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Титов В.Н.1, Рожкова Т.А.1, Ариповский А.В.2, Амелюшкина В.А.1, Карганов М.Ю.3

СТАНОВЛЕНИЕ В ФИЛОГЕНЕЗЕ РЕАКЦИЙ ЛИПОЛИЗА. ПАЛЬМИТИНОВЫЕ 
И ОЛЕИНОВЫЕ ТРИГЛИЦЕРИДЫ КАК СУБСТРАТЫ. ИНСУЛИН, СОСТОЯНИЕ 
НОРМОЛИПИДЕМИИ И ФОРМИРОВАНИЕ ГИПЕРЛИПОПРОТЕИНЕМИИ ТИПОВ IIб, IV И V

1ФГБУ «Российский кардиологический научно-производственный комплекс» Минздрава РФ, 121552, Москва; 
2ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Госсанэпиднадзора 
РФ,142279, г. Оболенск Московской области; 
3ФГБНУ «НИИ общей патологии и патофизиологии» РАН, 125315, Москва

Согласно филогенетической теории общей патологии, при жизни в океане все были плотоядными (рыбоядными); 
перенос к клеткам жирных кислот (ЖК) в форме неполярных триглицеридов (ТГ) начали апоB-48 хиломикроны 
(ХМ), продолжили липопротеины (ЛП) очень низкой и низкой плотности (ЛПОНП и ЛПНП) и закончил его апоВ-
100 эндоцитоз. ЖК переносят ХМ + ЛПОНП + ЛПНП; апоB-48 + апоB-100 + апоE, ТГ гидролизует печеночная 
глицеролгидролаза (ГЛГ) и кофермент апоC-III; гиперлипопротеинемия (ГЛП) по классификации ВОЗ соответству-
ет типу V. На суше у травоядных, которые ещё не синтезировали инсулин, в переносе ТГ не стало апоB-48 и ХМ. 
Плотоядные в ЛПОНП и ЛПНП переносят экзогенные пальмитиновые ТГ, травоядные — тоже пальмитиновые, 
но синтезированные гепатоцитами из глюкозы эндогенно. У травоядных перенос пальмитиновых ТГ до синтеза 
инсулина формирует апоB-100 в составе ЛПОНП и ЛПНП. Гидролиз пальмитиновых ТГ в ЛПОНП активируют 
печёночная ГЛГ и апоC-III; клетки поглощают ЛПНП путем апоB-100 эндоцитоза. Содержание в плазме крови 
ЛП при электрофорезе ЛП соответствует ГЛП типа IIб. В первом, втором вариантах переноса ЖК в форме ТГ 
в ЛПОНП + ЛПНП доминирует пальмитиновая ЖК, одноимённые ТГ и пальмитиновый метаболизм in vivo ЖК. 
Инсулин инициировал третий вариант переноса уже олеиновой ЖК к инсулинзависимым клеткам только в олеино-
вых ЛПОНП; гидролиз олеиновых ТГ активируют поздняя в филогенезе постгепариновая ЛПЛ и кофактор апоC-II. 
АпоB-100 активно связывает динамичный апоE, формируя апоE/B-100 лиганд. На поздних ступенях филогенеза 
инсулин сформировал перенос ЖК в форме олеиновых ТГ в одноимённых ЛПОНП без образования олеиновых ЛПНП; 
электрофореграмма ЛП отражает отсутствие ГЛП. В филогенезе последовательно сформировались три вариан-
та переноса ЖК в ТГ в составе ЛП: 1) ХМ + ЛПОНП + ЛПНП, 2) ЛПОНП + ЛПНП и 3) только в ЛПОНП. Первый 
характерен для рыбоядных (плотоядных) при жизни в океане. Второй реализуют травоядные, когда они ещё не 
начали синтез инсулина и гепатоциты ещё не превращают всю эндогенную пальмитиновую ЖК в олеиновую ЖК. 
Инсулин инициировал: а) перенос олеиновых ТГ в ЛПОНП, не образуя олеиновых ЛПНП; б) in vivo высокоэффек-
тивный олеиновый метаболизм ЖК и в) становление биологической функции локомоции. Афизиологичная индукция 
субстратом, избыток пальмитиновой НЖК в пище инициируют негативные изменения в составе ЛП в обратном, 
чем в филогенезе, направлении. Когда травоядный в филогенезе Homo sapiens начинает злоупотреблять плотоядной 
(мясной) пищей, вместо нормолипопротеинемии в плазме крови при электрофорезе ЛП можно выявить вначале 
транзиторную ГЛП IV типа, далее длительную ГЛП IIб типа. Если же пациен практически переходит на плотояд-
ное питание, формируется ГЛП V типа.
Если содержание экзогенной пальмитиновой НЖК в пище превышает физиологические возможности переноса 
её в олеиновых ТГ как пальмитоил-олеил-пальмитат глицерол (ПОП), начинают формироваться пальмитиновые 
ТГ как олеил-пальмитоил-пальмитат (ОПП) глицерол, эпигенетически образуются афизиологичные, безлиганд-
ные пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП. Циркуляция их в крови — причина гипертриглицеридемии, высокого уровня 
ХС-ЛПНП, компенсаторного увеличения апоC-III. Далее происходит индуцированное субстратом формирование 
ГЛП вначале IV типа, далее ГЛП IIб типа и, наконец, ГЛП V типа. Патогенез атеросклероза и атероматоза 
активирован, когда травоядный в филогенезе Homo sapiens начинает злоупотреблять плотоядной пищей, нару-
шая биологические функции трофологии, реакцию экзотрофии (внешнего питания), функцию гомеостаза, эндоэ-
кологии и функцию адаптации. Формирование пальмитинового метаболизма ЖК вместо олеинового — причина 
хронического in vivo дефицита энергии, синтеза АТФ. Инсулин активирует поглощение клетками глюкозы с целью 
использовать её для синтеза олеиновой ЖК. В первую очередь инсулин регулирует in vivo метаболизм ЖК и во 
вторую — метаболизм глюкозы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  инсулин; пальмитиновая, олеиновая жирные кислоты; атеросклероз; плотоядные; травояд-
ные; триглицериды.
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Titov V.N.1, Rozhkova T.A.1, Aripovsky A.V.2, Amelyushkina V.A.1, Karganov M.Yu.3

The becoming of reactions of lipolysis in phylogenesis. The palmitic and oleic 
triglycerides as substrates. Insulin, condition of normolipemia and formation of 
hyper lipoproteinemia type IIb, IV and V
1The Federal state budget scientific institution "The Russian cardiologic R&D production complex" of Minzdrav of Russia, 
121552 Moscow, Russia 
2The Federal budget institution of science "The state research center of applied microbiology and biotechnology" of 
Gossanepidnadzor of Russia, 142279 Obolensk, Russia 
3The Federal state budget scientific institution "The research institute of general pathology and pathophysiology" of the 
Russian academy of sciences, 125315 Moscow, Russia
According to phylogenetic theory of general pathology, when living in ocean all were carnivorous (piscivorous) fatty acids 
transferring to cells in form of non-polar triglycerides initially began apoB-48 chylomicrons, continued lipoproteins of very low 
and low density and finalized its apoB-100 endocytosis.  The fatty acids are transferred by chylomicrons + lipoproteins of very low 
density + lipoproteins of low density and non-polar triglycerides are hydrolyzed by hepatic glycerolhydrogenase and co-enzyme 
apoC-III; according WHO classification, hyperlipoproteinemia corresponds to type V.   On land, in herbivorous who are not yet 
synthesized insulin, apoB-48 and chylomicrons left process of non-polar triglycerides transferring. In lipoproteins of very low 
density and lipoproteins of low density, the carnivorous transfer exogenous palmitic non-polar triglycerides. The herbivorous 
also transfer palmitic non-polar triglycerides though synthesized by hepatocytes from glucose endogenically. In herbivorous, 
transferring of palmitic non-polar triglycerides prior to synthesis of insulin is forming apoB-100 in composition of lipoproteins 
of very low density and lipoproteins of low density. The hydrolysis of palmitic non-polar triglycerides in lipoproteins of very low 
density is activated by hepatic glycerol hydrogenase and apoC-III; cells absorb lipoproteins of low density by means of apoB-100 
endocytosis. The content on lipoproteins in blood plasma under electrophoresis of lipoproteins corresponds to hepatic glycerol 
hydrogenase type IIb. In first and second types of fatty acids transferring in form of triglycerides to lipoproteins of very low density 
+ lipoproteins of low density predominate palmitic fatty acid, triglycerides of the same name and palmitic metabolism of fatty 
acids in vivo. The insulin initiated the third type of transferring of oleic fatty acid by now to insulin-depended cells only in oleic 
lipoproteins of very low density; hydrolysis of oleic triglycerides is activated by late in phylogenesis post-heparin hepatic glycerol 
hydrogenase and apoC-II cofactor. The dynamic apoE is actively bound by apoB-100 forming apoE/B-100 ligand. At later stages 
of phylogenesis insulin formed fatty acids transferring in form of oleic triglycerides in lipoproteins of very low density of the 
same name without forming of oleic lipoproteins of low density; the electrophoregram of lipoproteins reflects absence of hepatic 
glycerol hydrogenase. In phylogenesis three types of fatty acids transferring to triglycerides in composition of lipoproteins formed 
sequentially: 1) chylomicrons + lipoproteins of very low and density + lipoproteins of low density; 2) lipoproteins of very low 
density + lipoproteins of low density; 3) only in lipoproteins of very low density. The first one is specific to piscivorous (carnivorous) 
while living in ocean. The second one is implemented by herbivorous while they didn't begin to synthesize insulin and hepatocytes 
not yet transform all endogenous palmitic fatty acid into oleic fatty acid.  Insulin initiated: a) transferring of oleic fatty acids to 
lipoproteins of very low density without forming oleic lipoproteins of low density; b) highly effective oleic metabolism of fatty acids 
in vivo: c) becoming of biological function of locomotion. The aphysiological induction by substrate, surplus of palmitic fatty acids 
in food initiate negative alterations in composition of lipoproteins in opposite direction than in case of phylogenesis. When homo 
sapiens, herbivorous in phylogenesis, begins to misuse carnivorous (meat) food then instead of normolipoproteinemia in blood 
plasma under electrophoresis of lipoproteins one can initially detect transitory hyperlipoproteinemia type IV and then prolonged 
hyperlipoproteinemia type IIb. If patient factually passes on to carnivorous diet then hyperlipoproteinemia type V is developing. 
If content of exogenous palmitic fatty acid in food surpasses physiological capacities of its transferring in oleic triglycerides as 
palmitoyl-oleyl-palmitate glycerol, palmitic triglycerides as oleyl-palmitoyl-palmitate glycerol begin to form and epigenetically 
aphysiological non-ligand palmitic lipoproteins of very low density → lipoproteins of low density are formed. Their circulation 
in blood is a cause of hypertriglyceridemia, higher level of cholesterol-lipoproteins of low density, compensatory increasing of 
apoC-III.  Then occurs induced by substrate formation of hyperlipoproteinemia initially of type IV, then of type IIb and finally 
of type V.  The pathogenesis of atherosclerosis and atheromotosis is activated when homo sapiens, herbivorous in phylogenesis, 
begin to misuse carnivorous food affecting biological functions of trophology, reaction of exotrophy (external nutrition), function 
of homeostasis, endoecology and function of adaptation. The formation of palmitic metabolism if fatty acids instead of oleic one 
is a cause of chronic deficiency of energy and ATP synthesis in vivo. Insulin activates absorption of glucose by cells with purpose 
to use it for synthesis of oleic fatty acids. In the first place, insulin regulates in vivo metabolism of fatty acids and only in second 
place metabolism of glucose.

K e y w o r d s :  insulin; palmitic fatty acid; oleic fatty acid; atherosclerosis; carnivorous; herbivorous; triglycerides
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Способов запасания in vivo энергии в форме АТФ 
(иного макроэргического субстрата) клетки в реакци-
ях ни физической химии, ни биохимии на ступенях 
филогенеза не отработали. Все животные клетки вы-

нуждены нарабатывать оптимальные количества АТФ 
в то время, когда это необходимо. Однако запасать 
субстраты для наработки энергии — насыщенные и 
мононенасыщенные жирные кислоты (НЖК, МЖК) 
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в форме триглицеридов (ТГ), освобождать ЖК из 
эфирной связи со спиртом глицерином, переносить 
между органеллами в цитоплазме и окислять в мито-
хондриях с целью покрытия потребностей в энергии 
клетки могут с ранних ступеней филогенеза [1]. Важ-
но, что клетки формируют депо ЖК, запасают их как 
субстраты для наработки энергии extempore, синтези-
руют АТФ in situ. Важно быстро освободить ЖК из 
ТГ, в которых клетки запасают НЖК и МЖК в цито-
плазме в форме «капель» липидов. ТГ — неполярные, 
гидрофобные эфиры трёхатомного спирта глицерина 
и трёх ЖК; этерификация ЖК со спиртом глицерином 
происходит в позициях sn-1, sn-2 и sn-3. Освобожде-
ние ЖК в гидрофильную межклеточную среду в фор-
ме неэтерифицированных ЖК (НЭЖК), связывание 
НЭЖК липидпереносящими белками определено в 
филогенезе рядом условий.

1. Физико-химические свойства ТГ — субстрата 
липолиза. Определены они особенностями первичной 
структуры трёх этерифицированных с глицерином 
ЖК с учётом числа атомов углерода в цепи ЖК, числа 
и расположения двойных связей (ДС) в ЖК, наличия 
цис- или транс изомеров ЖК, позиции (sn-) спирта 
глицерина, в которых этерифицированы разные ЖК, 
формирования позиционных изоформ ТГ [2, 3]. Зави-
сят особенности субстрата липолиза и от простран-
ственной (стерической) формы индивидуальных ТГ в 
гидрофильной цитоплазме, от упаковки ТГ в гидро-
фобных «каплях» ТГ и на границе гидрофобная среда 
капли: гидрофильная среда цитоплазмы клеток [4].

2. Функциональные особенности гидролаз (липаз) 
— позиционная их специфичность, каталитическая 
активность липаз и особенности действия кофакто-
ров ферментов. Необходимость в коферментах при 
гидролизе ТГ обусловлена тем, что реакция проходит 
на границе раздела гидрофильной и гидрофобной фаз 
[5]. Происходит это при гидрофобном субстрате ли-
полиза и гидрофильном ферменте, при неполярном 
субстрате и полярных продуктах реакции и при менее 
гидрофобных продуктах реакции, которые специфич-
но (неспецифично) связывают липидпереносящие 
протеины. Для переноса НЭЖК в гидрофильной ци-
топлазме функционирует семейство малых липид-
переносящих протеинов с мол. массой ≈ 15 кДа; в 
межклеточной среде перенос полярных НЭЖК in vivo 
осуществляет альбумин.

3. С ранних ступеней филогенеза в цитоплазме 
клеток, в межклеточной среде и в органах сформи-
ровался синтез и осуществлено действие четырех 
функционально разных субстратзависимых липаз — 
гидролаз ТГ.

Экспрессия in vivo липаз на ступенях филогенеза в 
переносе ЖК.

1. Внутриклеточная, гормонзависимая липаза ак-
тивна ещё на аутокринном уровне в цитоплазме как не 
зависимых от инсулина висцеральных жировых клет-
ках сальника (ВЖК), так и в функционально иных, 
инсулинзависимых подкожных адипоцитах (ИПА); 
гормонзависимая липаза гидролизует неполярные ТГ 
одномоментно на 4 полярные молекулы: три НЭЖК и 
глицерин [6].

2. Панкреатическая липаза в просвете тонкой киш-

ки гидролизует поступившие с пищей экзогенные ТГ 
с образованием НЭЖК, полярных ди- и моноглице-
ридов; только после гидролиза продукты реакции 
всасывают энтероциты. Роль кофактора панкреатиче-
ской липазы, формирование мицеллярных структур, 
которые становятся акцепторами НЭЖК и полярных 
липидов при действии панкреатической липазы, ис-
полняют активные, эндогенные детергенты — конъю-
гированные жёлчные кислоты. Энтероциты неполяр-
ные ТГ всасывать не могут [7].

3. Более ранняя в филогенезе печёночная глицерол-
гидролаза (ГЛГ) и её кофактор апоC-III. Синтезируют 
их гепатоциты; действует липаза во внутрисосудистом 
пуле межклеточной среды; субстратом для фермента 
являются более ранние в филогенезе пальмитиновые 
ТГ в секретированных гепатоцитами пальмитиновых, 
олеиновых липопротеинов очень низкой плотности 
(ЛПОНП), а также в линолевых и линоленовых ТГ 
в физиологичных липопротеинах низкой плотности 
(ЛПНП) [8].

4. Поздняя в филогенезе постгепариновая липо-
протеинлипаза (ЛПЛ) и её кофактор апоC-II. Действу-
ет фермент во внутрисосудистом пуле межклеточной 
среды; субстратом для липазы являются олеиновые 
ТГ в одноимённых ЛПОНП. Постгепариновой ЛПЛ 
названа потому, что липополисахарид гепарин ини-
циирует её активность, освобождая в кровоток из 
электрохимической связи с цепями гликокаликса на 
поверхности клеток эндотелия. Гепарин устраняет 
электростатическую связь ЛПЛ с гликозамингликана-
ми в дистальном отделе артериального русла [9].

Гидролиз пальмитиновых, олеиновых, линолено-
вых ТГ в липопротеинах при действии липаз. В зави-
симости от того, какая ЖК этерифицирована в sn-2 
со вторичной спиртовой группой глицерина, мы под-
разделяем ТГ на пальмитиновые, олеиновые, стеа-
риновые, линолевые и линоленовые. Смысл такого 
деления состоит в том, что при действии панкреа-
тической липазы в кишечнике фермент гидролизует 
эфирную связь ЖК только с первичными спиртовы-
ми группами в sn-1 и sn-3, но не с вторичной спирто-
вой группой в sn-2 [10]. В силу этого при гидролизе 
экзогенных ТГ в кишечнике ЖК в форме полярных 
НЭЖК, которые освобождены из sn-1 и sn-3, могут 
взаимодействовать с ионами кальция и магния, об-
разуя кальциевые, магниевые мыла; энтероциты ни 
кальциевые, ни магниевые мыла не всасывают. По-
лярный sn-2-моноацилглицерол панкреатическая ли-
паза гидролизовать не может; энтероциты поглощают 
его целиком [11].

В материнском молоке у животных (человека) в 
ТГ в sn-2 всегда этерифицирована пальмитиновая 
НЖК; это гарантирует всасывание её энтероцитами. 
Гидролизованная же из sn-1 и sn-3 олеиновая МЖК 
в реакции с двухвалентными Mg2+ и Са2+ нераствори-
мые мыла не образует и потеря их в кишечнике тоже 
не происходит. Материнское молоко всегда пальми-
тиновое; это плотоядный продукт, который в форме 
«конечных» липидов (не ЛП), ассоциатов пальмити-
новых ТГ с лактоферрином формируют клетки эпите-
лия молочных желез у всех травоядных. Лактоферрин 
— глобулярный гликопротеин с мол. массой ≈ 80 кДа; 
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содержат его секреты желез: молоко, слюна и слёз-
ная жидкость. Лактоферрин — активный компонент 
системы врожденного иммунитета; он задействован 
в реализации биологической функции эндоэкологии, 
биологической реакции воспаления, в системе не-
специфичного гуморального иммунитета, проявляя 
свойства медиатора, регулируя иммунокомпетентные 
клетки; лактоферрин — белок острой фазы биологи-
ческой реакции воспаления.

В противоположность этому в маслах растений 
в sn-2 всегда этерифицирована олеиновая МЖК или 
ненасыщенные ЖК (ННЖК); наиболее часто расти-
тельные масла — олеиновые и линолевые. В них в ТГ 
реально высокое содержание пальмитиновой НЖК; 
этерифицирована же она только в sn-1 и sn-3. При 
гидролизе в тонкой кишке пальмовых, позиционных 
форм ТГ как пальмитоил-олеил-пальмитат (ПОП) 
глицерол при действии панкреатической липазы и 
эндогенных детергентов в форме желчных кислот, 
освобождённые пальмитиновые НЖК из sn-1 иsn-3 в 
форме НЭЖК образуют кальциевые и магниевые мы-
ла; энтероциты их не всасывают. В сопоставлении с 
иными олеиновыми маслами поедание с пищей паль-
мового масла, в котором пальмитиновой НЖК больше 
50%, должно было бы увеличить содержание спирта 
холестерина (ХС), ХС-ЛПНП по меньшей мере в 1,5 
раза. Возрастает же содержание ХС-ЛПНП при из-
быточном потреблении человеком пальмового масла 
лишь на 27%. Не зря же пальмовое масло величают 
«тропическим оливковым маслом» [12].

При действии гормонозависимой липазы в цито-
плазме ВЖК и ИПА, при активации её, в частности 
адреналином, одновременно происходит активация 
гидролиза сразу трёх ЖК. При этом из одной неполяр-
ной, нейтральной молекулы ТГ одномоментно обра-
зуются четыре отрицательно заряженные молекулы: 
три аниона ЖК и молекула глицерина при диссоциа-
ции одной гидроксильной группы в sn-1 или sn-3 [13]. 
Липолиз клетки осуществляют на поверхности малых 
«капель» ТГ при реализации биологической функции 
трофологии, биологической реакции эндотрофии; 
в биологических функциях гомеостаза, адаптации и 
биологической реакции стресса. Акцепторами поляр-
ных НЭЖК являются белки, которые связывают ЖК в 
цитоплазме клеток; в межклеточной среде две поляр-
ные НЭЖК специфично связывает альбумин [14].

Вероятно, можно рассчитать, какой объём занима-
ет в клетке неполярная молекула ТГ и какой объём 
необходим для четырёх, отрицательно заряженных 
молекул ЖК и глицерина. Сколь бы активным не был 
гуморальный медиатор, как адреналин, параметры 
гидролиза ТГ определяют в первую очередь те ЖК, 
которые этерифицированы с глицерином. Основным 
физико-химическим параметром при гидролизе ТГ 
является температура плавления ЖК, которые эте-
рифцированы с глицерином, да и со спиртом ХС то-
же. Температура плавления в свою очередь определе-
на числом атомов углерода в цепи ЖК, числом ДС в 
цепи и расположением её в ЖК.

Гидролиз позиционных форм ТГ в биологических 
функциях трофологии и гомеостаза. С наиболее вы-
сокой константой скорости реакции постгепариновая 

ЛПЛ гидролизует позиционные формы таких олеино-
вых ТГ, как олеил-олеил-олеат глицерол (ООО); менее 
эффективно проходит липолиз таких олеиновых ТГ, 
как пальмитоил-олеил-олеат (ПОО), и с низкой ско-
ростью реакции гидролизу подвержены позиционные 
изоформы таких пальмитиновых ТГ, как пальмитоил-
пальмитоил-олеат глицерол (ППО). Такие пози-
ционные формы ТГ, как пальмитоил-пальмитоил-
пальмитат (ППП) постгепариновая ЛПЛ практически 
не гидролизует [15]. Чем больше in vivo формируются 
такие олеиновые ТГ, как ПОП, тем более медленно 
происходит липолиз ТГ в составе пальмитиновых и 
олеиновых ЛПОНП, тем более длительно они цирку-
лируют в крови как пальмитиновые, малые, плотные 
ЛПНП. Их медленно поглощают клетки путём апоB-
100 эндоцитоза ЛПНП. Это и определяет выражен-
ную и длительную ГЛП после приема пищи [16].

У травоядного (рыбоядного) Homo sapiens при 
соблюдении им диеты гепатоциты физиологично се-
кретируют в кровоток, преимущественно олеиновые 
ТГ в одноимённых ЛПОНП. При такой индукции 
субстратом возрастает активность постгепариновой 
ЛПЛ, содержание кофермента апоC-II. Они активно 
гидролизуют олеиновые ТГ в одноимённых ЛПОНП 
с образованием лигандных, олеиновых ЛПОНП; их 
быстро поглощают ИПА путём апоE/B-100 эндоцито-
за, формируя краткую постпрандиальную ГЛП после 
еды; образования из олеиновых ЛПОНП олеиновых 
ЛПНП физиологично не происходит [1].

У травоядного (рыбоядного) человека при наруше-
нии биологической функции трофологии, биологиче-
ской реакции экзотрофии, при неоптимально высоком 
содержании плотоядной (мясной) пищи с высокой 
концентрацией экзогенной пальмитиновой НЖК ге-
патоциты секретируют преимущественно пальмити-
новые ЛПОНП. Соответственно индукции иным суб-
стратом происходит увеличение в крови активности 
печёночной ГЛГ и её кофактора апоC-III [17]; для них 
пальмитиновые ТГ в одноимённых ЛПОНП — это 
филогенетически ранний, физиологичный субстрат. 
Медленный гидролиз пальмитиновых ТГ в ЛПОНП 
формирует безлигандные ЛПОНП; они медленно 
превращаются в пальмитиновые ЛПНП, формируя 
ГЛП. Пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП длительно 
циркулируют в крови; клетки медленно поглощают 
их путём апоВ-100 эндоцитоза. При этом формиру-
ется постоянная ГЛП при высоком уровне ТГ и ХС-
ЛПНП. Образование пальмитиновых ЛПНП при дей-
ствии печёночной ГЛГ и кофактора апоC-III в ответ 
на секрецию пальмитиновых ЛПОНП является физи-
ологичным. У травоядных при физиологичной диете 
невысокий уровень ХС-ЛПНП формируют линоле-
вые и линоленовые ЛПНП и это полиеновые эфиры 
ХС. При плотоядном питании высокий уровень ХС-
ЛПНП формируют пальмитиновые, безлигандные 
ЛПОНП→ЛПНП и это неэтерифицированный, по-
лярный спирт ХС.

Пальмитиновые и олеиновые ЛПОНП, которые 
содержат много пальмитиновой НЖК, в таких пози-
ционных формах ТГ, как ППО и ПОП, в крови форми-
руются безлигандные ЛПОНП→ЛПНП; поглотить их 
физиологичным путём апоB-100 эндоцитоза не могут 
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столь совершенные митохондрии у ранних в филоге-
незе архей.

Прежде чем началось развитие живого, в мировом 
океане необходимо было отгородить микрообъёмы 
гидрофильной среды, в которых могли бы в оптималь-
ной концентрации быть накоплены биологически ак-
тивные вещества, первичные белки; необходимо было 
сформировать ранние клеточные мембраны. К этому 
времени митохондрии уже окисляли ацетил-КоА и в 
дыхательной цепи нарабатывали макроэргический 
АТФ. Из ацетата минерального происхождения самые 
ранние клетки начали и синтез НЖК.

И если митохондрии активно поглощают и окисля-
ют C2—C10 коротко-, среднецепочечные C12—C14 
НЖК и нарабатывают АТФ, то монослойные струк-
туры, из которых при физико-химической взаимо-
действии можно сформировать бислойные мембраны 
клеток, образуют только длинноцепочечные ЖК; са-
мой короткой из них является C16:0 пальмитиновая 
НЖК. Она обладает и высокой температурой плавле-
ния; это важно, поскольку температура раннего океа-
на соответствовала изоволюметрическому интервалу 
воды, 36—42°C. В этом интервале изменение темпе-
ратуры воды не сопровождает изменение её объёма. 
Так оптимальные физико-химические свойства паль-
митиновой НЖК выдвинули её на авансцену биоло-
гии: а) коротко- и среднецепочечные НЖК стали суб-
стратом для окисления митохондриями; б) длинноце-
почечная же пальмитиновая НЖК стала компонентом 
клеточной мембраны. Для регуляции проницаемости 
мембраны, реализации биологической функции адап-
тации клетки начали синтез in situ de novo и цикличе-
ского, полярного, вторичного, гидрофобного спирта 
ХС. Конденсируя ХС между полярными молекулами 
фосфатидилхолинов в наружном монослое мембра-
ны, клетки регулировали её проницаемость [20].

Полагают, что животные клетки с раннего ау-
токринного (клеточного) уровня относительного 
биологического совершенства из ацетил-КоА в ци-
кле Кноопа—Линена синтезируют пальмитиновую 
НЖК без образования среднецепочечных ЖК по пу-
ти ацетил-КоА→C16:0. Согласно филогенетической 
теории общей патологии, на втором уровне биологи-
ческого совершенства, в паракринно регулируемых 
сообществах (ПС) функционально разных клеток, 
а позднее в органах и системах органов, произошло 
формирование первого in vivo варианта переноса в 
межклеточной среде экзогенных ЖК пищи в форме 
только полярных липидов в составе апоА-I липопро-
теинах высокой плотности (ЛПВП).

При жизни миллионы лет в глубинах океана в ана-
эробных условиях, в полной темноте, все животные 
были плотоядными (рыбоядными); поедали они себе 
подобных; синтеза глюкозы ещё миллионы лет не бы-
ло. Основу обеспечения клеток энергией составлял 
метаболизм ЖК, включая: а) перенос гидрофобных 
ЖК в гидрофильной межклеточной среде; б) депо-
нирование ЖК в цитоплазме клеток в форме ТГ и в) 
освобождение и использование депо субстратов для 
наработки митохондриями АТФ. При жизни в океане 
сформировались рыбоядные, плотоядные, не по сво-
ей воле оказавшиеся на суше, продолжили филогене-

все клетки. В крови пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП 
и составляют основу формирования оседлыми макро-
фагами, гематогенными моноцитами атероматозных 
масс липидов в интиме артерий эластического типа. 
Каковы же экзогенные (эндогенные) факторы, кото-
рые регулируют гидролиз ТГ?

Если расставить все пальмитиновые и олеиновые 
позиционные формы ТГ в порядке возрастания ско-
рости гидролиза их при действии стандартизованной 
постгепариновой ЛПЛ, получится такая последова-
тельность:

ППП — ППО — ОПП — ОПО — ПОП — ПОО 
— ООП — ООО.

Если пищу пациента можно охарактеризовать как 
«сдвиг вправо», профилактика двух разных патологи-
ческих процессов — атеросклероза и атероматоза — 
будет успешной. И чем в большей мере реализация 
биологической функции трофологии, биологической 
реакции экзотрофии будет соответствовать сдвигу 
влево, тем выше риск становления атеросклероза и 
атероматоза, короче время до развития симптомов 
ишемической болезни (ИБС), поражения атеромато-
зом коронарных артерий и инцидентов инфаркта мио-
карда [18].

Экзогенным фактором инициирования ГЛП наи-
более часто является плотоядная, мясная пища, 
богатая пальмитиновой НЖК; самой афизиологич-
ной пищей для травоядного Homo sapiens является 
говядина. Содержание в ней пальмитиновой НЖК, 
одноимённых ТГ наиболее высоко в сравнении со 
всеми видами мяса: свинина, баранина, конина, мя-
со птицы. В sn-2 ТГ говядины наиболее часто эте-
рифицирована пальмитиновая НЖК, в меньшей ме-
ре — олеиновая МЖК; в sn-1 и sn-3 наиболее часто 
располагается пальмитиновая ЖК. То же можно ви-
деть в коровьем молоке, сливках, сметане и в сырах; 
в них в sn-2 ТГ этерифицирована пальмитиновая 
НЖК. Уже в энтероцитах, далее в гепатоцитах при 
реакции изомеризации пальмитиновую НЖК в sn-2 
замещает олеиновая МЖК, а пальмитиновая НЖК 
перемещается в sn-3, формируя нежелательные для 
липолиза позиционные формы ТГ как ПОП; это не- 
физиологичный субстрат для липолиза. Изложенное 
способствует пониманию того, что если исключить 
врождённые, генетически обусловленные формы 
патологии, формирование in vivo двух афизиоло-
гичных процессов — вначале атеросклероза и далее 
атероматоза — является следствием главным обра-
зом нарушения биологической функции трофоло-
гии (питания) биологической реакции экзотрофии, 
внешнего питания.

Последовательная экспрессия липаз на ступенях 
филогенеза, параметры кинетики и функция. После-
довательное формирование на ступенях филогенеза 
четырёх липолитических ферментов явилось след-
ствием воздействия факторов внешней среды; про-
исходило это на протяжении нескольких миллиардов 
лет. Первыми субстратами для наработки энергии в 
глубинах океана стали уксусная кислота, ацетат, диа-
цетат изначально минерального происхождения. Это 
соответствует биогеохимической теории В.И. Вер-
надского [19]; однако трудно сказать, откуда взялись 
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тическое развитие вплоть до становления вида Homo 
sapiens. Для человека же характерным стало исполь-
зование иной биологической функции трофологии, 
функции питания, внешнего питания; ещё далёкие 
предки вида Homo sapiens стали травоядными [21].

Перенос ЖК в форме неполярных ТГ в составе ЛП 
и поглощение клетками у плотоядных. У рыбоядных 
в океане спустя миллионы лет первый вариант пере-
носа ЖК в форме неполярных липидов — ТГ на сту-
пенях филогенеза состоял в следующем.

1. Гидролиз экзогенных ТГ пищи в просвете тон-
кой кишки при действии панкреатической липазы. 
Освобождение НЭЖК, 2-моноацилгицерина, всасы-
вание НЖК, МЖК, ненасыщенных ЖК (ННЖК) энте-
роцитами и повторная этерификация их в ТГ, но уже в 
цитоплазме энтероцитов.

2. В канальцах эндоплазматической сети (ретику-
лума) энтероцитов МБПТ формирует из разных ТГ 
рыхлую структуру ХМ, секретируя их в лимфу; да-
лее ХМ оказываются в кровотоке [22]. Одновременно 
экзогенные, эссенциальные полиеновые ЖК (ПНЖК) 
этерифицируют энтероциты в состав полярных ами-
нофосфолипидов (ФЛ) и секретируют в кровь. Про-
исходит это в формируемых энтероцитами апоA-I 
ЛПВП; ранние в филогенезе ЛПВП переносят ПНЖК 
в форме только полярных ФЛ, полярные НЖК, МЖК 
и ННЖК — в форме ди- и моноглицеридов.

3. В кровотоке с апоB-48 ХМ ассоциируются с 
апоE; это белок лиганд и вектор; в результате все ли-
гандные ХМ поглощают гепатоциты путём коопера-
тивного апоE/B-48 рецепторного эндоцитоза [23].

