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УДК 616.12-008.331.1-092:612.015.3

Титов В.Н.1, Щекотова А.П2.

ФИЛОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ТЕОРИЯ ОБЩЕЙ ПАТОЛОГИИ. ПЕРИЦИТЫ. ФУНКЦИЯ 
ДИСТАЛЬНОГО ОТДЕЛА АРТЕРИАЛЬНОГО РУСЛА. МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ 
АРТЕРИАЛЬНАЯ ГИПЕРТОНИЯ И ГИПОВОЛЕМИЯ ПРИ ШОКЕ

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии» Минздрава РФ, 121552,  Москва, Россия; 
2ГБОУ ВПО «Пермский государственный медицинский университет им. акад. Е.А. Вагнера» Минздрава РФ, 614090, 
Пермь, Россия

В роли сократительных сфинктеров перицитов, гладкомышечных клеток, монослоя эндотелия, прекапиллярных артери-
ол мышечного типа, обменных, объёмных капилляров, в физиологичном отношении объёма пула крови и объёма дисталь-
ного отдела артериального русла in vivo предстоит еще разобраться. В то же время, вероятно, что:
1) не существует первичной артериальной гипертонии; компенсаторная биологическая реакция артериального давле-
ния (АД) всегда вторична, выявляет наличие у пациентов симптоматической или метаболической формы артериальной 
гипертонии (АГ); 
2) повышение АД в проксимальном отделе артериального русла является компенсаторной реакцией в ответ на наруше-
ния метаболизма, микроциркуляции, биологической реакции метаболизм ↔ микроциркуляция; формируется она локально 
в дистальном отделе артериального русла (артериолы мышечного типа, функциональные сфинктеры, перициты); 
3) метаболическая АГ – патология раннего в филогенезе дистального отдела артериального русла, функции монослоя 
эндотелия, гладкомышечных клеток, перицитов; 
4) полагаем, формирование «острой» гиповолемии при шоке – состояние атонии сфинктеров (перицитов) в прекапил-
лярных артериолах мышечного типа с формированием афизиологичного по объёму дистального отдела артериального 
русла; физиологичного объёма крови становится явно недостаточно для заполнения русла; 
5) когда локальное нарушение биологической реакции метаболизм ↔ микроциркуляция локально не компенсирует эндоте-
лий зависимая вазодилатация, с уровня организма, из сосудодвигательного центра, следует эфферентная иннервация на 
сердце, системное повышение АД в проксимальном и далее в дистальном отделе артериального русла; 
6) системное повышение АД нарушает функцию органов мишеней – почек, головного мозга, легких; каждый из них ре-
гулирует параметры гидродинамики в локальном пуле межклеточной среды, функция их оказывается нарушенной, и 
теперь органы формируют реакцию компенсации; 
7) метаболическая АГ – результат несогласованной системной компенсации локальных нарушений четырёх биологиче-
ских функций – гомеостаза, эндоэкологии, трофологии и адаптации, которые происходят на уровне паракринно регули-
руемых сообществ функционально разных клеток – структурных единиц каждого из органов. 
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The in vivo roles of pericyte contractile sphincters, smooth muscle cells, endothelial monolayer, precapillary muscle arterioles, 
exchange and volume capillaries in the physiological balance between peripheral blood pool and the blood pool volume in the 
distal arterial bed are not fully understood. However, it is highly probable that: 
1. There is no primary arterial hypertension. The compensatory biological reaction of arterial pressure (AP) is always secondary, 
thus indicating the presence of symptomatic or metabolic arterial hypertension (AH).
2. Elevation of AP in proximal arterial bed is a compensatory response to metabolic disorders and impaired microcirculation and 
metabolism↔microcirculation biological reaction. The response develops locally in the distal arterial bed (muscle arterioles, 
functional sphincters, pericytes). 
3. Metabolic AH is a pathology of the phylogenetically early distal arterial bed , endothelial monolayer, smooth muscle cell and 
pericyte function.
4. We believe that formation of acute hypovolemic shock is the condition of sphincter (pericyte) atonia in precapillary muscle 
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arterioles with formation of a nonphysiological blood volume in the distal arterial bed when physiological volume of peripheral 
blood is insufficient to fill the bed. 
5. When local disorder in the biological reaction metabolism↔microcirculation is not compensated by endothelium-dependent 
vasodilation, an efferent innervation signal from the vasomotor center at the entire organism level is sent to the heart and systemic 
AP increases first in the proximal then in the distal arterial bed. 
6. Systemic AP elevation impairs function of the target organs: kidneys, brain and lungs. Each of these organs regulates 
hydrodynamics in the local pool of extracellular medium, their dysfunction inducing a compensatory response. 
7. Metabolic arterial hypertension results from discoordinated systemic compensation of local disorders in the following biological 
functions: homeostasis, endoecology, trophology and adaptation. This discoordination occurs at the level of paracrine regulated 
cell communities of functionally different cells which are structural units of each internal organ. 
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Практика медицинской науки последних лет пока-
зывает: если мы не в силах разобраться в этиологии 
и патогенезе клинического состояния, которое часто 
заканчивается летальным исходом, нам нечего пред-
ложить для объяснения происходящего in vivo, мы 
обращаемся к филогенетической теории общей пато-
логии. Со слов Д.И. Менделеева, «нет ничего более 
практичного, чем хорошая теория»; медицина – часть 
общей биологии и наука историческая, филогенети-
ческая. Филогенез – единый анамнез всего живого; 
реализация его продолжается на протяжении 4 млрд 
лет. 

Филогенетическая теория уже дала нам возмож-
ность: а) охарактеризовать факторы этиологии рас-
пространенных в популяции 7 метаболических пан-
демий, болезней «цивилизации»; б) разобраться в ста-
новлении in vivo функции лимфатической системы; в) 
проследить становление гематоэнцефалического ба-
рьера и локального пула спинномозговой жидкости; г) 
изложить единение патогенеза и различия этиологи-
ческих факторов атеросклероза и атероматоза; д) оха-
рактеризовать патогенез метаболического синдрома 
как локальную патологию пула инсулиннезависимых, 
ранних в филогенезе висцеральных жировых клеток 
сальника и е) охарактеризовать синдром резистентно-
сти к инсулину как патологию в первую очередь жир-
ных кислот и во вторую – глюкозы; высказать предпо-
ложение, что биологическая роль инсулина состоит в 
превращении на суше ранее плотоядных (рыбоядных) 
животных в травоядные, включая и вид Homo sapiens 
[1]. 

При выяснении этиологических факторов регуля-
ции микроциркуляции и патогенеза клинического со-
стояния шока внимание наше привлекает несколько 
обстоятельств: а) биологическая роль перицитов – 
ранних в филогенезе клеток дистального отдела ар-
териального русла, сфинктеров прекапиллярных ар-
териол мышечного типа; они тесно ассоциированы с 
монослоем эндотелия и биологическая роль их окон-
чательно не определена [2]; б) рассмотрение патофи-
зиологии, патогенеза и клинических форм снижения 

(падения) гидродинамического давления в дисталь-
ном отделе артериального русла и далее артериально-
го давления (АД) в проксимальном отделе, в артериях 
эластического типа; в) формирования клинического 
состояния гипотонии (гиповолемии) во всех её прояв-
лениях, включая: а) состояния обморока (синкопе); б) 
падение ударного объема сердца и при в) патогенети-
чески разных состояния шока [3]; г) в какой мере ана-
томические различия перицитов и гладкомышечных 
клеток (ГМК) на ступенях филогенеза стали основой 
различия их функции в регуляции биологической ре-
акции метаболизм ↔ микроциркуляция (М ↔ М) в 
дистальном отделе артериального русла [4] и д) хотя 
патогенетические факторы позволяют различать ге-
моррагический, травматический, дегидратационный, 
ожоговый, кардиогенный, септический и анафилак-
тический шок, с позиций этиологии биологической 
реакции шока един [5].

На ступенях филогенеза сложилось так, что: а) 
повышение АД происходит в проксимальном отделе 
артериального русла, в артериях эластического типа, 
а затем возрастает гидродинамическое давление в 
дистальном отделе артериол мышечного типа, ком-
пенсируя нарушения биологической реакции М ↔ М; 
б) нарушение биологической реакции метаболизм ↔ 
микроциркуляция и микроциркуляция ↔ метаболизм 
являются разными; обе они могут быть как физиоло-
гичными, так и афизиологичными; последствия нару-
шения их разные; в) снижение гидродинамического 
давления (наиболее часто), до состояния обморока 
(синкопе) и шока, формируется в дистальном отделе 
артериального русла, в артериолах мышечного типа, 
и распространяется далее на проксимальный отдел, 
артерии эластического типа [6]. 

И если рассматривать взаимоотношение в биоло-
гической реакции М ↔ М нарушений метаболизма и 
микроциркуляции (что первично, что вторично), наи-
более частой причиной формирования гипертонии и 
гипотонии в дистальном отделе артериального русла 
оказываются нарушения метаболизма, реакций при-
обретенного иммунитета, а не первичная патология 
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микроциркуляции. В то же время в проксимальном 
отделе артерий в биологической реакции М ↔ М 
наиболее часто происходит формирование патологии 
циркуляции крови (макроциркуляции) при вторичных 
нарушениях метаболизма [7]. 

Ответственен за формирование артериальной ги-
пертонии (АГ) в проксимальном отделе артерий эла-
стического типа, за регуляцию сердечно-сосудистой 
системы – сосудодвигательный центр продолговатого 
мозга и центральный насос, сердце. Ответственными 
за формирование гипотонии в дистальном и прокси-
мальном отделе артериального русла являются сфин-
ктеры прекапиллярных артериол мышечного типа, 
более вероятно, перициты [8, 9]. 

Механистичная модель сердечно-сосудистой си-
стемы и патогенетические механизмы формирования 
гипотонии. В ранее опубликованных работах, кото-
рые посвящены выяснению этиологических факторов 
и патогенеза эссенциальной, метаболической АГ, для 
понимания механизмов повышения АД мы исполь-
зовали механистичную модель сердечно-сосудистой 
системы (рис. 1). Мы предлагаем воспользоваться ею 
еще раз для понимания различия формирования in 
vivo клинических состояний циркуляции. Гипотония 
в системе может развиться в нескольких ситуациях: 
1) в условиях ослабленной функции насоса в систе-
ме при сохранении параметров системы циркуляции 
и объёма циркулирующей среды; 2) при уменьшении 
объёма жидкой среды, которая циркулирует в системе 
постоянной по объему; 3) если локально увеличить 
объем отдельных участков системы циркуляции и со-
хранить объём циркулирующей жидкости; 4) при од-
номоментном увеличении объёма дистального отдела 
внутрисосудистого русла, системы циркуляции при 
сохранении того же объёма циркулирующей среды. 

Диагноз «шок» основан на таких симптомах: а) 
снижение АД и тахикардия (при торпидной фазе); б) 
беспокойство (эректильная фаза) или затемнение со-
знания; в) стенозированное дыхание; г) уменьшение 
объёма выделяемой мочи; д) холодная, влажная кожа 
с бледно-цианотичной или мраморной окраской; за-
медление наполнения капилляров [10].

В клинической трактовке приведенных моделей 
первая ситуация отражает клиническую картину 
кардиогенного шока; формируется он у пациентов с 
острым коронарным синдромом. Происходит это при 
инфаркте миокарда, при: а) выраженном снижении 
ударного объёма левого желудочка; б) при сохранении 
объёма циркулирующей крови и объёма дистального 
отдела артериального русла – артериол мышечного 
типа; в) при ненарушенной биологической реакции 
эндотелий зависимой вазодилатации и отсутствии на-
рушений биологической реакции М ↔ М. 

Мы говорим об объёме дистального отдела артери-
ального русла, об артериолах мышечного типа и пре-
капиллярном русле, поскольку объём проксимального 
отдела артериального русла, артерий эластического 
тип практически не меняется; исключение составляет 
аневризма аорты. Медикаментозное воздействие при 
этом направлено на: а) нормализацию метаболизма 

миокарда; б) поддержание сократительной функции 
сердца и в) умеренное уменьшение (оптимизацию) 
объёма системы циркуляции, большого и малого кру-
га кровообращения, не допуская и перегрузки боль-
шого и малого кругов кровообращения по объёму. 

Вторая модель гипотонии обобщает те изменения, 
которые происходят в клинике при экзогенной или 
эндогенной кровопотере, при геморрагическом шоке. 
В этих условиях объём циркулирующей крови явно 
недостаточен для заполнения физиологичного объёма 
системы циркуляции. В этих условиях биологическая 
функция адаптации, биологическая реакция компен-
сации формирует афизиологичную, вынужденную 
реакцию централизации кровообращения. Это тре-
бует переливания крови (кровезаменителей) с целью 
препятствовать реализации реакции централизации и 
последующей афизиологичной биологической реак-
ции М ↔ М; столь часто она влечет за собой необ-
ратимые последствия.

Третье моделирование ситуации отражает состоя-
ние гипотонии, которое может быть длительным, ес-
ли не постоянным. Это, мы полагаем, следствие по-
лифункциональных нарушений сердечно-сосудистой 
системы, патология биологической реакции 
эндотелий-зависимой вазодилатации, функции пери-
ферического сердца – перистальтических артериол 
мышечного типа. Причинами гипотонии становят-
ся: а) умеренная (алиментарная) гипонатриемия в 
локальном пуле внутрисосудистой межклеточной 
среды; б) снижение функции клеточной помпы (Na+, 
K+, АТФазы; в) низкая эффективность наработки ми-
тохондриями АТФ при нарушениях их функции; г) 
пальмитиновый вариант метаболизма in vivo жирных 
кислот; г) сниженная активность симпатической нерв-
ной системы, продукция катехоламинов. При этом 
снижение систолического и диастолического АД не 
столь выражено; барорецепторы in vivo локально не 
инициируют афферентную сигнализацию в мозг, нет 
и эфферентной сигнализации с уровня организма. 

Вариант 4-й модели гипотонии характеризует 
быстрое понижение (падение) АД в течение часов с 
развитием картины анафилактического шока и фор-
мированием: а) выраженной гипотонии через краткое 
время после введения противостолбнячной сыворот-
ки; б) специфичной картины, свойственной анафи-
лактическому шоку; в) галопирующего течения па-
тологического процесса и г) отсутствия реакции на 
медикаментозные воздействия. Это дает основание 
говорить о быстром увеличении объёма циркуляции 
(артериального русла) при явно недостаточном, фи-
зиологичном объёме циркулирующей крови. Атония 
прекапиллярных сфинктеров артериол мышечного 
типа дистальной части артериального русла афизио-
логично увеличивает объём русла до таких размеров, 
что физиологичного объёма циркулирующей крови 
становится явно недостаточно. 

Объём циркулирующей крови, объём сосудистого 
русла и величина периферического сопротивления 
кровотоку – факторы, которые определяют параме-
тры функции миокарда. Основу анафилактического 
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шока составляет выброс в кровоток большого коли-
чества активных гуморальных медиаторов, которые 
синтезируют филогенетически ранние клетки рыхлой 
соединительной ткани (РСТ) в каждом из паракринно 
регулируемых сообществ (ПС) клеток in vivo. 

Эти гуморальные медиаторы вызывают афизиоло-
гичную релаксацию (атонию) прекапиллярных сфин-
ктеров в прекапиллярном отделе артериол мышечно-
го типа, в системе микроциркуляции. В результате 
при малом периферическом сопротивлении крово-
току объём циркулирующей крови становится явно 
недостаточным по отношению к резко возросшему 
объёму дистального отдела артериального русла [11]. 
Условно этот процесс можно охарактеризовать как 
децентрализацию кровотока, быстрое формирование 
афизиологичной гиповолемии без уменьшения нор-
мального объёма циркулирующей крови [12]. И если 
кардиогенный шок – это в первую очередь патология 
центрального насоса системы кровообращения, нару-
шение проксимального отдела артериального русла, 
падение сократительной способности миокарда, то 
анафилактическй шок – патология, артериол мышеч-
ного типа и прекапиллярных сфинктеров. 

Согласно схеме патогенеза анафилактического шо-
ка, внимание сконцентрировано на следующем. 

Основу патогенеза анафилактического шока со-
ставляет острая, функциональная атония сфинктеров, 
локализованных в артериолах мышечного типа перед 
обменными капиллярами. Острое формирование 
функциональной гиповолемии происходит при уве-
личении объёма дистального отдела артериального 
русла, артериол мышечного типа, капиллярного и на-
чальных отделов венозного русла [13]. 

Эндогенные инициаторы анафилактического шока 
– гиперсекреция клетками РСТ в ПС гуморальных ме-
диаторов (гистамин, серотонин, провоспалительные 
цитокины и такие же лейкотриены). Происходит это 
как следствие афизиологичной биологической функ-
ции адаптации, биологической реакции компенсации, 
гиперреактивности приобретенного иммунитета в 
ответ на повторное воздействие in vivo экзогенного, 
инфекционного аллергена. 

Анафилактический шок – афизиологичная гипер-
реакция, патологический вариант реализации in vivo 
синдрома биологической реакции воспаления на фо-
не отсутствия активности синдрома компенсаторной 
противовоспалительной защиты. 

Физиологичный объём циркулирующей крови в 
течение часа (часов) оказывается в 2–3 раза меньше 
возросшего объёма дистального отдела артериально-
го русла. Это формирует гиповолемию, сердечную, 
легочную недостаточность, гипоксию и гиперкапнию, 
выраженное нарушение метаболизма в клетках, тка-
нях и органах с развитием метаболического ацидоза. 

Афизиологичная дилатация артериол мышечного 
типа провоцирует утрату тонуса более проксимально 
расположенными объёмными сосудами (обменными 
капиллярами) в начале венозного отдела с увеличени-
ем пула крови, который афизиологично локализуется 
в венозном русле. 

Кровь с трудом доходит до правого желудочка; при 
низкой скорости кровотока и скоплении крови в об-
менных капиллярах и в начале венозного отдела [14]; 
это в ещё большей мере увеличивает дефицит цирку-
лирующего объёма крови. 

Гиповолемия выражено уменьшает приток веноз-
ный кровотока к сердцу, уменьшает давление запол-
нения правого и левого желудочков; ударный объём 
сердца становится существенно меньшим. Это на-
рушает сократительную способность миокарда; при 
снижении производительности сердца как централь-
ного насоса в системе кровообращения, происходит 
дальнейшее уменьшение объёма циркулирующей 
крови.

При действии активных гуморальных медиаторов 
с локальным действием возрастает проницаемость 
плазматических мембран клеток с развитием интер-
стициальных отеков в тканях головного мозга, лег-
ких с явлениями ларинго- и бронхоспазма, спастиче-
ским состоянием капилляров кожных покровов [15, 
16]. Клинически проявляются симптомы легочной и 
сердечной недостаточности, гипоксии, гиперкапнии 
с формированием в первую очередь дыхательного 
и циркуляторного ацидоза, падением парциального 
давления рО2 и афизиологичным возрастанием рСО2. 

Активации биологической функции адаптации, 
биологической реакции компенсации, усиления сим-
патоадреналовой активности при анафилактическом 
шоке не происходит. Определено это тем, что сфинкте-
ры, которые физиологично реализуют компенсаторную 
реакцию в дистальном отделе артериального русла (ар-
териол мышечного типа), пребывают в состоянии ато-
нии; возобновить сокращение атоничные сфинктеры в 
сохранении афизиологичных условий не в состоянии.

По мере формирования анафилактического шока 
во всех ПС клеток развивается гипоксическое на-
рушение метаболизма in vivo с накоплением кислых 
продуктов биохимических реакций окисления суб-
стратов. Усилено, в частности, образование молочной 
кислоты (лактата) в биохимических реакциях глико-
лиза, активация синтеза гепатоцитами кетоновых тел 
при гипоксии и гипогликемии в пуле спинномозговой 
жидкости, в ликворе при гликопении, в цитоплазме 
нейронов и астроцитов. 

