуклеиновые кислоты (ДНК/РНК)

720, 810, 830, 
1230, 1287, 1304, 

1361, 1609

ДНК, фосфодиэфир (Z-маркер), PO₂– (ну-
клеиновые кислоты), антисимметричное 
фосфатное растяжение, цитозин, аденин, 

гуанин (N7, B/Z-маркер)
4. Углеводы и гликаны

1048, 1117, 1370 Гликоген, глюкоза, сахариды
5. Пигменты и специализированные метаболиты

957, 1157, 1528 Каротиноид, холестерин, β-каротин (C=C)
6. Минеральные компоненты

957 Гидроксиапатит
7. Комбинированные / перекрывающиеся моды

1445–1463, 2225 CH₂/CH₃ деформации, C≡N
____________
* полный список из 33 компонентов (аналитов) представлен в 
[13]. 

Анализ распределения интенсивностей флуорес-
ценции 33 аналитов показал, что часть сдвигов не 
подчинялась нормальному распределению (крите-
рий Шапиро – Уилка, p < 0,05). Наибольшее количе-
ство отклонений от нормального распределения на-

блюдали для нативного материала (30 рамановских 
сдвигов). После фиксации в формалине количество 
аномально распределенных сдвигов сократилось до 
13. В случае депарафинированных образцов также 
отмечали ограниченное число отклонений (19 рама-
новских сдвигов). 

В связи с отклонением гипотезы о нормальном 
распределении данных для большего числа аналитов 
для дальнейшего статистического анализа данных 
были использованы непараметрические методы.

Учитывая exploratory-характер анализа 33 анали-
тов для выявления потенциально стабильных мар-
керов, а не подтверждение строгих гипотез, и вы-
сокий риск ложноотрицательных результатов при 
коррекции для 99 сравнений (33 аналита, три этапа 
преаналитической подготовки материала), коррек-
ция Бонферрони не применялась. Ниже приведены 
нескорректированные значения р с явным указанием 
на необходимость дальнейшей валидации.

Анализ различий интенсивности флуоресценции 
между этапами (тест Фридмана с пост-хок анализом 
Дурбина – Коновера) показал, что группа аналитов 
(рамановские сдвиги 753, 830, 890, 957, 1002, 1117, 
1174, 1204, 1230, 1300, 1304, 1361, 1365, 1370, 1445, 
1463, 1528, 1609, 1627 см–1) не показала статистиче-
ски значимых различий интенсивности флуоресцен-
ции между этапами 1 и 2. Аналиты, соответствующие 
рамановским сдвигам 1048, 1361, 1370, 1528, 2225, 
2554 см–1, не имели различий в интенсивности флуо-
ресценции между этапами 2 и 3. Группа аналитов (ра-
мановские сдвиги 933, 1157, 1230, 1304, 1365, 1370, 
1528, 1554, 1609, 1627 см–1) сохраняли стабильность 
интенсивности флуоресценции между этапами 1 и 3. 
Наиболее стабильными оказались аналиты с рама-
новским сдвигом 1230, 1361, 1365, 1370, 1528, 1609, 
1627 см–1, которые не имели значимых изменений 
минимум между двумя парами этапов (p > 0,05), сре-
ди которых два аналита (1370 и 1528 см–1) не имели 
значимых изменений на всех трех этапах (табл. 2, 3). 

Т а б л и ц а  2

Анализ повторных измерений ANOVA  
для аналита 1370 см–1

Попарные сравнения  
(тест Дурбина – Коновера) Статистика p

1370 (этап 1) – 1370 (этап 2) 1,913 0,061
1370 (этап 1) – 1370 (этап 3) 0,137 0,892
1370 (этап 2) – 1370 (этап 3) 1,776 0,081

____________
Примечание .  χ² = 4,36; df = 2; р = 0,113 (тест Фридмана). 

Корреляционный анализ Спирмена продемон-
стрировал, что корреляция между этапами наблюда-
лась лишь для ограниченного количества аналитов. 
Аналиты 890 (табл. 4) и 1117 см–1 продемонстриро-
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вали значимую корреляцию между этапами 1 и 2, 
аналит 1204 см–1 – между этапами 2 и 3, аналиты 753, 
830, 1204 (табл. 5) и 2225 см–1 – между этапами 1 и 3.