4. Поглотив ХМ, гепатоциты реализуют биоло-
гическую реакцию оптимизации; при действии гор-
монозависимой липазы происходит гидролиз всех 
экзогенных ТГ, окисление в органеллах (в пероксисо-
мах) афизиологичных ЖК и реэтерификация физио-
логичных ЖК в ТГ. Утилизация афизиологичных ЖК 
происходит in situ, в пероксисомах в результате экс-
прессии одновременно функционально разных ὰ-, 
β- и ῳ-оксидаз ЖК. Афизиологичными ЖК являются: 
а) транс-формы ЖК [24]; б) ЖК с нечётным числом 
атомов углерода; в) ЖК с разветвлённой цепью; г) 
дикарбоновые ЖК; д) ЖК с циклическими структу-
рами в цепи; е) очень длинноцепочечные ЖК (более 
C24—C26 и ж) тио-ЖК с наличием в ЖК атомов серы 
(липоевая тио-ЖК [25].

5. Синтезированный гепатоцитами апоB-100 раз-
дельно структурирует олеиновые, пальмитиновые, 
стеариновые, линолевые и линоленовые ТГ, фор-
мируя все одноимённые ЛПОНП и секретируя их в 
кровь; у плотоядных гепатоциты секретируют преи-
мущественно пальмитиновые ЛПОНП.

6. Гидролиз в крови главным образом пальмити-
новой ЖК в ТГ всех ЛПОНП активирует печёночная 
ГЛГ и кофактор апоC-III [26]; в процессе гидролиза ТГ 
и освобождения в кровоток НЭЖК секретированные 
гепатоцитами ЛПОНП превращаются в одноимённые 
ЛПНП. Освобожденные при липолизе НЭЖК свя-
зывает альбумин; из этих ассоциатов ЖК как НЭЖК 
поглощают все клетки. В биологической реакции эк-
зотрофии, в период постпрандиальной ГЛП, клетки 
in vivo используют экзогенные и синтезируемые гепа-

тоцитами из глюкозы эндогенные ЖК для покрытия 
потребностей в энергии.

7. В кровотоке белок, переносящий полиеновые 
эфиры холестерина (БППЭХ), формирует тройствен-
ный ассоциат — ЛПВП + БППЭХ + ЛПОНП. В рам-
ках его ПНЖК в форме неполярных полиеновых эфи-
ров холестерина (поли-ЭХС) переходят из ЛПВП в 
состав всех ЛПОНП. В ассоциации с более гидрофоб-
ными поли-ЭХС апоB-100 принимает активную кон-
формацию и формирует в ЛПНП активное положение 
домена-лиганда. Далее все клетки активно поглоща-
ют лигандные ЛПНП путём апоB-100 эндоцитоза.

Следовательно, в филогенезе у плотоядных пере-
нос к клеткам ЖК в форме неполярных ТГ начинают 
МБПТ и апоB-48 в составе ХМ; заканчивается пере-
нос при поглощении ХМ гепатоцитами путём апоE/B-
48 эндоцитоза. Перенос ЖК продолжает апоB-100 в 
ЛПОНП и после липолиза в составе ЛПНП; заканчи-
вает перенос апоB-100 эндоцитоз ЛПНП. В переносе 
ЖК у плотоядных (рыбоядных) задействованы: а) три 
класса ЛП: ХМ + ЛПОНП + ЛПНП; б) два стационар-
ных апо — апоB-48 + апоB-100 и динамичный апоE 
и в) одна липаза — печёночная ГЛГ в межклеточной 
среде. У плотоядных (рыбоядных), принимая во вни-
мание участие ХМ + ЛПОНП + ЛПНП в переносе 
ЖК, по классификации фенотипов ГЛП соответствует 
эпигенетически индуцированному типу V [27].

Когда в пермском и триасовом периодах мировой 
океан отступил и многие животные океана оказались 
на суше, большинство их погибло в первую очередь 
из-за отсутствия пищи. На суше практически не было 
плотоядной (рыбоядной) пищи, но было (есть) мно-
го травоядной. На суше растения в отличие от сине-
зелёных и красных водорослей океана не синтезиру-
ют эссенциальные ПНЖК, ни ῳ-3 C20:5 эйкозапен-
таеновую, ни ῳ-3 C22:6 докозагексаеновую ПНЖК 
[28]; на суше растения не синтезируют и ῳ-6 C20:4 
арахидоновую ПНЖК [29].

Перенос ЖК в ЛП у травоядных, до того как они 
начали синтез инсулина. В течение последующих 
миллионов лет не по своей воле оказавшиеся на суше 
рыбоядные адаптировались к новым условиям внеш-
ней среды, реализуя биологическую функцию трофо-
логии, питания, биологическую реакцию экзотрофии, 
внешнего питания. В течение миллионов лет стали 
формироваться выраженные анатомические различия 
организма (in vivo) у многих травоядных животных и 
меньшего количества реально плотоядных мясоедов. 
Мы часто, не мудрствуя лукаво, говорим о существо-
вании всеядных животных.

С позиций общей биологии таких животных нет; 
всеядными были бы животные, которые утром спо-
собны зубами оторвать от туши и проглотить, не жуя, 
большой кусок сырого мяса; вечером же собрать и 
съесть, тщательно и долго пережевывая, большое ко-
личество свежей травы, листьев. В филогенезе in vivo 
сформировались две системы питания у травоядных, 
Homo sapiens и у плотоядных, мясоедов. Можно при-
вести много анатомических и физиологических раз-
личий в системе пищеварения, в реализации биологи-
ческой функции трофологии. Можно начать с анато-
мических особенностей зубов и параметров слюны. 
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Далее последует в несколько раз большая длина 
тонкой кишки у травоядных по сравнению с плото-
ядными (хищниками). Надо принять во внимание и 
многократное различие времени, которое необходимо 
для переваривания и всасывания ЖК из животной и 
глюкозы из растительной пищи.

За миллионы лет предки вида Homo sapiens по-
степенно стали травоядными; приматы стали даже 
плодоядными, питаясь в основном плодами с дере-
вьев. Принципиальное различие метаболизма плото-
ядных и травоядных животных состоит в том, что 
основным субстратом пищи у плотоядных являются 
экзогенные ЖК, доминируют пальмитиновые пози-
ционные формы ТГ и пальмитиновая НЖК. Основ-
ным же субстратом пищи травоядных являются по-
лисахариды, растительная клетчатка, полимер глю-
козы — крахмал, дисахарид сахароза и глюкоза. В 
организме травоядных и вида Homo sapiens сформи-
ровался иной вариант переноса ЖК в ЛП. Отдельные 
виды травоядных с пищей практически не получают 
ЖК; энтероциты всасывают их в малой мере или не 
всасывают вообще.

У травоядных животных в отличие от плотоядных 
перенос ЖК стал короче. Определено это тем, что не 
стало этапа переноса экзогенных ЖК от энтероцитов к 
гепатоцитам в составе апоB-48 ХМ в лимфо- и крово-
токе, да и апоB-100 в ЛПОНП переносят также паль-
митиновую НЖК, только эндогенную, ту, которую 
синтезировали гепатоциты из экзогенной глюкозы. 
Гидролиз пальмитиновых ТГ в таких позиционных 
формах олеиновых ТГ, как ПОП, реализует как и пре-
жде печёночная ГЛГ. Как и ранее, секретированные 
гепатоцитами ЛПОНП превращаются в крови в одно-
имённые ЛПОНП, которые клетки поглощают путём 
апоB-100 эндоцитоза. Суммируя сказанное, следу-
ет отметить, что в филогенезе второй этап переноса 
ЖК у травоядных: а) сформирован одним апоB-100; 
б) перенос эндогенных ЖК осуществляют ЛПОНП 
+ ЛПНП; в) гидролиз ТГ в ЛПОНП активирует печё-
ночная ГЛГ; г) клетки поглощают ЛПНП путём апоB-
100 эндоцитоза. У травоядных до того, как они нача-
ли синтез инсулина, содержание в плазме крови ЛП 
на электрофореграмме [30] по классификации ВОЗ 
соответствует ГЛП типа IIб.

Инсулин и формирование в филогенезе биологи-
ческой функции локомоции. Выраженные изменения 
в метаболизме ЖК, переносе их в ЛП и поглощении 
клетками сформировались на ступенях филогенеза в 
процессе становления новой, поздней биологической 
функции локомоции, движения за счёт реципрокного 
сокращения в филогенезе новых, поперечнополоса-
тых миоцитов. Биологическая роль инсулина состо-
ит в обеспечении субстратами для наработки энер-
гии всех клеток, которые реализуют биологическую 
функцию локомоции. Предшественником гормона в 
филогенезе был более ранний в филогенезе инсули-
ноподобный фактор роста; в каждом из ПС клеток 
его синтезировал пул клеток рыхлой соединительной 
ткани (РСТ). Со временем инсулин сформировал in 
vivo функционально активную систему инсулина и 
новую в филогенезе биологическую функцию локо-
моции. Со временем она стала основной биологиче-

ской функцией как у плотоядных хищников, так и у 
травоядных.

В филогенезе гормон сформировал in vivo систему 
инсулинзависимых клеток. Она включает: попереч-
нополосатые скелетные миоциты, синцитий кардио-
миоцитов, инсулинзависимые подкожные адипоциты, 
перипортальные гепатоциты и специализированные 
макрофаги Купфера печени. Формирование столь вы-
сокоспециализированных оседлых макрофагов в пе-
чени, мы полагаем, определено тем, что разнообразие 
афизиологичных ЖК в растительной пище во много 
раз превышает плотоядную, мясную, тем более ры-
боядную пищу. Независимыми от инсулина in vivo 
остались все клетки нервной системы, ВЖК саль-
ника и забрюшинной клетчатки. Нейроны, астроци-
ты и ВЖК сальника на плазматической мембране не 
имеют активных рецепторов к инсулину и зависимых 
от инсулина глюкозных транспортёров ГЛЮТ4 [31]. 
Инсулин завершил формирование замкнутой систе-
мы кровообращения, центрального насоса — сердца 
и централизованной системы депонирования ЖК в 
форме ТГ в составе ИПА и сформировал эффектив-
ное обеспечение кардиомиоцитов необходимым ко-
личеством олеиновых, но не пальмитиновых ЖК в 
форме НЭЖК. И если CD36 транслоказа переносит 
в кардиомиоциты преимущественно пальмитиновые 
ЖК в форме полярных НЭЖК, формируется диффуз-
ный липоидоз кардиомиоцитов и развивается дилата-
ционная кардиомиопатия.

До действия инсулина каждая из клеток на первом 
(аутокринном) уровне относительного биологическо-
го совершенства самостоятельно запасала ЖК в фор-
ме ТГ в каплях липидов цитоплазмы и столь же само-
стоятельно активировала липолиз, освобождая в цито-
плазму оптимальное количество ЖК в форме НЭЖК. 
Для реализации функции скелетных миоцитов, кар-
диомиоцитов инсулин сформировал централизован-
ное снабжение их ЖК в форме НЭЖК как субстратом, 
который можно стазу окислить в митохондриях для 
наработки макроэргического АТФ. Напомним, что ни 
скелетные миоциты, ни кардиомиоциты не запасают 
в цитоплазме ЖК в форме ТГ в каплях липидов. В то 
же время они в большом количестве депонируют в 
цитоплазме гидрофильные гранулы гликогена — по-
лимера глюкозы. Вероятно, формирование гидрофоб-
ных компонентов в цитоплазме поперечнополосатых 
миоцитов нарушает функцию сократимости миофи-
брилл. В условиях эксперимента сколь бы значитель-
ной не стала гипогликемия в межклеточной среде, 
ни скелетные миоциты, ни кардиомиоциты не станут 
участвовать в её компенсации. Запасённая миоцитами 
глюкоза предназначена только для сокращения самих 
клеток, но не для реализации биологической функции 
гомеостаза. Для этой биологической функции предна-
значен гликоген, который в цитоплазме накапливают 
в печени специализированные, инсулинзависимые 
перипортальные гепатоциты.

Централизованное снабжение скелетных миоцитов 
и кардиомиоцитов ЖК в форме НЭЖК in vivo состоит 
в том, что депонирование ЖК в форме неполярных 
ТГ происходит только в цитоплазме инсулинзависи-
мых подкожных адипоцитов [32]. В ИПА происходит 
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и гидролиз депонированных ТГ с освобождением 
НЭЖК. Их альбумин во внутрисосудистом пуле меж-
клеточной среды доставляет ко всем скелетным мио-
цитам; клетки активированно поглощают НЭЖК при 
действии CD36 транслоказы ЖК. Далее семейство 
белков, переносящих ЖК в цитоплазме, доставляют 
НЭЖК к митохондриям. Подобным же образом in vivo 
обеспечены субстратами энергии все зависимые от 
инсулина клетки.

У травоядных основную массу ЖК in vivo синте-
зируют гепатоциты, используя в качестве субстра-
та экзогенную глюкозу. Ещё с аутокринного уровня 
каждая животная клетка из глюкозы по пути лактат→ 
пируват→ ацетат→ ацетил-КоА в цикле Кноопа—
Линена синтезирует только пальмитиновую НЖК: 
кратко ацетил-КоА→C16:0. В первом и втором вари-
антах переноса к клеткам ЖК в форме ТГ в составе 
апоB-100 ЛПОНП + ЛПНП вне действия инсулина 
доминировали пальмитиновая ЖК и пальмитиновые 
ТГ. На ступенях филогенеза in vivo при реализации 
первого (у рыбоядных) и второго (у травоядных) ва-
риантов переноса к клеткам ЖК в форме ТГ в составе 
апоB-100 ЛП доминировал пальмитиновый вариант 
метаболизма ЖК.

Митохондрии клеток через внутреннюю мембра-
ну проводят в матрикс короткоцепочечные C4—C6 и 
среднецепочечные C8—C10 ЖК, но медленно пере-
носят длинноцепочечную, насыщенную пальмити-
новую ЖК. Окислить пальмитиновую НЖК на на-
ружной стороне внутренней мембраны митохондрий 
и провести её в матрикс в форме двух среднецепо-
чечных ЖК физико-химически сложно. Поглощение 
пальмитиновой НЖК стало лимитировать синтез in 
vivo макроэргического АТФ, обеспечение всех кле-
ток энергией. Из-за невозможности быстро поглотить 
пальмитиновую НЖК митохондрии на ступенях фи-
логенеза сформировали новый, специфичный транс-
портёр — карнитинпальмитоил ацилтрансферазу. Он 
стал переносить пальмитиновую НЖК через мембра-
ну целиком и гидролизовать её уже в матриксе мито-
хондрий. В результате увеличилась скорость погло-
щения митохондриями пальмитиновой НЖК; однако 
проблему это не решило. Прохождение НЖК через 
внутреннюю мембрану митохондрий, как и до этого, 
осталось «узким местом», лимитирующим этапом в 
синтезе АТФ в митохондриях [33].

Условия существования видов животных на ступе-
нях филогенеза стали зависеть от реализации когни-
тивной биологической функции, функции позицио-
нирования особей в пространстве. При оптимальном 
единении действия внешних и внутренних условий 
(регуляция метаболизма) преимущества в конкурен-
ции стали получать те животные, которые в единицу 
времени могут наработать большее число молекул 
АТФ. Это те виды животных, у которых эффектив-
ность наработки АТФ более высокая, а в результате 
этого становятся выше и все кинетические параметры 
организма [34]. Это общебиологическая задача; дале-
ко не на ранних ступенях филогенеза, но все-таки она 
была решена in vivo при действии инсулина. Поздний 
в филогенезе инсулин призван формировать и совер-
шенствовать биологическую функцию локомоции. 

Если не получается повлиять на функцию филогене-
тически ранних митохондрий, на митохондриальный 
геном, остается одно — модифицировать субстрат ре-
акции, пальмитиновую НЖК [35, 36].

Полученные нами более 10 лет назад эксперимен-
тальные результаты автоматического титрования О3 
индивидуальных ЖК показали, что скорость физико-
химического окисления C16:0 пальмитиновой НЖК 
намного ниже кинетических параметров окисления 
озоном C18:1 олеиновой МЖК [37]. Это дало осно-
вание обратить внимание на активность in vivo деса-
тураз ЖК, экспрессию их на ступенях филогенеза и 
с этой точки зрения привлечь внимание всё к той же 
ранней в филогенезе пальмитиновой НЖК.

Окислять пальмитиновую НЖК на внешней сто-
роне внутренней мембраны митохондрий существен-
но легче, если ввести в её цепь одну двойную связь 
(ДС) и превратить НЖК в МЖК. Много ранее син-
теза в филогенезе инсулина произошла экспрессия 
пальмитоил-КоА-десатуразы; фермент превратил 
C16:0 пальмитиновую НЖК в ῳ-9 С16:1 пальмито-
леиновую МЖК. ДС при этом располагается у 9-го 
атома углерода, считая от карбоксильного конца ЖК. 
Однако энергия, которая необходима для гидролиза 
пальмитолеиновой МЖК, оказалась не оптимально 
высокой; желаемого увеличения поглощения мито-
хондриями пальмитолеиновой МЖК не произошло.

И уже при синтезе в филогенезе инсулин экспрес-
сировал синтез двух новых ферментов — пальмитоил-
КоА-элонгазу и стеарил-КоА-десатуразу. Действие 
первого фермента превратило C16:0 пальмитиновую 
НЖК в более длинноцепочечную C18:0 стеариновую 
НЖК с большей гидрофобностью и более высокой 
температурой плавления. Второй фермент путём веде-
ния ДС в позицию ῳ-9 превратил C18:0 стеариновую 
НЖК в C18:1 олеиновую НЖК [38, 39]. Расположение 
ДС в олеиновой МЖК, которая одинакова удалена от 
карбоксильного и метильного концов ЖК, потребова-
ло минимальной энергии для гидролиза ЖК по месту 
расположения ДС. Происходит это на внешней сто-
роне внутренней мембраны митохондрий, обеспечи-
вая поглощение ими олеиновой МЖК в форме двух 
среднецепочечных ЖК. Регуляция инсулином мета-
болизма ЖК, формирование высокоэффективного 
олеинового варианта метаболизма in vivo ЖК взамен 
потенциально менее эффективного пальмитинового 
варианта является основной биологической функци-
ей инсулина. Биологическая функция инсулина — ре-
гуляция метаболизма ЖК и вторично — регуляция 
поглощения клетками глюкозы как субстрата для син-
теза гепатоцитами in situ de novo олеиновой МЖК.

Вариант переноса ЖК в форме ТГ у травоядных 
при биологической функции локомоции и действии ин-
сулина. Регуляция метаболизма ЖК инсулином состо-
ит в том, что гормон всю синтезированную гептоци-
тами из экзогенной глюкозы в цикле Кноопа—Линена 
пальмитиновую НЖК превращает в олеиновую НЖК. 
Далее гепатоциты этерифицируют олеиновую МЖК 
в одноимённые ТГ и секретируют их в кровоток в со-
ставе олеиновых ЛПОНП. Инсулин, формируя био-
логическую функцию локомоции, инициирует в меж-
клеточной среде векторный перенос к ИПА те ЖК, 
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которые являются субстратами для синтеза митохон-
дриями АТФ; это преимущественно МЖК в составе 
олеиновых ЛПОНП. В сформированном инсулином 
векторном переносе олеиновой МЖК от гепатоци-
тов к пулу ИПА в олеиновых ЛПОНП гидролиз ТГ 
в крови активирует иной, более поздний на ступенях 
филогенеза фермент — постгепариновую ЛПЛ и её 
кофактор апоC-II [40].

При оптимальном гидролизе постгепариновой 
ЛПЛ олеиновых ТГ в одноимённых ЛПОНП апоB-
100 принимает активную конформацию и с ним 
ассоциируется динамичный белок-вектор, апоE. 
Вместе они формируют кооперативный апоE/B-100 
лиганд и одновременно синтезируют при действии 
гормона инсулинзависимые подкожные адипоциты, 
выставляя на клеточную мембрану апоE/B-100 ре-
цепторы [41]. Далее олеиновые, лигандные ЛПОНП 
поглощают главным образом ИПА путём апоE/B-
100 эндоцитоза. Так инсулин на поздних ступенях 
филогенеза сформировал эффективный, короткий 
перенос в межклеточной среде МЖК в форме олеи-
новых ТГ. Реализует перенос МЖК один апоВ-100; 
происходит это только в ЛПОНП, при действии 
постгепариновой ЛПЛ и активного апоE/B-100 эн-
доцитоза. Согласно классификации фенотипов ГЛП 
по Д. Фредриксону, третьему инициированному 
инсулином переносу к клеткам МЖК соответствует 
та электрофореграмма ЛП [42], которую именуют 
«состояние нормы при физиологичном уровне в 
плазме крови ТГ и ХС».

Биологическая роль инсулина и превращение пло-
тоядных (рыбоядных) в травоядных. Обсуждается 
биологическая роль инсулина, регуляция в первую 
очередь метаболизма ЖК и вторично метаболизма 
глюкозы, в обеспечении организма энергией — син-
тез АТФ. При этом важно принять во внимание био-
логические, филогенетические особенности действия 
гормона.

1. Поздний в филогенезе инсулин не может пре-
вратить в олеиновую НЖК экзогенную, раннюю в фи-
логенезе пальмитиновую НЖК, содержание которой 
может быть велико в плотоядной (мясной) пище. Ин-
сулин экспрессирует превращение в олеиновую МЖК 
только ту эндогенную пальмитиновую НЖК, которую 
гепатоциты синтезируют из экзогенной глюкозы.

2. Избыточное содержание в плотоядной (мясной) 
пище пальмитиновой НЖК и индукция уже иным 
субстратом — пальмитиновыми ТГ — формирует ак-
тивацию более ранней в филогенезе печеночной ГЛГ 
и пальмитиновый вариант метаболизма ЖК. Обладая 
низкими потенциальными возможностями синтеза 
АТФ, пальмитиновый вариант метаболизма ЖК по-
стоянно формирует in vivo состояние хронического 
дефицита энергии. Обусловлено это тем, что мито-
хондрии медленно окисляют пальмитиновую НЖК, 
формируя хронический дефицит in vivo энергии и 
низкие кинетические параметры функции локомоции. 
Это относится к каждому из пациентов с синдром ин-
сулинорезистентности (ИР).

4. Экспрессия инсулином специфичного транс-
портёра глюкозы ГЛЮТ4 и выставление его на кле-
точную мембрану при гипергликемии и низком со-

держании НЭЖК в межклеточной среде преследуют 
одну цель — активировать синтез олеиновой МЖК и 
наработку митохондриями АТФ. Метаболическими 
последствиями избытка плотоядной (мясной) пищи 
является в первую очередь гипертриглицеридемия, 
далее гипергликемия, формирование ГЛП типа IIб, 
высокий уровень ХС-ЛПНП за счёт высокого содер-
жания пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП и постоян-
ный дефицит in vivo энергии, хронически низкий уро-
вень синтеза АТФ.

5. Филогенетически поздний инсулин не может 
блокировать липолиз и освобождение НЭЖК из 
висцеральных жировых клеток сальника. Будучи в 
филогенезе более ранними, ВЖК сальника на плаз-
матической мембране не имеют активных рецепто-
ров к инсулину и не формируют ГЛЮТ4; это и есть 
этиологическая основа формирования синдрома ИР. 
Инсулин активно блокирует липолиз (гидролиз ТГ) 
и освобождение в межклеточную среду олеиновой 
и пальмитиновой ЖК в форме НЭЖК во всех инсу-
линзависимых подкожных адипоцитах, но не в ВЖК 
сальника [43].

6. Миллионы лет на самых ранних ступенях фи-
логенеза клетки активно осуществляли метаболизм 
ацетата, ацетил-КоА, синтез ЖК и гидролиз ТГ. И 
только миллионами лет позже клетки начали мета-
болизм глюкозы. Поэтому механизмы поглощения 
клетками ЖК в форме полярных НЭЖК являются 
куда более совершенными по сравнению с более 
поздним в филогенезе поглощением клетками глю-
козы. И если возможно из межклеточной среды по-
глощать НЭЖК, клетки поглощать глюкозу не будут. 
Чтобы «принудить» клетки поглощать глюкозу, их 
надо лишить возможности поглощать из межклеточ-
ной среды НЭЖК; таким образом реализовано дей-
ствие инсулина.

7. Митохондрии могут в матриксе окислять ацетил-
КоА, образованный как из ЖК, так и из глюкозы по 
пути: глюкоза→ лактат→ пируват→ ацетил-КоА. In 
vivo все соматические клетки окисляют ацетил-КоА, 
образованный из ЖК, и только митохондрии нейро-
нов окисляют ацетил-КоА, который образовали сами 
клетки из глюкозы. Полагают, что гематоэнцефаличе-
ский барьер является преградой, которая не позволяет 
средне- и длинноцепочечным ЖК оказаться в спинно-
мозговой жидкости. На самом деле спинномозговая 
жидкость, которая по физико-химическим параме-
трам сходна с первичной мочой канальцев нефрона, 
является столь гидрофильной, что в ней могут нахо-
диться только C4 ЖК — кетоновые тела [44].

Инсулин, нарушения переноса ЖК в форме ТГ в 
ЛП и формирование типов ГЛП. Не так просто пред-
ставить себе, что, согласно филогенетической тео-
рии общей патологии, половина фенотипов (типов) 
ГЛП при электрофорезе ЛП, согласно классификации 
ВОЗ, является следствием нарушения биологической 
функции трофологии, функции питания, биологиче-
ской реакции экзотрофии — внешнего питания; нару-
шения эти инициированы нарушением эпигенетики 
[45]. Если рассмотреть первичные, генетически обу-
словленные фенотипы ГЛП и эпигенетические вто-
рично обусловленные типы ГЛП, можно прояснить: 
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реально генетическими фенотипами врождённых 
нарушений метаболизма являются ГЛП фенотипов 
I, IIa и III. Эпигенетическими, сформированными в 
онтогенезе типами ГЛП являются: фенотип нормоли-
пидемии (нет ГЛП) при денситометрии электрофоре-
грамм ЛП часто удаётся выявить ГЛП типа IIб, более 
редко — ГЛП типа IV и ещё реже — ГЛП типа V [46, 
47]. Нелегко после столь долгих представлений о ге-
незе ГЛП фенотипа IIб как о «семейной» комбиниро-
ванной ГЛП понять, что в большинстве случаев это 
всего-то «наеденные нарушения», сформированные 
каждым пациентом самостоятельно при несовершен-
стве in vivo когнитивной биологической функции.

На ступенях филогенеза по мере развития разных 
видов животных последовательно сформировались 
три варианта переноса ЖК в форме ТГ в составе ЛП: 
первый вариант ХМ + ЛПОНП + ЛПНП, второй вари-
ант ЛПОНП + ЛПНП и третий вариант ЛПОНП.

Первый вариант функционирует в межклеточной 
среде у рыбоядных (плотоядных) при жизни в океа-
не, при высоком содержании in vivo (доминировании) 
экзогенной пальмитиновой НЖК; всасывают её энте-
роциты. У ставших травоядными животных, которые 
ещё не начали синтез инсулина и основной ЖК in vivo 
является тоже пальмитиновая НЖК, но уже эндоген-
но синтезированная гепатоцитами из глюкозы, необ-
ходимость в ХМ полностью отпадает. Формирование 
же третьего этапа переноса в олеиновых ЛПОНП в 
основном МЖК + небольшое количество НЖК в оле-
иновые ТГ, инициировал инсулин.

В гепатоцитах инсулин экспрессировал превра-
щение всей эндогенно синтезированной из глюко-
зы пальмитиновой НЖК в олеиновую МЖК; её к 
инсулинзависимым клеткам переносят апоE/B-100 
ЛПОНП; олеиновые ЛПОНП просто не образуются. 
При электрофорезе ЛП у рыбоядных (плотоядных) 
чаще выявляют ГЛП типа V. У травоядных же до ста-
новления функции инсулина ЛП в плазме крови соот-
ветствуют ГЛП типа IIб. У травоядных при действии 
инсулина формируется электрофореграмма ЛП, кото-
рая выявляет отсутствие ГЛП.

Если в филогенезе, при физиологичных измене-
ниях индукции субстратом, происходили позитивные 
сдвиги в переносе к клеткам ЖК в форме ТГ в составе 
ЛП, можно полагать, что в онтогенезе афизиологич-
ная индукция субстратом, избыточным количеством 
пальмитновой НЖК в свою очередь инициирует не-
гативные изменения в ЛП. Согласно общей биологии, 
правилу Геккеля — «онтогенез повторяет основные 
этапы филогенеза», можно обоснованно полагать: ес-
ли травоядный в филогенезе Homo sapiens начинает 
злоупотреблять плотоядной (мясной) пищей, вместо 
нормолипопротеинемии в плазме крови при электро-
форезе ЛП можно выявить транзиторную ГЛП типа 
IV, далее длительную ГЛП типа IIб. Если пациент 
практически переходит на плотоядное питание, фор-
мируется ГЛП типа V.

Изменение переноса в межклеточной среде ЖК 
в форме ТГ при нарушении биологической функции 
трофологии, реакции экзотрофии начинается с фор-
мирования гипертриглицеридемии и кратковремен-
ного эпигенетически обусловленного формировании 

ГЛП типа IV. Если содержание экзогенной пальми-
тиновой НЖК превышает физиологичные возмож-
ности переноса её в составе таких олеиновых ТГ, как 
ПОП, происходит формирование филогенетически 
ранних пальмитиновых ТГ, таких как ОПП глице-
рол, эпигенетически, вторично, начинается форми-
рование пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП, которых 
ранее при травоядной и рыбоядной пище не было. 
Нарушение превращения в крови пальмитиновых 
ЛПОНП→ЛПНП, длительная циркуляция их в кро-
ви и есть причина гипертриглицеридемии, повыше-
ния уровня ХС-ЛПНП, компенсаторное увеличение 
содержания апоC-III, активности печёночной ГЛГ и 
формирования эпигенетически обусловленной ГЛП 
вначале типа IV, далее ГЛП типа IIб и, наконец, ГЛП 
типа V. Гипертриглицеридемию, повышение уровня 
ХС-ЛПНП и ГЛП типа IIб всегда, согласно физио-
логичной теории общей патологии, сопровождает 
синдром ИР и компенсаторное повышение артери-
ального давления.

Нет необходимости выяснять, до какого уровня 
оптимально понизить содержание в плазме крови 
ХС-ЛПНП. Величина ХС-ЛПНП является произво-
дной от содержания ТГ; удастся усилиями, в первую 
очередь пациента, при соблюдении диеты норма-
лизовать содержание в плазме крови ТГ в пределах 
0,6—1,2 мМ/л; это достаточно. Уровень в плазме 
крови ХС-ЛПНП, содержание пальмитиновых НЖК, 
пальмитиновых ТГ и одноимённых ЛПОНП→ЛПНП 
понизятся самостоятельно. И не надо фармпрепара-
тов: сформировались афизиологиные процессы при 
нарушении основополагающих условий биологии, 
биологической функции трофологии; биологически 
их следует и устранить. И только после этого более 
эффективно реально заняться лечением пациентов 
с выявленными генетическими формами патологии 
метаболизма ЖК. Содержание экзогенной и эндоген-
ной пальмитиновой НЖК в плазме крови не должно 
превышать возможности этерификации её в составе 
олеиновых ТГ, олеиновых ЛПОНП без образования 
пальмитиновых ЛПОНП и ЛПНП.

Рассматривая метаболическую пандемию — ате-
росклероз — в свете биологической теории общей 
патологии с учётом всех этиологических факторов, 
можно обоснованно полагать, что патогенез атеро-
склероза активирован в то время, когда травоядный 
в филогенезе Homo sapiens начинает абиологически 
злоупотреблять плотоядной пищей, нарушая при 
этом биологические функции трофологии, функцию 
гомеостаза и функцию эндоэкологии [1]. В ответ на 
формирование атеросклероза, биологической функ-
ции эндоэкологии, замусоривание межклеточной 
среды эндогенными флогогенами большой молеку-
лярной массы — безлигандными пальмитиновыми 
ЛПОНП→ЛПНП и активация биологической функ-
ции адаптации, компенсаторно происходит активация 
биологической реакции воспаления, биологической 
функции эндоэкологии.

Профилактика атеросклероза и атероматоза явля-
ется единой: это всего-то соблюдение человеком от-
работанных на ступенях филогенеза биологических 
закономерностей. На ступенях длительного филоге-
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неза предки человека были рыбоядными (плотояд-
ными); на суше они стали травоядными, но не бы-
ли мясоедами. Для Homo sapiens поедание мяса и 
богатых пальмитиновой НЖК молочных продуктов 
в течение всей жизни является явным нарушением 
биологической функции трофологии, биологической 
реакции экзотрофии; для травоядного в филогенезе 
человека физиологично поедание фруктов, овощей 
и рыбы. При желании сохранить здоровье, избежать 
инфаркта миокарда и не быть «стентированным» 
необходимо соблюдать каноны общей биологии во 
всех ситуациях.
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СРАВНЕНИЕ ДВУХ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНЫХ МОДЕЛЕЙ ДЛЯ ОЦЕНКИ 
АНТИОКИСЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ СЫВОРОТКИ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ  
С ПАТОЛОГИЕЙ ПЕЧЕНИ
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Проведена сравнительная оценка антиокислительной активности (АОА) сыворотки крови больных с патологией печени 
двумя хемилюминесцентными методами с разными моделями свободнорадикального окисления: «Hb-H2O2-люминол» и 
«АБАП-люминол». Выявлена достоверная, но не высокая корреляция результатов (r = 0,798), что связано, главным об-
разом, с различием механизмов инициирования свободных радикалов и влиянием компонент сыворотки крови на процесс 
инициирования. Сильней это влияние проявляется в модели «Hb-H2O2-люминол». Расхождение результатов измерений 
более выражено у пациентов с аномально высоким содержанием в крови билирубина. В этой связи, более предпочтитель-
ной в клинической практике для оценки АОА следует считать модель окисления «АБАП-люминол».