Это приводит к дилатации прекапиллярных сфин-
ктеров в дистальном отделе артериального русла, в 
то время как более проксимально расположенные 
сосуды остаются недилатированными. В это время 
кровь из дилатированных артериол мышечного типа 
переходит в обменные капилляры; происходит это в 
условиях, когда отток крови из обменных капилляров 
в венозное русло затруднен. При повышении гидро-
динамического давления в обменных капиллярах ги-
дрофильная среда плазмы крови, преодолевая гради-
ент невысокого онкотического давления альбумина, 
диффундирует в интерстициальную ткань, выходя из 
сосудистого русла. Во внесосудистой среде жидкая 
часть крови формирует внутритканевые отеки, как 
это происходит при возникновении «крапивницы» в 
поверхностных слоях кожи. 
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ка и объёма циркулирующей крови. Физиологическое 
действие нашатырного спирта (10% водный раствор 
аммиака NH4) обусловлено его местным, раздражаю-
щим действием: он возбуждает чувствительные окон-
чания (хеморецепторы) нервных окончаний верхних 
дыхательных путей – тройничного нерва. Это аффе-
рентно стимулирует дыхательный и сосудодвигатель-
ный центры продолговатого мозга, вызывает учаще-
ние дыхания и повышение АД в проксимальном от-
деле артериального русла. Но анафилактический шок 
– это не синкопе; взаимодействие многих факторов 
нарушения функции кровообращения – причина того, 
что купирование анафилактического шока является 
проблемой неотложной диагностики в отделении реа-
нимации и неотложной терапии. 

Единение в филогенезе бислоя клеток: ранний 
эндотелий + подоциты и более поздний эндотелий 
+ гладкомышечные клетки. Согласно филогенети-
ческой теории общей патологии, каждое ПС in vivo 
состоит из 3 пулов функционально разных клеток: а) 
специализированные клетки определяют специфич-
ную функцию ПС; б) локальный перистальтический 
насос осуществляет перфузию межклеточной среды 
в ПС и в) пул полифункциональных клеток РСТ; реа-
лизуют они биологические функции трофологии и 
гомеостаза, биологическую функцию адаптации и эн-
доэкологии («чистоты» межклеточной среды) с био-
логическими реакциями экскреции и воспаления.

Согласно нашим представлениям, локальный пе-
ристальтический насос – это функциональный бис-
лой эндотелий : гладкомышечные клетки. Клапанов 
сосуд не имеет; функцию его регулируют гумораль-
ные медиаторы; их in situ синтезируют и локально 
(паракринно) секретируют клетки монослоя эндоте-
лия. Вазодилатацию перистальтического насоса, фазу 
насасывания межклеточной среды и формирование 
волны перистальтики, обеспечивает синтез и секре-

При замедлении скорости кровотока, увеличении 
микровязкости крови, при выраженном метаболи-
ческом ацидозе, изменении жидкокристаллических 
свойств мембраны эритроцитов клетки утрачивают 
отрицательный заряд, формируемый аминофосфо-
липидами, и агрегируют с образованием структур – 
«монетных столбиков»; с ними ассоциируются агре-
гаты тромбоцитов.

Когда вязкость крови становится столь высокой, 
что формируется трудно преодолимое перифериче-
ское сопротивление кровотоку, замедление его, по-
вышение параметров свертывания крови, начинается 
диссеминированное, внутрисосудистое свертывание 
крови.

При анафилактическом шоке патологические из-
менения из мест первичного формирования патологии 
в атоничных прекапиллярных сфинктеров артериол 
мышечного типа в дистальном отделе артериального 
русла захватывают и проксимальный отдел – артерии 
эластического типа. 

Начальные этапы кардиогенного шока формиру-
ются в проксимальном отделе артериального русла, 
в артериях эластического и смешанного типа, с раз-
витием инфаркта миокарда и недостаточностью цен-
трального насоса кровообращения. Анафилактиче-
ский шок, напротив, формируется в филогенетически 
раннем, дистальном отделе артериального русла, в 
артериолах мышечного типа. Все их, начиная с работ 
М.В. Яновского [17], мы расцениваем как функцио-
нально единое, раннее в филогенезе «периферическое 
сердце», миллионы локальных перистальтических 
насосов в каждом ПС клеток.

Одновременно децентрализованные, филогене-
тически ранние насосы в ПС являются и основными 
регуляторами параметров кровообращения при от-
сутствии активности биологической функции локо-
моции, путем реализации биологической реакции эн-
дотелий зависимой вазодилатации. При активации же 
биологической функции локомоции, движения за счет 
сокращения поперечнополосатых, скелетных миоци-
тов, первенство в регуляции кровотока тут же перехо-
дит к сердцу, центральному насосу в системе кровоо-
бращения. И физиологичная «реакция сдвига» [18] на 
мембране монослоя эндотелия артериол мышечного 
типа синхронизирует биологическую реакцию эндо-
телий зависимой вазодилатации с ударным объёмом 
левого желудочка и пульсовой волной. 

Клиническая картина обморока (синкопе) – вне-
запная, непродолжительная потеря сознания при 
проходящей ишемии головного мозга, изменении 
параметров спинномозговой жидкости [19]. Выделя-
ют следующие факторы формирования синкопе: а) 
быстрое, выраженное уменьшение периферического 
сопротивления кровотоку при дилатации части пре-
капиллярных артериол мышечного типа (в брюшной 
полости) в дистальном отделе артериального русла 
[20]; б) понижение объёма циркулирующей крови, с 
увеличением её микровязкости, снижением скорости 
кровотока и объёма циркулирующей крови, с увеличе-
нием её микровязкости, снижением скорости кровото-

Рис. 1. Механистическая модель сердечно-сосудистой систе-
мы, приведённая для понимания условий изменения гидро-
динамического давления в циркулирующей среде. 
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ция эндотелием гуморального вазодилататора – ок-
сида азота (NO). Во избежание ретроградного потока 
по окончании волны перистальтики насос спазмирует 
действие вазоконстриктора эндотелина. При отсут-
ствии синтеза NO эндотелин постоянно секретирует 
эндотелий; физиологичное состояние перистальтиче-
ского насоса – сокращение гладкомышечных клеток. 
NO и эндотелин-реципрокные гуморальные медиато-
ры, синтезируемые in situ эндотелием. 

Согласно тому, что было предложено ранее, волну 
перистальтики монослоя гладкомышечных клеток на-
соса формирует: а) синтез NO и б) химические превра-
щения его NO → NO2 → NO3 →и опять NO; это цикл 
оксида азота. Многочисленные на ступенях филогенеза 
предшественники сосудисто-сердечной системы были 
незамкнутыми. Порой, можно полагать, первичные на-
сосы перекачивали межклеточную среду между ПС в 
несколько этапов. В наследство от такой гидродинами-
ки, остались in vivo целомические, серозные полости. 
Они, как и все структуры сосудистого русла, выстла-
ны монослоем эндотелия, мезотелия. В них проис-
ходило (происходит) афизиологичное депонирование 
межклеточной среды при образовании избыточного 
её количества в кровотоке. Происходит это в условиях 
перегрузки по объёму большого, малого круга кровоо-
бращения; регулируют эту физиологичную реакцию 
натрийуретические пептиды. 

Пристальное внимание к начальным этапам фор-
мирования сосудисто-сердечной системы, включая 
патогенез острой, афизиологичной гиповолемии при 
анафилактическом шоке, даёт основание полагать, 
что, вероятно, при формировании локального пери-
стальтического насоса в ПС функциональный бислой 
эндотелий : гладкомышечные клетки был не первым. 
Со времен У. Гарвея (1627) и длительное время мы 

будем говорить «сердечно-сосудистая система». Од-
нако, как только мы приступаем к обсуждению регу-
ляции кровообращения, необходимо помнить, что на 
ступенях филогенеза миллионами лет формировалась 
сосудисто-сердечная система. И первым её вариан-
том, который оставил in vivo морфологические дока-
зательства и функциональные особенности, стал, мы 
полагаем, функциональный бислой эндотелий : пери-
циты. И только миллионы лет позже сформировались 
расположенные рядом же, в дистальном отделе арте-
риального русла, но функционально иные перисталь-
тические насосы на основе ГМК [21].

Анатомия структур артериол:эндотелий, подо-
циты, ГМК и дистальный отдел микроциркуляции 
in vivo. В месте ветвления артериолы на капилляры, 
часть из них окружены клетками, которые образуют 
прекапиллярные сфинктеры. Вследствие изменения 
тонуса функциональных сфинктеров in vivo в обмен-
ных капиллярах происходит регуляция локального 
кровотока. Между мышечными клетками имеются 
эластические волокна. Обменные капилляры – эле-
менты микроциркуляторного русла; они, реализуя 
биологическую реакцию трансцитоза (пиноцитоза) 
через цитоплазму эндотелия, осуществляют диффу-
зию газов, обмен субстратов и катаболитов между 
внутрисосудистым, локальным и единым пулом меж-
клеточной среды in vivo. Плотность сети капилляров 
в тканях различна; чем интенсивнее обмен веществ и 
функция органа, тем более плотная сеть капилляров.

В органах и тканях большинство капилляров in vi-
vo постоянно не функционируют. За счёт постоянной 
функции сфинктеров, полный объём дистального от-
дела артериального русла, который равен около 20 л, 
уменьшается до физиологичного объёма, который за-
полняют всего-то 6–7 л крови. Количество открытых 
капилляров увеличивается при активации функции; 
наиболее эффективно это происходит при реализации 
биологической функции локомоции, движения при 
реципрокном сокращении скелетных миоцитов. 

Капиллярные сети образуются и между одноимен-
ными сосудами; сети, образованные только венулами, 
формируют в печени портальную систему, венозные 
капиллярные сети в аденогипофизе, артериальные 
капиллярные сети в почечных клубочках. Капилля-
ры – наиболее узкие кровеносные сосуды; диаметр их 
7–8 мкм; в зависимости от функционального состоя-
ния и специфичности органа диаметр их может быть 
разным. Стенка кровеносных капилляров состоит из 
нескольких структурных элементов; внутреннюю вы-
стилку сосудов формирует монослой эндотелия; рас-
полагается он на базальной мембране в тесном кон-
такте с перицитами [Makita]. 

Если внимательно рассмотреть морфологию кле-
ток эндотелия и перицитов (рис. 2), можно видеть 
много общего. Перици́т (греч. περι- – вокруг и κύτος – 
клетка), клетка Руже, клетки РСТ с множеством от-
ростков. Перициты локализованы в стенке прека-
пиллярных артериол мышечного типа, в том числе 
и в стенке капилляров; предшественниками перици-
тов являются клетки адвентиции; первым их описал 

Рис. 2. Морфологическое и функциональное единение кле-
ток эндотелия и сократительного перицита. 
1 – эндотелиоцит; 2 – базальная мембрана; 3 – перицит; 4 – пиноци-
тозные микропузырьки – биологическая реакция трансцитоза; 5 – зона 
контакта между клетками эндотелия. 
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Ш. Руже в 1874 г. Перициты реализуют функцию и 
в структуре гематоэнцефалического барьера [22]. В 
цитоплазме перициты имеют сократительные волок-
на; одновременно они реализуют и биологические 
свойства оседлых макрофагов. Последние призваны 
реализовать биологическую функцию эндоэкологии, 
поддержания «чистоты» межклеточной среды in vivo. 
И до сих пор биологическая роль перицитов остаётся 
неясной. Перицит считают малодифференцированной 
клеткой, которая задействована в структуре сосудов и 
в регуляции кровотока; при дифференцировании пе-
рицит может стать фибробластом, макрофагом [23]. В 
цитоплазме перициты имеют миофибриллярные эле-
менты, используя которые, они, вероятно, регулиру-
ют параметры кровообращения в дистальном отделе 
артериального русла. 

Перициты – удлиненные клетки со многими от-
ростками; все они расположены поперек (перпенди-
кулярно) оси капилляра. Перициты регулируют функ-
цию обменных капилляров в тканях и в организме. 
Перициты регулируют: а) ёмкость обменных капил-
ляров и гидродинамическое давление в дистальном 
отделе артериального русла; б) в цитоплазме они со-
держат волокна актина и миозина; в) регулируют они 
кровоток в обменных капиллярах и в прекапиллярных 
артериолах мышечного типа; г) объём дистального 
отдела артериального русла и д) величину перифери-
ческого сопротивления кровотоку. Это позволяет оха-
рактеризовать функцию тандема эндотелий : перици-
ты как сократительную. 

Перициты исполняют одновременно и функцию 
оседлых макрофагов; в цитоплазме они имеют много 
лизосом для реализации биологической функции эн-
доэкологии. В культуре тканей перициты реализуют 
биологическую функцию фагоцитоза, презентации 
антигенов. Это один из ключевых процессов, в ходе 
которого компоненты системы врождённого иммуни-
тета (оседлые макрофаги, дендритные клетки) сти-
мулируют иммунный ответ системы приобретённого 
иммунитета путём представления (презентации) за-
хваченного антигена Т-лимфоцитам. Способностью 
презентации антигена и активации реакций приобре-
тённого иммунитета обладает in vivo многие клетки 
РСТ. Кроме того, функционируют специализирован-
ные клетки иммунной системы, для которых презен-
тация антигена является одной из основных функций: 
макрофаги, В-лимфоциты и дендритные клетки. Они 
экспрессируют синтез специфичных рецепторов, ко-
торые активируют функцию Т-лимфоцитов [24]. 

Перициты синтезируют вазоактивные вещества, 
которые регулируют ангиогенез de novo. Перициты 
структурно связаны с монослоем эндотелия 3 типами 
контактов: а) щелевые контакты; б) фокальные адгезив-
ные контакты и в) инвагинаты мембраны клеток. Ще-
левые контакты прямо связывают цитоплазму 2 клеток, 
они проницаемы для ионов и небольших молекул. С 
помощью фокальных адгезивных контактов осущест-
вляется прочная связь 2 клеток. Инвагинации участков 
мембраны одной клетки в другую обеспечивают как 
механическое связывание, так и межклеточный обмен 

субстратами и гуморальными медиаторами. 
Благодаря тесным контактам клетки опосредован-

но влияют на митотическую активность, экспрессию 
генов и, соответственно, фенотип друг друга. Каждая 
вторая–четвертая клетка эндотелия контактирует с 
перицитом. Перициты чаще располагаются в местах 
контакта эндотелиальных клеток; перициты локали-
зованы во всех прекапиллярных артериолах in vivo. В 
филогенетически же поздних обменных капиллярах 
скелетной мускулатуры, отношение перициты : эндо-
телиоциты составляет лишь 1 : 100. Перициты имеют 
вытянутую форму, длина их близка к 200 мкм, толщи-
на – 0,5 мкм. Их многочисленные отростки циркуля-
торно охватывают сосуд [25].

В культуре тканей перициты реализуют биологи-
ческую реакцию фагоцитоза и презентацию антиге-
нов. Благодаря сходству с оседлыми макрофагами, 
перициты образуют вторую линию защиты in vivo 
от токсичных молекул, которые могут преодолеть 
барьер эндотелия. Ранние в филогенезе перициты – 
составная часть врожденной иммунной системы in 
vivo. Перициты ассоциированы также с изменениями 
монослоя эндотелия, делением клеток, с формирова-
нием системы сосудов (ангиогенез), а также с распро-
странением in vivo биологической реакции апоптоза. 

Перициты обладают пластичностью и могут пре-
вращаться в ГМК, фибробласты и клетки мезенхимы. 
Такая универсальность благоприятствует тому, что пе-
рициты регулируют формирование кровеносных сосу-
дов in vivo [26, 27]. Перициты могут также защищать 
клетки путём активации биологической реакции апоп-
тоза в ответ на действии экзогенных, цитотоксичных 
веществ. In vivo показано, если культура ткани содер-
жит все клетки дистального отдела артериального рус-
ла и гуморальные медиаторы, за исключением пери-
цитов, клетки эндотелия будут подвержены апоптозу. 
Перициты инициируют выживание клеток эндотелия, 
поскольку они секретируют белок, который обеспечи-
вает экспрессию фактора роста эндотелия, подавляю-
щего апоптоз. При афизиологичных процессах (воспа-
ление, репарация по типу фиброза) перициты активи-
руют синтез факторов роста эндотелия [28].

Шок впервые описан еще Гиппократом. В конце 
XIX в. предложены варианты патогенеза шока: а) 

Рис. 3. Вероятная роль перицитов в формировании наиболее 
ранней волны перистальтики в паракринно регулируемых со-
обществах клеток. 
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остро формируемая атония сфинктеров артериол мы-
шечного типа; б) нарушение функции вазомоторного 
центра продолговатого мозга и компенсаторного по-
вышения АД в проксимальном отделе артериально-
го русла; в) активация перицитов, которые в услови-
ях экзогенной токсемии (анафилактического шока) 
реализуют биологическую реакцию приобретенного 
иммунитета, одновременно понижая функцию сокра-
щения; г) относительное уменьшение объёма цирку-
лирующей крови при быстром увеличение ёмкости 
дистального отдела артериального русла и е) стаз 
крови в обменных капиллярах, увеличение их прони-
цаемости и выход части межклеточной среды из ло-
кального внутрисосудистого (циркуляторного пула). 

Становление в филогенезе функции перицитов и 
гладкомышечных клеток. Специфичная функция пе-
рицитов, как сфинктеров прекапиллярных артериол 
мышечного типа, основана на косвенных доказатель-
ствах. В экспериментах in vivo отмечено изменение 
объёма русла обменных (объёмных) капилляров, кото-
рое инициируют перициты при действии вазоактивных 
препаратов и нейропротекторов. Хотя эти наблюдения 
действительно могут быть результатом сокращения 
перицитов, о роли клеток в регуляции кровотока име-
ется много несоответствий. Во-первых, убедительных 
доказательств контроля кровотока, который реализуют 
перициты in vivo, не приведено. Во-вторых, в то время 
как идентифицировать даже нативные перициты труд-
но, в гистологически фиксированных образцах доказать 
идентичность их много сложнее. Да и в нативной ткани 
in vivo не столь просто различить перициты [29].

Способны ли отростки перицитов развить усилие, 
достаточное для спазмирования (остановки кровото-

ка) в прекапиллярных артериолах мышечного типа? 
Возможно, функция перицитов и гладкомышечных 
клеток (ГМК) реализована совместно, поскольку в 
филогенезе ГМК более ранние. Выяснение сократи-
тельной функции перицитов в регуляции кровотока, 
микроциркуляции в дистальном отделе артериально-
го русла в физиологичных, афизиологичных услови-
ях еще продолжается. Уже признано, что перициты 
относят к тем же клеткам, что и ГМК, но пока не най-
дено единого молекулярного маркера, который можно 
было бы использовать для специфичного дифферен-
цирования перицитов и ГМК и отличия их и от иных 
клеток мезенхимы [30]. 

Мы полагаем, для понимания функционального 
различия перицитов и ГМК в регуляции кровообра-
щения в дистальном отделе артериального русла, в 
организации процесса микроциркуляции важно про-
следить (представить) функцию их на ступенях фило-
генеза, принимая во внимание следующее. Становле-
ние микроциркуляции произошло в условиях незам-
кнутой системы кровообращения; ещё длительное 
время не было сердца – центрального насоса; сокра-
щались только множество первичных перистальти-
ческих насосов в ПС, многие артериолы мышечного 
типа, «периферические сердца». Регулировать поток 
межклеточной среды в этих условиях реально слож-
нее, чем при замкнутой системе кровообращения 
[31]. В порядке формирования структуры первично-
го перистальтического насоса в ПС первыми задей-
ствованы клетки мезенхимы – монослой эндотелия, 
вторыми, мы полагаем, стали перициты, существенно 
более поздними в филогенезе являются ГМК [32]. 

Анатомически действие перицитов и ГМК не мо-
жет быть одинаковым: а) функционально значимые 
отростки перицитов располагаются в первичных пери-
стальтических насосах, в артериолах мышечного типа 
перпендикулярно потоку межклеточной среды (крови); 
б) в первичных перистальтических насосах, в артерио-
лах мышечного типа ГМК расположены параллельно 
потоку среды; в) мышечные волокна перицитов, рас-
положенных поверх монослоя эндотелия, сокращают-
ся циркуляторно, пережимая (спазмируя) первичный 
перистальтический насос, артериолу мышечного типа 
наподобие сфинктера; г) ГМК сокращаются по спира-
ли; они регулируют (уменьшают, увеличивают) поток 
межклеточной среды, позже крови, не приостанавли-
вая его; д) ГМК реализуют и биологическую реакцию 
сдвига на эндотелии в ответ на ударную волну сокраще-
ния левого желудочка; остановить поток крови ГМК не 
в состоянии; е) перициты исполняют роль сфинктеров, 
реализуя сократительную функцию; они непрерывно 
перераспределяют микроциркуляцию крови в дис-
тальном отделе артериального русла между тканями с 
разной активностью соматических функций в тканях 
и органах in vivo и особенно биологической функции 
локомоции, которую реализуют поперечнополосатые 
миоциты в ПС, в тканях и органах in vivo [33].