Т а б л и ц а  3
Анализ повторных измерений ANOVA  

для аналита 1528 см–1

Попарные сравнения 
(тест Дурбина – Коновера) Статистика p

1528 (этап 1) – 1528 (этап 2) 0,136 0,892
1528 (этап 1) – 1528 (этап 3) 1,701 0,095
1528 (этап 2) – 1528 (этап 3) 1,565 0,123

____________
Примечание .  χ² = 3,48; df = 2; р = 0,176 (тест Фридмана).

Т а б л и ц а  4
Корреляционная матрица Спирмена для аналита 890 см–1

Показатель 890 
(этап 1)

890 
(этап 2)

890 
(этап 3)

890 (этап 1) Спирмен ρ (rho) – – –
df (степеней свободы) – – –
р – – –
890 (этап 2) Спирмен ρ (rho) 0,570 – –
df (степеней свободы) 26 – –
р 0,002 – –
890 (этап 3) Спирмен ρ (rho) 0,007 0,072 –
df (степеней свободы) 26 26 –
р 0,972 0,717 –

Т а б л и ц а  5

Корреляционная матрица Спирмена для аналита 1204 см–1

Показатель 1204 
 (этап 1)

1204 
(этап 2)

1204 
 (этап 3)

1204 (этап 1) Спирмен ρ (rho) – – –
df (степеней свободы) – – –
р – – –
1204 (этап 2) Спирмен ρ (rho) –0,051 – –
df (степеней свободы) 26 – –
р 0,797 – –
1204 (этап 3) Спирмен ρ (rho) –0,386 0,430 –
df (степеней свободы) 26 26 –
р 0,042 0,023 –

ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное исследование методом рамановской 

спектроскопии 30 образцов плаценты (нативный ма-
териал, образцы после фиксации в забуференном 
10%-м растворе нейтрального формалина в течение 
24 ч и депарафинированные срезы с парафинового 
блока) выявило значительные изменения в спек-
тральных характеристиках, отражающие динамику 
биохимического состава ткани. Полученные данные 
демонстрировали, что каждый вариант пробоподго-
товки оказывал выраженное влияние на спектраль-
ный профиль плаценты.

Наибольшую вариабельность спектральных ха-
рактеристик наблюдали в нативных образцах, где 
30 из 33 аналитов не подчинялись нормальному рас-

пределению, что могло быть обусловлено либо есте-
ственной гетерогенностью плацентарной ткани, либо 
начальными процессами деградации биомолекул 
(липидов, белков) после прекращения кровоснабже-
ния [14]. При этом высокий коэффициент вариации 
у лабильных аналитов, включавший липидные и 
белковые компоненты, подтверждал их чувствитель-
ность к постэкстракционным изменениям.

Фиксация в формалине привела к значительной 
стабилизации спектрального профиля, что прояви-
лось в снижении числа аномально распределенных 
сдвигов до 13. Очевидно, это обусловлено способно-
стью формалина формировать поперечные сшивки 
между белками, что снижает деградацию макромо-
лекул. Вместе с тем сильное снижение корреляции 
между нативными и фиксированными образцами 
свидетельствовало о глубоких биохимических изме-
нениях, обусловленных денатурацией белков и мо-
дификацией липидных структур [15].

Процесс депарафинирования вызвал повторное 
увеличение количества отклонений от нормального 
распределения (19 аномально распределенных сдви-
гов) и, как следствие, несходство данных спектраль-
ных профилей с таковыми фиксированных образцов. 
Корреляция между фиксированными и депарафини-
рованными образцами сохранялась лишь у одного 
аналита (1204 см–1) и свидетельствовала как об из-
менении формалин-индуцированных сдвигов, так и 
о выраженном влиянии парафина на содержание ли-
пидов и спиртов и на гидрофобные компоненты [16].

Тест Фридмана с пост-хок анализом позволил 
разделить все аналиты на три группы: лабильные, 
ограниченно стабильные (показавшие стабильность 
интенсивности флуоресценции между одной или 
двумя парами этапов) и абсолютно стабильные (ана-
литы 1370 и 1528 см–1), интенсивность флуоресцен-
ции которых была стабильна на всех трех этапах. На 
этом основании данные колебательные моды в даль-
нейшем могут быть рассмотрены в качестве потен-
циальных референсных маркеров при анализе мате-
риала с различной преаналитической историей.

Ограничением исследования является отно-
сительно небольшой размер выборки (n = 30) и 
exploratory-характер анализа множественных срав-
нений без строгой коррекции. Тем не менее выяв-
ленные закономерности создают основу для це-
ленаправленных исследований с предварительно 
сформулированными гипотезами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Данное исследование демонстрирует, что преа-

налитическая подготовка плацентарной ткани су-
щественно влияет на ее биохимический состав и 
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спектральные характеристики. Нативный материал 
радикально отличается от обработанного, его спек-
тры нельзя напрямую сравнивать с фиксированны-
ми (депарафинированными) образцами без попра-
вок. Для сравнения спектральных данных нативного 
и обработанного материала в связи с нелинейностью 
изменений необходимо применять методы машин-
ного обучения. 

Таким образом, рамановская спектроскопия мо-
жет быть использована для отслеживания измене-
ний в плацентарной ткани, но требует учета влияния 
преаналитических факторов на интерпретацию дан-
ных и разработку стандартизированных протоколов 
с перспективой ретроспективных исследований и 
внедрения метода в клиническую практику.
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