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  антиоксидантная активность, хемилюминесценция, свободнорадикальное окисление, люминол, 
сыворотка крови.
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The comparison of two chemiluminescent models for assessing anti-oxidative 
activity of blood serum of patients with liver pathology
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The comparative assessment was carried out concerning anti-oxidation activity of blood serum of patients with liver pathology 
using two chemiluminescent techniques with different models of free radical oxidation: «Hb-Н2О2-luminol» и «ABAP-luminol». 
The reliable but low correlation of results was established (r=0,798) related mainly to difference in mechanisms  of initiation of 
free radicals and effect of blood serum on initiation process. This effect is stronger manifested in model «Hb-Н2О2-luminol». 
The discrepancy of results of measurement is more expressed in patients with anomalous higher content of bilirubin in blood. 
Thereupon, oxidation model «ABAP-luminol» is to be considered as a more preferable for clinical practice. 
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Введение. Определение антиоксидантной активно-
сти (АОА) сыворотки крови человека является важной 
задачей для медико-биологических исследований, по-
скольку АОА определяет защитную систему организма 
для борьбы с окислительным стрессом, как результатом 
нарушения равновесия между образующимися свобод-
ными радикалами и соответствующими защитными 
механизмами в организме. Сыворотка крови представ-

ляется сложной субстанцией для исследований, АО 
состав которой обусловлен, прежде всего, наличием 
в ней аминокислот, мочевой кислоты, витаминов E, A, 
C, гормонов, ферментов, а также промежуточных и ко-
нечных продуктов метаболизма [1]. При этом суммар-
ная АОА есть некая интегральная величина, характе-
ризующая потенциальную возможность АО действия 
всех компонент сыворотки крови с учетом их потен-
циального синергизма. Печень - один из главных орга-
нов в антиокислительной системе организма, поэтому 
изучение АОА сыворотки крови больных с патологией 
печени является важным аспектом понимания in vivo 
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окислительных превращений. На протяжении многих 
лет предпринимаются попытки создания методик для 
определения суммарной АОА одновременно всех, при-
сутствующих в плазме крови, ингибиторов свободно-
радикальных реакций, однако роль каждого из АО мо-
жет существенно отличаться при различных способах 
активации окислительных процессов. Поэтому выбор 
адекватных систем оценки АОА имеет первостепенное 
значение для правильной интерпретации полученных 
результатов в рамках клинической лабораторной диа-
гностики. Определение АОА предполагает не только об-
наружение одного или нескольких веществ, а выявление 
их «функциональной» АОА, что может быть воспроиз-
ведено в подходящей окислительной системе. Основны-
ми компонентами любой тест-системы для определения 
АОА являются: система генерации радикалов и субстрат 
или молекула-мишень, которая подвергаясь окислению, 
меняет свои регистрируемые физико-химические свой-
ства. От выбора этих объектов и зависит информатив-
ность полученных результатов. В настоящее время всё 
большее распространение получают хемилюминесцент-
ные (ХЛ) методы определения АОА сыворотки крови 
и других биологических жидкостей [1]. Они достаточ-
но чувствительны, оперативны и позволяют непосред-
ственно контролировать кинетику окисления. Одним из 
главных различий ХЛ методов является способ генера-
ции свободных радикалов. Он может осуществляться по 
разным принципам: химическому (например, в фермен-
тативной реакции ксантиноксидаз, при взаимодействии 
гемсодержащих производных с перекисью водорода) 
или физико-химическому (при термоинициированном 
распаде азо-соединений, облучении фотосенсибилиза-
торов).

Цель настоящей работы - сравнительный анализ 
определения суммарной АОА сыворотки крови пациен-
тов с патологией печени, проведенный на двух хемилю-
минесцентных приборах с различными моделями сво-
боднорадикального окисления.

Материал и методы. Пробы сыворотки крови 26 
больных с патологией печени (атрофический цирроз, 
новообразования и др.) и 8 доноров с необходимыми 
клиническими показателями крови были предоставле-
ны для исследования Институтом клинической кардио-
логии им. А.Л. Мясникова Российского кардиологиче-
ского научно-производственного комплекса. Измерения 
суммарной АОА параллельно на двух ХЛ приборах бы-
ли выполнены в ИБХФ им. Н.М. Эмануэля РАН.

В первой модели свободнорадикального окис-
ления использовалась система «гемоглобин (Hb)—
(H2O2)—люминол», в которой образование радикалов-
инициаторов происходит при взаимодействии Hb и H2O2, 
а люминол играет роль хемилюминогенного субстра-
та окисления. Эта модель, хотя и не до конца изучена, 
представляет интерес своей «физиологичностью», по-
скольку взаимодействие Hb и H2O2 может происходить 
in vivo. Подробная методика использования этой модели 
для изучения АОА сыворотки крови и ее отдельных ком-
понентов изложена в [2]. Кинетика и конкретная схема 
протекающих при взаимодействии Hb и H2O2 реакций 
очень сложные. Авторами [3] было обнаружено, что в 
результате реакции оксиHb с H2O2 происходит быстрое 
образование метHb (Hb-Fe3 +). Взаимодействие метHb с 
избытком H2O2 ([гем]:[H2O2] = 1:10, моль:моль) сопро-
вождается разрушением гема и освобождением ионов 
железа, которые реагируют с H2O2, образуя реактив-

ную форму, окисляющую деоксирибозу. Поскольку это 
окисление ингибируется хелаторами ионов железа и 
перехватчиками OH•-радикала, был сделан вывод, что 
он и является этой реактивной формой [3, 4]. Однако 
при взаимодействии оксиHb и метHb с эквимолярными 
концентрациями H2O2 (гем]:[H2O2] = 1:1) разрушения 
гема не наблюдается, а происходит образование другой 
реактивной частицы, которая также окисляет деоксири-
бозу, но ее окислительная деградация меньше ингиби-
руется перехватчиками OH•, но более чувствительна к 
таким ингибиторам, как 4-(2-гидроксиэтил) пиперазин-
1-этансульфоновая кислота. Этой частицей является ра-
дикал феррил Hb (Hb(•+)–Fe4+ = O) [5, 6], обладающий 
высокой реакционной способностью [7, 8]. Добавление 
в реакционную систему вместо Hb солей двухвалент-
ного (FeSO4) и трехвалентного железа (FeCl3) не дает 
свечения [2], что указывает на необходимость наличия 
гемовой структуры у радикалов-инициаторов. В мето-
дике [2] для предотвращения разложения Н2О2 метал-
лами переменной валентности, присутствующими в 
следовых количествах в воде и химических реактивах, 
в состав буфера добавляли 100 мкМ ЭДТА (этилендиа-
минтетраацетат). Обнаруженная при этом способность 
церулоплазмина и трансферрина уменьшать интенсив-
ность ХЛ системы «Hb—H2O2—люминол», обусловле-
на антирадикальными свойствами этих белков [9], а не 
их ферроксидазной (церулоплазмин) или хелатирующей 
(трансферрин) активностью [9]. Наиболее вероятными 
инициаторами окислительных превращений люминола 
в рассматриваемой модельной системе являются радика-
лы феррилHb. Однако это не исключает участия в них и 
ОН•, который может также образоваться при взаимодей-
ствии O2

•– и H2O2 с комплексами ЭДТА и железа [10]:
ЭДТА-Fe3 + + O2

•– → ЭДТА-Fe2 + + O2,
ЭДТА-Fe2 + + H2O2 → ЭДТА-Fe3 + + OH– + OH•.
На рис. 1 приведена предполагаемая схема реакций, 

приводящих к образованию радикалов-инициаторов 
окисления люминола [11]. Взаимодействие H2O2 с 
метHb, с одной стороны, сопровождается разрушени-
ем гема и выходом из него ионов железа, участвующе-
го в образовании ОН•, а, с другой стороны, приводит к 
возникновению радикалов феррилHb (Hb(•+)–Fe4 + = O). 
Указанные радикалы-инициаторы вызывают одноэлек-
тронное окисление люминола, в процессе которого об-
разуется L•–-радикал, О2

•–-радикал, эндопероксид люми-

H2O2

H2O2

H2O2

•OH

N2

(AP2–)* AP2– + hv (425 íì)

Hb–Fe3+

Fe3+

Fe2+

Hb(•+)–Fe4+=O
O2
•-

O2

L +
LH–

Hb

•-L•-L

LO2
2–

O2
•-

Рис. 1. Предполагаемая схема реакций в системе «Hb—
H2O2—люминол», приводящих к генерации квантов ХЛ (по-
яснения в тексте).
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нола LO2
2– и 3-аминофталат дианион в возбужденном 

состоянии (АР2–)*, при переходе которого в основное 
состояние высвечивается квант света hν (425 нм). Пре-
имуществом этой модели, помимо «физиологичности», 
является доступность и не токсичность используемых 
реактивов, недостатком - нестабильность H2O2 и необ-
ходимость контроля ее концентрации.

ХЛ этой модельной системы регистрировали на при-
боре «Lum-5773»; www.chemilum.ru по методике [2].

Во второй модели (термо-ХЛ) субстратом окисления 
тоже служит люминол, а инициирование свободных ради-
калов происходит при термическом распаде водораство-
римого азо-соединения 2.2’-азо-бис (2-амидинопропан) 
дигидрохлорида (АБАП). Возникшие радикалы детек-
тируются в реакции с люминолом (LH─), сопровождаю-
щейся ХЛ. На рис. 2 приведена соответствующая схема 
реакций [12].

Эндопероксид люминола, образующийся в реакциях, 
существует в двух формах, одна из которых трансфор-
мируется в LH─ и O2 без излучения (верхняя реакция на 
рис. 3 [13]), в то время, как другая форма, после проме-
жуточных превращений, теряя азот, переходит в молеку-
лу 3-аминофталат дианиона в возбужденном состоянии 
(АР2–)*, в результате чего испускается квант света (ниж-
няя реакция на рис. 3 [14]). Скорости этих реакций при-
мерно одинаковы, но точный механизм второй реакции 
не ясен [14]. В работе [12] установлено, что в ней дол-
жен участвовать супероксид O2

•–, поскольку суперокси-

дисмутаза (СОД) тушит хемилю-
минесценцию.

Количество пероксидных ра-
дикалов, образующихся при тер-
мическом распаде АБАП равно: 
N = Ri • t = k[АБАП]t, где Ri — 
скорость генерации радикалов, k 
— константа скорости, t — про-
должительность реакции [15]. В 
водной среде с pH = 7,4 и темпе-
ратуре 37°C, Ri,, (моль/л)/с = 1,36 • 
10-6 • [АБАП]. Для антиоксиданта 
с концентрацией [АО] время ин-
гибирования генерации пероксид-
ных радикалов tinh = n[АО]/Ri, где 
n — соответствующий стехиоме-
трический коэффициент. Преиму-
ществом модели термо-ХЛ (ТХЛ) 
является постоянство скорости 
инициирования радикалов при 

стабильной температуре в течение длительного времени 
(период полураспада 175 часов). Регистрация ТХЛ осу-
ществлялась на приборе minilum® при температуре (37 ± 
0,01)°C (www.minilum.de).

В обеих ХЛ системах основным измеряемым пара-
метром при определении суммарной АОА водораство-
римых компонентов плазмы крови (ACW — «integral 
antiradical capacity of water soluble compounds») являлся 
латентный период. Он определялся как время от момен-
та инициирования окисления до точки пересечения с 
временной осью касательной, приложенной к ХЛ кри-
вой в точке её перегиба, соответствующей максимуму 
первой производной. Калибровка приборов проводилась 
по аскорбиновой кислоте (АК), и суммарная АОА водо-
растворимых субстратов (ACW) выражалась в эквива-
лентном содержании АК в 1л сыворотки крови (μmol/l). 
Ошибка измерений этого параметра для первого при-
бора с учетом повторяемости результатов составила не 
более 15%, для второго не превышала 5%.

Результаты и обсуждение. На рис. 4 приведены 
кинетические ХЛ кривые, полученные при использова-
нии обеих моделей окисления для проб пациентов: №1 
— с самым низким значением АОА (ACW), №2 — со 
средним, №3 — с самым высоким. Видно, что в первом 
случае (рис. 4, а) для разных проб характерно не только 
изменение латентного периода, но и значительное изме-
нение интенсивности свечения, в то время как во вто-
рой модели (рис. 4, б) существенно изменяется только 

латентный период. Особенно 
это характерно для больных 
с повышенным содержанием 
билирубина (проба №3). Для 
первой модели окисления 
особенно сильно выражено 
влияние белковых состав-
ляющих плазмы крови, кото-
рые, в основном, и подавля-
ют амплитуду ХЛ [2].

На рис. 5 представле-
на корреляционная зави-
симость суммарной АОА 
(ACW) водорастворимых 
компонентов сыворотки 
крови исследованных па-
циентов, полученная с по-
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мощью обоих методов. Результаты демонстрируют 
большой разброс значений acW: от 300 до 2400 μmol/l 
для первой модели, и от 15 до 940 μmol/l для второй. 
Аномально высокие значения acW наблюдались у 
больных с повышенным содержанием в сыворотке 
общего билирубина (до 600 μmol/l и выше, при норме 
1,7—20,5 μmol/l). Корреляционный коэффициент для 
использованных моделей составил r = 0,7977. Относи-
тельно низкая корреляция связана, главным образом, 
с различием механизмов инициирования свободных 
радикалов и возможностью влияния некоторых ком-
понентов сыворотки крови (особенно белковых) на 
скорость инициирования, что может значительно из-
менить наблюдаемый латентный период. Особенно это 
касается первой модели, в которой одним из радикалов-
инициаторов является очень активный oh•-радикал, 
реагирующий со многими составляющими сыворотки 
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Рис. 4. Интенсивность ХЛ-свечения от времени для модели «hb—h2o2—люминол» (а) и модели «АБАП-люминол» (б). Объем 
сыворотки крови v = 2 мкл (№1), 1,5 мкл (№2, 3) для (а) и v = 2 мкл (№1, 2, 3) для (б). №1 — проба с самым низким значением 
acW, полученная от донора, №2 и №3 — пробы реципиентов со средним и с самым высоким acW.

Рис. 5. Корреляция результатов измерений суммарной АОА 
сыворотки крови всех пациентов (acW — «integral antiradical 
capacity of water soluble compounds») для модели окисления 
с гемоглобином (acW, μmol/l (hb)) и с АБАП (acW, μmol/l 
(abap)).

Рис. 6. Зависимости суммарной АОА (acW) сыворотки крови доноров и больных с патологией печени от содержания мочевой 
кислоты для модели окисления с hb (а) и с abap (б). acW в μmol/l АК.
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крови, в особенности с протеинами, которые «отвлека-
ют» его от реакции с люминолом.

Подобные аргументы можно привести и для объясне-
ния различий для двух моделей зависимостей ACW от со-
держания в сыворотке крови мочевой кислоты (биохими-
ческий анализ) (рис. 6). Эквивалентное количество АК, 
определяемое латентным периодом при одном и том же 
количестве мочевой кислоты, в 3—4 раза больше в пер-
вой модели, чем во второй. Взаимодействуя с различны-
ми радикальными интермедиатами, мочевая кислота вли-
яет в первой модели не только на латентный период, но в 
значительной степени и на интенсивность ХЛ. Корреля-
ция ACW с содержанием мочевой кислоты значительно 
хуже для первой модели (r = 0,5831), чем для второй (r 
= 0,7447). Значения подобных корреляционных коэффи-
циентов, определенные с мочевой кислотой на модели с 
АБАП в других работах [16, 17], достаточно близки к ко-
эффициентам, полученным в настоящих экспериментах. 
В [12, 18] на основании измерений плазмы крови 45 доно-
ров показано, что AOA мочевой кислоты составляет 64% 
от общей ACW, а белков — 5% (www.minilum.de).

Было показано, что в системах фотосенсибилизиро-
ванной и термоинициированной ХЛ нативные амино-
кислоты и альбумин не обладают антирадикальной ак-
тивностью, но приобретают её в процессе окислитель-
ной модификации [18]. В системе «Hb-H2O2-люминол» 
на их долю приходится около 50% ACW [2, 11]. Поэтому 
результаты измерений подвержены влиянию содержания 
альбумина в сыворотке, которое у печёночных больных 
занижено из-за нарушения синтезирующей способности 
печени (рис. 7). Среднее значение альбумина составило 
25,21 ± 5,33 г/л (min = 14,4 г/л, max = 37,1 г/л) при норме 
34—48 г/л. Как видно из диаграммы, разница значений 
альбумина у разных пациентов достигает 100% и выше, 
что является существенной помехой при определении 
параметра ACW и ставит под сомнение его информатив-
ность. Единственной возможностью использовать метод 
«Hb-H2O2-люминол» в клинических целях, по-видимому, 
является депротеинизация сыворотки крови. Однако 
при этом теряется возможность полной количественной 
оценки степени окислительного стресса, как это показа-
но в системе ТХЛ путём сравнения антиокислительной 
защиты со степенью окислительного повреждения бел-
ков сыворотки крови [12].

Выводы. Таким образом, сравнительный анализ сум-
марной АОА водорастворимых компонентов сыворотки 
крови больных с патологией печени (ACW), проведен-
ный на разных моделях свободнорадикального окисле-
ния, показал значительное расхождение результатов из-

мерений и относительно низкую корреляцию (r = 0,798). 
Это связано, главным образом, с различием механизмов 
инициирования свободных радикалов и возможностью 
влияния некоторых компонентов сыворотки крови (осо-
бенно белковых) на процесс и скорость инициирования. 
Сильней это влияние проявляется в модели с «Hb-H2O2-
люминол», где одним из радикалов-инициаторов явля-
ется активный OH• радикал, который реагирует со мно-
гими составляющими сыворотки крови. Расхождение в 
результатах измерений заметнее для больных с аномаль-
но высоким содержанием некоторых компонентов сыво-
ротки крови, которые по-разному ингибируют окисле-
ние люминола из-за побочных реакций. В этой связи, 
более предпочтительной для клинического применения 
с целью оценки АОА, как способности противостоять 
активным радикалам, следует считать модель окисления 
люминола с АБАП-инициатором.
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Рис. 7. Содержание альбумина в исследованных пробах сы-
воротки крови (биохимический анализ).
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РОЛЬ ФРАКЦИОННОГО АНАЛИЗА ФЕРРИТИНА В ДИАГНОСТИКЕ ВТОРИЧНОГО 
ГЕМОФАГОЦИТАРНОГО СИНДРОМА
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4ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии» ФМБА РФ, 191024,  
Санкт-Петербург

Вторичный гемофагоцитарный синдром (ВГФС) представляет собой жизнеугрожающее состояние, характеризующее-
ся неспецифическими проявлениями: системной воспалительной реакцией, цитопениями, поражением печени и высоким 
содержанием ферритина в сыворотке крови. Одним из проявлений ВГФС является снижение уровня гликозилированного 
ферритина (ГФ) в сыворотке крови, выраженного в процентах от общего уровня. Определение ГФ может быть исполь-
зовано для дифференциального диагноза с другими схожими по клинической картине критическими состояниями, прежде 
всего, с септическим процессом. Целью данного исследования было определение клинической ценности измерения ГФ для 
диагностики и дифференциальной диагностики ВГФС. Проанализированы образцы сыворотки крови и клинические данные 
пациентов с диагнозами ВГФС (n = 40), тяжелого сепсиса (n = 24), цитолитического синдрома (n = 36) и здоровых доноров 
(n = 40). Определено общее содержание ферритина турбидиметрическим методом («BioSystems», Испания) и рассчитан 
ГФ. Для определения уровня ГФ гликозилированную фракцию ферритина осаждали с помощью конканавалина А, полимери-
зованного с сефарозой 4B («GE Healthcare», США). Нормальные значения ГФ составили 78,3—87,1%. При ВГФС снижение 
содержания ГФ составило 25,0 ± 18,4% и было значительно ниже, чем при сепсисе — 47,0 ± 17,7% (p < 0,001) и цитоли-
тическом синдроме — 63,5 ± 18,7% (p < 0,001). По результатам ROC-анализа площадь под кривой ГФ была наибольшей по 
сравнению с другими маркерами ВГФС, в частности, общим ферритином, триглицеридами, фибриногеном. При уменьше-
нии уровня ГФ ниже 30,4% используемый нами метод обеспечивает клиническую чувствительность 69%, специфичность 
94,3% и точность 86,9% в проведении дифференциального диагноза ВГФС. При расчете абсолютного содержания неглико-
зилированного ферритина было обнаружено, что его значения коррелируют с концентрацией триглицеридов, международ-
ным нормализованным отношением, аспартатаминотрансферазой, аланинаминотрансферазой и общим билирубином у 
больных ВГФС (p < 0,05). Таким образом, снижение уровня ГФ позволяет с высокой точностью диагностировать ВГФС.
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The secondary hemophagocytic syndrome is a life-threatening condition characterized by non-specific manifestations: systemic 
inflammatory reaction, cytopenia, liver affection, high content of ferritin in blood serum. One of manifestations of secondary 
hemophagocytic syndrome is decreasing of level of glycated ferritin in blood serum expressed in percentage of total level. The 
detection of glycated ferritin can be applied for a differentiated diagnosis with cli9nically similar conditions, including septic 
process. The purpose of study was to determine clinical value of measurement of glycated ferritin for diagnostic and differentiated 
diagnostic of secondary hemophagocytic syndrome. The analysis was applied to samples of blood serum and clinical data of 
patients with diagnoses of secondary hemophagocytic syndrome (n=40), severe sepsis (n=24), cytolitic syndrome (n=36) and 
healthy donors (n=40). The total content of ferritin is established using turbidimetric technique ("BioSystems", Spain). The 
glycated ferritin was calculated. To determine level of of glycated ferritin the glycated fraction of ferritin was precipitated using 
concanavalin A, polymerized with sepharose 4B ("GE Healthcare", USA). The normal values of glycated ferritin made up to 
78.3%-87.1%. Under secondary hemophagocytic syndrome decreasing of content of glycated ferritin made up to 25.0 ± 18.7% and 
was significantly lower than under sepsis (47.0 ±17.7%, p<0.001) and cytolytic syndrome(63.5% ±18.7%, p<0.001). According 
the results of ROC-analysis, the area under curve was maximal as compared with other markers of secondary hemophagocytic 
syndrome, including total ferritin, triglycerides, fibrinogen.  At decreasing of level of glycated ferritin lower than 30.4% the 
applied technique provides clinical sensitivity 69%, specificity 94.3%, accuracy 86.9% in applying differentiating diagnosis of 
secondary hemophagocytic syndrome. At calculation of absolute content of   non-glycated ferritin it was discovered that its values 
correlate with concentration of triglycerides, international normalized ratio, aspartataminotransferase, alaninaminotransferase 
and total bilirubin in patients with secondary hemophagocytic syndrome (p<0.05). Therefore, decreasing of level of  glycated 
ferritin permits to diagnose secondary hemophagocytic  syndrome with higher accuracy.
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Введение. Гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз, или 
гемофагоцитарный синдром (ГФС), представляет собой 
тяжелое воспалительное состояние, характеризующееся 
лихорадкой, гепатомегалией, спленомегалией, панцито-
пенией, высоким уровнем сывороточного ферритина и 
избыточной доброкачественной пролиферацией активи-
рованных макрофагов. Патофизиологической основой 
ГФС является дефект иммунной системы, который обу-
словливает неадекватную индукцию цитотоксических 
лимфоцитов под действием триггерного фактора, тако-
го как инфекция. Результатом является бесконтрольная 
активация Т-лимфоцитов и макрофагов с последующим 
цитокиновым штормом.

Первичный ГФС является аутосомно-рецессивным 
генетическим заболеванием, которое обычно развивает-
ся в раннем детском возрасте. Вторичный ГФС (ВГФС) 
может развиться в любом возрасте и является осложне-

нием тяжелых инфекций, ревматологических, онкологи-
ческих заболеваний. В случаях, когда ВГФС возникает 
на фоне ревматического заболевания, его часто обозна-
чают термином «синдром макрофагальной активации». 
Считается, что при синдроме макрофагальной актива-
ции более выражены коагулопатия, цитопения, гипер-
ферретинемия, но терапевтический эффект стероидов 
выше. С другой стороны, ВГФС близко связан с други-
ми состояниями, протекающими с повышением уровня 
ферритина сыворотки: септическим шоком, катастро-
фическим антифосфолипидным синдромом и болезнью 
Стилла, поэтому все эти заболевания часто объединяют 
термином «гиперферритинемический синдром».

Первичный ГФС проявляется анемией, высокой ли-
хорадкой, цитолитическим или холестатическим син-
дромом, цитопенией, гипертриглицеридемией, что на-
шло отражение в критериях диагноза, разработанных 



23

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-1-21-27

Hematology

группой по изучению детского, генетического ГФС. 
Критерии ВГФС как отдельной нозологической еди-
ницы пока находятся в стадии разработки, поэтому во 
многих клиниках критерии первичного ГФС экстрапо-
лируют на ВГФС. В то же время у пациентов, получаю-
щих иммуносупрессивную, цитостатическую терапию, 
как отмечают многие исследователи, данные критерии 
неприменимы ввиду низкой чувствительности и специ-
фичности. Проведение дифференциального диагноза с 
острым инфекционным процессом, особенно сепсисом, 
представляет собой сложную задачу, так как оба эти 
жизнеугрожающие состояния имеют схожие клиниче-
ские проявления. В отличие от сепсиса при ГФС, необ-
ходимо использовать иммуносупрессивные препараты, 
в том числе этопозид, циклоспорин А, большие дозы 
препаратов иммуноглобулина человека. Глюкортикоид-
ные гормоны при этом малоэффективны.

Ферритин является доступным лабораторным мар-
кером ГФС и ассоциированных с ним заболеваний. В 
процессе секреции гепатоцитов молекула ферритина 
подвергается гликозилированию в эндоплазматической 
сети клетки, что увеличивает стабильность белка. Про-
дуцентами ферритина являются клетки Купфера, гепато-
циты, макрофаги. В норме большая часть сывороточно-
го ферритина гликозилирована. Негликозилированный 
ферритин находится в тканях, поэтому повышение сы-
вороточного ферритина за счет негликозилированного 
служит признаком тканевого повреждения. Умеренное 
неспецифическое снижение уровня гликозилированнно-
го ферритина (ГФ) иногда наблюдается при инфекцион-
ных и аутоиммунных состояниях, хотя при ВГФС описа-
но наиболее выраженное снижение гликозилированной 
фракции. Диапазон нормальных значений ГФ и степени 
его снижения при различных состояниях сильно разли-
чаются в разных исследованиях и требуют валидации. 
Концентрация общего ферритина, достаточная для диа-
гностики ВГФС, до настоящего времени не определена, 
поэтому в качестве пороговой величины в литературе 
используют значения 1000, 4000 и 10 000 нг/мл. Даже в 
сочетании с другими критериями ВГФС специфичность 
и чувствительность гиперферритинемии как маркера не-
высоки, поскольку на начальном этапе развития ВГФС 
тканевое повреждение может быть незначительным.

Целью данного исследования было изучение кли-
нической ценности определения ГФ для диагностики и 
дифференциальной диагностики ВГФС.

Материал и методы. Проведен анализ клинических 
данных и биоматериала от 64 пациентов (из них у 46 
проспективно), получавших лечение в Городской кли-
нической больнице № 31, Первом Санкт-Петербургском 
медицинском университете им. И.П. Павлова, Северо-
Западном университете им. И.И. Мечникова, Городской 
больнице № 15, НИИ скорой помощи им И.И. Джане-
лидзе. Проанализированы образцы сыворотки крови и 
клинические данные двух исследуемых групп пациен-
тов с диагнозами ВГФС (n = 40) и тяжелого сепсиса (n = 
24). Группы сравнения составили образцы сыворотки и 
клинические данные, полученные от здоровых доноров 
(n = 40) и пациентов с цитолитическим синдромом при 
поражениях гепатобилиарной системы (n = 36).

Первая группа пациентов с установленным диагно-
зом ВГФС включала 40 человек, медиана возраста 57 лет 
(8—74), 19 лиц мужского пола и 21 — женского. У всех 
больных выполнялись критерии HLH-2004 для ГФС [6]. 
Клиническая картина включала лихорадку, устойчивую 

к противоинфекционной терапии широкого спектра, ци-
топении, необъяснимые органные повреждения (легкие, 
ЦНС). У пациентов с инфекцией или коллагенозом пу-
сковым фактором к развитию ВГФС послужило основ-
ное заболевание. У 11 пациентов отмечена хронологиче-
ская связь между дебютом/прогрессированием лимфомы 
и развитием ВГФС. У 23 пациентов точного провоци-
рующего фактора ВГФС не выявлено. Девятнадцати 
пациентам с ВГФС проводилась терапия, направленная 
на купирование воспалительного ответа. Использовали 
внутривенный иммуноглобулин, этопозид, циклоспорин 
А. Положительная клинико-лабораторная динамика до-
стигнута у 16(85%) пациентов.

Вторая группа пациентов с тяжелым сепсисом, 
инфекционно-токсическим шоком, полиорганной не-
достаточностью включала 15 мужчин и 9 женщин с ме-
дианой возраста 57,5 года (18—82). Диагноз «сепсис» 
устанавливали на основании критериев ACCP/SCCM. 
У всех пациентов был верифицирован первичный очаг 
воспаления. Все получали антибактериальную, антими-
котическую, противовирусную терапию эмпирически с 
последующей коррекцией по результатам бактериологи-
ческих данных. У 20 пациентов сепсис развился на фоне 
глубокого иммунодефицита (гемобластозы после цито-
статического лечения, ВИЧ-инфекция, хроническая ин-
фекция вирусом Эпштейна—Барр (ВЭБ)), у 4 пациентов 
с предшествующей патологией иммунитета не было. 
Заболевания крови диагностированы на основании кри-
териев ВОЗ. Хроническая ЭБВ-инфекция диагностиро-
вана на основании критериев M. Okano [20].

В группу пациентов с цитолитическим синдромом 
входило 14 мужчин и 16 женщин, медиана возраста 54,5 
года (20—85). У всех пациентов диагностированы вос-
палительные (n = 15), токсические (n = 8), аутоиммун-
ные (n = 7) поражения гепатобилиарной системы.

Уровень аминотрансфераз — аланинаминотранс-
феразы (АЛТ) и аспартатаминотрансферазы (АСТ) у 
пациентов данной группы превышал нормальные зна-
чения не менее чем в 2 раза. Медиана АЛТ 152,7 МЕ/л 
(65—1008), АСТ — 146,8 МЕ/л (97,7—282,2). Актив-
ность ферментов определяли кинетическим методом на 
анализаторе AU-480 («Beckman Coulter», США).

Содержание триглицеридов и билирубина опреде-
ляли колориметрическим методом («Beckman Coulter», 
США), фибриноген и международное нормализованное 
отношение (МНО) — клоттинговым методом на анали-
заторе Sysmex CA-600 (Япония).

В группе здоровых доноров проанализированы об-
разцы сыворотки 40 человек: 18 мужчин и 22 женщин, 
медиана возраста 23,5 года (21—43).

Кровь на анализ ферритина в группе сепсиса взята в 
пределах суток до летального исхода. В группе ВГФС 
измерение уровня ферритина проводилось в день поста-
новки диагноза, в контрольных группах (с цитолитиче-
ским синдромом и у доноров) — произвольно.

Концентрацию общего ферритина в сыворотке крови 
определяли методом иммунотурбидиметрии на анали-
заторе AU-480 («Beckman Coulter», США). Процент ГФ 
устанавливали методом, предложенным M. Worwood 
и соавт. [21], основанным на определении содержания 
ферритина в парных образцах сыворотки крови. Для свя-
зывания гликолизилованной фракции ферритина один 
из образцов сыворотки крови инкубировали в течение 2 
ч с раствором конканавалина А, сорбированного на се-
фарозе 4B («GE Healthcare», США). Второй образец ин-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-1-21-27

ГЕМАТОЛОГИЯ

24

кубировали с раствором сефарозы 4B («GE Healthcare», 
США) для контроля неспецифического связывания. По-
сле этого образцы центрифугировали при 3000 об/мин в 
течение 15 мин и определяли концентрации ферритина 
в надосадочной жидкости с помощью иммунотурбиди-
метрического метода (реактивы компании «Biosystems», 
Испания). Таким образом, концентрация ферритина, из-
меренная в первом образце, показывала уровень негли-
козилированной фракции, а во втором образце — общий 
уровень ферритина после обработки сефарозой. Про-
цент гликозилирования определяли по формуле:

ГФ = [(ферритин общий – ферритин негликозилиро-
ванный)/ферритин общий] • 100%.

Статистическую обработку по-
лученных данных проводили с по-
мощью программного обеспечения 
GraphPad Prism 6.0.

Результаты. В данной работе 
определяли степень снижения про-
цента ГФ у больных ВГФС и трех 
групп сравнения: больных тяжелым 
сепсисом, цитолитическим синдро-
мом и здоровых лиц. Среднее зна-
чение фракции ГФ у здоровых до-
норов составило 82,7 ± 11,7% (95% 
ДИ 78,3—87,1%). Во всех обследо-
ванных группах больных ГФ был 
достоверно ниже, чем у здоровых 
доноров, кроме того, группы досто-
верно различались. При цитолити-
ческом синдроме средний уровень 
ГФ был снижен до 63,5 ± 18,7%, 
при сепсисе — до 47 ± 17,7% и при 
ВГФС составил 25 ± 18,4%. Значе-
ния ГФ в обследованных группах 
представлены на рис. 1.

У всех больных ВГФС и сепсисом регистрировалось 
повышение общего содержания сывороточного феррити-
на, медианы которого составили 7635 (2863—13559) нг/
мл и 2163 (1095—3941) нг/мл соответственно при диапа-
зоне нормальных значений 20—250 нг/мл. Медиана об-
щего ферритина у пациентов с цитолитическим синдро-
мом составила 199,5 нг/мл (42,7—353) и незначительно 
(p > 0,05) превышала значения, определенные у здоровых 
лиц: 47,25 нг/мл (21,25—120,5). Биохимический профиль 
пациентов с ВГФС и сепсисом приведен в табл. 1.