Мы полагаем, что рядом расположенные перици-
ты, сокращаясь наподобие клавиш у рояля при про-
игрывании гаммы (рис. 3), сформировали и первую 

Рис. 4. Перициты в регуляции микроциркуляции в сократи-
тельных артериолах мышечного типа и в обменных капилля-
рах; отсутствие сокращения перицитов вверху и при сокра-
щении (внизу). 
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волну перистальтики в насосе при перфузии межкле-
точной средой еще клеток в ПС клеток за миллионы 
лет до формирования первых кровеносных сосудов. 

Позже в филогенезе, в условиях замкнутой систе-
мы кровообращения, перициты сформировали меха-
низмы, которые на основе величины периферического 
сопротивления кровотоку динамично, постоянно рас-
познавали in vivo оптимальные направления перерас-
пределения объёма крови, который явно недостаточен 
для заполнения (перфузии) всего внутрисосудистого 
русла, суммарно артериального и венозного его отде-
лов. При этом объём крови для перфузии постоянно в 
несколько раз меньше объёма внутрисосудистого рус-
ла, которое требуется ежеминутно заполнять кровью. 

Для заполнения русла всех сосудов in vivo объём 
которого приближается к 20 л, физиологично доста-
точным оказывается всего-то 5–7 л крови. Подобное 
функциональное действие без участия перицитов 
(циркуляторных сфинктеров) совершено быть не мо-
жет. Выпадение сократительной функции перицитов, 
атония их в условиях анафилактической реакции на 
повторное внедрение in vivo экзогенного антигена, 
когда перициты не реализуют функцию сфинктеров 
артериол мышечного типа, а функционируют сродни 
оседлым макрофагам, заканчивается порой формиро-
ванием в полной мере невосполнимым, некомпенси-
руемым гиповолемическим, анафилактическим шо-
ком [34].

Возможно, желание осуществить перфузию как 
можно большего числа клеток in vivo как можно 
меньшим объёмом крови «стояло на повестке дня» с 
ранних ступеней филогенеза. Для этого и были сфор-
мированы перициты. Не исключено и то, что физио-
логичная, сократительная функция перицитов, изме-
няя величину периферического сопротивления кро-
вотока, формирует in vivo направления к тем тканям 
и органам, к которым кровоток в дистальном отделе 
артериального русла с активированной функцией не-
обходимо усилить. Происходить это может только за 
счёт перераспределения потоков крови при условии, 
что объём крови в внутрисосудистом пуле во всех 
физиологично изменчивых условиях остается посто-
янным. 

Изменяя величину периферического сопротивле-
ния кровотоку, перициты определяют направления 
перераспределения потоков крови in vivo. Можно 
полагать, что перициты определяют такие параме-
тры микроциркуляции, как объём сосудистого русла, 
объём циркулирующей крови, имея в виду: а) депо-
нирование и секвестрирование крови; б) общее пе-
риферическое сопротивление кровотоку и в) объём 
активно перфузируемого сосудистого русла. В усло-
виях покоя, вне реализации биологической функции 
локомоции, основные параметры кровообращения 
определены (регулированы) условиями микроцирку-
ляции. Этот определено: а) функцией биологической 
реакции эндотелий зависимой вазодилатации (эндо-
телий и ГМК) в реализации биологической реакции 
метаболизм ↔ микроциркуляция и б) активностью 
перицитов в определении направлений, по которым 

микроциркуляторное кровообращение необходимо 
(в зависимости от функции) физиологично активи-
ровать, а где его можно оптимально понизить; это не 
означает, что остановить (рис. 4).

Вне физической активности сокращение левого 
желудочка доводит ударный объём крови до артериол 
мышечного типа в дистальном отделе артериального 
русла. Далее они сами регулирую параметры микро-
циркуляции по определенным направлениям активиро-
ванного или нарушенного метаболизма. Биологическая 
реакция эндотелий зависимой вазодилатации регули-
рует скоростные параметры микроциркуляции, её уси-
ление, биологическую реакцию сдвига на поверхности 
эндотелия. Эндотелий координирует ударный объём 
крови и функцию гладкомышечных артериол, реакцию 
эндотелий зависимой вазодилатации для оптимальной 
перфузии всего дистального отдела артериального рус-
ла, включая и обменные капилляры.

Биологическая реакция метаболизм ↔ микроцир-
куляция, метаболическая артериальная гипертония и 
поражение органов-мишеней. Этиологическая основа 
метаболической артериальной гипертонии – функцио-
нальное несоответствие локального нарушения биоло-
гической функции М ↔ М на уровне ПС клеток, орга-
нов, тканей и системной биологической реакции ком-
пенсации с уровня организма, из сосудодвигательного 
центра головного мозга. Реализована эта компенсация 
в форме эфферентной, симпатической иннервации на 
сердце как центральный насос с повышением АД в 
проксимальном отделе артериального русла. 

Повышение АД в проксимальном отделе артерий 
эластического типа происходит в ситуациях, когда на-
рушения метаболизма не дают возможности локаль-
но компенсировать нарушение микроциркуляции при 
действии локальной биологической реакции эндотелий 
зависимой вазодилатации. Системная же компенсация 
локального нарушения биологической реакции М ↔ 
М происходит путем повышения АД в проксимальном 
отделе артериального русла. Компенсация с уровня ор-
ганизма реально компенсирует in vivo где-то локальное 
нарушение биологической реакции М ↔ М. 

Напомним, что все органы, которые мы именуем 
органами-мишенями, имеют локальные пулы меж-
клеточной среды: а) пул первичной мочи в нефронах 
почек; б) пул спинномозговой жидкости в желудоч-
ках мозга; в) аэрогемический пул в альвеолах легких. 
Органы мишени сами регулируют и все параметры 
гидродинамики этих локальных пулов. Функцию 3 
локальных пулов гидродинамики, включая еще пул 
амниотической жидкости в матке и пул внутренней 
среды глазного яблока, одновременно, выраженно, 
сочетанно нарушает системное, компенсаторное по-
вышение АД в проксимальном отделе артерий. Под-
робно становление эндогенных афизиологичных 
процессов описано нами ранее [35, 36].

Постепенно при действии системной компенсации 
путем повышения АД в проксимальном отделе арте-
риального русла формируется поражение органов-
мишеней. Все они до нарушения где-то локально 
биологической реакции М ↔ М и компенсаторного, 
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системного повышения АД, функционировали физио-
логично. Нарушение функции всех органов-мишеней 
при метаболической АГ является вторичными; это 
результат афизиологичной, системной компенсации 
локальных нарушений биологической реакции мета-
болизм ↔ микроциркуляция в ПС клеток. Сколь часто 
локальные нарушения биологической реакции М ↔ М 
на втором уровне относительного биологического со-
вершенства (в ПС клеток и органах), системно компен-
сированы с уровня организма, столь высока и часто-
та распространения в популяции метаболической АГ. 
Однако компенсация путем активации биологической 
реакции АД с уровня организма может быть только си-
стемной. Иного в филогенезе не сформировано. 

Причиной столь частого развития метаболической 
АГ в популяции, нарушения биологической реакции 
М ↔ М является то, что биологическая реакция АД, 
согласно филогенетической теории обще патологии, 
задействована в компенсации in vivo нарушения 4 био-
логических функций: а) гомеостаза; б) трофологии; в) 
эндоэкологии и г) адаптации. Можно обоснованно по-
лагать, что при компенсации in vivo разных функций в 
ответ на повышение периферического сопротивления 
кровотоку повышение гидродинамического давления в 
дистальном отделе артериального русла происходит при 
реализации разных механизмов. Во всех ситуациях, ког-
да возможностей локальных систем регуляции (компен-
сации) биологической реакции М ↔ М и сократитель-
ной функции перицитов оказывается недостаточно, ло-
гично, но абиологично следует системная компенсация 
с уровня организма, из проксимального отдела, ведомая 
эфферентной симпатической иннервацией из сосудод-
вигательного центра продолговатого мозга. 

Метод лазерной доплеровской флуорометрии с 
амплитудно-частотным анализом осцилляций артери-
ол мышечного типа дает возможность оценить вари-
анты формирования кровотока, которые инициируют 
изменения величины периферического сопротивления 
кровотоку. Выделяют 3 варианта тонуса артериол мы-
шечного типа: эндотелиальный, нейрогенный и мио-
генный [37]. Определено это как на основании уве-
личения потенциала дилатации артериол мышечного 
типа, так и изменением состояния сократительных 
клеток, возможно перицитов, которые также активно 
формируют величину периферического сопротивле-
ния кровотоку [38, 39]. Ясно одно: диапазоны частот 
осцилляций (эндотелиальный, нейрогенный, миоген-
ный и венулярный) и различие амплитуды могут быть 
обусловлены разными по функции клетками. 

В роли сократительных сфинктеров перицитов, 
гладкомышечных клеток, монослоя эндотелия, пре-
капиллярных артериол мышечного типа, обмен-
ных, объёмных капилляров, в физиологичном от-
ношении объёма пула крови и объёма дистального 
отдела артериального русла in vivo предстоит еще 
разобраться. В то же время, вероятно, что: не су-
ществует первичной АГ; компенсаторная биологи-
ческая реакция АД всегда вторична, она выявляет 
наличие у пациентов симптоматической или мета-
болической АГ; повышение АД в проксимальном 

отделе артериального русла является компенса-
торной реакцией в ответ на нарушения метабо-
лизма, микроциркуляции, биологической реакции 
метаболизм ↔ микроциркуляция; формируются 
они локально в дистальном отделе артериально-
го русла (артериолы мышечного типа, функцио-
нальные сфинктеры, перициты); метаболическая 
АГ – патология раннего в филогенезе дистального 
отдела артериального русла, функции монослоя 
эндотелия, гладкомышечных клеток, перицитов; 
полагаем, формирование «острой» гиповолемии 
при шоке является состоянием атонии сфинктеров 
(перицитов) в прекапиллярных артериолах мышеч-
ного типа с формированием афизиологичного по 
объёму дистального отдела артериального русла; 
физиологичного объёма крови становится явно не-
достаточно для заполнения русла; когда локальное 
нарушение биологической реакции метаболизм ↔ 
микроциркуляция локально не компенсирует функ-
ция эндотелий зависимой вазодилатации, с уровня 
организма, с сосудодвигательного центра, следует 
эфферентная иннервация на сердце, системное по-
вышение АД в проксимальном и далее в дисталь-
ном отделе артериального русла; системное повы-
шение АД нарушает функцию органов мишеней 
– почек, головного мозга, легких; каждый из них 
регулирует параметры гидродинамики в локальном 
пуле межклеточной среды; функция их оказывает-
ся нарушенной и органы – мишени в свою очередь, 
формируют реакцию компенсации; метаболическая 
АГ – результат несогласованной системной ком-
пенсации локальных нарушений 4 биологических 
функций – гомеостаза, эндоэкологии, трофологии и 
адаптации; происходит это на уровне паракринно 
регулируемых сообществ функционально разных 
клеток – структурных единиц каждого из органов.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки.

Л итература       (пп. 2–11, 15, 16, 19–21, 23–25, 28–30, 
32, 33, 38, 39 см. R eferences         )

1.	 Титов В.Н. Клиническая биохимия. Курс лекций. М. ИНФРА-М. 
2017.  

12.	 Шустер Х.П., Шенборн Х., Лауэр Х. Шок. Возникновение. Рас-
познавание. Контроль. Лечение. М.: «Медицина»; 1981.  

13.	 Туев А.В., Хлынова О.В., Щекотов В.В. Артериальная гипер-
тензия и венозная система. М.: Медицинская книга; 2004.

14.	 Федорович А.А., Гориева Ш.Б., Рогоза А.Н., Чихладзе Н.М. Функ-
циональное состояние артериолярных и венулярных микрососу-
дов кожи у пациентов с гипертонической болезнью. Регионарное 
кровообращение и микроциркуляция. 2014; 3(51): 45 – 60.

17.	 Титов В.Н. Теория «периферического сердца» и становление 
в филогенезе сердечно-сосудистой (сосудисто-сердечной) си-
стемы. Вестник Санкт-Петербургского университета. 2010; 
11(2): 5 – 22.

18.	 Мелькумянц А.М., Балашов С.А. Механочувствительность арте-
риального эндотелия. Тверь: ООО «Издательство «Триада». 2005. 

22.	 Чехонин В.П., Баклаушев В.П., Юсубалиева Г.М., Волгина Н.Е., 
Гурина О.И. Фундаментальные и прикладные аспекты изучения 
гематоэнцефалического барьера. Вестник Российской академии 
медицинских наук. 2012; 8: 66 – 73.

26.	 Живень М.К., Захарова И.С., Шевченко А.И., Покушалов Е.А., 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-2-68-78

БИОХИМИЯ

78

Закиян С.М. Гетерогенность клеток эндотелия. Патология кро-
вообращения и кардиохирургия. 2015; 19(4-2): 104 – 12.

27.	 Романов Ю.А. Структурно-функциональные особенности эндо-
телия человека в норме и при атеросклерозе.  Дисс. …канд.мед.
наук.  Москва; 2003.

31.	 Титов В.Н. Филогенетическая теория общей патологии. Па-
тогенез метаболических пандемий. Артериальная гипертония. 
М.:ИНФРА-М. ;2014. 

34.	 Шойхет Я.Н., Момот А.П. О роли и взаимосвязи гемостатиче-
ских и воспалительных реакций в формировании очагов гной-
ной деструкции органов и тканей. Проблемы клинической меди-
цины. 2008; 16(4): 102 – 16.

35.	 Титов В.Н. Филогенетическая теория общей патологии. Патоге-
нез болезней цивилизации. Атеросклероз. М.:ИНФРА-М; 2014. 

36.	 Титов В.Н. Филогенетическая теория общей патологии. Па-
тогенез метаболических пандемий. Сахарный диабет. М.: 
ИНФРА-М; 2014. 

37.	 Федорович А.А., Соболева Г.Н. Состояние системы микроцир-
куляции у больных с артериальной гипертензией в сочетании 
с ишемической болезнью сердца и нарушениями когнитивных 
функций на терапии актовегином. Регионарное кровообращение 
и микроциркуляция. 2015; 3(55): 40 – 51.

R eferences       
1.	 Titov V.N. Clinical biochemistry. Course of lectures: Textbook. 

[Klinicheskaya biokhimiya. Kurs lekziy: uchebnoye posobiye]. М.: 
INFRA-М; 2017.  (in Russian)

2.	 Attwell D., Mishra A., Hall C.N., O’Farrell F.M., Dalkara T. What is 
a pericyte? J. Cereb. Blood. Flow. Metab. 2016; 36(2): 451 - 5.

3.	 Vincent J.L., de Backer D. Circulatory shok. N. Engl. J. Med. 2013; 
369: 1726 – 34.

4.	 van Dijk C.G., Nieuweboer F.E., Pei J.Y., Xu Y.J., Burgisser P, van 
Mulligen E. The complex mural cell: pericyte function in health and 
disease. Int. J. Cardiol. 2015; 190: 75 - 89.

5.	 Davis G.E., Norden P.R., Bowers S.L. Molecular control of capillary 
morphogenesis and maturation by recognition and remodeling of the 
extracellular matrix: functional roles of endothelial cells and pericytes 
in health and disease. Connect. Tissue. Res. 2015; 56(5): 392 - 402.

6.	 Hall C.N., Reynel C., Gesslein B., Hamilton N.B., Mishra A., Suther-
land B.A. Capillary pericytes regulate cerebral blood flow in health 
and disease. Nature. 2014; 508(7494): 55 - 60. 

7.	 Hamilton N.B., Attwell D., Hall C.N. Pericyte-mediated regulation 
of capillary diameter: a component of neurovascular coupling in 
health and disease. Front. Neuroenergetics. 2010; 21: 2 - 15. 

8.	 Peppiatt C.M., Howarth C., Howarth C., Mobbs P, Attwell D. Bi-
directional control of CNS capillary diameter by pericytes. Nature. 
2006; 443(7112): 700 - 4.

9.	 Navarro R., Compte M., Álvarez-Vallina L., Sanz L. Immune regula-
tion by pericytes: modulating innate and adaptive immunity. Front. 
Immunol. 2016; 7: 480 - 9.

10.	 Kottke M.A., Walters T.J. Where’s the leak in vascular barriers? A 
Review. Shock. 2016; 46(3 Suppl 1): 20 - 36.

11.	 Sweeney M.D., Ayyadurai S., Zlokovic B.V. Pericytes of the neuro-
vascular unit: key functions and signaling pathways. Nat. Neurosci. 
2016; 19(6): 771 - 83.

12.	 Shuster H.P., Shenborn H., Lauer H. Shock. Appearance. Recogni-
tion. Control. Treatment. [Shok. Vozniknoveniye. Raspoznavaniye. 
Коntrol’. Lecheniye]. Мoscow: «Меditsina»; 1981.  (in Russian)

13.	 Tuev A.V., Hlynova O.V., Shchekotov V.V. Arterial hypertension 
and venous system. [Аrterial’naya gipertenziya i venoznaya sistema. 
М.: Меditsinskaya kniga; 2004. (in Russian)

14.	 Fedorovich A.A., Gorieva H.B., Rogoza A.N., Chikhladze N.M. 
Functional state of arteriolar and venular skin microvessels in pa-
tients with essential hypertension. Regionarnoye krovoobrasheniye i 
mikrozirkulyaziya. 2014; 3(51): 45 – 60. (in Russian)

15.	 Hill R.A., Tong L., Yuan P., Murikinati S., Gupta S., Grutzendler J. 
Regional blood flow in the normal and ischemic brain is controlled 
by arteriolar smooth muscle cell contractility and not by capillary 
pericytes. Neuron. 2015; 87(1): 95 - 110.

16.	 Malinovskaya N.A., Komleva Y.K., Salmin V.V., Morgun A.V., Shu-
vaev A.N. Endothelial progenitor cells physiology and metabolic 
plasticity in brain angiogenesis and blood-brain barrier modeling. 
Front. Physiol. 2016; 7: 599 - 607.

17.	 Titov V.N. The theory of the «peripheral heart» and the formation in 

the phylogeny of the cardiovascular (cardiovascular) system. Vestnik 
Sankt-Peterburgskogo universiteta. 2010; 11(2): 5 – 22. (in Russian)

18.	 Mel’kumyanz А.М., Balashov S.А. Mechanosensitive arterial en-
dothelium. [Mehanochuvstvitel’nost arterial’nogo endoteliya]. 
Tver’: ООО «Izdatel’stvo «Triada»; 2005.  (in Russian)

19.	 Rustenhoven J., Jansson D., Smyth L.C., Dragunow M. Brain peri-
cytes as mediators of neuroinflammation. Trends. Pharmacol. Sci. 
2017; 38(3): 291 - 304. 

20.	 Gaxatte C., Faraj E., Lathuillerie O., Salleron J., Deramecourt V., Pard-
essus V. Alcohol and psychotropic drugs: risk factors for orthostatic hy-
potension in elderly fallers. J. Hum. Hypertens. 2017; 31(4): 299 - 304.

21.	 Schrimpf C., Duffield J.S. Mechanisms of fibrosis: the role of the 
pericyte. Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 2011; 20(3): 297 - 305.

22.	 Chekhonin V.P., Baklaushev V.P., Yusubalieva G.M., Volgina N.E., 
Gurina O.I. Fundamental and applied aspects of studying the blood-
brain barrier. Vestnik Rosiyskoy akademii medizinskih nauk. 2012; 
8: 66 – 73. (In Russian)

23.	 Gautam J., Zhang X., Yao Y. The role of pericytic laminin in blood 
brain barrier integrity maintenance. Sci. Rep. 2016; 6: 36450.

24.	 Kioc M., Kubiak J.Z., Li XC, Ghobrial RM. Pericytes, microvasu-
lar dysfunction, and chronic rejection. Transplantation. 2015; 99(4): 
658 - 67.

25.	 Quimby S., Fern R. Novel morphological features of developing 
white matter pericytes and rapid scavenging of reactive oxygen spe-
cies in the neighbouring endothelia. J. Anat. 2011l ;219(1): 65 - 77.