Для сравнения клинико-лабораторных параметров 
тестов определения ГФ и общего содержания феррити-
на был использован ROC-анализ для групп пациентов с 
сепсисом и ВГФС (целевой диагноз — ВГФС) (рис. 2). 
На рис. 2 также приведены ROC-кривые для содержа-
ния триглицеридов и фибриногена, входящих в диагно-
стические критерии ГФС, и АСТ, повышение которой 
является одним из критериальных маркеров синдрома 
макрофагальной активации. Площадь под кривой для 
ГФ составила 0,9229 и была значительно больше, чем 
для общего содержания ферритина — 0,7886. Площади 
под кривыми для значений триглицеридов, фибриногена 
и АСТ составили 0,8278, 0,586 и 0,5546 соответственно.

В табл. 2 приведен анализ тестов ГФ и общего фер-
ритина согласно критериям достоверности при исполь-
зовании различных пороговых значений.

При использовании значений ГФ 78,1% и общего 
ферритина 306 нг/мл, которые максимально приближе-
ны к диапазону значений здоровых доноров, специфич-
ность обоих методов неудовлетворительна (40 и 0% со-
ответственно).

При определении уровня ГФ использование порого-
вого значения ниже 30,4% обеспечивает специфичность 
94,3% и чувствительность 69%. Для содержания общего 
ферритина наибольшая специфичность достигается при 
значениях выше 7851 нг/мл, но при этом чувствитель-
ность метода снижается до менее 50%.

Кроме того, использование порогового значения ниже 
30,4% дает наибольший индекс точности — 86,9% и отно-
шение правдоподобия положительного результата 12,07.

В образцах контрольной группы и группы сравнения, 

3Ä
n=30 n=18 n=22 n=29

0

25

50

75

100

Ãë
è
êî

çè
ëè

ð
î
âà

í
í
û

é
 ô

å
ð
ð
è
òè

í
, 
%

ÖÑ

**

***

***

***

***
*

Ñåïñèñ ÂÃÔÑ

Рис. 1. Процент ГФ в разных группах больных, метод ANOVA с поправ-
кой Бонферрони.
Достоверное различие: p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001. ЗД — здоровые 
доноры; ЦС — цитолитический синдром.
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Рис. 2. Значение ГФ, концентрации ферритина, триглицеридов, фибриногена в диф-
ференциальной диагностике ВГФС и сепсиса (целевой диагноз — ВГФС). ROC-
анализ.
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в которых содержание общего ферритина было в преде-
лах нормальных границ, его уровень не коррелировал со 
степенью гликозилирования. При выраженном повыше-
нии уровня общего ферритина наблюдалась достоверная 
отрицательная корреляция с процентом его гликозили-
рованной фракции (p = 0,0024; r = –0,4166). Абсолютное 
содержание негликозилированной фракции ферритина с 
высокой степенью достоверности коррелировало с об-
щим уровнем сывороточного ферритина как при ВГФС 
(p < 0,0001; r = 0,9123), так и при сепсисе (p < 0,0001; r 
= 0,9356). Результаты корреляционного анализа неглико-
зилированной фракции и общего ферритина у больных 
ВГФС и сепсисом представлены на рис. 3.

Таким образом, максимальный уровень общего фер-
ритина и минимальный процент гликозилированной 
фракции зарегистрирован у пациентов с ВГФС. Это сви-
детельствует о том, что гиперферритинемия при ВГФС 
являлась результатом селективного увеличения уровня 
тканевого негликозилированного ферритина.

В группе больных ВГФС абсолютные значения со-
держания негликозилированного ферритина положи-
тельно коррелировали с содержанием триглицеридов 
(r = 0,5888; p = 0,0080), МНО (r = 0,4094; p = 0,0340), 
АЛТ (r = 0,6624; p = 0,0002), АСТ (r = 0,5210; p = 0,0076) 
и общего билирубина (r = 0,4145; p = 0,0353) в группе 
больных ВГФС. В группе больных сепсисом взаимос-
вязь данных показателей отсутствовала.

Обсуждение. ВГФС и сепсис — состояния, похожие 
как клинически, так и по изменению биохимических по-
казателей крови. Условиями благоприятного исхода при 
этих состояниях являются своевременно поставленный 
диагноз и начало терапии.

Гиперферритинемия имеет значение в дифференци-
альной диагностике, но повышение уровня сывороточ-
ного ферритина наблюдается и при перегрузке железом, 
инфекционных, аутоиммунных, редких наследственных 
заболеваниях (гемохроматозы I—III типа, болезнь Го-
ше и другие). Для дифференциального диагноза между 

Т а б л и ц а  1
Биохимический профиль пациентов с ВГФС и сепсисом 

Показатель Группа паци-
ентов

Количество  
измерений

Медиана 25-й квартиль 75-й квартиль Статистическая 
значимость

Ферритин общий, нг/мл ВГФС 41 7635 2863 13559

p < 0,01

Сепсис 24 2163 1094,7 3940,5
Гликозилированный ферритин, % ВГФС 31 21 10 33

Сепсис 22 40,1 33,7 55,9
Негликозилированный ферритин, нг/мл ВГФС 29 4869 2793 18003

Сепсис 22 1547 376 3062
Триглицериды, ммоль/л ВГФС 25 3,1 2,2 4,1

Сепсис 23 1,38 0,75 2,37
МНО ВГФС 36 2,37 1,02 2,03

Сепсис 22 1,73 1,47 2,4
Фибриноген, г/л ВГФС 31 2,8 0 13,7

Различия 
статистически 

незначимы

Сепсис 19 3,9 0,68 9
АЛТ, МЕ/л ВГФС 38 55 22 134,5

Сепсис 24 82 15,6 56,7
АСТ, МЕ/л ВГФС 37 165 33,5 156

Сепсис 24 42,5 13,1 140,1
Билирубин, мкмоль/л ВГФС 38 19,5 12,7 59,9

Сепсис 23 30 19,4 89

Т а б л и ц а  2
Показатели достоверности тестов определения ГФ и общего ферритина при различных пороговых значениях для диагностики ВГФС

Показатель Гликозилированный ферритин Общий ферритин 

< 78,1% < 30,4% > 306 нг/мл > 7851нг/мл

Чувствительность, % 96,6 69,0 97,6 48,8
Специфичность, % 40,0 94,3 0,0 95,8
Отношение правдоподобия положительного результата 1,61 12,07 0,98 11,71
Отношение правдоподобия отрицательного результата, 0,09 0,33 0,0 0,53
Прогностическая ценность положительного результата, % 40,0 83,3 62,5 95,2
Прогностическая ценность отрицательного результата, % 96,6 88,0 0,0 52,3
Индекс точности, % 56,6 86,9 61,5 66,2
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ВГФС и другими гиперферритинемиями можно исполь-
зовать тест определения процента ГФ сыворотки кро-
ви. Методика фракционного анализа воспроизводима в 
большинстве лабораторий, так как для определения ГФ 
достаточно общеклинического оборудования.

В данной работе определяли степень снижения ГФ 
у больных ВГФС, а также у больных тяжелым сепси-
сом, цитолитическим синдромом и у здоровых лиц. При 
этом ГФ оказался снижен по сравнению с аналогичным 
показателем у здоровых доноров при всех исследуемых 
патологиях, однако был наименьшим в группе боль-
ных ВГФС: 25 ± 18,4%, что было достоверно ниже по 
сравнению с количеством ГФ у больных сепсисом: 47 ± 
17,7% (p < 0,001) и цитолитическим синдромом: 63,5 ± 
18,7% (p < 0,001). Стоит отметить, что повышение фрак-
ции негликозилированного ферритина при цитолитиче-
ском синдроме имеет иной механизм, чем при ВГФС и 
сепсисе, и обусловлено потерей внутриклеточного фер-
ритина при разрушении гепатоцитов, а не увеличением 
его синтеза.

Для определения пороговой величины ГФ, которая 
позволит отличить ВГФС от сепсиса, а также оценки 
диагностической значимости данного показателя по 
сравнению с другими маркерами ВГФС был исполь-
зован ROC-анализ. Площадь под кривой для ГФ была 
наибольшей относительно уровней общего ферритина, 
триглицеридов, фибриногена и АСТ и составила 0,9229. 
Оптимальное пороговое значение ГФ равнялось 30,4%, 
при этом специфичность теста была 94,3%, чувстви-
тельность — 69%. Использование точки отсечения ГФ 
30,4% дает наилучшие показатели достоверности: ин-
декс точности — 86,9%, отношение правдоподобия по-
ложительного результата 12,07.

При корреляционном анализе было установлено, что 
только в группе больных ВГФС абсолютные значения 
негликозилированной фракции ферритина коррелиру-
ют с концентрацией триглицеридов, МНО, АСТ, АЛТ и 
общего билирубина. Прямая взаимосвязь между патоло-
гически повышенной негликозилированной фракцией и 
лабораторными признаками печеночного повреждения 
согласуется с современными представлениями о ВГФС 

как о состоянии, при котором главным 
органом-мишенью является печень.

Полученные нами данные позволя-
ют заключить, что снижение уровня ГФ 
представляет собой доступный и инфор-
мативный маркер для диагностики и диф-
ференциальной диагностики ВГФС.
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Введение. Ранее нами (в 2010 г.) было выполнено 
комплексное клинико-функциональное обследование 
состояния здоровья работников мужского пола впервые 
открывшегося в 2005 г. в стране производства фталатов 
— ОАО «ПОЛИЭФ». Для дифференциальной оценки 
влияния фталатов на организм рабочие, начавшие свою 
трудовую деятельность на этом предприятии, были вы-
делены в отдельную группу. Результаты этих исследо-
ваний показали, что состояние крови за 5 лет работы 
на предприятии, где ведущим гигиеническим фактором 
является повышение уровня терефталевой кислоты до 
1,5—2,8 ПДК и полиэтилентерефталата — до 1,25—1,3 
ПДК, характеризуется признаками раздражения костно-
го мозга, сдвига лейкоцитарной формулы влево, сенси-
билизации организма. Материалы исследований нами 
опубликованы [1,2]. Настоящее исследование выпол-
нено на этом же предприятии через 10 лет его работы; 
обследовали рабочих, которые работали здесь с первого 
года запуска предприятия с целью проследить динамику 
гемограммы при временном влиянии фталатов.

Фталаты относятся к веществам, представляющим 
потенциальный риск для здоровья человека. Фталаты 

— это вещества, широко применяющиеся в качестве 
пластификаторов при производстве полимерных мате-
риалов различного назначения, синтетических и нату-
ральных каучуков. Фталаты включены в список стойких 
органических загрязнителей. Сведений о действии на 
организм в литературе немного и касаются они в основ-
ном экспериментальных работ, в которых есть указания 
на негативное воздействие на кровь [3—5]. Данные о 
ранней клинико-лабораторной диагностике заболева-
ний, связанных с воздействием фталатов на организм 
человека, крайне ограничены. Выявлено аллергенное 
свойство фталатов [6].

Цель работы — выявить особенности гематологиче-
ских показателей при воздействии фталатов на работ-
ников полиэфирного комплекса в зависимости от стажа 
работы на предприятии.

Материал и методы. Нами было проведено ком-
плексное клинико-функциональное обследование ра-
ботников ОАО «ПОЛИЭФ». Комплексное медицинское 
обследование рабочих показало, что из числа начавших 
свою трудовую деятельность аппаратчиков на этом про-
изводстве до настоящего времени продолжают работать 
75%. За последние 5 лет впервые на работу поступили 
еще 19 молодых аппаратчиков. Всего в группу наблюде-
ния вошли 87 аппаратчиков. Средний возраст рабочих 
26,0 ± 2,3 года. Гематологическое исследование вклю-
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чало определение содержания гемоглобина, эритроци-
тов, ретикулоцитов и лейкоцитарной формулы. Подсчёт 
форменных элементов проводился на гематологическом 
анализаторе «Sysmex КХ-21» согласно общепринятым 
методикам. Биохимическое обследование включало 

определение в сыворотке крови содер-
жания глюкозы и общего холестерина. 
Методики выполнялись на полуавтома-
тическом биохимическом анализаторе 
«Stat Fax» с использованием реагентов 
фирмы «Вектор Бест» (Новосибирск). 
Проведены исследования показателя 
гиперчувствительности (содержание 
иммуноглобулина (Ig) E общего) и ин-
декса аллергизации (ИА). Результаты 
исследований обрабатывались с исполь-
зованием программного пакета приклад-
ных программ статистического анализа 
«Statistika for Windows» с определением 
средних величин, показателя достовер-
ности по коэффициенту Стьюдента (t) и 
уровня значимости (p).

Результаты и обсуждение. Состоя-
ние периферической крови является ин-
тегральным показателем многосистем-
ной перестройки организма и отражает 
происходящие в нём физиологические 
и ранние патологические изменения. 
Анализ результатов гематологических 
исследований выявил определенную 
закономерность и однонаправленность 
сдвигов. Средние значения показателей 
гемоглобина, эритроцитов, лейкоцитов, 
СОЭ находились в пределах физиоло-
гических колебаний. Однако при персо-

нальном анализе крови выявлены отклонения от нормы, 
имеющие свои стажевые особенности (табл. 1). Так, по-
вышенный уровень (более 160 г/л) гемоглобина в пер-
вые (0—5 лет) годы работы отмечается у каждого деся-
того (9,8 ± 8,6%) обследованного, в последующие 6—10 

Т а б л и ц а  1
Частота гематологических и некоторых биохимических показателей (в %) в дина-
мике стажевых лет рабочих производства фталатов

Показатели Откло-
нение 

показате-
лей

0—5 лет 0—10 лет

2010—2014 0—5лет 6—10 лет В среднем

2005—2009 2010—2014

Гемоглобин, г/л > 160 10,4 ± 5,6 9,8 ± 8,6 5,8 ± 2,5 13,7 ± 3,0
< 110 15,8 ± 7,6 14,8 ± 10,3 39,7 ± 10,6 31,0 ± 3,3

Эритроциты, • 1012/л > 5,1 36,8 ± 6,4 20,6 ± 11,7 10,3 ± 3,2 16,0 ± 3,8
< 4,0 12,3 ± 8,9 3,3 ± 5,2 23,5 ± 3,6 16,6 ± 3,4

Лейкоциты, • 109/л > 8,8 10,8 ± 5,7 10,4 ± 5,6 29,8 ± 4,9 20,4 ± 2,7
< 4,0 2,0 ± 0,9 5,0 ± 2,3 15,5 ± 3,9 8,5 ± 2,8

Сегментоядерные, % > 70 13,1 ± 9,7 13,1 ± 9,7 16,1 ± 5,0 8,8 ± 3,6
Эозинофилы, % > 5 10,4 ± 5,6 3,3 ± 5,2 39,7 ± 15,5 37,9 ± 8,5
Моноциты, % > 12 — — 2,0 ± 1,2 2,0 ± 0,4
Лимфоциты, % > 40 28,4 ± 11,2 26,4 ± 12,7 44,6 ± 18,7 36 ± 9,7
СОЭ, мм/ч > 10 3,5 ± 1,6 — — —
Холестерин, ммоль/л > 6,2 14,5 ± 4,5 14,0 ± 4,5 17,6 ± 5,3 14,5 ± 4,5
Глюкоза, ммоль/л > 6,1 0,5 ± 0,09 10,0 ± 3,9 2,9 ± 0,6 0,5 ± 0,09
ИА 0,6—1,2 31,6 ± 10,9 26,2 ± 5,7 44,0 ± 7,1 35,1 ± 6,4
IgE, МЕ/мл > 100,0 — 21,3 ± 5,3 46,0 ± 7,1 33,6 ± 6,2

Т а б л и ц а  2
Частота (в %) гематологических отклонений у рабочих различных производств в последующие 6—10 лет работы

Показатели Отклоне-
ние пока-
зателей

ТФК оТФК ПЭТФ 6 лет 7 лет 8 лет 9 лет 10 лет 6—10 лет

Гемогло-
бин, г/л

> 160 4,0 ± 2,2 — 7,1 ± 2,5 10,0 ± 3,7 4,5 ± 1,2 10,0 ± 2,6 8,2 ± 2,2 — 5,8 ± 2,5
< 110 41,8 ± 9,1 31,5 ± 7,7 40,0 ± 5,4 — 40,0 ± 2,2 57,2 ± 5,8 43,0 ± 6,6 52,6 ± 7,6 39,7 ± 15,5

Эритроци-
ты, • 1012/л

> 5,1 17,6 ± 4,4 — 7,1 ± 3,3 20,0 ± 5,1 18,1 ± 1,3 7,1 ± 2,5 — — —
< 4,0 26,4 ± 7,8 5,2 ± 1,2 13,5 ± 3,0 12,6 ± 9,2 13,7 ± 3,7 17,1 ± 10,8 28,5 ± 3,3 29,8 ± 3,7 23,5 ± 5,6

Лейкоци-
ты, •·109/л

> 8,8 29,4 ± 4,5 15,7 ± 2,2 40,0 ± 3,2 33,3 ± 3,7 22,7 ± 1,2 28,5 ± 1,8 24,2 ± 2,2 25,0 ± 2,3 29,8 ± 6,9
< 4,0 12,6 ± 2,7 21,0 ± 2,7* 14,5 ± 2,8 6,7 ± 2,2 8,8 ± 0,5 14,2 ± 3,0 28,5 ± 3,4 20,0 ± 3,4 15,5 ± 3,3

Сегментоя-
дерные, %

> 70 23,5 ± 5,4 — 4,0 ± 3,7 10,0 ± 6,0 16,6 ± 3,4 18,2 ± 3,7 15,5 ± 6,3 8,0 ± 2,2 16,1 ± 5,0

Эозинофи-
лы, %

> 5 32,3 ± 3,4 42,1 ± 6,6 33,3 ± 9,1 30,0 ± 10,0 45,6 ± 17,8 42,8 ± 17,5 22,2 ± 11,1 46,6 ± 19,2 39,7 ± 15,5

Моноциты, 
%

> 12 — — — — — — — — —

Лимфоци-
ты, %

> 40 44,2 ± 16,2* 10,6 ± 4,5 — 72,0 ± 
21,2

55,2 ± 14,5 57,1 ± 14,2 43,5 ± 14,8 20,0 ± 15,1 44,6 ± 19,7

СОЭ, мм/ч > 10 4,0 ± 4,0 — 6,6 ± 2,2 2,0 ± 1,8 2,0 ± 0,6 4,4 ± 4,0 — — 2,0 ± 1,2
IgЕ, МЕ/мл >100,0 45,5 ± 15,7 45,0 ± 11,4 43,7 ± 12,8 25,0 ± 

25,0
47,4 ± 11,7 40,0 ± 16,3 — 53,8 ± 14,4 44,7 ± 7,3

ИА > 1,2 54,5 ± 15,7 45,0 ± 11,4 37,5 ± 12,5 50,0 ± 28,8 31,6 ± 10,9 50,0 ± 16,67 100,0 46,2 ± 14,4 44,0 ± 7,1
П р и м е ч а н и е .* — достоверность различий с группой сравнения (p < 0,05).



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-1-28-31

ГЕМАТОЛОГИЯ

30

лет — у 5,8 ± 2,5%. И, наоборот, число рабочих с низким 
(менее 110 г/л) содержанием гемоглобина с годами воз-
растает с 14,8 ± 10,3 до 39,7 ± 10,6%.

Такая же закономерность наблюдается в динамике 
содержания эритроцитов. В первые 5 лет работы количе-
ство эритроцитов превышает 5,0·• 1012/л у 20,6—36,8% 
рабочих, с увеличением стажа таких рабочих остаётся 
10,3 ± 3,2%, а количество рабочих с эритропенией по 
мере увеличения стажа работы возрастает с 3,3 ± 5,2 
до 23,5 ± 3,6%. Следует отметить, что признаки анемии 
чётко проявляются с 8-го года работы на предприятии; у 
каждого третьего рабочего с 10-летним стажем меньше 
нормы количество эритроцитов (29,8 ± 3,7%) и у каждого 
второго — гемоглобина (52,6 ± 7,6%) (табл. 2). Больше 
таких рабочих на производстве очищенной терефтале-
вой кислоты (оТФК), где самые высокие концентрации 
терефталевой кислоты (ТФК). Токсическое избиратель-
ное влияние фталатов на систему красной крови, раздра-
жение костного мозга, формирование анемии доказано 
многими экспериментальными и клиническими данны-
ми [5, 7—10]. Эритроцитоз и гемоглобинемия в первые 
годы работы, видимо, следует рассматривать как ком-
пенсаторно- адаптационную реакцию на раздражение 
костного мозга с последующим угнетением гемопоэза и 
формированием анемии.

Со стороны лейкоцитарной формулы выявлены из-
менения в виде нейтрофильного лейкоцитоза с левым 
ядерным сдвигом, который постепенно нарастает с уве-
личением стажа (см. табл. 1, 2). В среднем лейкоцитоз 
зарегистрирован у каждого пятого (20,4 ± 2,7%), но до 
пяти лет работы — у каждого десятого, более пяти лет 
— у каждого третьего рабочего (29,8 ± 6,9%). Следует 
отметить, что при стаже более пяти лет постепенно уве-
личивается число рабочих с лейкопенией и к 10 годам 
работы их уже 20 ± 3,4%. Больше всего рабочих с лейко-
цитозом выявлено на производстве полиэтилентерефта-
лата (ПЭТФ), а с лейкопенией — на производстве оТФК. 
У 36,6 ± 9,7% повышено количество лимфоцитов. Ста-
жевая динамика их особенная. Лимфоцитоз проявляет-
ся на третьем году работы в производстве ТФК, затем 
количество их нормализуется и довольно заметно снова 
возрастает в более поздние сроки. Проявления лейкоци-
тоза и лейкопении, лимфоцитоза под влиянием фталатов 
также согласуются с данными литературы [5].

Известно, что фталаты обладают аллергическими 
свойствами. Эозинофилия выявлена у 37,9 ± 8,9% обсле-
дованных. Она проявляется на третьем году работы во 
всех производствах в пределах 3,3—10,4% случаев (см. 
табл. 1). Однако при стаже более пяти лет доля таких ра-
бочих сильно увеличивается и к 10 годам эозинофилия 
установлена у 46,6 ± 19,2% рабочих. Повышенное коли-
чество эозинофилов до 5—13% диагностировано в про-
изводствах ПЭТФ (33,3 ± 9,1%) и оТФК (42,1 ± 6,6%). 
Столь заметная эозинофилия, проявляющаяся на ранних 
стадиях контакта и нарастающая со стажем, подтвержда-
ет аллергенные свойства фталатов. Об этом же свидетель-
ствуют анализы IgE и ИА. Высокие концентрации IgE 
выявлены у рабочих всех цехов производства. (см. табл. 
1, 2). Это согласуется с данными литературы о наличии 
аллергизирующего действия фталатов [1, 11, 12]. С года-
ми работы удельный вес работников с повышенными по-
казателями аллергизации увеличивается до 26,2—44,0%, 
что указывает на серьёзную сенсибилизацию организма, 
вероятность формирования в будущем аутоиммунных 
процессов и клинических форм патологий.

Результаты прежних наших исследований [1, 2], про-
ведённых у когорты рабочих с 0—5-летним первичным 
стажем работы на этом предприятии, подтвердились и в 
настоящей работе (см. табл. 1) для вновь поступивших 
на работу в последующие 5 лет. Выявленные тенденции 
в картине крови рабочих со стажем от 0 до 5 лет в обо-
их исследованиях практически одинаковы и их можно 
рассматривать как индивидуальную ответную реакцию 
организма работающих на вредное воздействие произ-
водственных факторов, которые характеризуются раз-
дражением костного мозга, анемическим синдромом, 
нейтрофильным лейкоцитозом, эозинофилией и согла-
суется с мнением других авторов.

Выводы. 1. Выявлены изменения со стороны крас-
ной крови, нарастающие с увеличением стажа работы 
на производстве. Раздражение кроветворной системы 
является патогенетической основой формирования в бу-
дущем клинической формы анемии.

2. Изменения белой крови в виде нейтрофильного 
лейкоцитоза с левым ядерным сдвигом можно рассма-
тривать как компенсаторно-адаптационную реакцию ор-
ганизма на контакт с условиями труда на производстве 
фталатов.

3. Нарастающие со стажем эозинофилия, уровень IgE, 
ИА указывают на сенсибилизацию и аллергизацию орга-
низма, которая является патогенетической основой для 
развития патологии в различных системах организма.

4. Необходимо рекомендовать динамическое наблю-
дение за состоянием здоровья, уделить целенаправлен-
ное внимание показателям гемограммы с целью своев-
ременного выявления аллергизации и развития заболе-
ваний системы крови.
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Хронический периодонтит у детей при неадекватной консервативной терапии часто осложняется развитием периа-
пикального абсцесса. Однако прогностические модели для определения вероятности его развития отсутствуют. Цель 
исследования — разработать регрессионные модели для прогнозирования периапикального абсцесса при хроническом 
периодонтите у детей по показателям периферической крови и системного клеточного иммунитета. Хронический пе-
риодонтит, осложненный периапикальным абсцессом, изучен у 120 детей в возрасте от 8 до 15 лет. Для прогнозирова-
ния методом пошаговой регрессии периапикального абсцесса использованы параметры крови и системного клеточного 
иммунитета. Созданы математические модели для прогнозирования периапикального абсцесса у детей с хроническим 
периодонтитом по показателям периферической крови и системного клеточного иммунитета, позволяющие с необходи-
мым качеством прогнозировать развитие данного осложнения. Для прогнозирования периапикального абсцесса необхо-
димо использовать данные модели, абсолютное количество лимфоцитов, процент палочкоядерных нейтрофилов, СОЭ, 
абсолютное число в крови T-лимфоцитов, T-хелперов, T-супрессоров и относительное содержание T-супрессоров.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический периодонтит у детей; периапикальный абсцесс; прогнозирование; метод пошаго-
вой регрессии.
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The chronic periodontitis in children is frequently complicated by development of periapical abscess under inadequate conservative 
therapy. However, prognostic models of estimation of probability of its development are lacking. The purpose of study is to develop 
regression models of prognostication of periapical abscess under chronic periodontitis in children according indices of peripheral 
blood and systemic cellular immunity.  The chronic periodontitis complicated with periapical abscess is analyzed in 120 children 
aged from 8 to 15 years. The prognostication of periapical abscess was implemented by stepwise regression technique using 
parameters of blood and systemic cellular immunity. The mathematical models are developed for prognostication of periapical 
abscess in children with chronic periodontitis on the basis of indices of peripheral blood and systemic cellular immunity permitting 
to prognosticate development of the given complication with needed quality. The prognostication periapical abscess requires using 
the given models, absolute number of lymphocytes, percentage of stab bond neutrophils, ESR, absolute number of T-lymphocytes 
in blood, T-helpers, T-suppressors and relative content of T-suppressors.
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Введение. Хронический периодонтит (ХП) характе-
ризуется высокой распространенностью среди детей и 
подростков [1]. Данная патология в 85—98% случаев 
становится причиной других заболеваний зубочелюст-
ной системы и потери самих зубов [2]. В странах Латин-
ской Америки периодонтит у детей встречается в 10% 
случаев [3]. ХП в Российской Федерации среди детского 
контингента составляет 8—11% [4]. Кроме того, в насто-
ящее время по-прежнему сложной остается диагностика 
ХП у детей, что приводит к выбору неэффективных ме-
тодов терапии и развитию различных осложнений [1].

Наиболее частым осложнением неадекватной тера-
пии ХП у детей является развитие периапикального аб-
сцесса, лечение которого считается более финансово за-
тратным и более сложным, чем терапия ХП. Снизить ча-
стоту периапикального абсцесса у больных детей с ХП 
позволяет метод прогнозирования по конкретным кли-
ническим и лабораторным показателям. Прогнозирова-
ние течения ХП в детском возрасте даёт возможность на 
ранних этапах, в первые два дня консервативной тера-
пии, включить дополнительные лечебные мероприятия 
для предупреждения возникновения осложнения — пе-
риапикального абсцесса. Однако в научной литературе 
отсутствуют данные о прогнозировании периапикаль-
ного абсцесса у детей при ХП по показателям крови и 
системного клеточного иммунитета.

Цель настоящего исследования — разработать ре-

грессионные модели для прогнозирования периапикаль-
ного абсцесса при ХП у детей по показателям перифери-
ческой крови и системного клеточного иммунитета.

Материал и методы. ХП, осложненный периапикаль-
ным абсцессом, изучен у 120 больных детей в возрасте 
от 8 до 15 лет, обратившихся за медицинской помощью 
в детскую стоматологическую поликлинику Белгорода в 
2013—2015 гг. Комплексная терапия ХП, осложненно-
го периапикальным абсцессом, включала местное при-
менение метрогилдента, 0,12% раствора хлоргексидина 
биглюконата, инстиляции геля Атридокос или Элизол, 
чистку зубов пастами Parodontax, Lacalut active, расса-
сывание таблеток с лизоцимом «Ларипронт» 4—6 раз в 
день. Для подавления агрессивной микрофлоры исполь-
зовались суспензия амоксиклава по одной чайной ложке 
3 раза в день и метронидазол по 0,1 г 3 раза в день в 
течение семи дней.

Обследование пациентов включало оценку клеточ-
ного иммунитета и периферической крови. Последняя 
анализировалась на автоматическом гематологическом 
анализаторе Quiktus (Швеция). Показатели системного 
клеточного иммунитета изучались с помощью иммуноф-
луоресцентного метода и моноклональных антител. Ак-
тивность нейтрофилов крови определялась по реакции 
восстановления нитросинего тетразолия спонтанного 
(НСТ сп.) и нитросинего тетразолия стимулированного 
(НСТ ст.). Прогнозирование развития периапикального 



33

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-1-31-34

Immunology

абсцесса осуществлялось методом пошаговой регрес-
сии с использованием стандартного статистического па-
кета «Statistica 6.0», т. е. последовательно подставлялись 
изученные показатели крови и системного клеточного 
иммунитета до получения адекватных математических 
моделей с исключением параметров, при которых они 
являлись неадекватными.

Результаты и обсуждение. Исследование параме-
тров крови для определения результативности терапии 
и прогнозирования развития периапикального абсцесса 
при ХП у детей свидетельствует о достижении боль-
шинства показателей границ референсных значений 
(табл. 1). Под влиянием проведённой терапии произо-
шло достоверное снижение абсолютного количества 
лейкоцитов, абсолютного и относительного количества 
лимфоцитов. К концу завершения лечения уменьши-
лось содержание сегментоядерных нейтрофилов. Осо-
бенно значительно снизился процент палочкоядерных 
нейтрофилов — более чем в 7,6 раза. Репрезентативно 
уменьшилась СОЭ на фоне проведённой комбинирован-
ной терапии. Перечисленные выше показатели достигли 
границ нормы. Вместе с тем некоторые показатели пе-

риферической крови не претерпели существенных изме-
нений и находились в границах нормы. Это относится к 
количеству моноцитов, базофилов, эозинофилов, гемо-
глобина и эритроцитов.

Показатели периферической крови, имевшие наи-
большие различия, использованы при разработке мате-
матической модели для прогнозирования развития пе-
риапикального абсцесса при ХП у детей. В результате 
работы регрессионного анализа получена математиче-
ская функция:

y1 = 42,581 + 4,692x1 + 12,231x2 + 8,054x3,
где y1 — периапикальный абсцесс при ХП у детей, 

x1 — абсолютное количество лимфоцитов, x2 — процент 
палочкоядерных нейтрофилов, x3 — величина СОЭ.

Математическая модель адекватна по критерию Фи-
шера (Fрасч = 82,7, p < 0,001). Согласно полученной мате-
матической модели развитие периапикального абсцесса 
при ХП у детей прогнозируется при y1 = 354,2—473,1, а 
отсутствие периапикального абсцесса — при y1 = 354,1 
и менее.

Другие исследователи, используя результаты опро-
сников для прогнозирования осложнений лечения 
острого периодонтита у детей — периапикального аб-
сцесса, — методом пошаговой регрессии создали мате-
матическую модель Y1 = –0,036X1 + 0,129X2 + 1,835X3 + 
35,347, где Y — периапикальный абсцесс, X1— выражен-
ный «сухой» блеск, X2— белая линия по краю компози-
та, X3— наличие множественных пор в пломбировоч-
ном материале [5]. Регрессионная модель адекватна по 
критерию Фишера и позволяет прогнозировать развитие 
периапикального абсцесса при Y1 = 80 и более и благо-
приятный исход — при Y1 = 79 и менее [5].

Определение содержания миелопероксидазы в рото-
вой жидкости позволяет прогнозировать развитие одон-
тогенного периапикального абсцесса [5]. С использо-
ванием регрессионного анализа создано уравнение для 
определения вероятности (шанса) отнесения пациента к 
группе с одонтогенным периапикальным абсцессом y = 
e0,107х + 1,76/(1 + e0,107х-1,76), где y — шанс развития одонто-
генного периапикального абсцесса; e — const = 2,72; x 
— значение миелопероксидазы в ротовой жидкости [2].

Определение средних значений показателей систем-
ного клеточного иммунитета при периапикальном аб-
сцессе, связанном с ХП у детей, позволило установить, 
что реализованная терапия приводит к существенному 
улучшению иммунограммы в периферической крови 
(табл. 2). Статистически достоверно снизилось абсо-
лютное и относительное количество T-лимфоцитов, 
соответствовавшее референсным значениям. Напро-
тив, у больных репрезентативно возросло как абсо-
лютное, так и относительное содержание T-хелперов и 
T-супрессоров, что также указывает на хороший исход 
заболевания и результативность терапии. Отмеченное 
выше относится и к динамике тестов НСТсп. и НСТст., 
значения которых статистически значимо возросли за 
период комбинированной терапии. Недостоверным ока-
залось только повышение соотношения тестов НСТст./
НСТсп. (p > 0,05).