26.	 Zhiven’ M.K., Zakharova I.S., Shevchenko A.I., Pokushalov E.A., 
Zakiyan S.М. Heterogeneity of endothelial cells. Patologiya krovoo-
brasheniya i kardiohirurgiya. 2015; 19(4-2): 104 – 12. (in Russian)

27.	 Romanov Yu.А. Structural and functional features of human endothe-
lium in norm and in atherosclerosis. Diss.  Moscow; 2003. (in Russian)

28.	 Lin S.L., Chang F.C., Schrimpf C., Chen Y.T., Wu C.F., Wu V.C. Tar-
geting endothelium-pericyte cross talk by inhibiting VEGF receptor 
signaling attenuates kidney microvascular rarefaction and fibrosis. 
Am. J. Pathol. 2011; 178(2): 911 - 23.

29.	 Guimaraes-Camboa N., Cattaneo P., Sun Y., Moore-Morris T., Gu Y., 
Dalton N.D. Pericytes of multiple organs do not behave as mesen-
chymal stem cells in vivo. Cell Stem Cell. 2017; 20(3): 345 – 59.

30.	 Cano E., Gebala V., Gerhardt H. Pericytes or mesenchymal stem 
cells: is that the question? Cell. Stem. Cell. 2017; 20(3): 296 - 7.

31.	 Titov V.N. Phylogenetic theory of general pathology. Pathogenesis The 
pathogenesis of metabolic pandemics. Hypertension. [Filogenetiches-
kaya teoriya obschey patologii. Patogenez metabolicheskih pandemiy. 
Arterial’naya gipertoniya] Moscow: INFRA-М;  2014.  (in Russian)

32.	 Birbrair A., Zhang T,, Wang Z.M., Messi M.L., Enikolopov GN, Mintz 
A., Delbono O. Role of pericytes in skeletal muscle regeneration and 
fat accumulation. Stem. Cells. Dev. 2013; 22(16): 2298 – 2314.

33.	 Chang F.C., Chou Y.H., Chen YT, Lin SL. Novel insights into peri-
cyte-myofibroblast transition and therapeutic targets in renal fibrosis. 
J. Formos. Med. Assoc. 2012; 111(11): 589 - 98.

34.	 Shoyhet Ya.N., Momot А.P. On the role and interrelation of hemo-
static and inflammatory reactions in the formation of foci of purulent 
destruction of organs and tissues. Problemy klinicheskoy meditsiny. 
2008; 16(4): 102 – 16. (in Russian)

35.	 Titov V.N. Phylogenetic theory of general pathology. The patho-
genesis of the diseases of civilization. Atherosclerosis. [Filogenet-
icheskaya teoriya obschey patologii. Patogenez bolezney zivilizazii. 
Аteroscleroz]. Moscow: INFRA-М; 2014.  (in Russian)

36.	 Titov V.N. Phylogenetic theory of general pathology. The pathogen-
esis of metabolic pandemics. Diabetes. [Filogeneticheskaya teoriya 
obschey patologii. Patogenez metabolicheskih pandemiy. Saharniy 
diabet] Moscow: INFRA-М;  2014.  (in Russian)

37.	 Fedorovich A.A., Soboleva G.N. The state of the microcirculation 
system in patients with arterial hypertension in combination with 
coronary heart disease and cognitive impairment in actovegin 
therapy. Regionarnoye krovoobrashenie i mikrotsirkulyatsiya. 2015; 
3(55): 40 – 51. (in Russian)

38.	 Chen W.C., Baily J.E, Corselli M., Díaz M.E., Sun B, Xiang G. 
Human myocardial pericytes: multipotent mesodermal precursors 
exhibiting cardiac specificity. Stem. Cells. 2015; 33(2): 557 - 73.

39.	 Yamamizu K., Iwasaki M., Takakubo H., Sakamoto T. Ikuno T. Miyoshi 
M. Kondo T. In  vitro modeling of blood-brain barrier with human 
iPSC-derived endothelial cells, pericytes, neurons, and astrocytes via 
notch signaling. Stem. Cell. Reports. 2017; 8(3): 634 - 47.

Поступила 07.04.17
Принята к печати 15.04.17



79

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-2-79-84

Biochemistry

© КОЛЛЕКТИВАВТОРОВ, 2018

УДК 616-056.257-06:616.1]-092-074

Бородкина Д.А1,3, Груздева О.В. 1,2, Белик Е.В. 1, Паличева Е.И. 1,2, Кузьмина А.А. 1

ПЕРСПЕКТИВЫ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ РЕТИНОЛСВЯЗЫВАЮЩЕГО БЕЛКА В КАЧЕСТВЕ 
БИОМАРКЕРА РИСКА КАРДИОВАСКУЛЯРНОЙ ПАТОЛОГИИ 

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 650002, 
Кемерово, Российская Федерация; 
2ГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 650029,  Кемерово, Российская 
Федерация; 
3ГАУЗ КО «Кемеровская областная клиническая больница» им. С.В. Беляева, «Областной диабетологический центр», 
650066,  Кемерово, Российская Федерация

Жировая ткань является эндокринным органом, секретирующим биологически активные факторы, называемые адипокина-
ми, которые обладают системными и локальными свойствами. Адипокины играют важную роль в развитии осложнений, 
обусловленных ожирением. В настоящее время ретинолсвязывающий белок 4 (RBP4), один из недавно идентифицированных 
адипокинов, рассматривают в качестве связующего звена между ожирением и его осложнениями. Адипокин участвует в 
развитии резистентности к инсулину и коррелирует с кардиометаболическими маркёрами при хронических воспалительных 
заболеваниях, включая сахарный диабет 2-го типа, метаболический синдром и сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ). Вы-
сказано мнение, что воспаление, продуцируемое RBP4, индуцирует резистентность к инсулину и ССЗ. RBP4, по-видимому, 
является адипокином, который не только индуцирует резистентность к инсулину, но также участвует в патогенезе других 
метаболических осложнений ожирения, что подтверждено тесной связью RBP4 с атерогенными липопротеинами, ате-
росклеротическим поражением сосудов и ССЗ. Однако важным ограничением некоторых исследований, связанных с RBP4, 
является то, что они включают пациентов, которые получали лекарственную терапию (сахароснижающие и гиполипиде-
мические средства) или имели почечную и печёночную недостаточность. Данные факторы влияют на концентрацию RBP4 
в крови и могут исказить  результаты.  Несмотря на это, выявленная потенциальная метаболическая роль RBP4 требует 
дальнейшего изучения. Поэтому необходимы дальнейшие тщательно спланированные исследования, в которых основное вни-
мание будет уделяться тому, чтобы установить, является ли RBP4 молекулярным участником метаболических изменений 
или всего лишь динамически меняющимся «свидетелем». В этом обзоре мы суммируем современные знания о роли RBP4 при 
ожирении, в развитии дислипидемии, инсулинорезистености и ССЗ. Целью работы является обобщение данных, полученных 
при  исследовании воспалительных и иммунных эффектов RBP4, особенно в случае ССЗ, а также определение перспективы 
использования ретинолсвязывающего белка как потенциального биомаркера кардиоваскулярного риска.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ретинолсвязывающий белок; сердечно-сосудистые заболевания; ожирение; инсулинорезист-
ность.
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The fatty tissue is an endocrine organ secreting biologically active factors called adipokines that have systemic and local features.  
The adipokines play an important role in development of complications caused by obesity. nowadays, retinol-binding protein 4 
(RBP4), one of adipokines identified recently, is considered as a connecting link between obesity and its complications. Adipokine 
participates in development of resistance to insulin and correlated with cardio-metabolic markers at chronic inflammatory 
diseases, including diabetes mellitus type II, metabolic syndrome and cardio-vascular diseases. It is considered that inflammation, 
produced by RBP4, induces resistance to insulin and cardio-vascular diseases. It seems that RBP4 is an adipokine that both 
induces resistance to insulin and participates in pathogenesis of other metabolic complications of obesity. This is confirmed by a 
tight relationship between RBP4 and atherogenic lipoproteins, atherosclerotic affection of vessels and cardio-vascular diseases. 
However, an important restriction in certain studies related to RBP4 is that they included patients who received medicinal 
therapy (sugar lowering and hypo-lipidemic pharmaceuticals) or had renal and hepatic insufficiency. The mentioned factors 
impact concentration of RBP4 in blood and hence can distort the results. In spite of that, the established potential metabolic 
role of RBP4 requires a further investigation. Besides further carefully planned studies are required focusing on establishing 
is RBP4 a molecular participator of molecular alterations or it is only a dynamically volatile "witness". The present review 
summarizes actual knowledge concerning the role of RBP4 under obesity, in development of dyslipidemia, insulin resistance 
and cardio-vascular diseases. The purpose of the study is to summarize data of studying of inflammatory and immune effects of 
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RBP4 especially in case of cardio-vascular diseases and also establishment of perspective of applying retinol-binding protein as 
a potential biomarker of cardiovascular risk.
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Жировая ткань является эндокринным органом, 
секретирующим биологически активные факторы, на-
зываемые адипокинами, которые обладают системны-
ми и локальными свойствами [1]. Адипокины играют 
важную роль в развитии осложнений, обусловленных 
ожирением. Так, изменение концентраций адипоки-
нов на фоне  воспаления жировой ткани потенцирует 
формирование резистентности к инсулину (ИР), раз-
витие сахарного диабета 2-го типа (СД2) и метаболи-
ческого  синдрома  (МС), а также связанных с ними 
рисков сердечно-сосудистые заболеваний (ССЗ) [2, 
3]. Перечень продуцируемых в жировой ткани ади-
покинов весьма внушителен и, несомненно, будет до-
полняться. Основные свойства и функции некоторых 
адипокинов, таких как лептин и адипонектин, хорошо 
известны, другие только предстоит изучить.  

Ретинолсвязывающий белок 4 (RBP4) является 
основным транспортным белком для ретинола (ви-
тамина А) в крови. Помимо транспортной функции 
RBP4, как и все адипокины, ассоциирован с метабо-
лическими нарушениями на фоне ожирения. У мы-
шей с ожирением и МС высокий уровень RBP4 связан 
с развитием ИР и СД2. Однако данные, полученные 
в исследованиях с участием людей, противоречивы 
и не позволяют сделать четкие выводы о роли RBP4 
в развитии ИР. Так, концентрация RBP4 повышена в 
сыворотке и моче у людей с ожирением, МС и СД2, 
но значимые корреляции и причинно-следственные 
связи между этими факторами до конца не установле-
ны [4].  Накопленные данные подтверждают наличие 
связи между уровнем циркулирующего RBP4 и тра-
диционными факторами риска ССЗ (дислипидеми-
ей, гипертонией, альбуминурией), главным образом 
вследствие нарушения метаболизма глюкозы и липи-
дов, а также дисфункции жировой ткани [5]. 

Одна из важнейших задач современной кардиоло-
гии – выявление пациентов с риском развития острого 
ишемического события. Хотя было доказано участие 
RBP4 в развитии субклинического атеросклероза [6], 
однако его прогностическая значимость в оценке ри-
ска прогрессирования атеросклеротического пораже-
ния всё еще не ясна.   В этом обзоре мы суммируем 
современные знания о роли RBP4 при ожирении, в 
развитии дислипидемии, ИР и ССЗ. Цель работы – 
обобщить данные, полученные при исследовании 
воспалительных и иммунных эффектов RBP4, осо-

бенно в случае ССЗ,а также определить перспективы 
использования ретинолсвязывающего белка как по-
тенциального биомаркера кардиоваскулярного риска.

Общая характеристика RBP4. RBP4 является низ-
комолекулярным липокалином, относящимся к семей-
ству адипокинов и транспортирующим три физиоло-
гически важных ретиноида (ретинол, ретиналь и ре-
тиноевую кислоту) [7]. Это небольшой транспортный 
белок с мол. массой 21 кДа, содержащий 201 амино-
кислоту. RBP4 имеет характерную бета-складчатую 
структуру, состоящую из 8 петель [8]. RBP4 образует 
комплекс с преальбумином в крови, но теряет свою 
аффинность к нему после доставки витамина А в 
клетки-мишени. Ген RBP4 расположен на хромосоме 
10 (10q23–q24) вблизи области, которая ассоциирова-
на с уровнем гликемии у некоторых этнических групп 
[9, 10]. Нормальное содержание RBP4 в сыворотке 
крови составляет 20,0–75,0 мкг/мл. Самый высокий 
уровень экспрессии RBP4 в гепатоцитах, так, около 
40% всего RBP4 синтезируется в печени [11]. Хотя 
гепатоциты рассматриваются как основной источник 
циркулирующего RBP4 в нормальных условиях, жи-
ровая ткань занимает второе место по интенсивности 
секреции, причём синтез происходит преимуществен-
но в зрелых, нагруженных липидами адипоцитах [12]. 
Также способностью к выработке RBP4 обладают 
почки, лёгкие, сердце, скелетные мышцы, селезёнка 
и тестикулы [13]. RBP4 является не только транспорт-
ным белком для ретинола, но также служит для него 
депо, помогая организму адаптироваться к колеба-
ниям поступления ретинола с пищей. Он переносит 
ретинол из печени в периферические ткани. Плазмен-
ные уровни RBP4 положительно коррелируют с уров-
нями  витамина А. Поэтому ретиноловый статус субъ-
екта может влиять на циркулирующие уровни RBP4. 
В клинических исследованиях отношение RBP4 к ре-
тинолу используют для оценки ретинолового статуса  
обследуемого [14].  До 2001 г. единственной извест-
ной функцией RBP4 был транспорт ретинола, однако 
в ряде исследований продемонстрировано, что RBP4 
является гормоном, который активируется при ИР, 
усугубляет её течение [15]. С тех пор RBP4 считается 
адипокином, который сигнализирует об изменениях в 
массе и энергетическом статусе жировой ткани. Более 
того, RBP4 был недавно предложен как новый кардио-
метаболический фактор риска [16].
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RBP4 в качестве адипокина. 
Возможная роль RBP4 при ожире-
нии и резистентности к инсулину 
была впервые продемонстрирова-
на группой AbelED. Они обнару-
жили, что у мышей с адипозспеци-
фическим снижением активности 
GLUT4 развивается резистент-
ность к инсулину в мышцах и пече-
ни. Мыши с адипозспецифической 
сверхэкспрессией GLUT4, напро-
тив, показывали высокую способ-
ность к утилизации глюкозы [17]. 
С использованием ДНК-матриц 
было показано, что экспрессия 
RBP4 увеличивается в жировой 
ткани тучных мышей с нокаутом 
инсулинзависимого транспортё-
ра глюкозы GLUT4. Изменения 
уровня RBP4 в сыворотке также 
коррелировали с изменениями  
уровня мРНК  в жировой ткани. 
Сывороточные уровни RBP4 зна-
чительно увеличились в пяти до-
полнительных мышиных моделях 
с ожирением и резистентностью к инсулину [18]. 
Кроме того, трансгенная гиперэкспрессия или инъек-
ции рекомбинантного RBP4 человека у нормальных 
мышей вызывают резистентность к инсулину. Увели-
чение сывороточного уровня RBP4 индуцирует экс-
прессию печёночного фермента глюконеогенеза фос-
фоенолпируваткарбоксикиназу и нарушает передачу 
сигналов инсулина в мышцах, в то время как мыши 
с гетерозиготным или гомозиготным нокаутом RBP4 
имеют повышенную чувствительность к инсулину 
[19]. При использовании инсулинсенсибилизирую-
щих лекарственных средств, PPAR-агонистов рози-
глитазона, чувствительность к инсулину нормализо-
валась у мышей с адипозспецифическим нокаутом 
GLUT4, а концентрация RBP4 снижалась в жировой 
ткани и сыворотке крови, но не в печени. Кроме того, 
фенретинид, синтетический ретиноид, увеличивает 
экскрецию RBP4, нормализует уровень RBP4 в сы-
воротке, улучшает резистентность к инсулину и вы-
зывает нарушение толерантности к глюкозе у мышей 
с ожирением [20]. На основании этих исследований 
было высказано предположение, что RBP4  являет-
ся  адипоцитсинтезуруемым  фактором,  который  
воздействует на мышцы и/или печень, ретинолзави-
симым или ретинолнезависимым образом, влияя на 
чувствительность к инсулину (см. рисунок).

Влияние ретинолсвязывающего белка как адипоки-
на жировой ткани на чувствительность к инсулину.

Определение концентрации RBP  4.Для измере-
ния концентрации циркулирующего RBP4 большин-
ство авторов в своих исследованиях использовали 
метод иммуноферментного анализа (ИФА). В каче-
стве альтернативы выступают белковый иммуноблот 
(вестерн-блоттинг) или нефелометрия.  Высказыва-
лись предположения, что метод ИФА недостаточно 

точен у пациентов с СД2,  в то время как количе-
ственный белковый иммуноблот рассматривается в 
качестве наиболее надёжного метода для определе-
ния циркулирующего RBP 4 [21]. Однако процедура 
количественного белкового иммуноблота слишком 
трудоёмкая и требует большого опыта, что делает не-
целесообразным его использование для исследований 
большого количества образцов.  Кроме того, в боль-
шинстве исследований не получено существенных 
различий между  результатами ИФА и белкового им-
муноблота [ 22], также метод ИФА намного проще и 
быстрее, чем иммуноблот. Поэтому в настоящее время 
метод ИФА представляется наиболее практичным и 
достаточно точным при измерении циркулирующего 
RBP4. Также до сих пор остаётся открытым вопрос, 
где лучше определять RBP4, –   в плазме или сыво-
ротке крови? Поскольку плазменные антикоагулянты 
могут давать ложные результаты, большинство авто-
ров рекомендуют сыворотку [23].  Плазменные анти-
коагулянты (гепарин, ЭДТА, цитрат и хлорид лития) 
в пробирках изменяют абсолютное количество имму-
нореактивности RBP4. Таким образом, стеклянные 
вакуумные пробирки без добавок рассматриваются в 
качестве оптимального материала забора. 

RBP4, ожирение и распределение жира в организ-
ме. Концентрация RBP4 в сыворотке положительно 
коррелирует с индексом массы тела (ИМТ) у лиц с 
ожирением, независимо от наличия сахарного диа-
бета [24]. В дополнение к увеличению ИМТ и содер-
жания общего жира в организме увеличение сыворо-
точного уровня RBP4 связано с избыточным накопле-
нием висцеральной жировой ткани [25]. Увеличение 
отношения окружности талии к окружности бедер 
ассоциируется с более высоким уровнем RBP4 и мар-
кёров системного воспаления [26]. Более того, RBP4 
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экспрессируется преимущественно в висцеральном 
жировом депо, а не в подкожном [27]. Жировая ткань 
сальника является важным источником RBP4 у паци-
ентов с тяжёлым ожирением [28]. Значительное сни-
жение массы достигается за счёт диеты, физических 
упражнений или хирургического лечения ожирения, 
приводит к снижению уровня циркулирующего и/
или RBP4 жировой ткани [29]. Изменения уровня 
RBP4 у нестрадающих диабетом во время потери 
массы достоверно коррелировали с количеством по-
тери висцерального жира, но не были связаны с ко-
личеством потери общего жира или подкожного жира 
[30]. Снижение в сыворотке крови уровня RBP4 пред-
сказывает повышение чувствительности к инсулину с 
большей специфичностью, чем лептин, адипонектин, 
интерлейкин-6 или С-реактивный белок [31].

Механизмы RBP4-индуцированной резистентно-
сти к инсулину. Механизм, с помощью которого RBP4 
индуцирует резистентность к инсулину у мышей, был 
исследован Q. Yang и соавт. [14]. Ими было установ-
лено, что RBP4 провоцирует снижение активности 
инсулинстимулированной фосфатидилинозитол-3-
киназы [ПИ(3)к] в мышцах и в инсулинстимулирован-
ное фосфорилирование тирозина – субстрата рецеп-
тора инсулина-1 (IRS1), приводя к мышечной ИР. В 
том же исследовании  показано, что связывание RBP4 
с рецептором в печени индуцирует экспрессию печё-
ночного глюконеогенного фермента фосфоинозитол-
3-киназы, нарушает передачу сигналов инсулина в 
мышцах и уменьшает стимулированное инсулином 
поглощение глюкозы. На уровне периферических 
тканей RBP4 может вызывать нарушение тканевой 
чувствительности к инсулину непосредственно пу-
тём связывания с собственными рецепторами клеточ-
ной поверхности  либо через рецепторы ретиноевой 
кислоты [32]. Недавно идентифицирован рецептор 
клеточной поверхности RBP4, стимулируемый гомо-
логом гена 6-ретиноевой кислоты (STRA6), который 
угнетает экспрессию белка-переносчика глюкозы 
GLUT-4 и приводит к ИР [33]. Ещё один трансмем-
бранный белок – SNPs, обладающий высоким срод-
ством к RBP4 и являющийся главным медиатором 
внутриклеточного поглощения ретинола, был иден-
тифицирован  как ассоциированный с СД2  [34].