Анализ T-клеточного звена иммунной системы боль-
ных ХП другими исследователями [6] выявил наличие 
12,14 ± 3,22% клеток с фенотипом CD3+ 4– 8–, что значи-
тельно больше, чем у здоровых доноров. Показано, что 
увеличение содержания в крови лимфоцитов с таким 
фенотипом характерно для воспалительных процессов 
различного генеза и возникает при функциональной не-

Т а б л и ц а  1
Регресс показателей общего анализа крови у больных с периа-
пикальным абсцессом, развившимся вследствие ХП у детей, на 
фоне проводимой терапии (M ± m)

Показатель крови При посту-
плении

После окончания 
терапии

p

Лейкоциты, •·109/л 12,4 ± 1,3 6,8 ± 0,7 < 0,001
Лимфоциты, •·109/л 4,1 ± 0,5 1,8 ± 0,3 < 0,001
Лимфоциты, % 58,7 ± 1,6 32,5 ± 1,4 < 0,001
Сегментоядерные ней-
трофилы, %

65,9 ± 2,3 39,7 ± 2,2 < 0,001

Палочкоядерные нейтро-
филы, %

12,3 ± 0,4 1,6 ± 0,5 < 0,001

Моноциты, % 3,6 ± 0,2 3,0 ± 0,1 > 0,05
Базофилы, % 1,1 ± 0,2 1,2 ± 0,2 > 0,05
Эозинофилы, % 2,4 ± 0,2 2,3 ± 0,2 > 0,05
Гемоглобин, г/л 112,5 ± 2,6 115,6 ± 2,1 > 0,05
Эритроциты, •1012/л 4,0 ± 0,5 4,2 ± 0,6 > 0,05
СОЭ, мм/час 32,4 ± 2,1 10,5 ± 0,8 < 0,001

Т а б л и ц а  2
Состояние параметров системного иммунитета у пациентов с 
периапикальным абсцессом при ХП у детей (M ± m)

Иммунологический  
показатель

Исходный 
показатель

Завершение 
терапии

p

CD3+, •·109/л 2,2 ± 0,3 1,1 ± 0,2 < 0,05
CD3+, % 65,2 ± 1,4 49,3 ± 0,8 < 0,001
CD4+, •·109/л 0,2 ± 0,08 0,7 ± 0,05 < 0,001
CD4+, % 21,5 ± 1,3 38,4 ± 2,0 < 0,001
CD8+, •·109/л 0,2 ± 0,06 0,5 ± 0,04 < 0,001
CD8+, % 12,3 ± 1,2 23,6 ± 1,4 < 0,001
НСТсп., у.е. 72,8 ± 2,4 93,2 ± 1,5 < 0,001
НСТст., у.е. 103,5 ± 2,7 159,6 ± 2,2 < 0,001
НСТст./НСТсп. 1,4 ± 0,2 1,7 ± 0,3 > 0,05
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достаточности антигенпрезентирующих клеток. Содер-
жание естественных киллерных клеток (CD16+) у боль-
ных ХП не увеличено, однако доля их активированных 
форм (CD56+) повышена вдвое, что отражает интенсив-
ный активационный процесс в иммунной системе [6].

Используя показатели кластеров дифференцировки 
на системном уровне методом пошаговой регрессии, по-
строили регрессионную модель вида:

y2 = 15,397 + 4,908x4 – 8,542x5 – 7,425x6 – 2,463x7,
где y2 — периапикальный абсцесс при ХП у детей, x4 

— абсолютное количество в крови T-лимфоцитов, x5 — 
абсолютное содержание в крови T-хелперов, x6 — абсо-
лютное число в крови T-супрессоров, x7 — относитель-
ное число в крови T-супрессоров.

Построенная регрессионная модель адекватна (Fрасч 
= 71,2, p < 0,001). Модель может быть использована для 
прогнозирования периапикального абсцесса у больных 
ХП детей. Согласно данной модели и составляющим им-
мунограммы периферической крови при y2 = –12,345—
27,179 прогнозируется с вероятностью безошибочного 
уровня развитие периапикального абсцесса, а при y2 = 
–12,344 и менее отсутствие данного осложнения ХП у 
детей.

Под влиянием выполненной терапии у больных 
острым одонтогенным остеомиелитом челюстей до-
стоверно повысилось содержание IgA, IgG в крови и 
снизился уровень IgM, циркулирующих иммунных ком-
плексов [7]. Показатели сдвига гуморального иммуни-
тета уменьшились с –257,7% до –12,2%. С помощью 
регрессионного анализа построена математическая мо-
дель Y3 = 31,862 – 4,725X8 + 11,241X9 + 8,072X10, где Y3 — 
развитие периапикального абсцесса вследствие острого 
одонтогенного остеомиелита челюстей, X8 — содержа-
ние в периферической крови IgG, X9 — содержание в 
периферической крови IgM, X10 — содержание в пери-
ферической крови IgA. Модель адекватна и вероятность 
осложнения острого одонтогенного остеомиелита челю-
стей развитием периапикального абсцесса прогнозиру-
ется при величинах Y3 = 18,254—31,087. При Y3 = 31,088 
и более исход благоприятный — выздоровление [7].

Заключение. Разработанные регрессионные модели 
позволяют с высокой вероятностью безошибочно про-
гнозировать у детей с ХП развитие периапикального 
абсцесса. Для осуществления прогнозирования необ-
ходимо использовать абсолютное количество лимфоци-
тов, процент палочкоядерных нейтрофилов, величину 
СОЭ, абсолютное количество в крови T-лимфоцитов, 
T-хелперов, T-супрессоров и относительное содержание 
T-супрессоров. В случае прогнозируемой вероятности 
развития при ХП периапикального абсцесса у детей 
необходимо к стандартной терапии дополнительно до-
бавить иммуностимутяторы, мембранопротекторы и се-
лективные антибактериальные препараты.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Разработан новый оригинальный отечественный набор реагентов «Лайн-Блот ВГЧ-профиль» для определения антител 
(IgG — комплект № 1 и IgM — комплект № 2) к основным возбудителям герпесвирусных инфекций (HSV-1, HSV-2, VZV, 
EBV, CMV) в формате линейного иммуноблоттинга. Проведены предварительные клинические испытания с использо-
ванием 319 сывороток крови: ВИЧ-инфицированных (n = 128.), беременных (n = 86) и людей, проходивших лечение или 
диагностическое обследование (n = 105). В отношении каждого инфекционного агента проведены исследования в ИФА 
и линейном иммуноблоттинге с новым набором и его аналогами германского производства, рассчитаны показатели диа-
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Введение. Согласно обновленной классификации 
Международного комитета таксономии вирусов (ICTV), 
семейство Herpesviridae включает около 120 видов 

ДНК-вирусов, подразделяемых на 3 подсемейства: α-, 
β- и γ-герпесвирусов [1], представители которых раз-
личаются по тропности к поражаемым ими клеткам 
макроорганизма, структуре генома, характеру репродук-
ции, молекулярно-биологическим и иммунологическим 
особенностям [2]. Восемь вирусов этого семейства пато-
генны для человека. Из подсемейства α-герпесвирусов 
к числу патогенных относят: вирусы простого герпеса 
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1-го и 2-го типа (HSV-1 и HSV-2, или human herpes virus 
— HHV-1 и HHV-2) и вирус ветряной оспы и опоясы-
вающего герпеса (VZV, или HHV-3); из β-подсемейства: 
цитомегаловирус (CMV или HHV-5), вирус герпеса 6-го 
типа (HHV-6), являющийся возбудителем внезапной эк-
зантемы и ассоциирующийся с синдромом хронической 
усталости, и вирус герпеса 7-го типа (HHV-7), также 
выявляемый у больных с синдромом хронической уста-
лости; из подсемейства γ: вирус Эпштейна—Барр (EBV 
или HHV-4) и вирус герпеса 8-го типа (HHV-8), причаст-
ный к возникновению саркомы Капоши. Кроме того, 
имеются публикации о том, что вирус герпеса обезьян B 
при поражении человека вызывает энцефаломиелит, как 
правило, со смертельным исходом [1—3].

По данным ВОЗ, вызываемые герпесвирусами забо-
левания как причина смерти от вирусных инфекций за-
нимают 2-е место после гриппа (этот показатель дости-
гает 15,8%) [4]. Установлено, что к 18 годам более 90% 
жителей городов инфицированы одним или нескольки-
ми герпесвирусами и у 50% из них ежегодно наблюдают 
клинические рецидивы заболевания в связи с отсутстви-
ем защитного иммунитета [5—7].

Сохраняющийся интерес к изучению герпесвирус-
ных инфекций обусловлен тем, что они активно прояв-
ляют себя у людей с иммунодефицитными состояниями 
(относятся к оппортунистическим инфекциям), при-
водят к развитию нейроинфекций с высоким уровнем 
инвалидизации (50%) и летальных исходов (20%) [8, 
9], а также обладают высокой онкогенной активностью 
(HSV, CMV, EBV, HHV-8 и, возможно, HHV-6) [10], а 
при инфицировании беременных способны приводить 
к развитию внутриутробных инфекций и гибели плода 
(HSV, CMV) [8, 9, 11].

Герпесвирусы могут поражать практически все тка-
ни и системы органов хозяина (эритроциты, тромбо-
циты, лейкоциты и макрофаги), где они непрерывно 
или циклично размножаются, обеспечивая постоянную 
готовность к клиническому обострению инфекционно-
го процесса (персистенция). 
Как правило, герпесвирусы 
пожизненно сохраняются в 
морфологически и иммунохи-
мически изменённой форме в 
нервных клетках регионарных 
(по отношению к месту пер-
вичного внедрения) ганглиев 
чувствительных нервов (ла-
тенция). У каждого герпесви-
руса выделяют свой темп пер-
систенции и латенции (наи-
более активны HSV1 и HSV2, 
наименее — EBV) [12, 13].

Иммунная система челове-
ка в ответ на инфицирование 
герпесвирусами реагирует вы-
работкой специфических ан-
тител разных классов, но это 
не приводит к полной элими-
нации вирусов из организма. 
Выработка вируснейтрали-
зующих антител поддержива-
ется в течение всей последую-
щей жизни человека, иногда в 
довольно высоких титрах, что 
препятствует проявлению ин-

фекции, но не предупреждает возникновения клиниче-
ских рецидивов при ослаблении защиты [14—17].

Спектр клинических проявлений при герпесвирус-
ных инфекциях зависит от локализации патологического 
процесса, его распространённости, состояния иммунной 
системы больного и антигенного типа вируса. Заболева-
ния, обусловленные HSV, CMV и EBV, рассматривают 
как СПИД-индикаторные в связи с их частым обнаруже-
нием при этой патологии; кроме того, установлено, что 
многие HHV могут активировать ВИЧ, находящийся в 
стадии провируса, и являются кофакторами прогрес-
сирования ВИЧ-инфекции и СПИДа [18]. В последние 
годы за рубежом активно изучают различные аспекты 
эпидемиологии, клиники и профилактики инфекций, 
вызванных малоизвестными герпесвирусами человека: 
HHV-6, HHV-7 и HHV-8 [19]. Предполагается участие 
HHV-6 в этиологии рака, хронических демиелинизиру-
ющих заболеваний центральной нервной системы, рас-
сеянного склероза, синдрома хронической усталости, 
внезапных экзантем у детей [20].

Одна из основных задач современной клинической 
лабораторной диагностики — обеспечение достоверной 
этиологической диагностики внутри группы герпес-
вирусных инфекций, особенно при наличии неясных 
клинических симптомов заболевания (например, не-
специфических проявлений хронических форм инфек-
ций, обусловленных EBV и CMV), а также для диффе-
ренциальной диагностики с другими персистирующими 
инфекциями (хламидийной, иерсиниозной и др.) и в 
случаях выявления микст инфекций.

Современные подходы к этиологической диагно-
стике герпесвирусных инфекций у человека включают 
вирусологический (золотой стандарт), молекулярно-
биологический (полимеразная цепная реакция) и серо-
логические методы (иммуноферментный анализ), каж-
дый из которых имеет свои показания к применению 
[21, 22].

Выявление в крови пациента специфических антител 

Рис. 1. Схема нанесения на иммуносорбенте антигенов основных возбудителей герпесви-
русных инфекций человека для определения специфических IgG и IgM.
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иммунохимическими методами не характеризует актив-
ность вирусной инфекции, поскольку специфический 
гуморальный ответ при герпесвирусных инфекциях от-
ражает инфицированность организма патогеном, а не 
защищённость от него. Необходимо также учитывать, 
что длительная персистенция возбудителей нередко 
приводит к иммуносупрессии, в результате чего соот-
ветствующие IgM и IgG к антигенам вирусов могут не 
выявляться или определяться в невысоких титрах. Это 
обстоятельство снижает информативность серологиче-
ских методов при хронических герпесвирусных инфек-
циях, поскольку не позволяет дифференцировать латент-
ную и хроническую инфекции, прогнозировать течение 
заболевания, определять тактику терапии больных. Тем 
не менее, сопоставление серологических показателей 
в динамике (по титру определяемых антител в парных 
сыворотках, полученных с интервалом 14—21 сут и бо-
лее) важно для установления этиологического диагноза 
в сложных случаях [21, 22].

Цель настоящего исследования — разработка ново-
го набора реагентов, позволяющего в рамках одного 

диагностического лабораторного 
исследования дифференцированно 
определять в крови пациента анти-
тела (IgG или IgM) к основным воз-
будителям герпесвирусных инфек-
ций человека (HSV-1, HSV-2, VZV, 
EBV, CMV).

Материал и методы. Для осу-
ществления поставленной цели ис-
пользовали технологию линейного 
иммуноблоттинга (ЛИБ), поскольку 
указанный формат лабораторного 
исследования позволяет раздельно 
выявить специфические антитела 
одновременно к нескольким воз-
будителям и дифференцированно 
оценить вклад каждого антигена в 
существующий гуморальный имму-
нитет. Этот современный метод ис-
следования является высокоспеци-
фичным и высокочувствительным, 
основан на технологии иммунофер-

ментного анализа (ИФА) и для своего выполнения не 
требует дополнительного лабораторного оборудования, 
что в большей мере обеспечивает возможность его вне-
дрения в практику здравоохранения. Иммуносорбент в 
ЛИБ представлен в виде узких нитроцеллюлозных мем-
бран, на которые в процессе производства в виде отдель-
ных полос нанесены отобранные наиболее специфиче-
ские и иммунореактивные антигены соответствующих 
возбудителей [23—25].

На основании изучения литературы и имеющегося 
опыта конструирования ИФА наборов для размещения 
на иммуносорбенте в составе нового набора реагентов 
для ЛИБ были использованы очищенные нативные и 
рекомбинантные (rec) белковые антигены основных 
возбудителей герпесвирусных инфекций человека: rec 
мозаичный антиген HSV-1, TRX-гибрид (содержащий 
иммунодоминантные последовательности белка gG-1), 
rec мозаичный антиген HSV-2, TRX-гибрид (последова-
тельности белка gG-2), rec VZV, TRX-гибрид, (последо-
вательности белка gE), нативный антиген VZV, rec анти-
гены EBV (ранний — EA, капсидный — VCA и ядерный 

— EBNA), rec мозаичный антиген 
CMV (последовательности белков 
pp150, pp52, pp28 и gB). Использо-
вание в структуре иммуносорбента 
одновременно трёх антигенов EBV 
обусловлено особенностями хроно-
логии развития иммунологической 
реактивности у человека после пер-
вичного инфицирования этим виру-
сом.

Предварительные клинические 
испытания нового набора реагентов 
проводили с сыворотками крови 
128 ВИЧ-инфицированных людей 
(МОНИКИ им. М.Ф. Владимирско-
го), 86 беременных (Центр охраны 
здоровья матери и ребенка имени 
В.И. Кулакова) и 105 человек, про-
ходивших обследование или лече-
ние (ГУ НИИ эпидемиологии и ми-
кробиологии имени Н.Ф. Гамалеи 
РАМН). В соответствии с современ-

Рис. 2. Сопоставление результатов исследования 319 сывороток крови в ИФА-IgG и 
ЛИБ (с набором «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgG»).

Рис. 3. Сопоставление результатов исследования 319 сывороток крови в ИФА-IgM и 
ЛИБ (с набором «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgM»).
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ным законодательством венозную кровь получали после 
письменного информированного согласия пациентов на 
проведение необходимого ему диагностического иссле-
дования и возможности последующего хранения и ис-
следования полученного образца в научных целях при 
обезличенном учёте метаданных.

В качестве наборов реагентов сравнения использова-
ли разрешенные к применению в России тест-системы 
для определения в ИФА антител к антигенам каждого из 
возбудителей герпесвирусных инфекций отдельно.

Результаты и обсуждение. В результате исследова-
ний в отделе перспективных разработок ЗАО «ЭКОлаб» 
был создан набор реагентов «Лайн-Блот ВГЧ-профиль» 
(комплект № 1 — IgG, комплект № 2 — IgM). Размеще-
ние антигенов на стрипах представлено на схеме (рис. 
1), различия в структуре иммуносорбента в комплектах 
№№ 1 и 2 обусловлены особенностями выявления спец-
ифических IgG и IgM при диагностических лаборатор-
ных исследованиях.

Разработанная процедура лабораторного исследо-

вания образцов сыворотки или плаз-
мы крови человека осуществляется в 
следующей последовательности: 1) 
перед определением антител класса М 
исследуемые образцы предваритель-
но обрабатывают РФ-сорбентом для 
удаления ревматоидного фактора и из-
бытка IgG; 2) готовят рабочее разведе-
ние исследуемых образцов, вносят их в 
реакционные канавки планшета, туда 
же погружают иммуносорбент (стрип 
с нанесёнными антигенами); планшет 
инкубируют на горизонтальном шейке-
ре, что обеспечивает образование им-
мунных комплексов, фиксированных в 
соответствующих участках стрипа; 3) 
при последующем 4-кратном промыва-
нии из реакционных канавок и со стри-
пов удаляются все не вступившие в ре-
акцию белки исследуемых образцов; 4) 
в реакционные канавки вносят конъю-
гат, что приводит к формированию на 

стрипах более сложных иммунных комплексов, не дис-
социирующих при последующем промывании, в то вре-
мя как не вступившие в реакцию компоненты удаляют-
ся; 5) исследование завершается добавлением субстрата, 
содержащего хромоген и окислитель, инкубацией стри-
пов и остановкой окислительно-восстановительного 
процесса. В местах локализации на стрипах антигенов 
возбудителей герпесвирусных инфекций и на контроль-
ных линиях в результате индуцированного восстанов-
ления хромогена происходит локальное образование 
окрашенных формазанов; интенсивность окрашивания 
пропорциональна содержанию специфических антител 
в испытуемых образцов.

Общее время исследования составляет 3,5 ч с учётом 
этапов промывания стрипов между инкубациями. Кон-
струкция рамки планшета позволяет проводить дробные 
постановки (от 1 до 8 стрипов), что делает удобным ис-
пользование набора как в крупных, так и в небольших 
лабораториях, где поток исследований невелик.

Учёт и интерпретация результатов исследования. 
Окрашивание контрольных линий («0,5+ или cut off», 
«2+ » и «КВО») позволяет оценить правильность про-
ведения процедуры исследования и контроль внесе-
ния образца в реакционную канавку. Сопоставление 
выраженности окраски контролей с линиями, где 
нанесены антигены возбудителей, оценивает полу-
количественное содержание специфических анти-
тел соответствующего класса к антигенам HSV-1, 
HSV-2, VZV, EBV и CMV в условных единицах 
«плюсах»: от «0,5+ » до «4+ ». Менее интенсивное по 
сравнению с cut off (0,5+) окрашивание расценивают 
как отрицательный результат.

Антигены VZV представлены 2 и EBV — 3 анти-
генными линиями, что направлено на более точное 
определение стадии заболевания. Дополнительное 
определение IgG к gE VZV является маркёром ак-
тивной репликации вируса и подтверждает острую 
стадию заболевания, недавно перенесённую или 
бессимптомную инфекцию с активным размноже-
нием вируса. Выявление IgM и/или IgG к разным rec 
антигенам EBV позволяет уточнить клиническую 
форму течения инфекции по гуморальному отклику 
на капсидные или ядерные антигены вируса [4, 26].

Рис. 4. Результаты исследования 336 сывороток крови (с несовпадающими ре-
зультатами определения IgG в ИФА и ЛИБ) с наборами реагентов сравнения про-
изводства фирмы EUROIMMUN (Германия) и «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgG».

Рис. 5. Результаты исследования 197 сывороток крови (с несовпа-
дающими результатами определения IgM в ИФА и ЛИБ) с набора-
ми реагентов сравнения производства фирмы EUROIMMUN (Гер-
мания) и «Лайн-Блот ВГЧ-профиль-IgM».
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Клинические испытания нового набора реагентов 
проведены с 319 образцами сыворотки крови; в качестве 
наборов сравнения использовали разрешённые к приме-
нению в России ИФА тест-системы (для каждого вида 
вируса отдельно). Результаты, полученные в отношении 
каждой из герпесвирусных инфекций приведены на рис. 
2 и 3.

Совпадение показателей для положительных, не-
определённых и отрицательных результатов в ИФА и 
ЛИБ при выявлении специфических IgG в отношении 
каждого патогена варьировало от 80 до 95%, а при опре-
делении IgM — от 79 до 91%. Несовпадающие результа-
ты выявления IgG наблюдали с 336 сыворотками крови 
в 394 случаях: к HSV-1 в 51, к HSV-2 — в 59, к VZV — в 
12, к gE VZV — в 28, EBNA EBV — в 72, EA EBV — в 
59, VCA EBV — в 69 и к CMV — в 44 случаях, а при 
определении IgM расхождение результатов получено 
с 319 сыворотками в 197 случаях: к HSV-1 — в 41, к 
HSV-2 — в 28, к VZV — в 12, к VCA EBV — в 66 и к 
CMV —в 50 случаях.

Все образцы сыворотки крови, с которыми наблю-
дались расхождения результатов в ИФА и ЛИБ, были 
дополнительно протестированы в вестерн-блоте (WB) 
с наборами Anti-HSV-1/HSV-2 EUROLINE-WB (IgG), 
Anti-HSV-1/HSV-2 EUROLINE-WB (IgМ), EUROLINE 
Anti-EBV-Profile 2 (IgG), EUROLINE Anti-EBV-Profile 
2 (IgM), Anti-CMV (IgG) WESTERNBLOT, и Anti-CMV 
(IgM) WESTERNBLOT) и наборами для иммунофер-
ментного анализа (ELISA) в отношении антител к ZVZ 
производства фирмы Euroimmun AG (Германия). Полу-
ченные данные проанализированы и приведены на рис. 4 
и 5. Установлено совпадение результатов от 80 до 90%.

По совокупности совпадающих результатов исследо-
вания клинических образцов в ИФА и ЛИБ с 2 наборами 
реагентов разных производителей проведена завершаю-
щая аттестация клинических образцов по содержанию 
в них специфических IgG и IgM, что стало основанием 
для расчёта показателей клинической информативности 
применения разработанного набора реагентов (табли-
ца). Полученные в исследовании высокие показатели 
диагностической информативности (клиническая чув-
ствительность, клиническая специфичность и диагно-
стическая эффективность) нового оригинального набора 
реагентов соответствуют современным требованиям к 

диагностическим наборам для выявления 
маркёров инфекционных заболеваний у 
человека. Это позволило представить на-
бор реагентов «Лайн-Блот ВГЧ-профиль» 
для официальной регистрации в Россий-
ской Федерации в установленном зако-
ном порядке.

Выводы
1. Разработан новый оригиналь-

ный набор реагентов «Лайн-Блот ВГЧ-
профиль» (комплект № 1 — IgG и ком-
плект № 2 — IgM), предназначенный 
для скрининга антител к специфическим 
антигенам герпесвирусных инфекций че-
ловека, применение которого в практи-
ке здравоохранения позволяет в рамках 
одного диагностического лабораторного 
теста определять состояние гуморально-
го иммунитета пациента дифференци-
рованно в отношении каждого антигена 

основных возбудителей герпесвирусных инфекций че-
ловека (HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, CMV), а также уста-
навливать предположительные сроки инфицирования в 
отношении VZV.

2. Клинические испытания, проведённые разработчи-
ками набора реагентов, показали высокую диагностиче-
скую информативность определения IgG (96,7—99,7%) 
и IgM (95,6—98,7%) с использованием набора реагентов 
«Лайн-Блот ВГЧ-профиль», что позволило представить 
его к регистрации в Российской Федерации в качестве 
оригинального медицинского изделия для применения в 
учреждениях здравоохранения.
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Введение. Токсоплазмоз — заболевание, представля-
ющее потенциальный риск для плода и новорождённого. 
Обнаружение антител имеет принципиальное значение 
для прогнозирования опасности развития токсоплазмо-
за у плода и новорождённого и входит в диагностику 
TORCH-комплекса [1—3]. В Германии до 75% женщин 
фертильного возраста не имеют антител к токсоплаз-
мам, это может привести к тяжёлым порокам развития 
плода или спонтанному аборту. При инфицировании 

во время беременности возможна трансплацентарная 
передача Toxoplasma gondii на любой стадии развития 
плода, и последствия для новорождённого бывают раз-
ными в зависимости от времени инфицирования. Одна-
ко опасность трансплацентарной передачи возбудителя 
существует только у беременных, у которых обнаруже-
ны антитела (ранее инвазии не было) и возникла пер-
вичная инфекция [4, 5]. Анализ образцов крови методом 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) для диагностики 
острой фазы инфекции у детей в большинстве случаев 
недостаточно информативен, отрицательный результат 
не позволяет достоверно исключить недавнее инфици-
рование. Серологические методы более предпочтитель-
ны как при диагностике острой фазы инфекции, так и 
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изучении специфического иммунитета, при этом стан-
дартным методом является метод иммуноферментного 
анализа (ИФА). Наибольшую трудность представляет 
серологическая диагностика инфекций у недоношенных 
новорождённых с массой тела менее 1000 г [6, 7].

Целью настоящего исследования явилось сравнение 
результатов выявления антител к T. gondii в сыворотках 
крови методом ИФА на тест-системах разных произво-
дителей.

Материал и методы. Исследовали 65 сывороток кро-
ви, полученных от детей первого года жизни, а также бе-
ременных женщин перинатального центра, в 2016 г. Ис-
следования проводились на тест-системах «Euroimmun 
AG», Германия — Toxoplasma gondii IgM, Toxoplasma 
gondii IgG; «Virion-Serion», Германия — «Serion ELISA 
classic», Т. gondii G/M; аналитическая чувствительность 
ИФА на «Euroimmun AG» к Toxoplasma gondii IgG со-
ставляет 0,3 МЕ/мл в соответствии с третьим междуна-
родным стандартом. В тест-системе «Virion-Serion», Гер-
мания, «SERION ELISA classic» T. gondii G/M результа-
ты определялись в ЕД/мл, отличных от международных 
стандартов. Исследования на тест-системах «Euroim-
mun AG» проводились по мере поступления сывороток 
от больных в течение трех месяцев, рутинно, учёт ре-
зультатов выполняли при длине волны 450 нм (соглас-
но инструкции к тест-системам) на спектрофотометре 

Labsystems Multiscan Plus, Финляндия; на тест-системах 
«Virion-Serion», Германия — одномоментно, для сравне-
ния, учёт результатов при длине волны 405 нм на авто-
матическом ИФА-анализаторе Lazurite, США.

Статистическую обработку результатов проводили 
при помощи программного пакета Statistica, версия 6.0 
(«StatSoft Inc.», США).

Результаты и обсуждение. Поскольку результат ко-
личественных исследований на разных тест-системах 
оценивается в различных единицах, разработанных 
производителями, приведена только качественная срав-
нительная оценка. Сравнительная оценка результатов 
выявления антител к токсоплазме представлены в та-
блице 1. При исследовании IgM выявлены антитела у 
9,4% обследованных как на тест-системе «Euroimmun 
AG», так и на «Virion-Serion». IgM обнаружены у двух 
детей в возрасте 3 и 6 мес, у трёх детей старше года и у 
одной беременной женщины. Сомнительные результаты 
обнаружены у 7,8% пациентов, обследованных на тест-
системе «Euroimmun AG», тогда как у обследованных на 
тест-системе «Virion-Serion» сомнительных результатов 
не было. Не обнаружены антитела IgM у 82,8 и 90,6% 
обследованных на тест-системах «Euroimmun AG» и 
«Virion-Serion» соответственно.

IgG к токсоплазме не выявлены у 76,9% обследо-
ванных («Euroimmun AG») и 72,3% («Virion-Serion»), 

Т а б л и ц а  1
Сравнительные исследования наличия антител к Toxoplasma gondii

Антитела IgM к T. gondii (n = 64) Антитела IgG к T. gondii (n = 65)

Результат ИФА «Euroimmun», абс./ % p «Virion-Serion», абс./% «Euroimmun», абс. /% p «Virion-Serion», абс./%
Антитела не обнаружены 53/82,8 0,2 58/90,6 50/76,9 0,54 47/72,3
Антитела обнаружены 6/9,4 1 6/9,4 14/21,5 0,54 17/26,2
Результат сомнительный 5/7,8 0,02 —/— 1/1,5 1 1/1,5
Совпадение результатов Результаты не совпали в 5(8%) случаях Результаты не совпали в 6 (9%) случаях 

Т а б л и ц а  2
Результаты исследования сыворотки крови ребёнка с подозрением на внутриутробную инфекцию

Дата направления на иссле-
дование/тест-системы

03.11.2016 07.12.2016 12.01.2017 05.04.2017 03.11.2016

«Euroim-mun AG» «Euroim-mun AG» «Euroim-mun AG» «Euroim-mun AG» «Virion-Serion»
Направительный диагноз ВУИ*, гепатит Гепатит Гепатит ЦМВ-инфекция ВУИ, гепатит
ЦМВ IgM + + + — #
ЦМВ IgG   + + + #
ЦМВ авидность IgG, % 41,4 погр. 46 погр. 50,8 погр. 55 погр. #
ВПГ 1/2 IgM # # — # #
ВПГ IgG # #  + # #
ВПГ IgA # # — # #
T. gondii IgM + — — # —
T. gondii IgG + + погр. # — 
ВЭБ капсидный АГ IgM # #  + # #
ВЭБ капсидный АГ IgG # #  + # #
ВЭБ ранний АГ IgM # # — # #
ВЭБ ранний АГ IgG # #  + # #
ВЭБ ядерный АГ IgG # #  + # #

П р и м е ч а н и е . * — внутриутробная инфекция; «—» — антитела не обнаружены; «+» — антитела обнаружены; погр. — результат по-
граничный (в соответствии с инструкцией к тест-системе); # — тест не назначался.
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сомнительный результат обнаружен у 1,5% обследован-
ных на тест-системах обоих производителей.

Несмотря на то что при сравнении результатов, по-
лученных на разных тест-системах, не получено значи-
тельных достоверных различий, вопрос об интерпре-
тации каждого исследования важен для верификации 
диагноза, особенно при исследовании сыворотки крови 
новорождённых с подозрением на внутриутробную ин-
фекцию и признаками инфекции TORCH.

При выявлении специфических антител к какому-
либо возбудителю есть факторы, снижающие специфич-
ность и ограничивающие возможности достоверной 
оценки результатов. Одна из причин сложностей в ин-
терпретации — возможное присутствие в сыворотке 
крови так называемых ревматоидных антител. Ревмато-
идные факторы — это чаще всего аутоантитела класса 
M (IgM), связывающие иммунные комплексы антител 
класса G (IgG). Присутствие ревматоидных факторов 
— неспецифических антител IgM — может привести 
к ложноположительным результатам при определении 
специфических антител IgM. Также существует вероят-
ность вытеснения специфических антител IgM с более 
слабыми связями специфическими же IgG-антителами с 
более сильными связями, конкурирующими за связыва-
ние с молекулами антигенов; в этом случае результаты 
определения IgM окажутся ложноотрицательными.

Для исключения влияния ревматоидных факторов 
пробы материала (сыворотки) необходимо предвари-
тельно обработать абсорбентом ревматоидного фактора 
(или каким-либо другим способом), который должен 
прилагаться к тест-системе или входить в её состав. В 
тест-системах многих производителей этап для ниве-
лирования ревматоидных факторов не предусмотрен. 
В тест-системах «Euroimmun AG» и «Virion-Serion» 
предусмотрена предварительная инкубация исследуе-
мой сыворотки с абсорбентом ревматоидного фактора, 
приложенным к тест-системе.

Среди возможных причин несовпадений результатов 
можно назвать активность антител к потенциально пере-
крёстным параметрам в исследуемой панели сывороток, 
например, поликлональная стимуляция выработки IgM 
вирусом Эпштейна—Барр (ВЭБ), парвовирусом B19, 
lues-инфекции.

Одним из наиболее вероятных способов, увеличи-
вающих достоверность диагностических исследований 
при определении этиологии инфекции, является, несо-
мненно, неоднократное исследование сывороток крови.

У пациента С.Л. (мальчик, возраст на момент первого 
обследования 1,5 мес. определены антитела к цитомегало-
вирусу (ЦМВ) — IgM, IgG, авидность IgG; вирусу просто-
го герпеса (ВПГ) ½ типа — IgM, IgA, IgG; T. gondii — IgM, 
IgG; ВЭБ — антител к капсидному антигену (АГ) — IgM, 
IgG, раннему АГ — IgM, IgG, ядерному АГ— IgG на тест-
системах «Euroimmun AG», Германия. В тест-системе «Vi-
rion-Serion», Германия, T. gondii — IgM, T. gondii — IgG 
исследована сыворотка от 3.11.16. Результаты выявления 
антител у ребёнка с подозрением на внутриутробную 
инфекцию в цитомегаловирусу, герпесу 1, 2 типа, вирусу 
Эпштейн—Барра и токсоплазме представлены в табл. 2.

В инструкции к тест-системе сообщается об отсут-
ствии перекрёстных взаимодействий с антителами к 
различным бактериям и вирусам, в том числе к вирусам 
герпес-группы (ЦМВ, вирус Эпштейна—Барр — ВЭБ). 
Но известно, что эти вирусы обладают поликлональной 
стимуляцией иммунного ответа. При исследовании ре-

зультатов определения антител у пациента С.Л. к раз-
личным инфектам, возможно, связанных с внутриу-
тробным инфицированием, обращает на себя внимание, 
что в крови ребёнка выявлены как антитела к цитоме-
галовирусу, так и антитела к вирусу Эпштейна—Барр, 
свидетельствующие об инфицировании и, возможно, 
развитии заболевания, связанного с этим вирусом. При 
этом антитела IgG и IgM к T. gondii выявлены в крови от 
03.11.16 и 07.12.16 и не были обнаружены позднее. При 
использовании тест-систем «Virion-Serion», Германия, 
T. gondii G/M антитела не были выявлены и в исследо-
вании от 03.11.16. По-видимому, IgG к T. gondii в крови 
ребёнка являлись материнскими, а выявление IgM к T. 
gondii в сыворотке крови явилось следствием поликло-
нальной стимуляции, характерной для вирусов герпес-
группы, инфицирование которыми и последующее раз-
витие инфекции, вызванной ими, было доказано.