Взаимосвязь между RBP4 и риском развития ате-
росклероза.  Несмотря на отсутствие в настоящие 
время точных данных о биохимических механизмах 
влияния RBP4 на липидный обмен, изменение его 
концентрации можно рассматривать как предиктор 
развития атеросклероза. В пользу этого предположе-
ния говорит наличие прямых корреляционных связей 
между концентрацией  RBP4 и общим холестерином 
(ОХ), холестерином липопротеинов низкой плотно-
сти (ХС-ЛПНП), триглицеридами (TГ), аполипопро-
теином B (AпоB), холестерином липротенинов очень 
низкой плотности (ХС-ЛПОН) и обратной с липо-
протеинами высокой плотности (ХС-ЛПВП) [ 35, 36] 
Следует отметить, что вышеупомянутые ассоциации 
были обнаружены, не только  в условиях устойчивого 
метаболического состояния (т.е. в период обследова-

ния не было каких-либо существенных изменений в 
потреблении питательных веществ и массе тела). G. 
Christou и соавт. изучали взаимосвязь между изме-
нениями концентрации циркулирующего RBP4 и па-
раметров липидного обмена во время медицинских 
вмешательств, направленных на изменение липид-
ного профиля [37].  В этом исследовании пациенты с 
гипертриглицеридемией на фоне ожирения были по-
делена две группы: 1-я  соблюдала  диету,  2-я  полу-
чала  фенофибраты в течение 3 мес. В ходе исследова-
ния обнаружено, что изменение плазменного уровня 
RBP4 положительно коррелировало с изменением 
концентрации TГ, ЛПНП, ЛПОН, ApoB и ОХ как у па-
циентов на диете, так и у получавших фенофибраты.  

Хроническое воспаление сосудов является основ-
ным фактором развития атеросклероза [38]. Сосуди-
стое воспаление начинается с секреции эндотелием 
молекул адгезии, включая молекулу адгезии клеток со-
судистой клетки 1 (VCAM-1), молекулу межклеточной 
адгезии 1 (ICAM-1) и молекулу адгезии эндотелиаль-
ных лейкоцитов 1 (E-селектин), а также эндотелиаль-
ное производство растворимых провоспалительных 
факторов, включая моноцитарный хемоаттрактант-
ный белок 1 (MCP-1) и интерлейкин -6 (IL-6). MCP-1 
способствует миграции лейкоцитов к эндотелию [39]. 
Большинство исследований  показало  наличие  по-
ложительной  связи  между  RBP4  и окислительны-
ми  маркёрами  стресса  (8-изо-простагландина  F2 
(8-isoPGF2α),   13-(S)-hydroxyoctadecadienoic кисло-
ты и малонового альдегида) и отрицательной между 
RBP4 и антиоксидантным глутатионом [40, 41]. Как 
было показано K. Farjo  и соавт., RBP4 способен инду-
цировать воспаление в капиллярных эндотелиальных 
клетках сетчатки человека и эндотелиальных клетках 
пупочной вены человека за счёт стимуляции  экс-
прессии провоспалительных молекул, вовлечённых 
в рекрутинг лейкоцитов, включая VCAM- 1, молеку-
лы межклеточной адгезии 1 (ICAM-1), E-селектин, 
MCP-1 и IL-6 [42]. Таким образом, RBP4 может 
играть роль в окислительном стрессе. Ряд клиниче-
ских исследований продемонстрировал, что RBP4 мо-
жет влиять на активность макрофагов эндотелия [43].  
Провоспалительное воздействие RBP4 на макрофаги 
реализуется за счёт активации сигнальной линии 4 
(toll-like receptor 4) и TL-N-концевой протеинкиназы 
(JNK). Так, повышение концентрации RBP4 усилива-
ет поглощение холестерина макрофагами, опосредо-
ванного CD36 – поглотителем-рецептором, причём 
эти свойства RBP4 не зависят от ретинола и мембран-
ного рецептора    RBP4  STRA6,   а    происходят за 
счёт активации  NADPH-оксидазы  и  NF-κB.  Важ-
но   отметить, что RBP4 (apo-RBP4), не содержащий 
ретинола, столь же активен, как RBP4, связанный с 
ретинолом (голо-RBP4). Исследования in vitro показа-
ли, что RBP4 играет важную роль в разрыве бляшек, 
увеличивая пролиферацию клеток гладких мышц со-
судов и индукцию E-селектина в качестве маркёра 
образования бляшек [44].  RBP4 также известен как 
независимый детерминантный индекс тяжести бляш-
ки.  Циркулирующие уровни RBP4 положительно 
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связаны с толщиной интима-медиа – общепризнан-
ным параметром атеросклероза [45]. Повышенная 
экспрессия RBP4 наблюдалась при атеросклеротиче-
ских поражениях аорты у людей и apoE -дефицитных 
мышей. При ингибировании RBP4 снижается про-
грессирование атеросклероза, в то время как сверх-
экспрессия ускоряет атерогенез у apoE –дефицитных 
мышей [46]. Поэтому следует ожидать, что RBP4 по-
ложительно связан с толщиной среды интимы сонной 
артерии как маркер субклинического атеросклероза.  

RBP4 и другие факторы риска ССЗ.  Перспектив-
ные когортные исследования показали, что базовый 
уровень RBP4 в сыворотке был независимым преди-
ктором неблагоприятных сердечно-сосудистых собы-
тий после корректировки традиционных факторов ри-
ска.   Опубликованы результаты исследований с про-
тиворечивыми данными, показывающими связь RBP4 
с факторами риска ССЗ.  В одном из исследований 
снижение RBP4 предсказывало ишемию у пациентов 
с семейной гиперхолестеринемией [47].   В другом 
было показано, что RBP4 действует как независимый 
предиктор макрососудистых заболеваний у пациентов 
с СД2 [48].    Используя более длительное время на-
блюдения и масс-спектрометрический анализ, Q. Sun 
и соавт. [49].  также показали, что голо- или апо-RBP4 
были связаны с маркёрами риска ССЗ . Напротив, Z. 
Mallat и соавт.[50], изучая больший размер выборки, 
но за меньший промежуток времени, не сообщали о 
тех же результатах. Причинами этих противоречивых 
результатов могут быть различные методы измерения 
концентрации RBP4 и различия в размере выборки, 
пола и этнической принадлежности. Показано, что 
уровни RBP4 в плазме положительно коррелируют с 
толщиной стенки левого желудочка и отрицательно 
коррелируют с опосредованной потоком дилатации 
по данным эхокардиографии [50]. Наличие клиниче-
ского артериосклероза (определяемого как обнаруже-
ние по меньшей мере одного из следующих факторов: 
ишемическая болезнь сердца, инсульт или перифери-
ческое сосудистое заболевание) связано с более вы-
соким циркулирующим RBP  4[51].  Аналогичным 
образом концентрация RBP4 была связана с любым 
предшествующим цереброваскулярным заболевани-
ем и с любой предшествующей госпитализацией для 
пациентов с ССЗ [52]. У пациентов с фатальной или 
нефатальной болезнью коронарных артерий уровень 
RBP4  в сыворотке был выше, чем у пациентов груп-
пы контроля [53]. Таким образом, несмотря на нали-
чие связи между RBP4 и ССЗ, остается неясным, яв-
ляется ли изменение содержания RBP4 причиной или 
следствием выявленных изменений.

Заключение. RBP4, по-видимому, является ади-
покином, который не только индуцирует резистент-
ность к инсулину, но также участвует в патогенезе 
других метаболических осложнений ожирения, что 
подтверждено тесной связью RBP4  с атерогенными 
липопротеинами, атеросклеротическим поражением 
сосудов и ССЗ.  Однако важным ограничением не-
которых исследований, связанных с RBP4, является 
то, что они включают пациентов, которые получали 

лекарственную терапию (сахароснижающие и гипо-
липидемические средства) или имели почечную и пе-
чёночную недостаточность. Данные факторы влияют 
на концентрацию RBP4 в крови и искажают резуль-
таты.    Несмотря на это выявленная потенциальная 
метаболическая роль RBP4 требует дальнейшего из-
учения. Поэтому необходимы дальнейшие тщательно 
спланированные исследования, в которых основное 
внимание будет уделяться установлению того, явля-
ется ли RBP4 молекулярным участником метаболиче-
ских изменений или всего лишь динамически меняю-
щимся «свидетелем».
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 Острый инфаркт миокарда (ОИМ) в современных условиях – основная причина смертности населения практически во 
всех странах мира. Цель выполненной работы – определение прогностической значимости биохимических кардиомаркё-
ров крови и создание прогностических моделей для ОИМ.  У 157 больных ОИМ  и 138 практически здоровых лиц изучены 
кардиомаркёры в крови посредством иммунохроматографического, спектрофотометрического методов, а также с по-
мощью портативного биохимического анализатора MultiCareIn (Италия). Показано, что наибольшее прогностическое 
значение для развития ОИМ имеет повышение в крови уровня креатинкиназы-МВ более 25 МЕ/л, тропонина Т – более 0,5 
мкг/л, ЛДГ1 – свыше 200 МЕ/л и ЛДГ2 – свыше 180 МЕ/л. Разработанная регрессионная модель для прогнозирования ОИМ 
по указанным выше показателям обладает высокой чувствительностью и специфичностью. Заключение. Использование 
прогностически значимых кардиомаркёров крови и созданной регрессионной модели позволит прогнозировать развитие 
ОИМ и осуществлять профилактику и лечение на ранних сроках. 
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In actual conditions, the acute myocardium infarction is a main cause of population mortality factually in all countries. The 
purpose of study is to establish a prognostic significance of biochemical cardio-markers of blood and to develop prognostic 
models for acute myocardium infarction. The sampling included 157 patients with acute myocardium infarction and 138 healthy 
individuals. The cardio-markers in blood were analyzed using immune chromatographic and spectrometric techniques and also 
applying portable biochemical analyzer MultiCareIn (Italy). It is demonstrated that the highest prognostic value for development 
of acute myocardium infarction is increasing of level of creatine kinase in blood more than 25 ME/l, troponin - more than 0.5 mkg/l, 
lactate dehydrogenase 1 - more than 200 ME/l and lactate dehydrogenase 2 - more than 180 ME/l. The developed regression model 
for prognosis of acute myocardium infarction according the indices mentioned above has a high sensitivity and specificity. 
Conclusion. The application of prognostically significant cardio-markers of blood and developed regression model permits to 
forecast development of acute myocardium infarction and to implement prevention and treatment in earlier period.
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Введение. Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) 
являются основной причиной смерти во всем мире: ни 
по какой другой причине ежегодно не умирает столько 

людей, сколько от ССЗ [1–4]. Среди ССЗ приоритетное 
место принадлежит острому инфаркту миокарда (ОИМ) 
– неотложному клиническому состоянию, обусловлен-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/ 0.18821/0869-2084-2018-63-2-85-89

БИОХИМИЯ

86

ному некрозом участка сердечной мышцы в результате 
нарушения ее кровоснабжения [5–8]. По оценкам учё-
ных, в 2008 г. от ССЗ умерло 17,3 млн человек, что со-
ставило 30% всех случаев смерти в мире. Из этого числа 
7,3 млн человек умерли от ишемической болезни серд-
ца, включая ОИМ.

Данная проблема в разной степени затрагивает 
страны с низким и средним уровнем дохода [9–13]. 
Более 80% случаев смерти от ССЗ в этих странах ре-
гистрируется с одинаковой частотой как среди муж-
чин, так и женщин. К 2030 г. прогнозируется, что око-
ло 23,6 млн человек умрёт от ССЗ и главным образом 
от болезней сердца и инсульта. Ежегодно в мире от 
болезней сердца и сосудов умирает 17,5 млн человек, 
причем 1,2 млн из них составляют наши соотече-
ственники.

При ОИМ прогноз заболевания в большинстве ис-
следований сводится к прогнозу жизни, где в качестве 
конечных точек используются все случаи кардиаль-
ной смерти, включающие декомпенсацию сердечной 
недостаточности и внезапную сердечную смерть [14]. 
В отдельных исследованиях установлена прогности-
ческая информативность некоторых факторов риска, 
нарушений липидного обмена на развитие неблаго-
приятных исходов ОИМ – летальность, повторный 
инфаркт миокарда, повторная госпитализация [15].

Вместе с тем до настоящего времени не исследова-
на прогностическая значимость лабораторных карди-
омаркёров ОИМ и прежде всего таких, как тропонин 
Т, креатинкиназа, фракции ЛДГ. Прогнозирование же 
ОИМ на основе названных кардиомаркёров крови по-
зволит осуществлять раннюю профилактику и диа-
гностику заболевания, корректировать схемы медика-
ментозной терапии, что в конечном итоге приведёт к 
снижению инвалидности, смертности и летальности 
вследствие ОИМ.

Цель выполненной работы – определение прогно-
стической значимости биохимических кардиомаркёров 
крови и создание прогностических моделей для ОИМ.

Материал и методы. Исследование проведено 
у 157 больных ОИМ (основная группа) и 138 прак-
тически здоровых лиц (контрольная группа). Вери-
фикация ОИМ выполнялась с учётом клинической 
симптоматики, показателей электрокардиографии, 
лабораторных исследований, включая кардиомаркё-
ры, образующиеся в результате гибели миокардиоци-
тов. Определение тропонина Т и креатинкиназы-МВ 
осуществлялось иммунохроматографическим мето-
дом, посредством тестов ACON Biotech, а содержа-
ние общей ЛДГ и её и фракций – спектрофотометри-
ческим методом. Уровень холестерина определяли с 
помощью портативного биохимического анализатора 
MultiCareIn (Италия).

При расчёте прогностических коэффициентов 
(ПК) использовалась формула: 

ПК=10lg (p1/p2),
где ПК – прогностический коэффициент, p1 – ча-

стота встречаемости отклонений показателя в контро-
ле, p2 – частота встречаемости отклонений этого же 
показателя в основной группе.

Далее, используя программу Statistica 6.0 и регрес-
сионный метод разрабатывались прогностические 
модели развития ОИМ. Чувствительность и специ-
фичность созданных моделей определялась по обще-
принятым формулам и правилам. 

Результаты и обсуждение. Для решения задачи 
прогнозирования ОИМ проведена статистическая 
оценка основных лабораторных параметров (табл.1). 
Как видно из представленных ниже результатов, 
большая часть изученных лабораторных показателей  

Т а б л и ц а  1
Лабораторные показатели у пациентов с ОИМ и в контрольной 
группе

Лабораторные показатели Пациенты с ОИМ Контрольная 
группа

ХС ЛПНП, ммоль/л 4,7±0,06* 3,9±0,09*
ХС ЛПВП, ммоль/л 1,1±0,03* 1,6±0,05*
Креатинкиназа–МВ, МЕ/л 387,2±4,9* 0,8±0,06*
ЛДГ общая, МЕ/л 488,9±4,2* 206,4±6,1*
ЛДГ1,  МЕ/л 346,4±5,3* 114,2±3,7*
ЛДГ2,  МЕ/л 254,3±4,2* 96,4±5,1*
Тропонин Т, мкг/л 64,7±3,5* 0,31±0,04*

П р и м е ч а н и е .  * –достоверные различия в сравнении с кон-
тролем.

Т а б л и ц а  2
Частота выявленных отклонений лабораторных параметров у 
пациентов с ОИМ и в контрольной группе (р±mp,%)

Лабораторные показатели Пациенты с 
ОИМ

Контрольная 
группа

ХС ЛПНП выше  4,3 ммоль/л 20,4±3,2* 5,3±1,9*
ХС ЛПВП ниже 1,4 ммоль/л 29,6±3,6* 5,7±2,0*
Креатинкиназа-МВ выше 25 МЕ/л 97,5±1,2* 0,05±0,2*
ЛДГ общая свыше 460 МЕ/л 80,2±3,2* 1,4±1,0*
ЛДГ1 более 200  МЕ/л 89,7±2,4* 0,08±0,2*
ЛДГ2 выше 180 МЕ/л 87,4±2,6* 0,1±0,3*
Тропонин Т более 0,5 мкг/л 93,6±2,0* 0,07±0,2*

Т а б л и ц а  3
Прогностичность основных лабораторных показателей при вы-
явлении их отклонений у больных ОИМ

Лабораторные показатели Прогностический 
коэффициент при 
обнаружении от-

клонений

Ранго-
вая по-
зиция

ХС ЛПНП более 4,3 ммоль/л -5,9 11-я
ХС ЛПВП менее 1,4 ммоль/л -7,2 9-я
Креатинкиназа–МВ более 25 МЕ/л -32,9 1-я
ЛДГ общая более 460 МЕ/л -17,6 5-я
ЛДГ1 свыше 200  МЕ/л -30,5 3-я
ЛДГ2 свыше 180 МЕ/л -29,4 4-я
Тропонин Т более 0,5мкг/л -31,3 2-я
И т о г о -154,8 -
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у  больных ОИМ и контрольной группы достоверно 
различаются. Кроме того, репрезентативно при ОИМ 
повышается содержание в сыворотке крови холесте-
рина липопротеидов низкой плотности (ХС ЛПНП) и 
снижается уровень холестерина липопротеидов вы-
сокой плотности(ХС ЛПВП) Однако наиболее выра-
женные изменения среди биохимических параметров 
крови характерны для креатинкиназы–МВ, уровень 
которой повысился в 484 раза у пациентов с ОИМ и 
тропонина Т, его содержание возросло в 209 раз. Ак-
тивность других ферментов (общей ЛДГ и её  изофер-
ментов ) при развитии ОИМ достоверно повысилась. 
При этом более существенным оказалось повышение  
активности  ЛДГ1 (р < 0,001).

Данные о частоте отклонений лабораторных по-
казателей приведены в табл. 2. Наиболее часто сре-
ди больных ОИМ встречается повышение уровня 
фракции МВ креатинкиназы – выше 25 МЕ/л (р < 
0,001)  в сравнении с контрольной группой. Высо-
кой является распространённость увеличения тро-
понина  Т в крови более 0,5 мкг/л, изоферментов 
ЛДГ1 более 200 МЕ/л, ЛДГ2 выше 180 МЕ/л. Не-
сколько ниже  указанных ферментов и кардиоспе-
цифических маркёров регистрируется при ОИМ 
увеличение общей ЛДГ свыше 460 МЕ/л.

Величины прогностических коэффициентов лабо-
раторных параметров в случае выявления отклонений 
при математическом ранжировании расположились  в  
последовательности,  показанной  в  табл. 3. Первая 
ранговая позиция принадлежит фракции МВ креатин-
киназы.  Второе  и  третье  места  занимают соответ-
ственно тропонин Т и ЛДГ1. Высокое значение про-
гностического коэффициента присуще ЛДГ2. Сумма 
прогностических коэффициентов при выявлении всех 
отклонений очень высокая.

Среди рассмотренных выше прогностичных фер-
ментов и кардиоспецифических маркёров для синтеза 
математической модели использовались фракция МВ 
креатинкиназы,  ЛДГ1, ЛДГ2 и тропонин Т.

В результате получена следующая модель: 
у1=-7,534+0,408х1+9,547х2+2,267х3+1,117х4,
 где у1 – вероятность развития ОИМ, х1 – фракция 

МВ креатинкиназы,
х2 – ЛДГ1, х3 – ЛДГ2, х4 – тропонин.
Созданная математическая модель является адек-

ватной по критерию Фишера  (Fрасч.= 32,5 > Fтабл. = 
4,7). Чувствительность данной модели высокая и со-
ставляет  95,7%, а специфичность – 96,3%.

Регрессионная модель прогнозирования сердечно-
сосудистых осложнений у пациентов с хронической сер-
дечной недостаточностью ишемического генеза, вклю-
чающая в качестве независимых достоверных преди-
кторов неблагоприятного исхода возраст, индекс массы 
тела, частоту сердечных сокращений, уровень мочевой 
кислоты, высокочувствительного С-реактивного белка, 
N-терминальный фрагмент промозгового натрийурети-
ческого пептида, позволяет рассчитать индивидуаль-
ный риск развития осложнений с чувствительностью 
81% и специфичностью 85% [16]. При установленной 
прогностической ценности N-терминального фрагмен-

та промозгового натрийуретического пептида в общей 
популяции пациентов, перенёсших ОИМ, остаётся от-
крытым вопрос возможных ограничений применения 
данного показателя [17].