Выявление антител IgM к T. gondii не является аб-
солютным доказательством протекающей первичной 
свежей инфекции. По литературным данным, IgM к T. 
gondii при первичном инфицировании могут сохра-
няться в течение года и более, IgA — в течение 45 мес. 
Благодаря поликлональной стимуляции, например ВЭБ, 
хотя IgM к токсоплазме могут быть выявлены, это не 
будет являться доказательством инвазии. Необходимо 
проводить дополнительное исследование, например, в 
сыворотках крови, взятых с интервалом 7—14 дн, или 
исследовать авидность специфических антител. Авид-
ность специфических антител повышается с течением 
времени в процессе созревания антител.

При сравнении результатов, полученных на разных 
тест-системах, статистически достоверных различий не 
выявили. Возможно, несоответствие результатов обна-
ружения IgM и IgG к токсоплазме на тест-системах раз-
ных производителей связано, в том числе, с различиями 
в оценке единиц учёта и диапазоном пограничных зна-
чений. Необходимо отметить трудности в оценке резуль-
татов, связанные с не всегда корректным переводом ори-
гинальной инструкции к тест-системе производителя.

Заключение. При исследовании 65 сывороток ново-
рождённых, детей первого года жизни и беременных 
женщин антитела IgG обнаружены у 21,5 и у 26,2% об-
следованных в тест-системах «Euroimmun AG» и «Viri-
on-Serion». IgM обнаружены у 9,4% обследованных на 
тест-системах обоих производителей. В 7,8% случаев 
обнаружены сомнительные результаты в тест-системе 
«Euroimmun AG» — IgM и в 1,5% при выявлении IgG 
(«Virion-Serion» и «Euroimmun AG»).

Таким образом, для диагностики внутриутробной 
инфекции, вызванной токсоплазмами, недостаточно вы-
явить только IgM и IgG, необходимо изучать авидность 
антител IgG к T. gondii.
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ской поддержки.
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особенности аутоиммунных реакций при болезни крона у детей

1Научно-исследовательский центр ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский 
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2ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный педиатрический медицинский университет» Минздрава РФ, 
194100, Санкт-Петербург, Россия

Цель исследования — выявить особенности аутоиммунного реагирования у детей, страдающих болезнью Крона (БК). 
Обследованы 62 пациента в возрасте 2—17 лет с диагнозом болезни Крона (БК). Проведена оценка концентрации в сы-
воротке крови иммуноглобулинов IgA, IgM, IgG, IgE, антител к Saccharomyces cerevisiae (ASCA) классов IgA, IgG и IgE, 
антител к Candida albicans классов IgA, IgM, IgG и IgE, антинейтрофильных цитоплазматических антител (ANCA) к 
миелопероксидазе (MPO), к протеиназе 3 (PR3), антинуклеарных антител (ANA), антител к DNAds, DNAss (к двухспи-
ральной и одноцепочечной ДНК), антител к антигенам тонкого и толстого кишечника, поджелудочной железы, цирку-
лирующих иммунных комплексов (ЦИК). У 47(75,8%) из 62 пациентов с БК диагностирована гипериммуноглобулинемия. 
У большого числа (29, или 46,8%) пациентов выявлен повышенный уровень IgM в крови. Гипериммуноглобулинемия E 
зафиксирована у 19(30,6%) из 62 детей. Гипоиммуноглобулинемия отмечена у 22(35,5%) пациентов, из них у 17(77,3%) 
выявлена дисиммуноглобулинемия IV типа (изолированное снижение концентрации IgA).
Оценка частоты встречаемости специфических антител в сыворотке крови показала, что наиболее часто (в 70,9%) у 
пациентов отмечается наличие специфических IgE к Saccharomyces cerevisiae. У 22(35,5%) пациентов выявлен повышен-
ный уровень ASCA (IgA, IgG). Концентрация антител к DNAds, DNAss в крови превышала норму у 4,8 и 16,1% пациентов 
соответственно. Повышенный уровень ЦИК выявлен у 20(32,3%) больных. Концентрация ANA у всех 62(100%) пациен-
тов соответствовала норме.
При оценке результатов корреляционного анализа обращают на себя внимание сильная положительная корреляция кон-
центраций в крови антител к антигенам тонкого и толстого кишечника; средней степени положительная корреляция 
уровня антител к антигенам тонкого кишечника и IgM, ANCA PR3, ASCA IgE, антител к Candida albicans классов IgM, 
IgG, IgE, антител к антигенам поджелудочной железы; средняя степень положительной корреляции между концен-
трациями антител к антигенам толстого кишечника и IgA, IgM, ЦИК, ANCA PR3, DNAss, ASCA IgE, антителами к 
антигенам поджелудочной железы; сильная положительная корреляционная связь между концентрациями IgA к Candida 
albicans и ANA. Обнаружение аутоантител к Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, ANCA, антигенам тонкого и 
толстого кишечника, поджелудочной железы и выраженная степень корреляции многих показателей аутоиммунного 
реагирования указывают на интенсивность иммунопатологического процесса при БК. Появление антител к ASCA при 
БК является прогностически неблагоприятным признаком. Иммунологическая диагностика при БК необходима для оцен-
ки тяжести течения заболевания, дифференциальной диагностики, определения прогноза и подбора индивидуальной 
иммунокорригирующей терапии.
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Gurina O.P., Stepanova A.A., Dementieva E.A., Blinov A.E., Varlamova O.N., Blinov G.A.
The characteristics of autoimmune reactions under Crohn's disease
The Federal state budget educational institution of higher education "The St. Petersburg state pediatric medical university" 
of Minzdrav of Russia, 194100 St. Petersburg, Russia 
The purpose of study is to establish features of autoimmune reaction of children with Crohn's disease. The sampling included 62 
patients aged from 2 to 17 years with diagnosis of Crohn's disease. The evaluation was carried out concerning concentration in blood 
serum of immunoglobulins IgA, IgM, IgG, IgЕ, antibodies to Saccharomyces cerevisiae (ASCA) classes IgA, IgG и IgЕ, antibodies 
to Candida albicans classes IgA, IgM, IgG и IgЕ, anti-neutrophilic cytoplasmic antibodies  (ANCA) to myeloperoxidase (MPO), 
to proteinase 3 (PR3), anti-nuclear antibodies (ANA), antibodies to DNAds, DNAss (to double-helical and single-stranded DNA), 
antibodies to antigens of small and large intestines, pancreas, circulating immune complexes. The hyperimmunoglobulinemia was 
diagnosed in 47 (75.8%) out of 62 patients with Crohn's disease. The increased level of IgM in blood was detected in 29 patients 
(46.8%). The hyperimmunoglobulinemia У was established in 19 (30.6%) out of 62 children. The hypoimmunoglobulinemia was 
detected in 22 (35.5%) of patients and in 17 (77.3%) out of them the disimmunoglobulinemia type IV (isolated decreasing of 
concentration of IgA). The evaluation of rate of occurrence of specific antibodies in blood serum demonstrated that in patients 
most frequently was detected presence of specific IgE to Saccharomyces cerevisiae (70.9%). The increased level of ASCA (IgA, 
IgG) was detected in 22 (35.5%) patients. The concentration of antibodies to DNAds, DNAss in blood exceeded standard value 
in 4.8% and 16.1% patients correspondingly. The increased level of circulating immune complex was established in 20 (32.3%) 
patients. The concentration of ANA corresponded to standard values in all 62 (100%) patients.
The evaluation of results of correlation analysis established a strong positive correlation of concentration in blood of antibodies 
to antigens of small and large intestines; average positive correlation of level of antibodies to antigens of small intestine and 
IgM, ANCA PR3, ASCA IgE, antibodies to Candida albicans classes IgM, IgG, IgE, antibodies to antigens of pancreas; average 
degree of positive correlation between concentration of antibodies to antigens of large intestine and IgA, IgM, circulating immune 
complex, ANCA PR3, DNAss, ASCA IgE, antibodies to antigens of pancreas; strong positive correlation between concentrations 
of IgA to Candida albicans and ANA. The detection of auto-to antibodies Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, ANCA, 
antigens of small and large intestines, pancreas and expressed degree of correlation of many indices of autoimmune reaction 
indicate to intensity of immune pathological process under Crohn's disease. Under Crohn's disease, the formation of antibodies to 
ASCA is a prognostically unfavorable sign. The immune diagnostic under Crohn's disease is necessary for evaluating severity of 
course of disease, differential diagnostic, establishment of prognosis and selection of individual immune correcting therapy.
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Введение. Болезнь Крона — хроническое рециди-
вирующее воспалительное заболевание желудочно-
кишечного тракта с прогрессирующим поражением ки-
шечника, развивающееся на фоне потери толерантности 
к нормальным антигенам пищи, в основе патогенеза 
которого лежат аутоиммунные реакции [1—3]. Тяжесть 
течения болезни Крона определяется тяжестью текуще-
го обострения, наличием внекишечных проявлений и 
осложнений, развитием гормонозависимости и гормоно-
резистентности [1—8]. По данным эпидемиологических 
исследований, в 20% случаев болезнь Крона дебютирует 
в возрасте до 18 лет [2, 4, 9, 10]. Отмечается тенденция 
к неуклонному росту частоты заболевания со значитель-
ным увеличением числа детей среди наблюдаемых па-
циентов, что указывает на необходимость ранней диа-
гностики и назначения адекватной терапии [3, 8—10].

В настоящее время большое значение имеет поиск 
иммунологических маркеров, позволяющих диагности-
ровать болезнь Крона на ранних стадиях развития забо-
левания [3, 4, 11, 12]. Выявление специфических аутоан-
тител при иммунологической диагностике у пациентов с 
болезнью Крона доказывает аутоиммунный характер за-
болевания [1—3, 6, 11, 13]. Повышенная проницаемость 
слизистой оболочки кишечника создаёт предпосылки 
для усиленной антигенной нагрузки и, как следствие, ло-

кального и системного высвобождения медиаторов вос-
паления [2, 3, 13]. В диагностике болезни Крона оценка 
иммунологического статуса является необходимой для 
совершенствования точности дифференциального диа-
гноза с большим спектром воспалительных заболеваний 
кишечника различной этиологии и системными васку-
литами [2—7].

При иммунологическом обследовании у ряда па-
циентов с болезнью Крона выявляют признаки недо-
статочности иммунного ответа, проявляющиеся в виде 
гипоиммуноглобулинемии [14, 15]. Классификация ти-
пов дисиммуноглобулинемии в зависимости от вари-
анта гипоиммуноглобулинемии представлена в табл. 1 
[16—19].

В ряде исследований подчёркивается, что иммуноде-
фицит является не тотальным снижением всех иммун-
ных реакций, а снижением конкретных функций на фо-
не усиления других в виде реакций гиперчувствитель-
ности и аутоиммунных процессов [14, 16, 19]. Данные 
сведения указывают на возможность существования 
патогенетической взаимосвязи иммунодефицита и бо-
лезни Крона [14].

Цель исследования: выявить особенности аутоим-
мунного реагирования у детей, страдающих болезнью 
Крона.
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Материал и методы. Обследованы 62 пациента с ра-
нее установленным диагнозом болезни Крона (БК), из 
них 33 мальчика и 29 девочек.

В условиях специализированной лаборатории кли-
нической иммунологии НИЦ СПбГПМУ определена 
концентрация в сыворотке крови иммуноглобулинов 
классов IgA, IgM, IgG, IgE (реакция преципитации, им-
муноферментный анализ (ИФА) с использованием на-
бора «Алкор-Био», Россия), антител к Saccharomyces 
cerevisiae (ASCA) классов IgA, IgG и IgE, антител к 
Candida albicans классов IgA, IgM, IgG и IgE, антиней-
трофильных цитоплазматических антител (ANCA) к 
миелопероксидазе (MPO) и протеиназе 3 (PR3), анти-
нуклеарных антител (ANA), антител к DNAds, DNAss 
(к двухспиральной и одноцепочечной ДНК) (ИФА с ис-
пользованием набора «Orgentic», Германия), антител к 
антигенам тонкого и толстого кишечника, поджелудоч-
ной железы (ИФА с использованием набора «Навина», 
Россия), циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК). 
Оценка концентраций IgA, IgM, IgG, общего и специфи-
ческих (к Saccharomyces cerevisiae и Candida albicans) 
IgE в сыворотке крови проводилась в соответствии со 
стандартными нормами, установленными в зависимости 
от возраста обследуемого пациента [9, 14, 18]. Допусти-
мые значения концентраций антител к DNAds, DNAss в 
сыворотке крови — 0—20 Ед/мл [18]. Нормой концен-
трации ЦИК в сыворотке крови считали 0—54 усл. ед. 
[14, 18]. Нормальные значения концентрации ASCA IgA 
и IgG в сыворотке крови — 0—10 Ед/мл [11]. Концен-
трации в сыворотке крови антител к Candida albicans 
(IgA, IgM, IgG), ANCA MPO, ANCA PR3, ANA оцени-
вали в соответствии с коэффициентом позитивности — 
0—1 [13, 18]. Коэффициент позитивности для антител к 
антигенам тонкого и толстого кишечника, поджелудоч-
ной железы — 0—1,1.

Статистическая обработка результатов исследования 
проводилась с использованием стандартных пакетов 
программ прикладного статистического анализа (Mi-
crosoft Office Excel 2010, Statistica for Windows v. 6.1). 
Методы описательной статистики включали оценку 
среднего арифметического (M), ошибки среднего зна-
чения (m) и среднеквадратичного отклонения (σ) для 
признаков, имеющих нормальное распределение. Для 
оценки взаимозависимости величин использованы ме-
тоды корреляционного анализа. Сила корреляционной 
связи оценивалась по следующей классификации: силь-
ная связь — ±0,7—1; средняя — ±0,3—0,699; слабая — 
±0—0,299.

Результаты. Возраст 62 пациентов с БК на момент 
обследования колебался в интервале 2—17 лет (средний 
возраст 11,9 ± 0,5 года). У 56(90,3%) из 62 больных с БК 
выявлены изменения концентрации иммуноглобулинов 
IgA, IgM, IgG, IgE в сыворотке крови (табл. 2).

Гипериммуноглобулинемия с различными сочета-
ниями повышенных концентраций иммуноглобулинов 
диагностирована у 47(75,8%) из 62 пациентов. Повы-
шенный уровень IgM (1,46 ± 0,10 г/л) в сыворотке кро-
ви выявлен у наибольшего числа пациентов с БК — у 
29(46,8%) из 62 больных. Гипериммуноглобулинемия E 
(301,9 ± 49,9 МЕ/мл) зафиксирована у 19(30,6%) из 62 
детей. У 3(4,8%) из 62 больных диагностирован «им-
муноглобулиновый взрыв», характеризующийся соче-
танным повышением концентраций IgA, IgM и IgG в 
крови. Гипоиммуноглобулинемия отмечена у 22(35,5%) 
из 62 обследованных пациентов, из них I тип дисимму-

ноглобулинемии (сочетанное снижение концентраций 
IgA и IgM) выявлен у 1(4,55%) пациента, II тип (соче-
танное снижение содержания IgA и IgG) — у 3(13,6%), 
III тип (гипоиммуноглобулинемия G) — у 1(4,55%), IV 
тип (снижение концентрации IgA) — у 17(77,3%).

Проведена оценка частоты встречаемости диагно-
стически значимых концентраций специфических анти-
тел в сыворотке крови у больных с БК (рис. 1). Установ-
лено, что наиболее часто у пациентов отмечалось нали-
чие специфических IgE к Saccharomyces cerevisiae — в 
70,9% (у 44 из 62 пациентов), IgE к Candida albicans — в 
66,1% (у 41 из 62 детей), антител к антигенам толстого 
кишечника — в 59,7% случаев (у 37 из 62 больных).

У 22(35,5%) из 62 обследованных пациентов с БК 
диагностировано повышение концентрации ASCA (IgA, 
IgG). Уровень ASCA IgA (19,7 ± 2,8 Ед/мл) превышал 
норму у 10(16,1%) из 62 больных, повышенный уровень 
ASCA IgG (29,2 ± 4,7 Ед/мл) выявлен у 20(32,3%) из 62 
детей.

Превышающая норму концентрация антител к 
DNAds (42,9 ± 4,2 Ед/мл), DNAss (43,8 ± 7,6 Ед/мл) в сы-
воротке крови диагностирована у 3(4,8%) и у 10(16,1%) 
из 62 больных соответственно. Повышенный уровень 
ЦИК (78,6 ± 7,0 усл.ед.) в сыворотке крови выявлен у 
20(32,3%) из 62 больных.

У 62 обследованных пациентов проведена диагно-
стика наличия в сыворотке крови антител к Candida al-
bicans (IgA, IgM, IgG), ANCA MPO, ANCA PR3, анти-

Т а б л и ц а  1
Типы дисиммуноглобулинемии в зависимости от варианта гипо-
иммуноглобулинемии

Тип дисиммуноглобулинемии Ig A Ig M IgG

I ↓ ↓ N
II ↓ N ↓
III N N ↓
IV ↓ N N
V N ↓ N
VI N ↓ ↓
VII ↓ ↓ ↓

П р и м е ч а н и е . N — концентрация в норме.

Т а б л и ц а  2
Частота и уровень изменения концентрации иммуноглобулинов IgA, 
IgM, IgG, IgE в сыворотке крови у 62 пациентов с БК, %

Наименование IgA, г/л IgM, г/л IgG, г/л IgE, МЕ/мл

Повышение 
концентрации
Концентрация 3,10 ± 0,07 1,46 ± 0,10 16,7 ± 0,6 301,9 ± 49,9
Частота 12,9% 46,8% 33,9% 30,6%

(n = 8) (n = 29) (n = 21) (n = 19)
Понижение 
концентрации
Концентрация 1,1 ± 0,04 0,6 8,1 ± 0,1 —
Частота 33,9% 1,6% 6,5% —

(n = 21) (n = 1) (n = 4)
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Т а б л и ц а  3
Корреляционные связи между концентрациями антител в сыворотке крови у пациентов с БК (коэффициент Пирсона r)

№ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1 0,40 0,12 –0,16 –0,01 0,31 0,07 –0,09 –0,22 0,41 0,16 0,39 –0,10 –0,03 –0,01 0,42 0,23 0,44 0,19 0,25
2 0,40 –0,15 0,36 –0,07 –0,27 0,16 –0,12 0,16 0,28 0,38 0,13 –0,01 0,10 0,12 0,32 0,54 0,39 –0,37
3 –0,02 0,27 0,07 0,03 0,16 –0,24 –0,14 0,32 0,07 –0,10 –0,16 0,01 0,27 0,14 0,36 0,07 –0,49
4 –0,07 0,03 0,04 0,06 0,23 –0,12 –0,33 –0,05 0,31 0,37 0,46 –0,30 0,11 –0,01 –0,05 0,67
5 –0,18 0,13 0,53 0,21 –0,04 0,60 0,49 0,37 0,22 0,43 0,06 0,08 0,32 0,40 –0,15
6 0,66 0,00 –0,06 –0,06 –0,05 0,20 –0,10 –0,03 –0,25 0,26 0,14 0,22 0,19 0,68
7 0,03 –0,01 –0,03 –0,04 0,05 –0,24 –0,15 –0,02 –0,07 –0,01 0,15 0,17 0,59
8 0,35 0,06 0,58 0,32 0,11 –0,17 0,49 –0,06 0,44 0,54 0,29 0,01
9 –0,13 –0,04 –0,12 –0,12 –0,27 0,20 –0,34 0,04 0,15 –0,12 0,44
10 0,19 –0,07 –0,01 –0,10 0,08 0,14 0,17 0,28 0,14 –0,63
11 0,28 0,35 0,13 0,44 0,06 0,29 0,30 0,51 0,03
12 0,43 0,51 0,25 0,20 0,40 0,53 0,63 0,69
13 0,73 0,28 –0,04 0,30 0,17 0,40 0,15
14 0,22 0,11 0,33 0,13 0,54 –0,07
15 –0,19 0,30 0,25 0,19 0,20
16 –0,20 –0,01 –0,14 0,83
17 0,78 0,57 –0,43
18 0,56 0,06
19 –0,25

П р и м е ч а н и е .  Условные обозначения заголовков строк и столбцов:
1 — IgA; 2 — IgM; 3 — IgG; 4 — IgE; 5 — ЦИК; 6 — ASCA IgA; 7 — ASCA IgG; 8 — ANCA PR3; 9 — ANCA MPO; 10 — DNAds;  
11 — DNAss; 12 — ASCA IgE; 13 — Candida albicans IgM; 14 — Candida albicans IgG; 15 — Candida albicans IgE; 16 — Candida albicans IgA; 
17 — антитела к антигенам тонкого кишечника; 18 — антитела к антигенам толстого кишечника; 19 — антитела к антигенам поджелудочной 
железы; 20 — ANA.

тел к антигенам тонкого и толстого кишечника, подже-
лудочной железы. Частота выявления диагностически 
значимых титров этих антител у больных и соотноше-
ние их коэффициентов позитивности представлены на 
рис. 1 и 2.

Установлено, что концентрация ANA у пациентов в 
100% случаев соответствует норме (коэффициент пози-
тивности 0,40 ± 0,06).

При корреляционном анализе у пациентов с БК 
установлен ряд корреляционных связей различной ин-
тенсивности и направления, указывающих на наличие 
зависимости между концентрациями в крови антител, 
участвующих в аутоиммунных механизмах патогенеза 
БК (табл. 3).

При оценке результатов корреляционного анализа 
обращают на себя внимание:

— сильная положительная корреляция концентраций 
в крови антител к антигенам тонкого и толстого кишеч-
ника (коэффициент Пирсона r = 0,78);

— положительная корреляция средней степени уров-
ня антител к антигенам тонкого кишечника и IgM, ANCA 
PR3, ASCA IgE, антител к Candida albicans Ig M, G, E, 
антител к антигенам поджелудочной железы (коэффици-
енты Пирсона r = 0,3—0,57);

— положительная корреляция средней степени меж-
ду концентрациями антител к антигенам толстого ки-
шечника и IgA, IgM, ЦИК, ANCA PR3, DNAss, ASCA 
IgE, антител к антигенам поджелудочной железы (коэф-
фициенты Пирсона r = 0,3—0,56);

— сильная положительная корреляционная связь 

между концентрациями IgA к Candida albicans и ANA 
(коэффициент Пирсона r = 0,83);

— положительная корреляция средней степени, по 
интенсивности приближающиася к сильной связи, меж-
ду ANA и IgE (коэффициент Пирсона r = 0,67);

— положительные корреляции средней степени, 
близкие по интенсивности к сильной, между ANA и 
антителами к Saccharomyces cerevisiae ASCA IgE, ASCA 
IgA и ASCA IgG (коэффициенты Пирсона r = 0,69; 0,68 и 
0,59 соответственно).

Обсуждение. Мы представили результаты оценки 
концентраций иммуноглобулинов IgA, IgM, IgG, IgE, 
ASCA IgA, IgG и IgE, антител к Candida albicans IgA, 
IgM, IgG и IgE, ANCA MPO и PR3, антинуклеарных 
антител ANA, антител к DNAds, DNAss, антител к анти-
генам тонкого и толстого кишечника, поджелудочной 
железы, ЦИК в крови у 62 пациентов с болезнью Крона 
в возрасте 2—17 лет и анализ корреляционных взаимос-
вязей данных показателей у обследованных пациентов.

В результате исследования обнаружен ряд признаков 
иммунноагрессии при БК. У больных с БК выявлены 
изменения в гуморальном звене иммунной защиты. У 
47(75,8%) пациентов диагностирована гипериммуно-
глобулинемия с различными сочетаниями повышенных 
концентраций иммуноглобулинов IgA, IgM, IgG, IgE. 
Это указывает на выраженную активность хроническо-
го аутоиммунного воспалительного процесса, что харак-
терно для БК [2, 3, 13, 20]. Наиболее часто — у 29(46,8%) 
пациентов с БК отмечается повышенный уровень IgM в 
сыворотке крови. Гипериммуноглобулинемия E зафик-
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ется наиболее часто встречающимся вариантом гипоим-
муноглобулинемии [14—16, 18]. Выявленное наличие 
гипоиммуноглобулинемии у обследованных больных с 
БК согласуется с данными исследований, указывающих 
на тесную взаимосвязь гипоиммуноглобулинемии как 
проявления снижения части функций иммунной систе-
мы и аутоиммунных реакций как варианта гиперфунк-
ции в других отделах иммунной системы [14, 16].

Оценка частоты встречаемости диагностически зна-
чимых концентраций специфических антител в сыво-
ротке крови у 62 больных с БК показала, что наиболее 
часто у пациентов отмечалось наличие специфических 
IgE к Saccharomyces cerevisiae — в 70,9% случаев (у 44 

сирована у 19(30,6%) из 62 детей, средняя концентрация 
общего IgE в сыворотке крови этих пациентов достигала 
301,9 МЕ/мл. У 3(4,8%) обследованных больных диагно-
стирован «иммуноглобулиновый взрыв», что указывает 
на выраженную интенсивность иммунной реакции при 
БК с вовлечением комплекса факторов гуморального 
звена иммунной системы.

У 22(35,5%) из 62 обследованных пациентов отмече-
но снижение концентрации IgA, IgM, IgG в сыворотке 
крови. У 17(77,3%) из них выявлена дисиммуноглобули-
немия IV типа (изолированное снижение концентрации 
IgA), что согласуется с данными исследований, указыва-
ющих на то, что дисиммуноглобулинемия IV типа явля-

Рис. 1. Частота выявления диагностически значимых концентраций специфических антител у 62 пациентов с БК, %.

Рис. 2. Коэффициент позитивности специфических антител у пациентов с БК.
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человек). Появление аутоантител ASCA при болезни 
Крона расценивается как прогностически неблагопри-
ятный признак, сопровождающий осложнённое течение 
заболевания с частыми эпизодами кишечной непрохо-
димости [11, 21—24]. Установлено, что концентрация 
ASCA IgE в крови имеет прямые корреляционные связи 
средней степени интенсивности с IgA, IgM, ЦИК, ANA 
и рядом специфических антител, и среди данных пока-
зателей наиболее сильная прямая корреляция выявлена 
между ASCA IgE и ANA. Отмечено, что ANA также в 
значительной степени коррелирует с ASCA IgA и IgG. 
При этом, согласно полученным нами результатам, из 
всех рассмотренных показателей иммунного реагирова-
ния концентрация ANA у 62 пациентов в 100% случаев 
соответствует норме.

Анализ коэффициентов позитивности специфиче-
ских антител в сыворотке крови у 62 пациентов с БК 
выявил, что антитела IgA к Candida albicans имеют наи-
более высокую концентрацию среди рассмотренных 
специфических антител. Концентрация IgA к Candida 
albicans в крови имеет сильную прямую корреляцию с 
уровнем ANA и обратные корреляции средней степени 
с IgE и ANCA MPO. Также обращает на себя внимание 
высокий коэффициент позитивности антител ANCA 
PR3, являющихся прогностически неблагоприятным по-
казателем течения аутоиммунного процесса [13, 16, 25, 
26].

Повышенный уровень ЦИК, рассматриваемых как 
предиктор аутоиммунного воспалительного процесса, 
выявлен в сыворотке крови у 20(32,3%) из обследо-
ванных больных, концентрация ЦИК коррелировала с 
уровнями ANCA PR3, DNAss и ASCA IgE в крови. Это 
подтверждает участие аутоиммунного механизма в па-
тогенезе воспалительной реакции при БК [3, 13, 21, 22, 
25, 27].

Отмечено, что уровни специфических аутоантител к 
антигенам тонкого и толстого кишечника имеют между 
собой сильную прямую корреляционную взаимосвязь, 
а также значительное количество прямых корреляци-
онных связей средней степени интенсивности с кон-
центрациями других рассмотренных нами показателей 
(IgA, IgM, ЦИК, ANCA PR3, DNAss, ASCA IgE, антител 
к Candida albicans Ig M,G,E), что указывает на их выра-
женную роль в формировании аутоиммунного воспале-
ния при БК [13, 21, 22, 26].

Заключение. Полученные результаты подтвержда-
ют наличие аутоиммунного воспаления у детей, стра-
дающих болезнью Крона. Обнаружение аутоантител к 
Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, антигенам 
цитоплазмы нейтрофилов, антигенам тонкого и толсто-
го кишечника, поджелудочной железы и выраженная 
степень корреляции многих показателей аутоиммунно-
го реагирования позволяют судить об интенсивности 
иммунопатологического процесса при БК. Выявление 
гипериммуноглобулинемии свидетельствует об актив-
ности аутоиммунного хронического воспалительного 
процесса. Наличие аутоантител ASCA при БК является 
прогностически неблагоприятным признаком.

Иммунологическая диагностика при болезни Крона 
необходима для оценки тяжести течения заболевания, 
оптимизации дифференциальной диагностики, опреде-
ления прогноза и подбора индивидуальной иммунокор-
ригирующей терапии.
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КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПЕРВИЧНОЙ ОСТРОЙ 
ЦИТОМЕГАЛОВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ У НЕИММУНОКОМПРОМЕТИРОВАННЫХ 
ВЗРОСЛЫХ БОЛЬНЫХ
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Краснодар; 
3ГБУЗ «Клинический центр профилактики и борьбы со СПИД» Минздрава Краснодарского края, 350015, Краснодар

Цель — клинико-лабораторная характеристика приобретённой острой цитомегаловирусной инфекции у неиммуноком-
прометированных взрослых больных. Госпитализированные в ГБУЗ «Специализированная клиническая инфекционная 
больница» Минздрава Краснодарского края 75 больных приобретённой острой цитомегаловирусной инфекцией. Верифи-
кация диагноза проводилась серологическими тестами и полимеразной цепной реакцией.
Продемонстрировано, что в Краснодарском крае острой цитомегаловирусной инфекцией чаще болеют мужчины мо-
лодого возраста. Заболевание протекает в генерализованной форме. В клинической картине преобладают симптомы 
интоксикации (длительное повышение температуры, слабость), гепатомегалия с повышением активности печёноч-
ных ферментов, спленомегалия, монолимфоцитоз. У большинства пациентов наблюдают признаки поражения верхних 
дыхательных путей и реже — внебольничной очаговой пневмонии. Изменения иммунного статуса больных в динамике 
заболевания были типичными для острой фазы вирусного инфекционного процесса с переходом последнего в латент-
ный. В то же время у части пациентов в ранний реконвалесцентный период сохранялось угнетение нейтрофильного 
звена иммунитета, создающего угрозу бактериальных осложнений. Комплексное лечение с включением этиотропного 
противовирусного препарата ганцикловир продолжительностью 8,4 ± 0,4 дня приводило к нормализации температуры, 
купированию органных поражений, а также исчезновению ДНК вируса из крови.
Частота ошибочных предварительных диагнозов (85,3%), выставленных при направлении в стационар, свидетельству-
ет о сложностях клинической диагностики острой цитомегаловирусной инфекции, обусловленных отсутствием при 
данном заболевании патогномоничных симптомов. Последнее определяет целесообразность включения в алгоритм об-
следования больных с неустановленным генезом лихорадки, гепатоспленомегалией, лимфаденопатией, монолимфоцито-
зом, повышением активности печёночных ферментов исследование антител к антигенам цитомегаловируса (IgM CMV, 
IgG CMV, авидность IgG CMV) методом иммуноферментного анализа, а также выявление ДНК CMV в крови и моче 
методом полимеразной цепной реакции. Изменения иммунного статуса в реконвалесцентный период, наблюдаемые у 
трети пациентов, определяют необходимость диспансерного наблюдения за ними.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острая цитомегаловирусная инфекция; клинические симптомы; противовирусная терапия.
Для цитирования: Жукова Л.И., Ковалевская О.И., Городин В.Н., Шахвердян Ю.Г. Клинико-лабораторная характери-
стика первичной острой цитомегаловирусной инфекции у неиммунокомпрометированных взрослых больных. Клиниче-
ская лабораторная диагностика. 2018; 63 (1): 51-54. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-1-51-54
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The clinical laboratory characteristic of primary acute cytomegalovirus infection 
in non-immunocompromised adult patients
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2The state budget institution of health care "The specialized clinical infection hospital" of the Minzdrav of the Krasnodar kraii, 
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The purpose of study is the clinical laboratory characteristic of acquired acute cytomegalovirus infection in   non-
immunocompromised adult patients. The sampling included 75 patients with acquired acute cytomegalovirus infection admitted to 
the specialized clinical infection hospital of the Minzdrav of the Krasnodar kraii. The verification of diagnosis was implemented 
using serological tests and polymerase chain reaction. 
It is demonstrated that males of younger age are most often infected with acute cytomegalovirus infection in the Krasnodar kraii. 
The disease takes its course in a generalized form. In clinical picture symptoms of intoxication (long-term temperature increasing, 
weakness), hepatomegaly with increasing of activity of hepatic enzymes, splenomegaly, monolymphocytosis prevail. In most of 
patients, manifestation of affection of upper respiratory tracts are observed and less frequently - community-acquired pneumonia. 
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The alteration of immune status of patients in dynamics of disease was typical for acute faze of viral infection process with 
transition to a latent one. At the same time, certain percentage of patients preserved inhibition of neutrophil chain of immunity 
during re-convalescent period, hence developing menace of bacterial complications. The complex treatment with inclusion of 
etiotropic anti-viral pharmaceutical Gancyclovir with duration of 8,4±0,4 days resulted in normalization of fever, relief of organic 
affections and also disappearance of viral DNA from blood.
The rate of wrong preliminary diagnoses (85.3%) at referral of patient to hospital testifies complicacy of clinical diagnostic of 
acute cytomegalovirus infection, conditioned by absence of pathognomonic symptoms under this disease. The last circumstance 
determines expediency of inclusion into algorithm of examination of patients with unidentified genesis of fever, hepatosplenomegaly, 
lymphadenopathy, monolymphocytosis, increasing of activity of hepatic enzymes the analysis of antibodies to antigens of 
cytomegalovirus (IgM CMV, IgG CMV, avidity of IgG CMV) using enzyme-linked immunosorbent assay and also detection of DNA 
CMV in blood and urine using polymerase chain reaction technique. The alterations of immune status during re-convalescent 
period observed in one third of patients determine necessity of their dispensary observation.

K e y w o r d s :  acute cytomegalovirus infection; clinical symptoms; anti-viral therapy.
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Растущая актуальность цитомегаловирусной (ЦМВ) 
инфекции в клинической медицине обусловлена пре-
жде всего повсеместным распространением и часто-
той инфицирования людей [1]. Клиническое значение 
имеют преимущественно манифестные формы ЦМВ-
инфекции, которые типичны для иммунодефицитных 
состояний (ВИЧ-инфекции, трансплантации органов, 
неопластических процессов, беременности и др.) [2—4]. 
Значительно реже в доступной литературе встречается 
описание клинических наблюдений острой ЦМВ- ин-
фекции у иммуносохранных больных, но чаще обсужда-
ется возможная роль ЦМВ-инфекции в патогенезе раз-
личных соматических заболеваний — язвенного колита, 
атеросклероза, пролонгированной нейтропении, перио-
донтита и др. [5—10]. Представляется, что большинство 
случаев острых форм ЦМВ-инфекции остаются недиа-
гностированными, замаскированными под различными 
неверными диагнозами. В этой связи целью нашего ис-
следования явилась клиническая характеристика приоб-
ретённой острой ЦМВ-инфекции у неиммунокомпроме-
тированных взрослых больных.

Материал и методы. Клиническое течение заболе-
вания проанализировано у 75 больных приобретённой 
острой ЦМВ-инфекцией, лечившихся в ГБУЗ «Специ-
ализированная клиническая инфекционная больница» 
(ГБУЗ СКИБ) Минздрава Краснодарского края в 2005—
2016 гг. (средний возраст 30,2 ± 0,8 года, мужчин было 
59(78,7%), женщин — 16(21,3%).

Диагноз подтверждали методом иммуноферментного 
анализа (ИФА), в котором определяли антитела к анти-
генам цитомегаловируса (IgM CMV, IgG CMV + авид-
ность), используя сертифицированные наборы реаген-
тов ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ» ВектоЦМВ-IgM, ВектоЦМВ-
IgG, ВектоЦМВ-IgG-авидность, а также обнаружением 
ДНК ЦМВ в крови с помощью полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной де-
текцией «АмплиСенс®CMV-FL» [11]. Приобретённую 
первичную острую ЦМВ-инфекцию верифицировали в 
случае обнаружения ДНК ЦМВ в крови, а также антител 
IgM CMV при отрицательных IgG CMV (DNA CMV+, 
IgM CMV+, IgG CMV–) либо антител IgM CMV и низ-

коавидных IgG CMV (DNA CMV+, IgM CMV+, низкоа-
видные IgG CMV+). Низкоавидными считали антитела с 
авидностью ≤ 30%.

Из наблюдения исключались пациенты с фоновыми 
иммунодефицитными заболеваниями и состояниями (с 
ВИЧ-инфекцией, онкологическими заболеваниями, по-
сле трансплантации органов, получавшие иммуноде-
прессанты, беременные женщины), а также пациенты с 
клинически сходными по ведущему синдрому лихорад-
ки инфекционными заболеваниями. У части больных 
19(25,3%) изучали иммунный статус.

Статистическая обработка проводилась с помощью 
критерия Стьюдента и непараметрического коэффици-
ента ассоциации Q.

Результаты и обсуждение. У всех пациентов диа-
гностировали генерализованную форму ЦМВ-инфекции 
среднетяжелого течения. Заболевших госпитализиро-
вали в стационар в среднем на 13,7 ± 0,8 день (2—74 
дни) болезни, средний койко-день составил 14,6 ± 0,6 
дня. Частота ошибочных направительных диагнозов, 
выставленных врачами амбулаторно-поликлинического 
звена и скорой помощи, составляла 85,3%. Большин-
ство из госпитализированных пациентов, несмотря на 
молодой возраст, имели сопутствующие заболевания 
пищеварительной системы (26,7%), урогенитальной си-
стемы (8,0%), ЛОР-органов и дыхательных путей (28%), 
нервной системы (5,3%), эндокринной системы (9,3%), 
опорно-двигательной системы (5,3%), кожные болезни 
(6,7%), болезни сердца и сосудов (12%), прочие (2,7%).

В 59(78,7%) случаев заболевание начиналось остро с 
повышения температуры до фебрильных значений. За-
тем у 50(66,7%) больных температура снижалась и со-
хранялась на субфебрильных показателях. У 11(14,7%) 
пациентов субфебрилитет наблюдали на протяжении 
всей болезни, а у 5(6,7%) человек заболевание начина-
лось с субфебрилитета, после которого температура по-
вышалась до фебрильных показателей. Длительность 
фебрильной лихорадки составляла в среднем 13,7 ± 0,6 
дня, общая продолжительность температурной реакции 
20,1 ± 0,9 дня. Наиболее часто повышение температуры 
сопровождала слабость 92(98,7%), реже — потливость 
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— 27(36%), ломота в теле — 26(34,7%), головная боль 
— 24(32%), озноб — 20(26,7%), снижение аппетита 
—14(18,7%), мышечные и суставные боли — 5(6,7%), 
головокружение — 2(2,7%), сухость во рту — 2(2,7%) и 
нарушение сна — 1(1,3%). Частым симптомом у обсле-
дованных нами пациентов были выявляемые при физи-
кальном исследовании увеличение печени (62—82,7%) 
и селезенки (43—57,3%).

Признаки поражения дыхательных путей наблюдали 
у 45(60,0%) больных: гиперемия ротоглотки (36—48,0% 
пациентов), першение и боли в горле (24—32%), сухой 
кашель (20—26,7%), реже кашель с отделением мокро-
ты (10—13,3%), насморк (3—4%), явления тонзиллита 
(2—2,7%), ослабленное дыхание (16—21,3%), жесткое 
дыхание (11—14,7%) и сухие хрипы (у 6—8%), сопут-
ствующая внебольничная пневмония (13—17,3%).

Лимфатические узлы пальпировались у 24(32,0%) 
пациентов, чаще заднешейные (18—24%), подчелюст-
ные и переднешейные (9—12%), реже — подмышечные 
1(1,3%) и паховые 1(1,3%). В 1(1,3%) случае отмеча-
лась полилимфоаденопатия. Симптоматика поражения 
пищеварительной системы встречалась нечасто. Боль-
ные предъявляли жалобы на тошноту — 6(8%), рвоту 
— 4(5,3%), жидкий стул — 6(8%), боли в животе раз-
личной локализации — по 4(5,3%), боли и тяжесть в 
правом подреберье — 3(4%). В редких случаях (8,1%) 
появлялась экзантема, которая сохранялась 2—6 дней и 
исчезала бесследно.

Следует отметить, что мы не наблюдали у больных 
с острой первичной ЦМВ-инфекцией таких синдромов, 
как ретинит, специфический пневмонит, энцефалит, сиа-
лоаденит, которые часто встречаются при данном забо-
левании на фоне ВИЧ-инфекции [12, 13].

По результатам дополнительных исследований в 
общем анализе крови в 1-ю декаду заболевания отмеча-
лись лейкоцитоз (6,7%), палочкоядерный сдвиг (56,7%), 
лимфоцитоз (66,7%), моноцитоз (13,3%), умеренное 
ускорение СОЭ (13,8%), наличие плазматических кле-
ток (6,7%) и атипичных мононуклеаров (33,3%). Во 2-ю 
декаду болезни в 27,4% случаев встречался лейкоцитоз, 
в 32,4% — палочкоядерный сдвиг, в 83,3% — лимфоци-
тоз, в 19,3% — моноцитоз, в 17,1% — плазматические 
клетки, в 34,1% — атипичные мононуклеары, в 34,4% 
— умеренное ускорение СОЭ. В 3-ю декаду заболевания 
лейкоцитоз наблюдали в 5,3% анализов крови, лейкопе-
нию — в 1,7%, лимфоцитоз — в 86%, моноцитоз — в 
14,3%, плазматические клетки — в 15,8%, атипичные 
мононуклеары — в 7%, ускорение СОЭ — в 31%. Ана-
логичные изменения общего анализа крови сохранялись 
и в более поздние сроки заболевания (32—91-й дни бо-
лезни): лейкоцитоз — в 3,7%, палочкоядерный сдвиг 
— в 9,5%, лимфоцитоз — в 77,8%, наличие плазматиче-
ских клеток — в 7,4%, атипичных мононуклеаров — в 
14,8%, ускорение СОЭ — в 30%. Изменения в общем 
анализе мочи почти не различались в разные сроки за-
болевания и были представлены протеинурией (28,3%), 
эритроцитурией (37,8%), цилиндрурией (5,5%), лейко-
цитурией (14,2%), бактериурией (29,1%) и наличием 
слизи (55,1%) без других субъективных и объективных 
клинических симптомов поражения мочевыделительной 
системы и без прироста уровня мочевины и креатинина. 
При этом фоновые хронические заболевания мочевыде-
лительной системы в анамнезе регистрировали только у 
8,0% больных.

В большинстве случаев острой ЦМВ-инфекции от-

мечали повышение активности ферментов (АЛТ, АСТ). 
Так, в 1-ю декаду заболевания повышение активности 
АЛТ составляло 121 ± 13,8 Ед/л (41—345 Ед/л) в 81,1% 
результатов исследования, АСТ — 83,4 ± 7,2 Ед/л (42—
162 Ед/л) в 86,5% результатов исследования; во 2-ю де-
каду соответственно 154,8 ± 17,7 (46—765 Ед/л) в 83,8% 
и 106,5 ± 15,4 Ед/л (44—982 Ед/л) в 77,3%; в 3-ю декаду 
— 147,9 ± 15,8 Ед/л (42—611 Ед/л) в 95,2% и 96,3 ± 10,7 
Ед/л (41—413 Ед/л) в 81,0%; в 4-ю декаду — 106 ± 12,9 
Ед/л (49—415 Ед/л) в 89,5% и 60,6 ± 5,6 Ед/л (41—170 
Ед/л) в 71,1%; в 5-ю декаду — 67 ± 9,5 Ед/л (45—415 
Ед/л) в 68,2% и 42,9 ± 4,9 Ед/л (42—107 Ед/л) в 54,5% 
результатов исследования.

УЗИ органов брюшной полости проведено 71(94,7%) 
пациенту: гепатомегалия выявлена у 62(87,3%), сплено-
мегалия — у 57(80,3%), признаки диффузных измене-
ний в печени — у 23(32,4%), диффузные изменения в 
поджелудочной железе — у 28(39,4%), жировой гепатоз 
— у 19(26,8%), хронический холецистит — у 2(2,8%), 
дискинезии желчевыводящих путей — у 2(2,8%). От-
клонения от нормы при сонографии почек были выявле-
ны у 10,3% обследованных: реномегалия (3,4%), кисты 
почки (3,4%), признаки хронического воспалительного 
процесса (3,4%). Изменения на ЭКГ найдены у 62%, 
превалировали умеренные диффузные изменения мио-
карда (59,2%).

Изменения иммунного статуса по иммунограммам 
представляли собой снижение числа CD4+ (57,9%), уве-
личение числа T-цитотоксических лимфоцитов CD3+ 
(84,2%) и CD8+ (88,9%), снижение CD19+ (77,8%), что 
в совокупности удостоверяло самоограничивающуюся 
острую инфекцию, сдерживание поликлональной ак-
тивации B-лимфоцитарного звена и отсутствие аутоим-
мунной перестройки. Глубина снижения соотношения 
CD4+/CD8+ в среднем до 0,7 ± 0,1 свидетельствовала о 
значимом повреждении противовирусного звена имму-
нитета, что согласуется с результатами других исследо-
ваний [14—16]. В то же время у обследованных нами 
больных происходило увеличение иммунорегуляторно-
го индекса в реконвалесцентный период, что отличало 
иммунодефицит при острой ЦМВ-инфекции у имму-
носохранных пациентов от ЦМВ-инфекции у иммуно-
компрометированных больных. Динамика иммуногло-
булинов класса М (от 978,8 ± 420,3 мг/дл до 1164,7 ± 
998,2 мг/дл) при отсутствии существенных изменений 
иммуноглобулинов других классов у наших пациентов 
также подчеркивала первичную острую инфекцию, а ак-
тивация С4-компонента комплемента у 100% обследо-
ванных больных на 2—3-й неделе заболевания прогно-
зировала самоограничение острой фазы инфекционного 
процесса и переход последнего в латентный. У трети 
обследованных нами больных угнетение нейтрофильно-
го звена иммунитета сохранялось на протяжении всего 
заболевания, что наряду с усугубляющимся в динамике 
снижением уровня B-лимфоцитов и количества IgM без 
достоверного нарастания IgG могло указывать на опас-
ность присоединения бактериальных инфекций в рекон-
валесцентном периоде.

Лечение больных с острой ЦМВ-инфекцией вклю-
чало препарат этиотропной терапии — ганцикловир, 
который назначали в среднетерапевтических дозах про-
должительностью в среднем 8,4 ± 0,4 дня. В динамике 
противовирусной терапии исследовали ДНК ЦМВ в 
крови, она исчезала в среднем через 8,1 ± 1 день лече-
ния, что и определяло сроки назначения ганцикловира. 
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Большинство (62,8%) пациентов вследствие относитель-
но продолжительного диагностического периода и в со-
ответствии с предварительными диагнозами получали 
антимикробные препараты. Комплекс лечения дополня-
ли дезинтоксикационной терапией, симптоматическими 
средствами.

Заключение. Проведённые клинические наблюде-
ния позволили сделать вывод о том, что приобретён-
ная острая манифестная ЦМВ-инфекция у неиммуно-
копрометированных больных г. Краснодара протекает 
преимущественно в генерализованной среднетяжелой 
форме, характеризуется опорными симптомами — ли-
хорадкой, признаками интоксикации, гепатоспленомега-
лией, относительным монолимфоцитозом и повышени-
ем активности ферментов (АЛТ, АСТ), чаще встречается 
у мужчин молодого возраста. Частота ошибочных пред-
варительных диагнозов свидетельствует о сложностях 
клинической диагностики острой ЦМВ-инфекции, обу-
словленной отсутствием при данном заболевании патог-
номоничных симптомов. В этой связи целесообразно 
включение в алгоритм обследования больных с неуста-
новленным генезом лихорадки, гепатоспленомегалией, 
лимфаденопатией, монолимфоцитозом, повышением 
активности печёночных ферментов определение анти-
тел к антигенам CMV и выявление ДНК CMV в крови и 
моче методом ПЦР.

Комплексная терапия больных с приобретенной 
острой манифестной ЦМВ- инфекцией должна вклю-
чать препараты, оказывающие противовирусное дей-
ствие, прежде всего ганцикловир, который в сочетании 
со средствами патогенетической и симптоматической 
терапии приводит к элиминации вируса из крови, нор-
мализации температуры и купированию органных по-
ражений.
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ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.

Л И Т Е РАТ У РА  (пп. 2, 3, 6, 8—10,13, 14, 16  
см. REFERENCES          )

1.	 Ющук Н.Д., Венгеров Ю.Я., ред. Инфекционные болезни: нацио-
нальное руководство. М.: ГЭОТАР-Медиа; 2015.

4.	 Асцатурова О.Р., Никонов А.П. Цитомегаловирусная инфекция 
и беременность. Consilium medicum. 2008; 6: 34—7.

5.	 Барышников Е.Н., Дроздов В.Н., Шулятьев И.С., Парфенов А.И. 
Цитомегаловирусная инфекция у больных язвенным колитом. 
Экспериментальная и клиническая гастроэнтерология. 2010; 
(10): 25—8.

7.	 Яруллина Д.Р., Ильинская О.Н., Силкин Н.И., Салахов М.Х. Ин-
фекционная природа атеросклероза: факты и гипотезы. Ученые 
записки Казанского университета. 2010; 1: 136—54.

11.	 Жукова Л.И., Ковалевская О.И., Лебедев В.В., Городин В.Н., 
Еремина Г.А. Приобретенная манифестная цитомегаловирусная 
инфекция (первичная форма и реактивация) у взрослых имму-
носохранных больных. Клиническая лабораторная диагности-
ка. 2014. 8(59): 48—52.

12.	 Кочкина С.С., Ситникова Е.П. Актуальные вопросы патогенеза, 
клинического течения и диагностики цитомегаловирусной ин-
фекции. Эпидемиология и инфекционные болезни. Актуальные 
вопросы. 2016; 3: 57—68.

15.	 Барычева Л.Ю., Голубева М.В., Огузова Э.Ю. Роль врожденной 
цитомегаловирусной инфекции в нарушении механизмов им-
мунной адаптации. Медицинский вестник Северного Кавказа. 
2008; 3: 15—9.

REFERENCES        
1.	Y ushhuk N.D., Vengerov Yu.Ya., eds. Infectious Diseases: National 

Leadership [Infektsionnye bolezni: natsional’noe rukovodstvo]. 
Moscow: GeOTAR-Media; 2015. (in Russian)

2.	R ahbar A., Orrego A., Peredo I., Dzabic M., Wolmer-Solberg N., 
Strååt K. et al. Human cytomegalovirus infection levels in glioblas-
toma multiforme are of prognostic value for survival. J. Clin. Virol. 
2013; 57(1): 36—42.

3.	 Tomasik T., Zawilińska B., Pawlik D., Ferek J., Ferek J., Wójtowicz 
A.,.Rybak-Krzyszkowska M., Lauterbach R., Pietrzyk J.J. Congeni-
tal cytomegaly in one twin — a case report. Med. Wieku Rozwoj. 
2012; 16(3): 252—60.

4.	A stsaturova O.R., Nikonov A.P. Cytomegalovirus infection and 
pregnancy. Consilium medicum. 2008; 6: 34—7. (in Russian)

5.	B aryshnikov E.N., Drozdov V.N., Shulyat’ev I.S., Parfenov A.I. 
Cytomegalovirus infection in patients with ulcerative colitis. 
Experimental´naya I klinicheskaya gastroenterologiya. 2010; 10: 
25—8. (in Russian)

6.	 Kojima Tetsu, Watanabe Toshiaki, Hata Keisuke, Shinozaki Masaru 
et al. Cytomegalovirus infection in ulcerative colitis. Scand. J. Gas-
troenterol. 2006; 41(6): 706—11.

7.	Y arullina D.R., Il’inskaja O.N., Silkin N.I., Salahov M.H. The infec-
tious nature of an atherosclerosis: the facts and hypotheses. Uchenye 
zapiski Kazanskogo gosudarstvennogo universiteta. 2010; 1: 136—
54. (in Russian)

8.	S heen Jiunn-Ming, Kuo Ho-Chang, Yu Hong-Ren, Huang Eng-Yen 
et al. Prolonged acquired neutropenia in children. Pediat. Blood and 
Cancer. 2009; 53(7): 1284—8.

9.	A bukawa Daiki, Takeyama Junji, Miura Katsushi Eosionophilic gas-
troenteritis with cytomegalovirus infection in an immunocompetent 
child. World J. Gastroenterol. 2007; 13(34): 4653—4.

10.	H ernádi K., Szalmás A., Mogyorósi R., Czompa L., Veress G, Csoma 
E. et al. The prevalance of herpes viruses in human apical periodonti-
tis samples. Fogorv. Sz. 2012; 105(4): 135—40.

11.	 Zhukova L.I., Kovalevskaja O.I., Lebedev V.V., Gorodin V.N., Er-
emina G.A. Got sharp manifesting cytomegalovirus the infection aт 
adult patients with normal immunitu. Klinicheskaya laboratornaya 
diagnostika. 2014; 8(59):48—52. (in Russian)

12.	 Kochkina S.S., Sitnikova E.P. The pathogenesis, clinical course, and 
diagnosis of cytomegalovirus infection: Topical aspects. Epidemi-
ologiya i infektsionnye bolezni. Aktual’nye voprosy. 2016; 3: 57—68. 
(in Russian)

13.	C hee S.P., Jap A. Cytomegalovirus anterior uveitis: Outcome of 
treatment. Brit. J. Ophthalmol. 2010; 94(12): 1648—52.

14.	A lonso Arias R., Moro-García M.A., Echeverría A., Solano-Jaurrieta 
J.J., Suárez-García F.M., López-Larrea C. Intensity of the humoral 
response to cytomegalovirus is associated with the phenotypic and 
functional status of the immune system. J. Virol. 2013; 87(8): 4486—
95.

15.	B arycheva L.Yu., Golubeva M.V., Oguzova Ye.Yu. The role of con-
genital cytomegalovirus infection in disorders of immune adapta-
tion mechanisms. Meditsinskiy vestnik Severnogo Kavkaza. 2008; 3: 
15—9. (in Russian)

16.	L opez-Vergès S., Milush J.M., Schwartz B.S., Pando M.J., Jarjoura 
J., York V.A. et al. Expansion of a unique CD57+NKG2Chi natu-
ral killer cell subset during acute human cytomegalovirus infection. 
Proc. Natl. Acad. Sc. USA. 2011; 36(108): 14725—32.

Поступила 12.10.17
Принята к печати 20.10.17



55

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-1-55-59

Microbiology

КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2018

УДК 616.98:579.873.21]-078

Сароянц Л.В.1, Арнаудова К.Ш.1, Абрамов Д.Д.2, Трофимов Д.Ю.2

РАЗРАБОТКА ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ ЛЕПРЫ С ПОМОЩЬЮ 
ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ
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Цель исследования — разработка методов лабораторной диагностики лепры на основе полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Отработаны методы экстракции ДНК из различного клинического материала (биоптаты и скарификаты кожи, 
соскобы со слизистой поверхности носа и с трофических язв, сыворотки крови). Сконструированы системы олигону-
клеотидов к 16S рРНК и зонда для идентификации Mycobacterium leprae в формате Real-time для амплификатора ДТ-96 
(ООО «НПО ДНК-Технология», Россия), отработан оптимальный режим амплификации. Для контроля за ходом ПЦР 
вводили систему внутреннего контроля. Оценка специфичности и чувствительности тест-системы проводилась на 17 
штаммах различных видов микобактерий и клинических образцах от 32 больных лепрой и 15 здоровых лиц, находящихся 
в семейном контакте с больными лепрой. Установлена 100% чувствительность обнаружения Mycobacterium leprae в 
биоптатах кожи методом ПЦР по сравнению со стандартным бактериоскопическим методом (88,9%). Во всех других 
клинических образцах также определялась более высокая чувствительность разработанной тест-системы на основе 
ПЦР. Предложенная тест-система обладает высокой чувствительностью и специфичностью, что позволяет решить 
вопрос быстрой идентификации Mycobacterium leprae, и может быть использована в эпидемиологических исследованиях 
при изучении распространения возбудителя заболевания.
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The purpose of study is to develop techniques of laboratory diagnostic of leprosy on the basis of polymerase chain reaction. 
The techniques were worked through such as extraction of DNA from various clinical material (bioptates and scarificate 
of skin, scrapes from mucous surface of nose and trophic ulcers, blood serum).  The systems of oligonucleotides were 
constructed to 16S pRNA and probe for identification of Mycobacterium leprae in real-time format for amplifier DT-96 ("The 
DNA-Technology", Russia). The optimal regimen of amplification was worked out.  To control polymerase chain reaction 
processing a system of internal control was introduced. The evaluation of specificity of test-system was implemented using 17 
strains of various types of mycobacteria and clinical samples from 32 patients with leprosy and 15 healthy individuals being 
in family contact with patients with leprosy. The 100% sensitivity was established concerning detection of Mycobacterium 
leprae in bioptates of skin using polymerase chain reaction technique as compared with standard bacterioscopic technique 
(88.9%). In all other clinical samples, a higher sensitivity of developed test-system on the basis of polymerase chain reaction 
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Введение. Лепра — инфекционное заболевание, вы-
зываемое микобактериями лепры, отличающееся упор-
ным хроническим, прогрессирующим течением и ха-
рактеризующееся поражением кожи, периферической 
нервной системы и внутренних органов. Несмотря на 
долгую историю заболевания, известную с библейских 
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времен [1], ранняя диагностика лепры по-прежнему 
остается серьёзной проблемой из-за низкой чувстви-
тельности стандартных методов диагностики и невоз-
можности культивирования микобактерий лепры.

Возбудителем заболевания является Mycobacterium 
leprae, открытая Хансеном в 1874 г. [2], она относится к 
роду Mycobacterium, семейству Mycobacteriaceae, поряд-
ку Actinomycetales и классу Actinomycetes [3]. Наружный 
слой представлен электронно-плотной микрокапсулой 
толщиной от 5 до 15 нм, состоящей из мукополисахари-
дов, что определяет антигенность M. leprae и формиро-
вание лекарственной устойчивости. Под микрокапсулой 
находится трехслойная клеточная стенка толщиной от 8 
до 20 нм, к которой примыкает трехслойная цитоплазма-
тическая мембрана. Способ размножения M.leprae, как 
правило, поперечное деление, скорость одного деления 
около 12 сут. Основной путь распространения лепры — 
воздушно-капельный.

Попытки культивирования M. leprae и заражение 
лепрой экспериментальных животных начались сразу 
после открытия возбудителя и продолжаются до настоя-
щего времени. Особое место среди экспериментальных 
моделей заняла модель, предложенная C. Shepard в 1960 
г. [4]. Моделирование заключалось в заражении мышей 
дозированным количеством M. leprae в подушечки ла-
пок и дальнейшим размножением микобактерий в месте 
инокуляции. После завершения эксперимента (период 
8—12 мес) подсчитывалось число микобактерий в лап-
ке по методу C. Shepard и D. McRae [5] и сравнивалось 
с числом введенных микобактерий. Несмотря на то что 
данная модель общепризнана и занимает значимое ме-
сто в экспериментальной лепрологии, особенно при из-
учении новых лекарственных препаратов и получении 
антигенного материала, она имеет и ряд недостатков: 
длительность эксперимента из-за медленного локаль-
ного размножения микобактерий, а также отсутствие 
генерализации процесса. Кроме того, при моделирова-
нии лепрозной инфекции не было возможности с до-
статочной степенью достоверности подтвердить, что 
микобактерии, пассируемые на животных, идентичны 
микобактериям, выделенным от больного лепрой. По-
этому вопрос идентификации микобактерий при смене 
организма-хозяина является актуальным.

Лепра представляет собой сложный спектр клиниче-
ских форм, которые развиваются после инкубационного 
периода длительностью от 2 до 30 лет [6]. В клинической 
практике диагноз основывается на оценке кожных про-
явлений, гистологическом исследовании образцов кожи 
и положительном бактериоскопическом анализе (мазок 
по Цилю—Нильсену). Однако чувствительность бакте-
риоскопического анализа невелика, что существенно за-
трудняет диагностику лепры на ранних стадиях болезни 
и при малобактериальных формах заболевания.

Многие из методов, используемых в диагностике 
других микобактериальных инфекций, недоступны при 
лепре [7], что связано с невозможностью культивирова-
ния M. leprae на искусственных питательных средах и с 
тем, что единственным признанным природным резер-
вуаром являются девятипоясные броненосцы (Dasypus 
novemcinctus) [8, 9], обитающие в Южной Америке.

По данным ВОЗ ежегодно в мире регистрируются 
около 300 тыс новых случаев заболевания лепрой [10]. 
В нашей стране в последние годы отмечается значи-
тельное снижение числа зарегистрированных больных 
лепрой, при этом поток мигрантов из эндемичных по ле-

пре стран увеличивается. Значительный полиморфизм 
клинических проявлений, разнообразный характер тече-
ния, а также длительный инкубационный период прак-
тически исключают возможность постановки диагноза 
на ранних стадиях болезни. В связи с этим диагностика 
лепры остаётся актуальной проблемой для обществен-
ного здравоохранения. Решению проблем идентифика-
ции возбудителя инфекционных заболеваний, особенно 
некультивируемых форм, помогли разработанные в по-
следнее время молекулярно-генетические методы, кото-
рые открыли принципиально новые возможности для 
создания высокочувствительных и специфичных мето-
дов диагностики вирусных и бактериальных заболева-
ний, в том числе и лепры [11—15].

Цель данного исследования — сконструировать си-
стему олигонуклеотидов для идентификации M. leprae, 
отработать методы пробоподготовки, экстракции ДНК 
из различного клинического материала, режимы ПЦР-
амплификации ДНК, и апробировать чувствительность 
и специфичность разработанной тест-системы.

Материал и методы. Для оценки чувствительности 
и специфичности разработанной тест-системы исполь-
зовали ДНК из клеток различных видов организмов: M. 
intracellulare, M. Кедровского (белый штам), M. avium, 
M. vaccae, M. clegg, M. duvalli, M. kansasii, M. phlei, M. 
marinum, M. scrofulaceum, M. gastri, M. gordonal, M. lufu, 
M. Кедровского (розовый штамм), M. smegmatis, M. bo-
vis, M. paratuberculosis.

Выделение ДНК проводили тремя методами: М1 — 
с помощью комплекта реагентов «ПРОБА-НК» (ООО 
«НПО ДНК-Технология», Россия); М2 — использовали 
комплект реагентов «ПРОБА-ГС» (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия); М3 — автоматический методом 
выделения ДНК набором реагентов (GXT DNA/RNA 
GenoExtraction Kit, «Hain Lifescience», Германия) на 
станции GenoXtract («Hain Lifescience», Германия), при 
котором микобактерии связываются с магнитными ча-
стицами, происходит лизис и осаждение ДНК на части-
цах, с последующей магнитной сепарацией и удалением 
остатков клеток, отмывкой и переносом образцов в про-
бирки. Процедура пробоподготовки и метода экстрак-
ции зависели от природы исследуемого образца.

Соскоб со слизистой носа и с поверхности трофиче-
ских язв производили с помощью стерильных одноразо-
вых зондов. Биоптат кожи после иссечения разрезали на 
мелкие кусочки и гомогенизировали. При взятии скари-
фикатов на пораженных участках кожи скальпелем дела-
ли небольшой разрез (глубиной 1—2 мм) и стерильным 
одноразовым зондом собирали тканевую жидкость. Все 
пробы после забора материала помещали в пробирки с 
300 мкл стерильного физиологического раствора.

Выбор олигонуклеотидных праймеров для ПЦР осу-
ществлялся путём анализа последовательностей ДНК 
M. leprae, полученных из базы данных NCBI (http//www.
ncbi.nlm.nih.gov/), а также с использованием данных ли-
тературы [16—18]. Праймеры для ПЦР были подобраны 
с учётом GC состава матрицы, расчётной температуры 
гибридизации, наличия гомологичных участков после-
довательностей ДНК у других организмов. Для подбо-
ра праймеров и олигонуклеотидных проб использовано 
программное обеспечение Oligo 6.0.

Синтез праймеров и олигонуклеотидных флуорес-
центномеченых зондов для ПЦР в реальном времени 
проводили на синтезаторах ДНК ASM-800 и ASM-102 
(Россия, Новосибирск), позволяющих синтезировать 
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как экспериментальные (20 нмоль), так и препаратив-
ные количества (0,5 мкмоль). Использовали флуоро-
форы (FAM, HEX) и гасители флуоресценции (BHQ1), 
синтезированные в лаборатории изотопных методов 
анализа Института биоорганической химии им. акаде-
миков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН. Оли-
гонуклеотиды очищали методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с использованием обращен-
нофазных колонок Диасфер-110-С18 (Россия). Чистоту 
полученных олигонуклеотидов контролировали мето-
дом аналитического вертикального гель-электрофореза 
в полиакриламидном геле (табл. 1).

ПЦР проводили в 35 мкл реакционной смеси, содер-
жащей 5 мкл образца ДНК и следующие компоненты: 
10 пмоль каждого праймера; 1,1 мкмоль каждого dNTP; 
64 мкмоль TRIS-HCl (pH 8,6); 25 мкмоль (NH4)2SO4; 2,5 
мкмоль — MgCl2 а также 5 единиц Taq-полимеразы. Для 
предотвращения изменения концентрации компонентов 
реакционную смесь покрывали 20 мкл минерального 
масла. Для осуществления «горячего старта» и предот-
вращения неспецифического отжига праймеров исполь-
зовали парафиновую прослойку, разделяющую компо-
ненты реакционной смеси.

Отработанный режим амплификации: 80°C — 30 с, 
94°C — 1 мин 30 с 1 цикл; 94°C — 30 с, 64°C — 15 с 
5 циклов; 94°C — 10 с, 64°C — 15 с 45 циклов; 10°C 
— хранение. Амплификацию ДНК проводили в термо-
циклере «Терцик» (ООО «НПО ДНК-Технология, Рос-
сия) для дальнейшей постановки в электрофорезе. Учёт 
реакции проводился в трансиллюминаторе. При исполь-
зовании ПЦР в реальном времени амплификация и де-
текция ДНК проходили в амплификаторе ДТ-96 (ООО 
«НПО ДНК-Технология», Россия). Детекцию флуорес-
ценции проводили при 64°C.

Для контроля за ходом ПЦР вводили систему вну-
треннего контроля — ВК (клонированнный фрагмент 
гена рецептора фактора роста человека, пара праймеров 
и олигонуклетидный зонд, комплементарные ему). Кри-
терием пригодности системы ВК служило отсутствие 
ингибирования специфической реакции, при этом ВК 
должен работать в случае отсутствия специфической 
реакции.

Метод ПЦР был апробирован на клиническом ма-
териале от 32 больных лепрой и 15 здоровых лиц, на-
ходящихся в семейном контакте с больными лепрой. 
Для проведения бактериоскопического и молекулярно-
генетического исследований использовали биоптаты ко-
жи (18), соскобы со слизистой поверхности носа (47), 
скарификаты кожи (54), соскобы с трофических язв (15) 
и сыворотки крови (29). Всего исследовано 148 образ-
цов диагностического материала. Одновременно одни 
и те же образцы исследовали различными методами. У 
группы больных диагноз подтверждён клинически, бак-
териоскопически и гистологически.