Высокая прогностическая и диагностическая зна-
чимость тропонина в развитии ОИМ показана и в 
другом ранее выполненном исследовании [18]. Уста-
новлено, что тропонин обладает высокой специфич-
ностью, приближающейся к 100% при диагностике 
как крупноочагового, так и мелкоочагового ОИМ.

С целью прогнозирования развития и тяжести ОИМ 
разработана нейросетевая модель, включая в качестве 
входных параметров следующие лабораторные показа-
тели крови: уровень кортизола, адреналина, норадрена-
лина, кальция, магния [19]. Нейросетевое моделирова-
ние на основе данных биохимических параметров по-
зволяет прогнозировать вероятность ОИМ с точностью 
до 88,9%. 

Исход ОИМ прогнозировался и на основании ста-
тистического метода с применением алгоритма Data 
Mining «дерево решений» [20]. В качестве входных 
данных использовались чувствительные и специфи-
ческие векторкардиографические показатели. Уста-
новлены прогностически значимые маркеры исхода 
ОИМ. Если возраст больного был 57 лет и более, а 
скорость распространения возбуждения по миокарду 
высоких отделов передней стенки левого желудочка 
замедлялась до 6,33 мв/с, прогнозировался летальный 
исход с точностью 92,86 %. В случае регистрации у 
пациента увеличения площади предсердных петель 
более 0,188 мм2 (в ВА2) с угловым расхождением пе-
тель QRS-P более 15,5° (в ВА1), размыкания петли 
QRS менее 2,834 мм (в 3-й проекции) и скорости рас-
пространения возбуждения в конечной части петли 
Т менее 2,338 мв/с (в ВА1) при различных значениях 
углового расхождения вектора QRS-Т (в ВА5) прогно-
зировался благоприятный исход с точностью 97,67 % 
[20].

С помощью пошагового дискриминантного анали-
за параметров исходного эхокардиографического ис-
следования выделены показатели, которые в совокуп-
ности уже на этапе первичного обследования позво-
ляют среди лиц с постинфарктным кардиосклерозом 
выделить тех, у которых впоследствии  развился  по-
вторный инфаркт миокарда [14]. В состав линейной 
дискриминантной функции вошли следующие пока-
затели: систолическое давление до и после нагрузки, 
значение Е/А на фоне нагрузки, индекс конечного си-
столического объёма (р для всех включённых в фор-
мулу переменных от 0,03 до 0,05, р для построенного 
уравнения линейной дискриминантной функции  < 
0,014). Кроме того, было замечено, что увеличение 
возраста на 10% (в 1,1 раза) приводит к росту веро-
ятности заболевания на 30% (1,3 раза). Поэтому для 
каждого пациента был рассчитан возрастной коэффи-
циент (К):

К = (Возраст (лет)/50)3
.

Сравнительный анализ прогностической значимо-
сти применения базисной медикаментозной терапии 
в отношении вероятности развития неблагоприятных 
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исходов показал, что в качестве прогностических фак-
торов следует рассматривать артериальную гиперто-
нию, признак атерогенности в виде высокого уровня 
ЛПОНП (> 0,35 ммоль/л), признаки преходящей сла-
бовыраженной ишемии миокарда – болевая безболе-
вая ишемия миокарда  на ЭКГ при суточном монито-
рировании, а также функциональный резерв миокарда 
левого желудочка – фракцию выброса (<55%) [14].

Имеются также данные, подтверждающие, что 
определение сразу нескольких нейрогормонов может 
повысить прогностическую значимость тестов, одна-
ко их оптимальная комбинация для диагностики и ле-
чения ОИМ до сих пор не установлена. Существуют 
доказательства того, что оценка «комплексной пане-
ли» нейрогормонов позволит улучшить диагностику, 
стратификацию риска и прогноза у больных ОИМ, 
а также более точно выбирать препарат для воздей-
ствия на определённый процесс. Определение сразу 
нескольких показателей может быть использовано 
при создании алгоритма для принятия клинических 
решений. Тем не менее, в настоящее время эта цель 
представляется все ещё далекой [21].

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спон-
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ОСНОВНЫЕ МЕТАБОЛИТЫ ФЕРРОКИНЕТИКИ В ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ 
ДИАГНОСТИКЕ АНЕМИЧЕСКОГО СИНДРОМА С МИКРОЦИТАРНЫМИ, 
ГИПОХРОМНЫМИ ХАРАКТЕРИСТИКАМИ ЭРИТРОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ  
КОЛОРЕКТАЛЬНЫМ РАКОМ

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина» Минздрава России, 
115478,  Москва

Проведен  клинический анализ крови и основных метаболитов феррокинетики у 46 больных  колоректальным раком, в 
основном  III - IV стадии, до лечения. Изучение  полученных результатов показало, что метод определения гепсидина 25 
может быть использован в качестве дополнительного диагностического критерия анемического синдрома в комплексе 
с ферритином, растворимыми рецепторами трансферрина и расширенным клиническим анализом крови. Это особенно  
важно в дифференциальной диагностике анемии хронического заболевания (АХЗ) в сочетании с железодефицитной ане-
мией и АХЗ с функциональным дефицитом железа, так как лечение принципиально различается. Перспектива состоит 
в патогенетическом подходе к  лечению АХЗ у онкологических больных с применением антигепсидиновых препаратов на 
основе антител к гормону, ингибиторов и блокаторов его экспрессии под контролем концентрации гепсидина.
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The main metabolites ferrokinetics in differential diagnostic of anemic syndrome 
with microcytic, hypochromic characteristics of erythrocytes in patients with 
colorectal cancer  
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Russia	
The clinical analysis of blood and main metabolites of ferrokinetics was implemented before treatment in 46 patients with 
colorectal cancer mainly in stage III-IV. The analysis of obtained results demonstrated that the technique of detection of hepcidin 
25 can be used as an additional diagnostic criterion of anemic syndrome in complex with ferritin, soluble receptors of transferrin 
and expanded clinical analysis of blood.  This is especially important in differential diagnostic of anemia of chronic disease 
combined with iron-deficiency anemia and anemia of chronic disease with functional iron deficiency because treatment differs 
in the main. The perspective consists in pathogenic approach to treatment of anemia of chronic disease in oncologic patients 
using anti-hepcidin medications on the basis of antibodies to hormone, inhibitors and blockers of its expression under control of 
concentration of hepcidin.
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Введение. Известно, что анемический синдром 
(АС) выявляется у онкологических больных еще до 
начала лечения. Его частота зависит от стадии злока-
чественной опухоли. Например, при колоректальном 
раке (КР) I - II стадии АС развивается в 40% случа-
ев,  III - IV стадии —  в 80% [1]. В ряде исследова-
ний [2] показано, что истинный дефицит железа ха-
рактерен для КР. Однако микроцитоз и гипохромия 
эритроцитов не всегда указывают на дефицит железа, 
а при длительном течении заболевания могут сви-
детельствовать об анемии хронических заболеваний 
(АХЗ). Важно дифференцировать железодефицитную 
анемию (ЖДА) от АХЗ, так как подходы к лечению 
принципиально различаются.

Когда АС установлен или предполагается с высо-
кой долей вероятности, ключевой проблемой являет-
ся определение типа дефицита железа: абсолютный 
(истинный) или функциональный. Принципиальная 
разница между ними состоит в том, что в случае аб-
солютного дефицита назначение препаратов железа 
приводит к активации эритропоэза, в периферической 
крови значительно увеличивается количество ретику-
лоцитов. Объем и среднее содержание гемоглобина 
восстанавливается до нормы, что свидетельствует об 
адекватности проводимой терапии. В то же время у 
пациентов с функциональным дефицитом железа при 
АХЗ такое назначение будет бесполезным [3].

Имеются данные о возможности использования 
гепсидина [4, 5] как маркера дефицита железа при 
АХЗ. Вместе с тем клиническая значимость этого по-
казателя окончательно не определена.

Цель работы — исследование основных метаболи-
тов феррокинетики для выявления их роли в диффе-
ренциальной диагностике АС. Основной задачей бы-

ла оценка показателей крови, исследование которых в 
дальнейшем сможет помочь в ранней диагностике и 
адекватной коррекции АС.

Материал и методы. Исследование проведено 
у 46 больных КР (рак  прямой кишки у 29 человек, 
рак сигмовидной кишки у 7 человек, рак ободочной 
кишки у 7 человек, рак слепой кишки у 3 человек) до 
лечения. I стадия выявлена у 2  больных, II стадия – у 
7, III стадия – у 25,  IV стадия – у 12 больных. В ис-
следование включено 24 мужчины и 22 женщины в 
возрасте от 33 до 89 (62,5 ± 1,8) лет.

Расширенный клинический анализ крови с ретику-
лоцитограммой выполняли  на гематологическом ана-
лизаторе Sysmex XE-2100. В плазме крови методом 
иммуноферментного анализа определяли содержание 
ферритина (ФР) с помощью наборов фирмы «Orgentec 
Diagnostiсa GmbH» (Германия), растворимых рецеп-
торов трансферрина (рРТФ) фирмы «BioVendor» (Че-
хия), уровень эндогенного эритропоэтина (ЭПО) с 
использованием наборов фирмы «Biomerica» (США) 
и гепсидина 25 (ГП25)  с наборами «Peninsula Labora-
tories International, Inc.» (США).

Подсчитывали лейкоцитарную формулу и прово-
дили детальный анализ морфологии эритроцитов. 
Число гипохромных и микроцитарных эритроцитов 
определяли на анализаторе Advia-120 (США).

Статистическую обработку данных (определение 
среднего значения, среднего квадратического откло-
нения, статистической значимости результатов) вы-
полняли по Стьюденту с использованием критерия t, 
а при непараметрическом распределении - с помощью 
критерия Вилкоксона – Манна – Уитни. Различия счи-
тали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение. Высокоинформатив-
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ными маркерами, характеризующими  железодефи-
цитный эритропоэз, являются ФР, рРТФ в комплексе 
с клиническим анализом крови, особенно с определе-
нием среднего содержания гемоглобина в ретикуло-
ците (RET-HE) [6 - 8]. Следует учитывать, что ФР не 
всегда может отражать истинный запас железа в орга-
низме и его доступность. ФР является острофазным 
белком, содержание которого может повышаться при 
острых и хронических воспалительных процессах, 
что дает неоднозначные результаты. В отличие от ФР 
концентрация рРТФ повышается при недостатке же-
леза и существенно не изменяется при хронических 
болезнях. Таким образом, определение концентрации 
рРТФ наряду с ФР в значительной степени повышает 
точность лабораторного диагноза железодефицитно-
го состояния даже у больных со злокачественными 
и сопутствующими хроническими заболеваниями. 
Однако традиционные методы исследования метабо-
лизма железа (сывороточное железо, трансферрин, 
ФР, рРТФ, общая железосвязывающая способность 
(ОЖСС), RET-HE) не позволяют диагностировать 

функциональный дефицит железа у онкологических 
больных.

АС у онкологических больных имеет мультифак-
торное происхождение. Наиболее общим звеном 
патогенеза АС является участие провоспалитель-
ных цитокинов, которые индуцируют экспрессию 
гепатоцитами гормона гепсидина. В настоящее 
время считают, что основную роль в метаболизме 
железа играет гепсидин 25 (ГП25). ГП25 является 
25-аминокислотным пептидом, который синтезиру-
ется в печени [9]. Экспериментально доказано, что 
ГП25 относится к отрицательным регуляторам ме-
таболизма железа, при избытке железа его уровень 
значительно повышается, тем самым снижается 
всасывание и рециркуляция железа, при недостатке 
они  снижаются. Железо экспортируется из тканей 
с помощью ферропортина — основного клеточного 
транспортера железа и рецептора для ГП25. Показа-
но [10], что под воздействием ИЛ-6 ГП25 блокиру-
ет ферропортины и, следовательно, высвобождение 
железа  макрофагами. Развивается функциональный 

Т а б л и ц а  1
Сравнительная оценка показателей красной крови у пациентов с разными типами АС (X ± m)

Группы Показатели

RBC, 1012/л HGB, г/л MCV, фл MCH, пг MICRO, % HYPO, % RET, % RET-HE, пг

Контроль (n = 143) 4,5 ± 3,7 146 ± 7,3 87,3 ± 5,5 28,9 ± 1,7 0,5 ± 0,04 0,7  ± 0,1 0,91 ± 0,4 30,9 ± 1,7
Больные без АС (n = 10) 4,9 ± 0,1 143,0 ± 3,0 82,1 ± 4,6 29,2 ± 9,0 0,2 ± 0,01 1,5 ± 0,04* 1,1 ± 0,05 32,2 ± 0,7
Больные ЖДА (n = 6) 4,2 ± 0,2 96 ± 6,0* 75,3 ± 1,4* 22,7 ± 0,9* 9,9 ± 2,2* 12,1 ± 4,0** 1,1 ± 0,2 23,1 ± 1,0*
Больные ЖДЭ АХЗ (n = 7) 4,2 ± 0,2 93 ± 3,2* 73,9 ± 4,2* 22,3 ± 1,7* 33,4 ± 9,6** 22,2 ± 4,4** 1,7 ±0,3 22 ± 1,6*
Больные с ФДЖ АХЗ (n = 23) 4,0 ± 0,1 96,0 ± 1,0* 77,7 ± 1,2* 24,0 ± 0,5* 5,0±1,6* 21,2 ± 1,4** 2,7 ± 1,1* 24,6 ± 0,6*

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 3: RBC— эритроциты; HYPO — гипохромные эритроциты; MICRO – микроциты. Здесь и в табл. 2 и 
3:  *– различия показателей по сравнению с группой контроля статистически значимы (p < 0,05); ** –  различия показателей по сравнению с 
группой контроля статистически значимы (p < 0,01).

Т а б л и ц а  2
Содержание ферритина, рРТФ, ГП25, ЭПО у пациентов с разными типами АС (X ± m)

Группы Число больных Величина показателей ФР, нг/мл рРТФ, мкг/мл ГП25, нг/мл ЭПО, МЕ/мл НЕАДЭПО, n (%)
 Контроль 143 X ± m 97,9 ± 15,8 0,9 ± 0,08 4,3 ± 0,7 15,4 ± 3,7 —

Me 78,1 0,7 5,6 20,1 —
Диапазон 34,6 - 234,1 0,3 - 1,1 0,5 - 7,5 3,7 - 35,3 —

Больные без 
АС

10 X ± m 176,2 ± 47,4* — 40,0 ± 13,3** — —
Me 133 — 23 — —

Диапазон 28,2 - 165 — 7,5 - 100 — —
Больные 
ЖДА

6 X ± m 13,9 ± 1,9** 3,8 ± 0,6** 1,0 ± 0,4** 62,6 ± 29,8 1 (16,6)
Me 16 4,0 1 43 —

Диапазон 4,7 - 18,8 2,5 - 5,4 0 - 1,7 3,2 - 160,5 —
Больные 
ЖДЭ АХЗ

7 X ± m 755,6 ± 322,0* 2,5 ± 0,5* 1,2 ± 0,4** 83,8 ± 35,8 2 (28,5)
Me 309 3,0 1 78 —

Диапазон 43,5 - 2229,3 1,3 - 3,7 0,04 - 2,6 10,8 - 227,7 —
Больные с 
ФДЖ АХЗ 

23 X ± m 312,3 ± 101,5* 2,3 ± 0,6* 35,1 ± 7,3** 48,4 ± 13,7  19 (82,6)
Me 124 2,0 25,5 18 —

Диапазон 38,8 - 1596,4 0,1 - 9 4,9 - 100 3,2 - 216,5 —
П р и м е ч а н и е . НЕАДЭПО — неадекватная продукция ЭПО степени АС.
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дефицит железа. Функциональным дефицитом желе-
за называют ситуацию, когда, несмотря на достаточ-
ные его запасы, эритропоэз неадекватно обеспечива-
ется железом. В периферической крови появляются 
эритроциты с низким объемом и гипохромией. Такая 
же картина отмечается при ЖДА, поэтому необхо-
дим дифференциально-диагностический критерий 
выявления АС с функциональным дефицитом желе-
за. По предварительным данным, проведенным на-
ми ранее, это может быть метод определения ГП25 
[11]. В настоящее время проводится изучение новых 
лекарственных средств, мишенью которых являются 
основные патогенетические звенья АХЗ, в частно-
сти цитокины, корректоры ветви ИЛ-6 — гепсидин 
- ферропортин. Однако большая часть разработок 
находится в стадии экспериментальных исследова-
ний, другие — в разных стадиях клинических иссле-
дований [12].

Современные автоматические анализаторы крови 
дали объективную информацию о состоянии кровет-
ворения больных. На основании клинического анали-
за крови были выделены 2 группы пациентов: 1-я  с 
нормальными показателями красной крови (n = 10), 
2-я c АС (n = 36). 

Концентрация гемоглобина (HGB) в 1-й группе со-
ставила в среднем 143 ± 13,0 г/л при диапазоне 129 
- 166 г/л, медиана (Me) -140 г/л (табл. 1). Несмотря на 

отсутствие АС у больных этой группы, у половины из 
них число гипохромных эритроцитов оказалось выше 
нормальных значений. Концентрация ФР и ГП25 со-
ставляла соответственно 176,2 ± 47,4  и 40,0 ± 13,3 нг 
(табл. 2), показатели значительно превышали норму, 
что свидетельствовало о нарушении метаболизма же-
леза и не исключало начальную или предлатентную 
стадию АС у больных КР.

Больные с анемией 2-й группы  имели одинако-
вые морфологические признаки эритроцитов крови, а 
именно микроцитоз (MCV = 76,6 ± 1,2 фл) и гипохро-
мию (MCH = 23,5 ± 0,5 пг). Уровень HGB колебался 
от 79 до 118 г/л и в среднем по группе составил 76,6 ± 
12,1 г/л, преобладали больные АС I и II степени тяже-
сти. В анализаторах высшего класса возможно опре-
деление   RET-HE. Это имеет важное диагностическое 
значение, так как в отличие от эритроцитов ретикуло-
циты характеризуются коротким сроком жизни. Они 
формируются и созревают в костном мозге за 1—2 
дня, после чего покидают его и еще 1—3 дня дозре-
вают в кровотоке [6]. Показатель RET-HE дает четкое 
представление о количестве гемоглобина во вновь по-
ступающих из костного мозга эритроцитах. У паци-
ентов с АС этот показатель в среднем по группе был 
низким (23,8 ± 0,6 пг). В норме RET-HE колебался от 
28 до 35 пг (30,9 ± 1,7).

При анализе показателей ФР, рРТФ и ГП25 среди 
пациентов 2-й группы были выделены три типа АС 
(см. табл. 2). Первый тип – истинная ЖДА (n = 6; 16,6 
%) с очень низкой (13,9 ± 1,9 нг/мл) концентрацией 
ФР и высокой концентрацией рРТФ (3,8 ± 0,6 мкг/
мл). О ЖДА свидетельствовал и показатель ГП25, ко-
торый был значительно ниже (1,0 ± 0,05 нг/мл) нормы 
(4,3 ± 0,7; Ме = 5,6 нг/мл).

Второй тип (n = 7; 19,4%) АС был расценен как же-
лезодефицитный эритропоэз (ЖДЭ). Отличительной 
особенностью этой группы по сравнению с ЖДА бы-
ла высокая концентрация ФР (755,6 ± 322,0; Ме = 309 
нг/мл), которая значительно превышала норму (97,7 
± 15,8; Ме = 78,1 нг/мл) (см. табл. 2, рисунок). Воз-
можно, это может свидетельствовать о переходе ЖДА 
в хроническую фазу АС. Несмотря на условно «боль-
шие запасы железа», ФР, являясь острофазным бел-
ком, вероятнее всего, необъективно отражал запасы 
железа. Уровень рРТФ был высоким, свидетельствуя 
о «железном голоде» эритрокариоцитов костного 
мозга. Концентрация рРТФ (2,5 ± 0,5; Ме = 3 мкг/мл) 
превышала верхнюю границу нормы (0,9 ± 0,08; Ме = 
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Среднее содержание гемоглобина в ретикулоците, ФР, рРТФ, 
ГП25 (по оси ординат) у больных КР с разными типами АС 
(по оси абсцисс).