Результаты. Первоначально оценку специфичности 

тест-системы на основе ПЦР к 16S рРНК проводили 
электрофоретически в агарозном геле с использовани-
ем ДНК различных видов микроорганизмов (см. выше), 
ДНК от больных лепрой и экспериментальных живот-
ных (модель Шепарда). В результате проведения ПЦР и 
последующего электрофореза был зафиксирован синтез 
ампликона размером 290 п.н. только в биологических 
образцах от больных лепрой (скарификаты и биоптаты 
кожи, соскобы со слизистой носа и с трофических язв). 
Во всех случаях результаты совпали со стандартными 
бактериоскопическими и гистологическими методами 
исследования.

После установления высокой степени чувствитель-
ности и специфичности данных праймеров была разра-
ботана последовательность флуоресцентных зондов для 
создания тест-системы в Real time. Клиническое апро-
бирование тест-системы для выявления M. leprae мето-
дом ПЦР в реальном времени также проведено у боль-
ных лепрой и здоровых лиц, находящихся в семейном 
контакте с больными лепрой. Чувствительность метода 
зависела от характера модельного образца клинического 
материала (табл. 2).

Чувствительность бактериоскопического метода со-
ставила 88,9%. Самая высокая частота обнаружения 
ДНК M. leprae отмечалась в биоптатах кожи от больных 
лепрой, причём более эффективный метод выделения 
ДНК был М1. При выделении ДНК методом М1 M. lep-
rae идентифицировалась во всех 18(100%) гистологиче-
ски подтверждённых биоптатах кожи, методом М2 — в 
17(94,4%). Таким образом, методом ПЦР M. leprae об-

Т а б л и ц а  1
Характеристика праймеров, зонда и размера ампликона для детекции M. leprae

Праймер Нуклеотидная последовательность праймеров и зондов Размер продукта ПЦР, п.н.

16s-U 5'- CGA ACG GAA AGG TCT CTA AA -3'
29016s-U 5'- GTC GAA CGG AAA GGT CTC TAA A -3'

16s-P (FAM)- 5’- CTT CAA GGC GCA TGT CTT GTG GTG GAA -3’-(BHQ1)

Т а б л и ц а  2
Частота выявления M. leprae различными методами идентифи-
кации

Клинический  
материал

Число ис-
следуемых 
образцов

Бактериоско-
пия

ПЦР Real time 
на 16S pРНК

абс. % абс. %

Скарификаты 
кожи

54 + 32 59,3 36 66,7
– 22 40,7 18 33,3

Биоптаты кожи 18 + 16 88,9 18 100
– 2 11,1 0 0

Соскобы со сли-
зистой носа 

32 + 20 62,5 22 68,8
– 12 37,5 10 31,2

Соскобы с язв 15  + 0 0 3 20,0
– 15 100 12 80,0

Пробы сыворот-
ки крови

29 + 0 0 0 0
– 29 100 29 100

В с е г о … 148 + 68 45,9 79 53,4
– 80 54,1 69 46,6
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высокоспецифичной и чувствительной тест-системы на 
основе ПЦР для идентификации возбудителя лепры, как 
и для идентификации любого возбудителя инфекцион-
ного заболевания, зависит от нескольких этапов.

Первый этап — экстракция ДНК. Основной задачей 
на этом этапе является получение максимального коли-
чества ДНК возбудителя в зависимости от биологиче-
ского образца (соскобы со слизистой носа, скарификаты 
и биоптаты кожи, пробы сыворотки крови от больных 
лепрой и здоровых) с наименьшими экономическими 
затратами. На этом этапе нами были отработаны три 
метода экстракции ДНК как отечественного, так и за-
рубежного производства. Показано, что все методы экс-
тракции ДНК имеют практически сопоставимую эф-
фективность при выделении ДНК из биоптатов после их 
предварительного гомогенизирования. Для разработки 
скринингового теста идентификации возбудителя лепры 
особенно важным является использование образцов, по-
лученных неинвазивным способом, таких как соскобы 
со слизистой поверхности носа. В этом случае наибо-
лее информативными оказались метод выделения с ис-
пользованием спиртовой преципитации нуклеиновых 
кислот («ПРОБА-НК» ООО «НПО ДНК-Технология», 
Россия) и метод выделения с использованием сорбента 
(«ПРОБА-ГС» ООО «НПО ДНК-Технология», Россия). 
При экстракции ДНК из скарификатов кожи и соскобов 
с трофических язв эти методы также показали высокую 
чувствительность. Ограничением метода М3 является 
невозможность выделения ДНК из образцов крови и 
необходимость использовать для работы только наборы 
реагентов фирмы «Hain Lifescience» (Германия).

Второй этап — подбор специфических праймеров. 
Правильный выбор ДНК-мишени позволяет добиться 
высокой чувствительности и специфичности. При лепре 
для идентификации M. leprae методом ПЦР применя-
лись различные праймеры, в частности, фланкирующие 
участки генов белков 18 кДА [11], 65 кДа[12], суперок-
сиддисмутазы M. leprae [13].

Однако особое внимание уделяется праймерам, 
фланкирующим участок гена 16S рРНК, который явля-
ется компонентом микобактериальных рибосом и экс-
прессируется в большом количестве копий (от 103 до 104 
на клетку). Бактериальный ген 16S рРНК содержит не 
только общие для всех бактерий последовательности, но 
и специфические для каждого вида [19], поэтому наи-
более широко используется для идентификации бакте-
рий. Исследования с использованием этого гена внесли 
большой вклад в открытие новых видов микобактерий 
и продолжают служить в качестве важного инструмента 
как альтернатива фенотипическим методам идентифи-
кации.

При выявлении M. leprae методом ПЦР с праймера-
ми, фланкирующими участок гена 16S рРНК [20—24], 
было показано отсутствие перекрестной реакции мико-
бактерий лепры со штаммами 22 других различных ми-
кобактерий. M. De Wit и P. Klaster [21] сообщали, что 
микобактерии лепры из различных источников имеют 
идентичные по 16S рРНК межгенные спейсерные об-
ласти.

В настоящее время на смену визуальной оценке ре-
зультатов ПЦР методом электрофореза и для снижения 
риска контаминации уверенно приходят флуоресцент-
ные методы детекции продуктов амплификации. Одним 
из таких методов является метод ПЦР в реальном вре-
мени, который стал признанным стандартом при иссле-

наруживалась в биоптатах кожи даже в бактериоскопи-
чески негативных образцах: методом М1 — в 2(11,1%) 
случаях, а методом М2 — в 1(5,5%).

При исследовании 32 соскобов со слизистой поверх-
ности носа M. leprae также идентифицировалась чаще 
при ПЦР-анализе, чем при бактериоскопии. При вы-
делении ДНК методами М1 и М2 в 22(68,8%) случаях 
идентифицировалась M. leprae, что на 2(6,3%) случая 
больше, чем при бактериоскопическом исследовании. В 
54 скарификатах кожи от больных лепрой при экстрак-
ции методами М1 и М2 ДНК M. leprae детектировались в 
36(66,7%) случаях, в отличие от 32 бактериоскопически 
позитивных образцов. При проведении ПЦР-анализа в 
соскобах с трофических язв ДНК M. leprae обнаружива-
лась при использовании методов выделения М1 и М2 в 
3(20%) случаях, хотя при бактериоскопии все 15 соско-
бов были отрицательны.

При выделении ДНК методом М3 M. leprae иден-
тифицировалась в соскобах со слизистой поверхности 
носа, а также в биоптатах и скарификатах кожи только 
в бактериоскопически положительных образцах. В об-
разцах сывороток крови от больных лепрой при исполь-
зовании всех методов экстракции ДНК M. leprae не вы-
являлась.

Специфичность теста проверялась на биологических 
образцах (биоптаты, скарификаты кожи, сыворотка кро-
ви, соскобы со слизистой поверхности носа), получен-
ных от здоровых лиц. Специфичность праймеров со-
ставила 100%. Ни в одном из образцов ДНК M. leprae 
не обнаруживалась, что и подтвердилось стандартными 
методами.

Таким образом, при сопоставлении результатов, по-
лученных различными методами идентификации M. lep-
rae в разных биологических образцах, метод ПЦР пока-
зал более высокую чувствительность при сравнении со 
стандартным бактериоскопическим исследованием. При 
этом во всех случаях идентификации M. leprae бактери-
оскопическим и гистологическим методами результаты 
ПЦР были положительными (коэффициент ассоциации 
Пирсона ra + 1).

Полученные результаты свидетельствуют о возмож-
ности применения сконструированной нами системы 
праймеров, методики подготовки образцов, параметров 
протокола экстракции ДНК в зависимости от клиниче-
ского материала, а также протокола проведения реакции 
амплификации для детекции M. leprae методом ПЦР на 
16S рРНК. Предложенная тест-система обладает высо-
кой чувствительностью и специфичностью и может ис-
пользоваться как для диагностики активно протекающей 
лепрозной инфекции, так и для выявления асимптомно-
го носительства возбудителя у клинически здоровых 
людей.

Обсуждение. Одним из наиболее перспективных на-
правлений в изучении биологии M. leprae в последнее 
время является применение молекулярно-генетических 
методов. Эти методы помогают расшифровать генети-
ческие структуры M. leprae, охарактеризовать их место 
среди многочисленных видов микобактерий и выявлять 
возбудителя лепры в разных биологических образцах, т. 
е. имеют не только фундаментальное, но и прикладное 
значение.

На данный момент охарактеризованы и используют-
ся в качестве мишени различные специфические для M. 
leprae последовательности, позволяющие дифференци-
ровать M. leprae от других видов. В то же время создание 
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довании ДНК и РНК. Поэтому в дальнейшем разработка 
метода детекции возбудителя лепры проводилась с ис-
пользованием праймеров и зондов для регистрации ре-
зультатов в режиме реального времени [14, 15].

Разработанная нами тест-система на основе ампли-
фикации участка гена 16S рРНК в режиме реального 
времени показала высокую специфичность и чувстви-
тельность, что позволит решить вопрос быстрой иден-
тификации Mycobacterium leprae, она может быть ис-
пользована в эпидемиологических исследованиях при 
изучении распространения возбудителя заболевания.
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ИЗУЧЕНИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ФОРМИРОВАНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ 
STAPHYLOCOCCUS AUREUS К ТРИКЛОЗАНУ

ФБУН «ГНЦ прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 142279, г. Оболенск, Московская обл., 
Россия

Изучены молекулярно-генетические механизмы формирования устойчивости к антисептику триклозану у штамма 
Staphylococcus aureus ATCC25923. Получены варианты штамма S. aureus ATCC25923 (Tr1, Tr2, Tr1C и Tr2C), устой-
чивые к 64 мг/л триклозана, стабильно сохраняющие данное свойство при культивировании в отсутствие селектив-
ного давления. Штамм S. aureus Tr1 характеризовался несколько замедленным ростом, а штамм S. aureus Tr2 имел 
скорость роста, сопоставимую с исходным штаммом. В триклозан-устойчивых штаммах выявлена мутация C284T 
в гене fabI, приводящая к аминокислотной замене A95V в ферменте еноил-ацил редуктазе FabI, мишени триклозана. 
Кроме того, в этих штаммах обнаружены стабильно наследующиеся мутации в генах, ассоциированных с транс-
портом веществ в клетке: гипотетического транспортного белка HlyC/CorC family transporter, белка-антипортера 
ионов Na+, K+, Li+ и щелочей Na+ /H+ antiporter subunit F, мембранного гипотетического белка и АТФ-связывающего 
белка ATP-binding protein. Показано, что устойчивость к триклозану у стафилококков ассоциирована с приобрете-
нием точечных мутаций в генах эноил-ацил редуктазы, а также в других генах, связанных с транспортом веществ в 
бактериальной клетке.
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Detusheva E.V., Skryiabin Yu.P., Bogun A.G., Kislichkina A.A., Kadnikova L.A., Fursova N.K.
The study of patterns of development of resistance of Staphylococcus aureus to 
triclosan
The Federal budget institution of science "The state scientific center of applied microbiology and biotechnology" of the 
Rospotrebnadzor, 142279 Obolensk, Moscow oblast, Russia
The article presents the results of studying molecular genetic mechanisms of development of resistance to antiseptic Triclosan in 
strain Staphylococcus aureus АТСС25923. The modifications of strain S. aureus АТСС25923 (Tr1, Tr2, Tr1С и Tr2С) are obtained 
resistant to 64 mg/l of Triclosan and stably preserving the given characteristic under cultivation in absence of selective pressure. 
The strain S. aureus Tr1was characterized by slightly delayed growth and the strain S. aureus Tr2 was characterized by growth 
velocity comparable with initial strain. In the Triclosan-resistant strains a mutation C284T in gene fabI was detected resulting in 
amino-acid replacement A95V in enzyme enoyl-acyl protein reductase FabI, triclosan target.  Besides, in these strains a stably 
inheriting mutation was detected in genes associated with transport of substances in cell: hypothetical transport protein HlyC/
CorC family transporter, protein-transporter of ions of Na+, K+, Li+ and alkali of Na+/H+ antiporter subunit F, membrane 
hypothetical protein and ATP-binding protein. It is demonstrated that resistance to triclosan in staphylococci is associated with 
acquirement of point mutations in genes of enoyl-acyl protein reductase and also in other genes related to transport of substances 
in bacterial cell.
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Введение. Устойчивость микроорганизмов к антибак-
териальным препаратам — антибиотикам, антисептикам 
и дезинфектантам — серьёзная проблема современной 
медицины [1]. Устойчивые к антисептикам и дезинфек-
тантам бактерии выделяются от пациентов лечебных 
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учреждений и из объектов госпитальной среды [2, 3]. 
Повсеместно отмечают снижение эффективности анти-
бактериальных препаратов по отношению к современ-
ным госпитальным штаммам бактерий [4, 5]. Описано 
явление перекрестной резистентности бактериальных 
патогенов к антибиотикам, антисептикам и дезинфек-
тантам [6, 7]. Одна из причин нарастающей резистент-
ности к антибактериальным препаратам — неадекватное 
использование антибактериальных препаратов, в том 
числе в сублетальных концентрациях, когда устойчивые 
линии получают преимущество над чувствительными и 
вытесняют их из популяции [8, 9].

Одним из широко применяемых в клинической 
практике антисептиков является триклозан, препарат, 
имеющий химическую структуру замещенного дифе-
нилового эфира. Этот антисептик активен преимуще-
ственно в отношении грамположительных бактерий, 
что связано с подавлением синтеза бактериальных жир-
ных кислот в результате образования комплекса молекул 
триклозана с NAD+-зависимым ферментом еноил-ацил 
редуктазой. Молекулярная мишень триклозана в клет-
ках Staphylococcus aureus — консервативный фермент 
эноил-ацил-протеин редуктаза (FabI), катализирующий 
завершающий этап синтеза длинноцепочечных жирных 
кислот, кодируемый геном fabI. Показано, что резистент-
ность S. aureus к триклозану обусловлена мутациями в 
гене fabI [10]. Накопление таких мутаций может проис-
ходить в присутствии субингибирующих концентраций 
триклозана [11]. Эти исследования подтверждают веро-
ятность распространения резистентности к триклозану 
в связи с его широким использованием [4].

Цель работы — изучение молекулярно-генетических 
механизмов устойчивости к триклозану на модели 
референс-штамма S. aureus ATCC25913.

Материал и методы. Штамм S. aureus ATCC25923 
получен из Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск». Для культивиро-
вания бактерий использовали питательные среды Nutri-
ent Broth, Nutrient Agar (Himedia, Индия) и «ГРМ» (Обо-
ленск, Россия). Культивирование проводили в течение 
18—20 ч при температуре 37°C.

В работе применяли препарат Irgasan (Sigma-Aldrich 
Chemie, Германия), содержащий действующее вещество 
триклозан с 97% степени очистки.

Селекцию устойчивых к триклозану вариантов 
штамма S. aureus ATCC 25923 осуществляли путём по-
следовательных пересевов бактериальной культуры в 
питательном бульоне, содержащем ступенчато повы-
шающиеся (с 0,13 до 64 мг/л) концентрации триклоза-
на, в течение 40 дней. Стабильность наследования при-
обретённой устойчивости к триклозану у полученных 
вариантов штамма S. aureus ATCC 2592 определяли с 
помощью культивирования на питательном агаре, не со-
держащем триклозана, в течение 26 мес.

Чувствительность к антисептику триклозану у ис-
ходного штамма и штаммов, полученных в результате 
селективного отбора, определяли методом серийных 
разведений в бульоне1.

Для выявления параметров роста (бактериального 
фитнеса) изучаемых штаммов 100 мкл суспензии суточ-

ной бактериальной культуры (~1,5 • 103 КОЕ/мл) засева-
ли газоном на чашку Петри с питательной средой ГРМ 
(Оболенск, Россия), культивировали в течение 10—14 
ч при температуре 37°C. Измеряли диаметр 10 изоли-
рованных колоний, видимых невооружённым глазом, 
повторяя каждое измерение 8 раз с интервалом време-
ни 1—1,5 ч, с помощью микроскопа ЛОМО МИКМЕД 
Д-2 (ЛОМО, ОАО СПб, Россия). Расчёт математических 
показателей GT (мин) — времени одной генерации, KD 
(мм/ч) — скорости линейного роста диаметра колоний, 
t1mm, (ч) — времени достижения колониями диаметра 1 
мм проводили по упрощённой модели роста диаметра 
колоний одноклеточных микроорганизмов [12].

Выделяли бактериальную ДНК CTAB-методом [13], 
ее количество определяли спектрофотометрически на 
приборе UV-1700 (Zhimadzu, Япония) при длине волны 
260 нм.

Для амплификации фрагмента гена fabI S. au-
reus использовали специфичные олигонуклеотидные 
праймеры: fabI-f 5’-ggccacaaacagaacgt-3’ и fabI-R 5’-
gttcaccaactgggtgac-3’ [10]. Амплификацию проводили в 
термоциклере DNA Engine Dyad (Bio-Rad, США) при 
следующем режиме: начальная денатурация при 95°C — 
4 мин, затем 25 циклов, включающих денатурацию при 
95°C — 30 с, отжиг — 30 с и элонгацию при температуре 
72°C — 80 с, в реакционной смеси, содержащей буфер 
для ПЦР с 15 мМ MgCl2 (Termo Fisher Scientific, Европа), 
по 200 мкМ dATP, dCTP, dGTP и dUTP, 10 пмоль каждого 
праймера, 2,5 ед. Taq-полимеразы и 10 нг ДНК. Наличие 
ПЦР-продукта детектировали с помощью электрофоре-
за в 1% агарозном геле (Amersham Biosciences, Велико-
британия) с последующей визуализацией ДНК окраской 
10% бромистым этидием. Очищали ПЦР-продукты с 
помощью набора реактивов Dyenamic ETDye Terminator 
CycleS equencing (Amersham Biosciences, Великобрита-
ния), согласно инструкции фирмы-изготовителя. Ампли-
фицированный фрагмент гена секвенировали, используя 
протокол для автоматического секвенатора MegaBase 
750 (Amersham Biosciences, Великобритания).

Полногеномное секвенирование штаммов S. aureus 
осуществляли в системе Ion Torrent PGM (Life Technolo-
gies, США). Геномные библиотеки готовили с помощью 
набора реагентов Ion Plus Fragment Library Kit (LifeTech-
nologies, США). Секвенировали ДНК с использованием 
генетического анализатора IonTorrentPGM, набора реа-
гентов Ion PGM 400 Sequencing Kit и чипа для секвени-
рования Ion 318 Chip KiT (LifeTechnologies, США).

Биоинформационный анализ секвенированных по-
следовательностей ДНК проводили с помощью программ 
Vector NTI9 (Invitrogen, США), CHROMAS (Technelyzium 
Ply Ltd, Австралия) и веб-ресурса BLAST (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi). Полученные в результате полноге-
номного секвенирования данные собирали с помощью 
ассемблера Newbler 2.9, биоинформационный анализ 
осуществляли с применением программ Vector NTI10 
(Invitrogen, США), Mauve (http://darlinglab.org/mauve/
mauve.html), LaserGene 11 (DNASTAR, США) и веб-
ресурса BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Штаммы бактерий, депонированные в Государствен-
ной коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-
Оболенск»: S. aureus Tr1 (B-7890), S. aureus Tr2 (B-7891), 
S. aureus Tr1C (B-7921) и S. aureus Tr2C (B-7922).

Нуклеотидные последовательности ДНК, размещён-
ные в международной базе данных GenBank: KP100446.1 
и KP100447.1

1МУ 4.2.1890—0.4 Определение чувствительности микроорганиз-
мов к антибактериальным препаратам: методические указания.  М.; 
2004.
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Результаты. В результате селективного отбора кле-
ток штамма S. aureus ATCC 25923 в условиях ступенча-
то возрастающих концентраций триклозана в течение 40 
сут (13 пассажей) были получены две субкультуры — S. 
aureus Tr1 и Tr2, которые были устойчивы к триклозану 
с минимальной подавляющей концентрацией (МПК) 64 
мг/л, что в 128 раз выше аналогичного показателя ис-
ходной культуры. Интересно отметить, что динамика 
формирования двух триклозан-устойчивых штаммов от-
личалась — у штамма S. aureus Tr1 устойчивость сфор-
мировалась в интервале между 2-м и 8-м пассажами, а 
у штамма S. aureus Tr2 — между 3-м и 6-м пассажами 
(рис. 1).

Показано, что приобретённая устойчивость к три-
клозану стабильно наследовалась у обоих штаммов: 
при пересевах на плотной питательной среде, не содер-
жащей триклозана, в течение 26 мес штаммы S. aureus 
Tr1 и Tr2 сохраняли устойчивость к триклозану на преж-
нем уровне (МПК = 64 мг/л). Полученные в результате 
культивирования без селективного давления триклозана 
штаммы обозначены S. aureus Tr1C и Tr2C.

Параметры роста (бактериальный фитнес) рези-
стентных к триклозану вариантов штамма S. aureus 
ATCC25923 —Tr1, Tr2, Tr1C и Tr2C сравнивали по трем 
показателям: время одной генерации (GT), скорость ли-
нейного роста диаметра колоний (KD) и время достиже-
ния колониями диаметра 1 мм (t1mm). Интересно, что, по 
сравнению с исходным штаммом S. aureus ATCC25923 
триклозан-устойчивый штамм S. aureus Tr1 отличался 

несколько замедленным ростом (увеличены показате-
ли GT и t1mm,), а триклозан-устойчивый штамм S. aureus 
Tr2 имел скорость роста, сопоставимую с исходным 
штаммом (см. таблицу). Характерные параметры роста 
триклозан-устойчивых штаммов стабильно наследо-
вались при длительном культивировании в отсутствие 
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Рис. 1. Формирование устойчивости штамма S. aureus ATCC25923 к триклозану в жидкой питательной среде.

Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР-продуктов гена fabI.
M — маркёр молекулярных масс ДНК O'GeneRuler 1 kb DNA Ladder 
(250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 
10000 п.н.) (Thermo Scientific, Россия); 1 — S. aureus ATCC25923; 2 —  
S. aureus Tr1; 3 — S. aureus Tr2; 4 — отрицательный контроль (H2O).

Параметры роста изучаемых штаммов S. aureus

Штамм GT, мин KD, мм/ч t1mm, ч
S. aureus ATCC 625923 29 ± 2 0,10 ± 0,01 15 ± 2
S. aureus Tr1 34 ± 1 0,06 ± 0,02 23 ± 2
S. aureus Tr1С 35 ± 2 0,06 ± 0,02 23 ± 2
S. aureus Tr2 30 ± 1 0,10 ± 0,01 17 ± 2
S. aureus Tr2С 29 ± 1 0,09 ± 0,01 16 ± 1

П р и м е ч а н и е . GT — время одной генерации, KD — скорость 
линейного роста диаметра колоний, t1mm — время достижения коло-
ниями диаметра 1 мм.
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селективного давления: штамм S. aureus Tr1C сохранил 
параметры роста, характерные для штамма S. aureus Tr1, 
а штамм S. aureus Tr2C — для штамма S. aureus Tr2 (см. 
таблицу).

С целью изучения молекулярного механизма ре-
зистентности к триклозану у мутантных штаммов S. 
aureus Tr1 и Tr2 проведён анализ первичной структуры 
гена, кодирующего еноил-ацил редуктазу FabI, которая, 
как известно из опубликованных ранее литературных 
данных, является мишенью действия триклозана [10]. 
С помощью специфичных праймеров амплифицирова-
ны фрагменты гена fabI размером 1358 п.н. из мутант-
ных штаммов и исходного штамма S. aureus ATCC25923 
(рис. 2). Секвенирование амплифицированных фрагмен-
тов гена fabI и биоинформационный анализ последова-
тельностей ДНК показали, что в штаммах S. aureus Tr1 
и Tr2 присутствуют идентичные нуклеотидные замены 
C284T, по сравнению с аналогичной последовательно-
стью исходного штамма S. aureus ATCC25923, приво-
дящие к аминокислотной замене A95V в продукте гена 
(рис. 3). Данная мутация описана ранее в исследовании, 
посвящённом изучению механизмов резистентности к 
триклозану при мультиступенчатой и одноступенчатой 
in vitro селекции штаммов S. aureus в присутствии три-
клозана [14]. В работе Ciusa M.L. и соавт. (2012) наличие 
аминокислотной замены A95V приводило к повышению 
МПК с 0,12 мг/л у исходного до 4—8 мг/л у мутантного 
штамма (в 67 раз). В нашем исследовании чувствитель-
ность к триклозану у триклозан-устойчивых штаммов 
увеличилась с 0,5 до 64 мг/л (в 128 раз).

Полногеномное секвенирование 4-х триклозан-
устойчивых вариантов и исходного штамма S. aureus 
ATCC25923 подтвердило наличие точечной нуклеотид-
ной замены C284T в гене fabI. Кроме того, в штамме S. 
aureus Tr1 дополнительно выявлены две неописанные 
ранее в научной литературе мутации: 1) мутация G491A 

в гене гипотетического транспортного белка HlyC/
CorC family transporter, которая приводит к амино-
кислотной замене аргинина на гистидин R164H; 
2) мутация C137T в гене белка-антипортера Na+ /
H+ antiporter subunit F, связанного с устойчивостью 
к высоким концентрациям ионов Na+, K+, Li+ и ще-
лочам, приводящая к аминокислотной замене ме-
тионина на изолейцин M46I. В штамме S. aureus 
Tr2, помимо мутации C284T, идентифицированы 
ещё две неописанные ранее мутации: 1) мутация 
A545G в гене мембранного гипотетического белка, 
приводящая к аминокислотной замене изолейцина 
на валин — I82V, и 2) мутация G857T в гене АТФ-
связывающего белка ATP-binding protein, которая 
влечёт образование стоп-кодона вместо трипле-
та, кодирующего глутаминовую кислоту — E861. 
Интересно, что мутация C284T в гене еноил-ацил 
редуктазы, а также описанные дополнительные 
мутации в генах гипотетического транспортного 
белка (G491A), белка-антипортера (C137T), мем-
бранного белка (A545G) и АТФ-связывающего 
белка (G857T) стабильно наследовались при куль-
тивировании бактерий в отсутствие селективно-
го давления триклозана (рис. 4). Все описанные 
мутации локализованы в генах, ассоциированных 
с транспортом веществ в клетке. Это ещё раз под-
тверждает важность транспортной функции бак-
териальной клетки при формировании устойчиво-
сти к триклозану.

Обсуждение. Проведённое исследование проде-
монстрировало возможность селекции устойчивых к 

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена fabI 
(а) и аминокислотных последовательностей белка FabI (б) штаммов 
S. aureus ATCC25923 (1), S. aureus Tr1 (2) и S. aureus Tr2 (3).

Рис. 4. Нуклеотидные и аминокислотные замены, выявлен-
ные в триклозан-устойчивых штаммах, в сравнении с исхо-
дным штаммом S. aureus ATCC25923.
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триклозану вариантов S. aureus при культивировании в 
присутствии субингибиторных концентраций данного 
антисептика. Настораживает тот факт, что триклозан-
устойчивые штаммы стафилококков формируются 
относительно быстро — в течение 40 сут культивиро-
вания, или 13 пассажей, а также что уровень приобре-
таемой устойчивости достаточно высок — в 128 раз от 
исходного уровня. Молекулярный механизм устойчи-
вости штаммов S. aureus к триклозану был ассоцииро-
ван с приобретением точечных мутаций в ряде генов, 
описанных ранее в литературе (fabI), и новых, ранее 
не описанных (связанных с мембранным транспортом 
бактериальной клетки). Полногеномное секвенирование 
триклозан-устойчивых штаммов S. aureus Tr1, Tr2, Tr1C 
и Tr2C позволило выявить различия в наборах мутаций 
у двух линий штаммов: в штамме S. aureus Tr1 были 
выявлены стабильно наследуемые мутации в генах ги-
потетического транспортного белка HlyC/CorC family 
transporter и белка-антипортера Na+ /H+ antiporter subunit 
F, а в штамме S. aureus Tr2 — мутаций в генах мембран-
ного гипотетического белка и АТФ-связывающего белка 
ATP-binding protein.

Полученные данные представляют теоретический 
интерес — с точки зрения понимания молекулярных 
механизмов эволюции бактерий, устойчивых к антибак-
териальным препаратам, а также имеют практическое 
значение для клиницистов и эпидемиологов — для вы-
бора адекватных режимов применения антисептиков и 
оценки эффективности препаратов биоцидов.

Финансирование. Исследование выполнено в рамках 
Федеральных НИР Роспотребнадзора № 049 «Монито-
ринг и изучение свойств возбудителей пищевых и госпи-
тальных инфекций, разработка средств их диагности-
ки» и № 062 «Геномный, протеомный и метагеномный 
анализ штаммов, депонированных в Государственной 
коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных 
культур («ГКПМ-Оболенск»)».

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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ЮБИЛЕЙ

Владимир Владимирович Долгов ( к 70-летию со дня рождения)

Владимир Владимирович Долгов родился 24 ноя-
бря 1947 г. на острове Итуруп (Курильские острова) в 
семье военнослужащего. В 1972 г. окончил медико-
биологический факультет II ММИ им. Н.И. Пирогова по 
специальности врач-биофизик. После института рабо-
тал младшим научным сотрудником НИИ кардиологии 
АМН СССР. В 1979 г. перешёл на кафедру патофизиоло-
гии ЦОЛИУв, на которой работал ассистентом, затем до-
центом. Кандидатскую диссертацию защитил по специ-
альности кардиология (1975 г.), докторскую – по специ-
альности патофизиология в 1987 г. В 1989 г. В.В. Долгов 
прошёл по конкурсу на должность профессора кафедры 
клинической лабораторной диагностики, в 1992 г. из-
бран по конкурсу на должность заведующего кафедрой. 
В 1994 г. В.В. Долгов назначен на должность главного 
специалиста лабораторной службы Минздрава РФ.

Владимир Владимирович всячески способствует раз-
витию многогранной деятельности кафедры клиниче-
ской лабораторной диагностики и лабораторной службы 
в целом, бережно относясь к достижениям предыдущих 
поколений преподавателей. Слаженная работа коллекти-
ва и заведующего кафедрой позволила в тяжёлые перио-
ды для страны, института и кафедры сохранить научно-
педагогическую школу.

Под руководством В.В. Долгова обновлена типо-
вая программа подготовки специалистов, введено не-
сколько новых циклов тематического усовершенство-
вания, расширены возможности усовершенствования 

по новым современным лабораторным направлениям, 
в том числе по первичной подготовке специалистов, 
усовершенствованию работы заведующих клинико-
диагностическими лабораториями, главных специали-
стов лабораторной службы, внедрена система интерак-
тивной подготовки курсантов. Свою работу на кафедре 
В.В. Долгов сочетает с работой клинической базы – 
ГКБ им. С.П. Боткина в качестве члена Медицинского 
совета больницы, курирует диагностическую, методи-
ческую, учебную, консультативную, экспертную и дру-
гие формы работы.

В.В. Долгов вместе с коллективом сотрудников ка-
федры подготовил современную учебную основу для 
преподавания специальности клиническая лаборатор-
ная диагностика, которая включает руководства, атласы, 
учебные пособия, методические рекомендации, тесто-
вые задания. Он является главным редактором (совмест-
но с Меньшиковым В.В.) двухтомного Национального 
руководства «Клиническая лабораторная диагностика» 
(2012 г.) и двухтомного учебника «Клиническая лабо-
раторная диагностика» (2017–2018 гг.), для подготовки 
которых были привлечены ведущие специалисты лабо-
раторной службы России и которые являются основой 
для утверждения клинической лабораторной диагности-
ки как отдельной медицинской специальности.

В.В. Долгов является председателем оргкомитета 
ставших традиционными весенних конференций по 
лабораторной диагностике, которые в этом году прово-
дятся уже в 23-й раз и обеспечиваются силами сотруд-
ников кафедры клинической лабораторной диагностики 
РМАНПО. Он активно участвует в международных, 
национальных и региональных конгрессах и конферен-
циях по лабораторной медицине, на которых обсужда-
ются актуальные проблемы лабораторной диагностики, 
формируются перспективные направления развития и 
позиция лабораторной службы в условиях перестройки 
системы здравоохранения.

В.В. Долгов в течение 21 года, будучи главным редак-
тором, издаёт журнал «Лаборатория», состоит членом 
редколлегии журнала «Клиническая лабораторная диа-
гностика». Под его руководством выполнено и защищено 
17 кандидатских и 9 докторских диссертаций. Он является 
профессором кафедры медицинской биофизики медико-
биологического факультета РНИМУ им. Н.И.Пирогова, 
своей деятельностью привлекает в лабораторную службу 
молодых перспективных специалистов.

Коллектив кафедры клинической лабораторной диа-
гностики РМАНПО, редакционная коллегия журнала 
«Клиническая лабораторная диагностика» поздравля-
ют Владимира Владимировича с 70-летним юбилеем и 
желают ему крепкого здоровья и дальнейших успехов в 
работе.