Т а б л и ц а  3
Сравнительная оценка показателей красной крови у пациентов с разными стадиями заболевания (X±m)

Группы Показатели

RBC, ·1012/л HGB, г/л MCV, фл MCH, пг MICRO, % HYPO, % RET, % RET-HE, пг

Контроль (n = 143) 4,5 ± 3,7 146 ± 7,3 87,3 ± 5,5 28,9 ± 1,7 0,5 ± 0,04 0,7 ± 0,1 0,91 ± 0,4 30,9 ± 1,7
I–II стадия (n = 9) 4,4 ± 0,2 120,2 ± 2,2* 85,3 ± 2,1 27,6 ± 1,0 9,4 ± 4,2* 2,7 ± 1,1* 1,4 ± 0,3 29,2 ± 1,0
III стадия (n = 25) 4,2 ± 0,1 105,0 ± 5,0* 76,4 ± 2,2* 24,7 ± 0,7* 15,8 ± 1,8* 6,7 ± 2,4* 2,4 ± 1,0 25,4 ± 0,8*
IV стадия (n = 12) 4,3 ± 0,1 97 ± 4,0** 74,6 ± 1,8** 22,6 ± 0,7** 27,5±2,7** 15,4 ± 6,2** 1,3 ± 0,1 23,6 ± 1,0**
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0,7 мкг/мл), но в меньшей степени, чем у пациентов 
с ЖДА. При этом среднее содержание гемоглобина в 
ретикулоците оказалось сниженным (22 ± 1,6 пг), что 
свидетельствовало о ЖДЭ. Низкие показатели ГП25 
(1,2 ± 0,4 нг/мл) доказывали это.

АС третьего типа (табл. 3; см. рисунок) диагности-
рован у большинства (n = 23; 64%) больных. Как и у 
больных  ЖДЭ концентрация RET-HE была низкой, 
ФР – высокой. Показатели рРТФ, как и в группе со 
вторым типом  у больных ЖДЭ, превышали верхнюю 
границу нормы, что указывало  на дефицит железа. 
Однако в  отличие от второго типа АС с ЖДЭ выяв-
лена очень высокая концентрация ГП25 (35,1 ± 7,3 нг/
мл), превышающая норму в десятки раз, что в боль-
шей степени свидетельствовало  о функциональном 
дефиците железа на фоне АХЗ.

Большое значение для дифференциальной диагно-
стики АС имеет определение ЭПО в плазме крови. 
ЭПО является ключевым регулятором эритропоэза. 
Неадекватно низкая продукция ЭПО по отношению 
к степени АС — характерная особенность АХЗ и в 
меньшей степени - ЖДА. Для оценки адекватности 
гормонального ответа на степень тяжести анемии у 
большинства больных  АС определяли концентрацию 
эндогенного ЭПО. Анализируя уровень ЭПО, следует 
сказать, что его повышение отмечается при состоянии 
гипоксии. Среди больных  АС (n = 36) повышение 
ЭПО более 100 МЕ/мл отмечено у 13 (36,2%) с при 
диапазоне от 57 до 227 МЕ/мл. У 23 (63,8%) больных 
ЭПО колебался от 3,2 до 43 МЕ/мл (18,1 ± 3,8) при Ме 
= 10,5 МЕ/мл, т.е. был неадекватным степени анемии. 
Как показало наше исследование (см. табл. 2), более 
низкая продукция ЭПО отмечалась у большинства 
(82,6%) больных с ФДЖ АХЗ, а, следовательно, у па-
циентов c распространенным опухолевым процессом 
(III - IV стадия), в меньшей степени (единичные слу-
чаи) - у пациентов с ЖДА и ЖДЭ. 

Точное измерение уровней ЭПО в крови при  ряде 
первичных и вторичных нарушений эритрона имеет 
как диагностическое, так и терапевтическое значение. 
Что касается необходимости определения эндогенно-
го ЭПО перед введением рекомбинантного человече-
ского ЭПО (рчЭПО), его адекватности при оценке по-
ложительного ответа, мы не согласны с рядом авторов 
[13, 14], которые считают, что это делать не обязатель-
но. Наши исследования, проведенные ранее [15] на 
большом клиническом материале, свидетельствуют 
об обратном: только 70 - 78% пациентов имеют отно-
сительно низкий уровень уровень ЭПО, у остальных 

он более чем достаточный, иногда превышает норму 
в десятки раз. Есть ли необходимость вводить этой 
группе пациентов дополнительно рч-ЭПО? Вопрос 
дискуссионный.

Был проведен анализ частоты (см. табл. 3, 4) 
встречаемости различных типов АС в зависимости 
от стадии заболевания. Более глубокие изменения 
красной крови отмечались у пациентов с IV стадией 
(см. табл. 3). У пациентов этой группы выявлены са-
мые низкие показатели красной крови (HGB, MCV, 
MCH, RET-HE), а число гипохромных и микроцитар-
ных эритроцитов, напротив, было значительно выше 
по сравнению с предыдущими группами. Без анемии 
выявлены больные как с I-II, так и с III  стадией (cм. 
табл. 4). Случаи ЖДА и ЖДЭ встречались во всех 
группах в одинаковой степени. ФДЖ чаще всего на-
блюдался у пациентов с III - IV стадией.

Выводы.  1.  У большинства (n = 36; 78,2%)  боль-
ных  КР еще до лечения выявляется АС. Особенно-
стью АС является выраженный микроцитоз, гипохро-
мия эритроцитов и низкое содержание RET-HE.

2.Чаще всего (n = 23; 64%) встречалась АХЗ с вы-
раженным ФДЖ, которая сочеталась с относительно 
низким уровнем эндогенного ЭПО. Среди них преоб-
ладали пациенты с наиболее распространенным опу-
холевым процессом (III - IV стадия).

3. Для ФДЖ характерны гипохромия, микроцитоз 
эритроцитов и ретикулоцитов; нормальная или высо-
кая концентрация ферритина; уровень растворимых 
рецепторов трансферрина выше нормы; концентра-
ция  ГП25 значительно превышает верхнюю грани-
цу нормы, чаще более 25 нг/мл. Уровень эндогенного 
ЭПО неадекватен степени тяжести анемии. 

Абсолютный дефицит железа (ЖДА) выявлен у 6 
(16,6%) больных, ЖДЭ  на фоне АХЗ – у 7  (19,4%). 
У единичный больных  ЖДА и ЖДЭ отмечался дефи-
цит эндогенного ЭПО.

Для ЖДА характерны гипохромия, микроцитоз 
эритроцитов и ретикулоцитов; концентрация фер-
ритина снижена; уровень растворимых рецепторов 
трансферрина значительно выше нормы; концентра-
ция ГП25 снижена или в пределах нижней границы 
нормы.  

Для ЖДЭ на фоне АХЗ характерны гипохромия, 
микроцитоз эритроцитов и ретикулоцитов; концен-
трация ферритина нормальная или высокая; уровень 
растворимых рецепторов трансферрина выше нормы, 
но в меньшей степени, чем у больных  ЖДА; концен-
трация ГП25 снижена или в пределах нижней грани-
цы нормы. 

 Таким образом, определение уровня ГП25 в ком-
плексе с другими традиционными методами, характе-
ризующими АС (оценка уровня ферритина, раствори-
мых рецепторов трансферрина, клинический анализ 
крови, определение RET-HE),  позволяет провести 
более объективную оценку метаболизма железа. АС с 
микроцитарными, гипохромными характеристиками 
эритроцитов не всегда указывает на  дефицит желе-
за, а может свидетельствовать о функциональных на-
рушениях метаболизма железа на фоне хронических 

Т а б л и ц а  4
Частота встречаемости различных типов АС у пациентов в за-
висимости от стадии заболевания 

Группы Без АС ЖДА ЖДЭ АХЗ ФДЖ АХЗ

I–II стадия (n = 9) 5 1 3 —
III стадия (n = 25) 5 3 3 14
IV стадия (n = 12) — 2 1 9
В c е г о … 10 6 7 23



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-2-89-94

ГЕМАТОЛОГИЯ

94

болезней. Важно дифференцировать ЖДА, ЖДЭ от 
ФДЖ при АХЗ, так как подходы к лечению принци-
пиально различаются. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интерeсов.

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки.
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ВОЗМОЖНОСТЬ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ИСТОРИЧЕСКОЙ КОНЦЕНТРАЦИИ 
ТРОМБОЦИТОВ В ОБСЛЕДОВАНИИ ДОНОРОВ
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Историческая концентрация тромбоцитов – среднее трёх последовательных концентраций тромбоцитов до до-
нации (в течение двух лет) в крови доноров. Оценили характеристики исторической концентрации тромбоцитов 
относительно концентрации тромбоцитов в крови 99 регулярных доноров перед каждой донаций аферезных тром-
боцитов.
Установлено, что менее чем 20% дисперсия между исторической концентрацией тромбоцитов и значением, полученным 
в день донации, наблюдается у 96% регулярных доноров.
Средняя концентрация тромбоцитов перед тремя последовательными донациями аппаратного афереза у мужчин ста-
тистически значимо выше, чем у женщин: 235,2±6,7 и 222,1±11,0 (× 109 клеток/л) соответственно (p < 0,05). Концен-
трация тромбоцитов не связана с интервалами между донациями.
Нет статистически значимых отличий исторической концентрации тромбоцитов от концентрации тромбоцитов 
перед 4-й донацией и в целом и между отдельными донациями, причём  как у мужчин, так и у женщин,
Целесообразно исследовать качество концентратов тромбоцитов, полученных по программе, учитывающей историче-
скую концентрацию тромбоцитов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  тромбоциты, концентрат, переливание, донор, регулярный, донация, концентрация тромбо-
цитов.
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The possibility of applying historical concentration of thrombocytes in examination 
of donors
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2The Federal State Budget Scientific Institution "The N.I. Pirogov National Medical Surgical Center", 105203, Moscow, Russia
The historical concentration of thrombocytes is an average of three subsequent concentrations of thrombocytes before 
donation (during two years) in blood of donors. The evaluation was applied to characteristics of historical concentration 
of thrombocytes concerning concentration of thrombocytes in blood of 99 regular donors before every donation of 
apheresis thrombocytes. It is established that less than 20% dispersion between historical concentration of thrombocytes 
and value obtained in day of donation is observed in 96% of regular donors. The average concentration of thrombocytes 
before three subsequent donations of apparatus apheresis in males is statistically higher than in females: 235,2±6,7 and 
222,1±11,0 (× 109 cells/l) correspondingly (p < 0,05). The concentration of thrombocytes has no relationship with intervals 
between donations. There is no statistically significant differences between historical concentration of thrombocytes and 
concentration of thrombocytes before fourth donation and in general and between separate donations both in males and 
females. It is appropriate to analyze quality of concentrates of thrombocytes received through program accounting historical 
concentration of thrombocytes.
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Введение. Донорские тромбоциты, приготовлен-
ные методом афереза, переливают для коррекции глу-
бокой тромбоцитопении. При программировании ап-
парата афереза тромбоцитов учитывают гематокрит и 
концентрацию тромбоцитов в крови донора. Как пра-
вило, аппаратный аферез выполняют у регулярных 
доноров. Традиционно концентрацию тромбоцитов в 
крови донора определяют непосредственно перед до-
нацией [1–4].

Известно, что у регулярных и первичных доноров 
состояние тромбоцитарного звена гемопоэза суще-
ственно не различается [5]. Количество лей коцитов и 

тромбоцитов как у мужчин, так и у женщин в разных 
возрастных группах в целом остаётся стабильным, 
без значимых изменений  [6]. 

Американское общество анестезиологов, стремясь 
избежать избыточных медицинских вмешательств, в 
первую очередь рекомендует не выполнять общий ана-
лиз крови перед операцией у пациентов без тяжёлой 
патологии и ожидаемой большой кровопотери [7].

Австралийцы лабораторные исследования и 
аферез проводят в разных организациях. Согласно 
инструкции к аппарату можно использовать исто-
рические показатели концентрации тромбоцитов, 

что снижает затраты и упрощает 
логистику донорства тромбоци-
тов. Внедрив эту стратегию в на-
циональном масштабе, данные 
контроля качества концентратов 
тромбоцитов до внедрения (с 1 
октября 2014 г. по 31 марта 2015 
г.) сравнили с результатами, по-
лученными в течение 6 мес после 
внедрения (с 1 октября 2015 г. по 
31 марта 2016 г.). Средние истори-
ческие показатели концентрации 
тромбоцитов, используемые для 
программирования сбора тромбо-
цитов, также сравнивались с коли-
чеством тромбоцитов в день до-
нации. Историческую концентра-
цию тромбоцитов рассчитали как 
среднее трёх результатов  течение 
двух лет. Была поставлена цель 
– иметь для 90% образцов менее 
чем 20% дисперсию между исто-
рической концентрацией тромбо-
цитов и значением, полученным 
в день донации. В указанные пе-
риоды количество тромбоцитов (× 
109) в дозе составило до внедре-
ния инструкции  273,3 ± 32,0 (n = 
2639), а после внедрения –  282,8 
± 38,8 (n = 2689) (непарный t-тест; 
p < 0,001). Более 95% результатов 
подсчёта тромбоцитов, получен-
ных в день донации, изменились 
в пределах 20% от исторической 
оценки, при этом концентрация 
тромбоцитов в крови донора по-
сле донации была  > 140 × 109 / л. 
Удаление гематологических ана-
лизаторов из донорских центров 
и замена их использованием ста-
тистических средних показателей 
концентрации тромбоцитов при-
вели к сокращению рабочей на-
грузки в донорском центре, упро-
щению соблюдения нормативных 
требований и значительному сни-
жению затрат, связанных со  сбо-
ром тромбоцитов [8]. 
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Рис. 1. Отклонение концентрации тромбоцитов от исторической концентрации.

Рис. 2. Связь концентрации тромбоцитов перед 4-й донацией с исторической кон-
центрацией тромбоцитов.
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боцитов перед четвёртыми донациями не различалась 
как у мужчин и женщин, так и между отдельными 
донациями (табл. 1). Средняя концентрация перед 
первыми тремя донациями составила 231,9±5,7. При 
этом у мужчин показатель статистически значимо не-
много, но выше, чем у женщин: 235,2±6,7и 222,1±11,0 
соответственно ( t-критерий –1,989 при критическом 
значении 1, 985; p < 0,05).

Интервалы между донациями не отличалась как у 
мужчин и женщин, так и между отдельными донация-
ми (табл. 2). Не выявлено никакой связи концентра-
ции тромбоцитов с интервалами между донациями. 

Нет статистически значимых отличий исторической 
концентрации тромбоцитов от концентрации тромбо-
цитов перед 4-й донацией  у мужчин и женщин, а так-
же   между отдельными донациями (табл. 3).

Лишь у четырёх доноров концентрация тромбоци-
тов отклонилась более чем на 20 % от исторической 
(рис. 1). 

Концентрация тромбоцитов перед 4-й донацией 
с высокой силой прямо коррелирует с исторической 
концентрацией тромбоцитов (коэффициент корреля-
ции Пирсона 0,737 при критическом значении 0,198, 
p < 0,001) (рис. 2).

Итальянские коллеги, изучив в 2001–2010 гг. 170 
238 результатов исследования концентрации тром-
боцитов у 16 422 доноров установили значимое ста-
тистически, но не клинически увеличение этого по-
казателя в декабре–феврале  на 3,4 % [16].

Также следует учесть, что в России нижней гра-
ницей нормальной концентрации тромбоцитов счи-
тают 1801, тогда как в других странах-членах Совета 
Европы к аферезу тромбоцитов допускают доноров с 
концентрацией клеток не менее 1502.

Заключение. Установлено, что менее чем 20% дис-
персия между исторической концентрацией тромбо-
цитов и значением, полученным в день донации, на-
блюдается у 96% регулярных доноров.

Средняя концентрация тромбоцитов перед тремя 
последовательными донациями аппаратного афереза 
у мужчин статистически значимо выше, чем у жен-
щин: 235,2±6,7 и 222,1±11 соответственно (p < 0,05).

Концентрация тромбоцитов не связана с интерва-
лами между донациями.

Нет статистически значимых отличий историче-
ской концентрации тромбоцитов от концентрации 
тромбоцитов перед 4-й донацией у всех доноров,  у 
мужчин и женщин,  а также  между отдельными до-
нациями.

Целесообразно исследовать качество концентра-
тов тромбоцитов, полученных по программе, учиты-
вающей историческую концентрацию тромбоцитов.

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки.

Цель исследования – оценить характеристики исто-
рической концентрации тромбоцитов относительно 
концентрации тромбоцитов в крови регулярных доно-
ров перед каждой донаций аферезных тромбоцитов.

Аналогично [8] приняли определение историче-
ской концентрации тромбоцитов как среднее трёх по-
следовательно определённых  концентраций тромбо-
цитов до донации (в течение 2 лет) в крови доноров 
аппаратного афереза тромбоцитов.

Материал и методы. Оценили концентрацию 
тромбоцитов у 99 (74 мужчин и 25 женщин) регуляр-
ных доноров Уфы в 2015–2016 гг.

Концентрацию клеток в венозной крови оценивали 
перед каждой из четырёх последовательных донаций.

Образцы крови получали согласно рекомендациям 
[9].

Концентрацию тромбоцитов в венозной крови 
определяли на гематологическом анализаторе Swelab 
Alfa Basic (Boule Medical AB, Швеция). Далее концен-
трация тромбоцитов  будет выражена  как n × 109/л.

Аферез тромбоцитов выполняли с использовани-
ем сепаратора клеток Haemonetics MCS+ (США), как 
описано ранее [10–15].

Результаты исследовали с использованием де-
скриптивных статистик, корреляционного и регрес-
сионного анализа при уровне значимости 0,05.

Результаты. Установлено, что концентрация тром-

1Приказ Минздрава России от 14 сентября 2001 г. № 364 «Об 
утверждении порядка медицинского обследования донора крови и 
ее компонентов».
2Guide to the preparation, use and quality assurance of blood components, 
19th edn.- Council of Europe Publishing, Strasbourg.- 2017.

Т а б л и ц а  1
Концентрация тромбоцитов перед донацией у регулярных до-
норов

Пол Номер донации

1-я 2-я 3-я 4-я

Мужчины 237,0 (7,7) 237,8 (7,5) 234,7 (7,6) 233,9 (6,4)
Женщины 223,8 (14,7) 220,9 (11,0) 221,7 (11,8) 228,8 (12,4)
Оба пола 233,7 (6,8) 230,6 (6,3) 231,4 (6,4) 232,6 (5,6)

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2, 3 данные представлены в 
формате среднее (стандартное отклонение).

Т а б л и ц а  2
Интервалы между донациями тромбоцитов у регулярных до-
норов (дни)

Пол Интервал между донациями

1 и 2 2 и 3 3 и 4

Мужчины 87,0 (16,6) 92,0 (15,2) 86,9 (13,8)
Женщины 78,7 (22,2) 93,6 (33,4) 77,2 (17,7)
Оба пола 84,9 (13,5) 92,4 (13,8) 84,5 (11,1)

Т а б л и ц а  3
Отклонение исторического контроля от реальной концентра-
ции  тромбоцитов у регулярных доноров

Показатель Отклонение

концентрации клеток доли концентрации, %

Мужчины -1,2 (4,9) 7,7 (1,4)
Женщины 6,6 (7,5) 6,4 (2,3)
Оба пола 0,7 (4,1) 7,4 (1,0)
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Бочарова Ю.А., Чеботарь И.В., Крыжановская О.А., Маянский Н.А.

МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКАЯ ОЦЕНКА КАРБАПЕНЕМАЗНОЙ АКТИВНОСТИ 
PSEUDOMONAS AERUGINOSA 

ФГАУ «Национальный научно-практический центр здоровья детей» Минздрава РФ, 119991, Москва

Pseudomonas aeruginosa принадлежит к числу лидирующих оппортунистических патогенов. Оценка чувствительности 
госпитальных изолятов P. aeruginosa к антибиотикам является важным этапом в борьбе с синегнойной патологией.
Цель работы – подтверждение диагностической эффективности  масс-спектрометрического подхода для оценки кар-
бапенемазной активности у клинических изолятов P. aeruginosa.
 Исследования были направлены на выявление карбапенемаз у 50 клинических изолятов P. aeruginosa, нечувствительных 
к карбапенемам (контрольная группа – 9 изолятов P. aeruginosa, чувствительных к карбапенемам). Проведено сравнение 
результатов, полученных посредством лазерной десорбционно-ионизационной время-пролетной масс-спектрометрии 
(МАЛДИ-ВП МС) и при помощи известных методик – фенотипического определения наличия металло-бета-лактамаз 
(МБЛ) при помощи Е-тестов и определения наличия генов карбапенемаз (VIM, IMP, NDM) при помощи полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) в  режиме реального времени.
У 14(28%) из 50  нечувствительных к карбапенемам штаммов была выявлена МБЛ-активность, все они несли гены 
карбапенемаз VIM-типа. Гены imp и ndm не были найдены ни  у одного штамма.  Гены vim были найдены только у МБЛ-
позитивных штаммов, МБЛ-активность регистрировалась только у носителей генов vim. По данным МАЛДИ-ВП МС 
все МБЛ- и VIM-позитивные штаммы демонстрировали повышенную способность гидролизовать меропенем. Процент 
гидролиза при тестировании данных штаммов составлял от 7,6 до 59,3. Отсутствие карбапенемазной активности 
демонстрировали 36(72%) из 50 нечувствительных к карбапенемам штаммов с процентом гидролиза  от 0 до 4. Ни один 
из 9 контрольных чувствительных к карбапенемам  изолятов не обладал МБЛ-активностью, не был носителем исследо-
ванных генов карбапенемаз и не гидролизировал меропенем. 
МАЛДИ-ВП МС является перспективным методом для использования в практике клинической микробиологии для вы-
явления изолятов P. aeruginosa, продуцирующих карбапенемазы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Pseudomonas aeruginosa, карбапенемы, карбапенемазы, масс-спектрометрия.
Для цитирования: Бочарова Ю.А., Чеботарь И.В., Крыжановская О.А., Маянский Н.А. Масс-спектрометрическая 
оценка карбапенемазной активности Pseudomonas aeruginosa. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (2): 
99-105. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-2-99-105
Bocharova Yu.A., Chebotar I.V., Kryzhanovskaya O.A., Mayansky N.A.
The mass-spectrometric evaluation of сarbapenemase activity of Pseudomonas 
aeruginosa
The Federal State Autonomous Institution "The National Scientific Practical Center of Children Health" of Minzdrav of Russia, 
119991, Moscow, Russia
The Pseudomonas aeruginosa is among number of leading opportunistic pathogens. The evaluation of sensitivity of hospital 
isolates of P. aeruginosa to antibiotics is an important stage in the struggle with Pseudomonas sepsis pathology. 
The purpose of study is to confirm diagnostic efficiency of mass spectrometry approach in evaluation of сarbapenemase activity in 
clinical isolates of P. aeruginosa. The study was targeted to detection of сarbapenemases in 50 clinical isolates of P. aeruginosa, 
non-sensitive to сarbapenemas (control group - 9 isolates of P. aeruginosa sensitive to сarbapenemas). The comparative analysis 
was implemented concerning the results obtained using laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry and using 
such common techniques as phenotype detection of presence of metallo-beta-lactamase using E-tests and detection of presence of 
genes of carbapenemases (VIM, IMP, NDM) using polymerase chain reaction in real-time.
The metallo-beta-lactamase activity was established in 14 (28%) out of 50 non-sensitive to сarbapenemas strains. All 
of them had genes of carbapenemases VIM-type. No IMP and NDM genes were detected in any strain. The VIM genes 
were detected only in metallo-beta-lactamase positive strains and metallo-beta-lactamase activity was registered only in 
carriers of VIM genes. According data of MALDI-TOF, all metallo-beta-lactamase and VIM positive strains demonstrated 
increased capacity of hydrolyzing meropenem. The percentage of hydrolysis under testing of the given strains made up to  
from 7.6 to 59.3. The absence of carbapenemase activity was demonstrated by 36 (72%) out of 50 strains non-sensitive 
to сarbapenemases with percentage of hydrolysis from 0 to 4. None of 9 control isolates sensitive to сarbapenemases had 
metallo-beta-lactamase activity, carried analyzed genes of сarbapenemas and hydrolyzed meropenem. The MALDI-TOF 
mass spectrometry is a perspective technique to be applied in practice of clinical microbiology for detect isolates of P. 
aeruginosa, producing сarbapenemases.

K e y w o r d s :  Pseudomonas aeruginosa; сarbapenemas; сarbapenems; mass spectrometry.
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Введение. Угроза, исходящая от одного из глав-
ных оппортунистических возбудителей, Pseudomonas 
aeruginosa, обусловлена не только его мощным пато-
генетическим потенциалом [1]. Госпитальные штам-
мы P. aeruginosa обладают исключительной способно-
стью приобретать резистентность к разным группам 
антибиотиков, включая такие высокоэффективные 
препараты, как карбапенемы [2].   Одним из основных 
механизмов формирования карбапенемрезистентно-
сти P. aeruginosa является ферментативная инакти-
вация антибиотика с помощью особых бета-лактамаз 
– карбапенемаз. Карбапенемазы – ферменты, которые 
гидролизуют пенициллины, карбапенемы и в различ-
ной степени цефалоспорины и монобактамы [3].   

Согласно мировой статистике, до 40% карбапе-
неморезистентных штаммов P. aeruginosa являются 
продуцентами карбапенемаз [4, 5]. У P. aeruginosa ча-
ще встречаются карбапенемазы IMP, VIM, NDM, от-
носящиеся к металло-бета-лактамазам (МБЛ)  [6, 7]. 
В России в 2013–2014 гг. МБЛ-позитивные штаммы 
P. aeruginosa составили 21,3% [8]. В странах СНГ – 
России, Беларуси и Казахстане – МБЛ-позитивные 
штаммы P. aeruginosa продуцируют карбапенемазу 
VIM-2 (99,6 %), реже (0,4 % штаммов)  несут IMP-
карбапенемазу [9]. Выявление штаммов-продуцентов 
карбапенемаз является крайне важным для клиниче-
ской медицины, так как знание механизма резистент-
ности даёт возможность для назначения адекватной 
антибиотикотерапии. 

Подходы для детекции карбапенемаз можно 
условно разделить на генетические, фенотипические 
и аналитические [10]. Генетические подходы подраз-
умевают выявление генов карбапенемаз с помощью 
различных видов ПЦР  и секвенирования [11, 12]. Они 
позволяют быстро и надёжно определить наличие 
генов карбапенемаз и их типовую принадлежность. 
Недостаток генетических методов заключается в том, 
что наличие гена не гарантирует экспрессии призна-
ка. Это доказывается рядом наблюдений, в которых  
бактерии, несущие ген карбапенемазы, фенотипиче-
ски могут быть чувствительными к карбапенемам 
[13]. Фенотипические подходы (модифицированный 
тест Ходжа, CIM-тест, МБЛ-Е-тест и др.) просты для 
выполнения, но требуют больше времени для получе-
ния результата. К сожалению, они не позволяют рас-
шифровать тип карбапенемазы, а некоторые из них 
(модифицированный тест Ходжа и биохимическое 
определение карбапенемаз, выполняемое на бакана-
лизаторах) характеризуются большой вероятностью 
ошибки [14–16]. Аналитическая группа методов 

включает в себя электрофокусирование, иммунохро-
матографию и способы, основанные на выявлении 
продуктов гидролиза карбапенемов (Carba NP-тест,  
УФ-спектрометрия и масс-спектрометрия) [17–19]. 
Весьма перспективной технологией оценки гидроли-
за карбапенемов является матрично-активированная 
лазерная десорбционно-ионизационная время-
пролетная масс-спектрометрия (МАЛДИ-ВП МС) 
[20]. Выявление продуцентов карбапенемаз с помо-
щью масс-спектрометрии основано на оценке пиков, 
специфичных для нативных и гидролизированных 
форм карбапенемов после инкубации исследуемого 
штамма с антибиотиком.  Известно большое число 
исследований по масс-спектрометрической детек-
ции карбапенемаз энтеробактерий, которые показа-
ли хорошо воспроизводимые результаты [21,  22]. 
Более сложная ситуация складывается при выявле-
нии карбапенемаз у P. aeruginosa. Разные авторские 
коллективы предлагают различные условия экспери-
мента, изменяя состав растворов, в которых проис-
ходит гидролиз, время реакции и даже тип матрицы 
для масс-спектрометрии  [23–25]. Однако хорошо 
воспроизводимой методики так и не было предло-
жено. Это говорит о необходимости оптимизации 
МС-технологии выявления карбапенемаз у P. aerugi-
nosa для создания чувствительного, специфичного, 
хорошо воспроизводимого и простого в исполнении 
метода.

Цель настоящей работы – подтверждение диагно-
стической эффективности  масс-спектрометрического 
подхода для оценки карбапенемазной активности у 
клинических изолятов P. aeruginosa.

Материал и методы. Для исследования были ис-
пользованы штаммы P. aeruginosa из коллекции лабо-
ратории микробиологии ФГАУ «ННПЦЗД» Минздра-
ва России, собранной в  2012–2015 гг. Штаммы были 
выделены от пациентов по принципу «один пациент – 
один (первый по времени) изолят». Критерием вклю-
чения в исследование была нечувствительность (ре-
зистентность или промежуточная чувствительность) 
хотя бы к одному из тестируемых карбапенемов – 
меропенему и имипенему. Оценка чувствительности 
каждого штамма проведена при помощи Е-тестов в 
соответствии с протоколом фирмы-изготовителя (Bio-
Rad). Было отобрано 50 штаммов, для которых мини-
мальная подавляющая концентрация  (МПК) была > 
2 мг/л для меропенема и > 4 мг/л для имипенема. Ин-
терпретация чувствительности соответствовала кри-
териям Европейского комитета по тестированию чув-
ствительности к антибиотикам (The European Commit-
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раствор меропенема без бактерий). 
Все эксперименты повторялись  трижды. Стати-

стическую обработку результатов, отражающих ги-
дролиз меропенема, проводили при использовании 
программного пакета Statistica 6.0. 

Результаты. МБЛ-Е-тест выявил наличие МБЛ 
у 14 изолятов (МБЛ-позитивные изоляты), что со-
ставило 28% от всех чувствительных к карбапенему 
штаммов (см.таблицу). Все МБЛ-позитивные изоля-
ты несли ген карбапенемазы из группы VIM (VIM-
позитивные изоляты). Гены imp и ndm не были найде-
ны ни  у одного штамма. У остальных 36  нечувстви-
тельных к карбапенему МБЛ-негативных штаммов не 
было обнаружено генов карбапенемаз (см. таблицу). 
Все чувствительные штаммы из контрольной группы 
(n = 9) показали отрицательные результаты в тестах 
на МБЛ и не несли генов  vim, imp и ndm. 

Процент гидролиза меропенема при тестировании 
всей выборки штаммов при помощи МАЛДИ-ВП 
МС составил от 0 до 59,3% и значимо различался (p 
< 0,001) между группами МБЛ/VIM-позитивных и 
МБЛ/VIM-негативных изолятов (рис. 1; см. таблицу). 

tee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)) и 
национальным клиническим рекомендациям [26, 27]. 
Для контроля были использованы 8 чувствительных 
к карбапенемам госпитальных штаммов  (МПК меро-
пенема ≤ 2 мг/л, имипенема ≤ 4 мг/л), отобранных из 
коллекции по принципу случайной выборки, и один 
референс-штамм АТСС 27853.  Штаммы были изоли-
рованы из образцов, полученных в ходе проведения 
плановых диагностических процедур, предусмотрен-
ных локальными стандартными протоколами. Видо-
вая идентификация выполнена на основе рутинных 
микробиологических методов и МАЛДИ-ВП МС с 
помощью прибора Microflex и программного обеспе-
чения MALDI Biotyper RTC 3.1 (Bruker Corp.).

Наличие генов карбапенемаз VIM, IMP и NDM  
определяли при помощи коммерческих наборов 
«АмплиСенс MDR MBL-FL» (ФБУН ЦНИИЭ Ро-
спотребнадзора) согласно рекомендациям фирмы-
производителя.

Для фенотипического выявления наличия МБЛ 
проведен МБЛ-Е-тест в соответствии с рекомендаци-
ями фирмы-изготовителя (BioMérieux). Наличие МБЛ 
считалось установленным в случае 8-кратного умень-
шения МПК имипенема на секторе тест-полоски, со-
держащем ингибитор МБЛ этилендиаминтетрауксус-
ную кислоту (ЭДТА).

Для определения наличия карбапенемаз с помо-
щью МАЛДИ-ВП МС  использовали суточную куль-
туру P. aeruginosa, выращенную на агаре Мюллера-
Хинтона. Материал, собранный бактериологической 
петлей (1 мкл) из одной колонии (диаметр 1,5–3,0 
мм), добавляли к 0,2 мл базового раствора (фосфат-
ный буфер, pH 7,2; ZnCl2 (0,01 мг/мл); меропенем (1 
мг/мл)), тщательно вортексировали. Процедуру по-
вторяли с тремя колониями данного изолята. Раствор 
с тестируемым штаммом и антибиотиком инкубиро-
вали при 37°C  в течение 3 ч при встряхивании (240 
колебаний в минуту), после чего останавливали ре-
акцию добавлением эквивалентного объёма ацетони-
трила. В качестве негативного контроля использовали 
0,2 мл базового раствора меропенема без добавления 
бактерий. Затем раствор центрифугировали, надоса-
дочную жидкость  помещали на мишень. В качестве 
матрицы использовали 2,5-дигидроксибензойную 
кислоту (DHB – от англ. 2,5-dihydroxybenzoic Acid) 
в концентрации 10 мг/мл в 50% растворе метанола. 
Спектры снимали на приборе  Microflex (Bruker) в ди-
апозоне 100–1000 Да. Масс-спектры обрабатывали с 
помощью программного обеспечения flexAnalysis 3.3 
(Bruker). Учитывали значения интенсивности пиков 
нативного антибиотика, m/z = 384, 406, 428, и пиков 
продуктов его гидролиза – m/z = 358, 380 . Процент 
гидролиза рассчитывали по формуле:        

                ППГ
ПГ = ––––––––––– х 100  –  ПГНК ,    
        (ППГ + ПНА)
где ПГ – процент гидролиза, ППГ – сумма интен-

сивностей пиков продуктов гидролиза, ПНА – сумма 
интенсивностей пиков нативного антибиотика, ПГНК 
– процент гидролиза в негативном контроле (базовый 

Характеристика нечувствительных к карбапенему изолятов  
P. aeruginosa в зависимости от отношения к гидролизу меропенема

Характеристика Гидролиз-
позитивные штаммы 

(n = 14)

Гидролиз-
негативные 

штаммы (n = 36)

МБЛ-позитивные 14/14 0/36
VIM-позитивные 14/14 0/36
Диапазон гидролиза, % 7,6–59,3 0–4
Медиана гидролиза  
(25; 75 процентиль),%

12 (11; 15,5) 0 (0; 1,3)
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Рис. 1. Гидролиз меропенема в присутствии нечувствитель-
ных  к карбапенемам изолятов P. aeruginosa, несущих МБЛ и 
vim-ген (черные круги) и не обладающих МБЛ и vim (белые 
круги).
По оси ординат – относительная интенсивность гидролиза, рассчитан-
ная по специальному алгоритму (см. текст).
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В первой группе процент гидролиза колебался в диа-
пазоне  7,6–59,3 (см.таблицу). Типовая картина масс-
спектров МБЛ/VIM-позитивных штаммов характе-
ризовалась снижением пиков нативного меропенема 
(m/z = 384, 406, 428) и появлением пиков гидроли-
зированного меропенама (m/z = 358, 380) (рис. 2, a), 
что свидетельствовало об их выраженной меропенем-
гидролизующей активности (гидролиз-позитивные 
изоляты). 

В группе МБЛ/VIM-негативных нечувствитель-
ных к карбапенемам штаммов процент гидролиза ме-
ропенема не превышал 4 (см. таблицу и рис.1). Масс-
спектрограммы этих штаммов отличались наличием 
высоких пиков нативного меропенема (m/z = 384, 406, 
428) и отсутствием (или малой интенсивностью) пи-
ков гидролизированного меропенема (рис. 2, б), что 
дало повод отнести их в разряд гидролиз-негативных 
штаммов. Ни один из контрольных чувствительных к 
карбапенемам изолятов не проявлял карбапенемазной 
активности: процент гидролиза также находился в 
диапазоне  0–4,0, они не демонстрировали снижения 
интенсивности пиков нативного меропенема и увели-

чения пиков гидролиза меропенема (рис. 2, в). Между 
максимальными показателями гидролиза меропенема 
(4,0%) у МБЛ/VIM-негативных изолятов и минималь-
ными значениями (7,6%) у МБЛ/VIM-позитивных 
штаммов регистрировался разрыв (см. рис.1).  

Обсуждение. Хотя масс-спектрометрия и при-
знана надёжным инструментом для детекции бета-
лактамаз у отдельных групп бактерий, её эффектив-
ность для определения карбапенемаз у P. aeruginosa 
до настоящего времени оставалась под сомнением. 
Некоторые методики, успешные для исследования 
энтеробактерий, оказываются неподходящими для 
тестирования P. aeruginosa. Примером этого являет-
ся масс-спектрометрическая оценка карбапенемаз в 
работе А. Johansson и  соавт., которые  использовали 
эртапенем в качестве индикаторного карбапенема, а 
α-циано-4-гидроксикоричную кислоту – в качестве 
матрицы. С помощью этой методики были  безоши-
бочно выявлены все изоляты K. pneumoniae, проду-
цировавшие карбапенемазы KPC, VIM и NDM [24].  
Использование предлагаемого метода для изучения 
P. aeruginosa не дало удовлетворительных резуль-

0,0

0,0

350 360 370 380 390 400 410 420 430 m/z

m/z

m/z

350 360 370 380 390 400 410 420 430

350 360 370 380 390 400 410 420 430

1

2

3

4

0,5

1,0

1,5

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

а

б

в

×104

×104

×104

Рис. 2. Масс-спектры:  а – резистентного к карбапенему гидролиз-позитивного и МБЛ/VIM-позитивного штамма P. aeruginosa 
58-3816; б  –  резистентного  к карбапенему   гидролиз-негативного и МБЛ/VIM-негативного штамма P. aeruginosa 46-3122; 
в – чувствительного референс-штамма P. aeruginosa АТСС 27853.
 По оси абсцисс – отношение массы ионизированных пептидов к их заряду (m/z) в диапазоне  346–440; по оси ординат – интенсивность пиков. Стрел-
ками обозначены масс-пики продуктов гидролиза меропенема (m/z = 358, 380) и масс-пики нативного меропенема (m/z = 384, 406, 428).
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татов: лишь у 6 из 11 VIM-продуцирующих изо-
лятов были получены положительные ответы [24]. 
Следовательно, для оптимизации методики МС-
оценки карбапенемазной активности P. aeruginosa 
требуется дополнительный подбор условий анали-
за, касающийся антибиотика-индикатора и его кон-
центрации, времени инкубации и выбора матрицы 
для МАЛДИ-ВП МС.

В настоящей работе мы оптимизировали МС-
детекцию карбапенемазной активности у P. aerugi-
nosa, объединив методику J. Hrabak и  соавт. и стати-
стическую обработку результатов C.Monteferrante  и 
соавт. [23,  28]. В первой из этих работ было установ-
лено, что оптимальным антибиотиком-индикатором 
карбапенемзависимого гидролиза для P. aeruginosa 
является меропенем, а оптимальной матрицей – 
DHB. Выбор матрицы связан с тем, что целевые пи-
ки нативного меропенема и продуктов его гидролиза 
скрываются шумами, создаваемыми сигналами стан-
дартной матрицы для масс-спектрометрии – α-циано-
4-гидроксикоричной кислоты. Матрица DHB не соз-
дает шумов, критично маскирующих целевые пики. 
Однако, как установили авторы метода, при данных 
условиях возникают единичные случаи ложнопо-
ложительных и ложноотрицательных результатов. 
Следовательно, учёт наличия/отсутствия сигналов 
нативного антибиотика и продуктов его гидролиза 
не позволяет правильно оценить карбапенемазную 
активность тестируемых штаммов, требуя дополни-
тельной статистической обработки сигналов. Такая 
обработка была предложена C. Monteferrante и соавт. 
для оценки бета-лактамазной активности энтеробак-
терий [28]. 

Исследования, проведённые в соответствии с на-
шей методикой, показали полное соответствие ре-
зультатов оценки карбапенемазной активности P. 
aeruginosa, полученных при помощи МАЛДИ-ВП 
МС и посредством традиционных методов. Гидроли-
тическую активность в отношении меропенема де-
монстрировали те же штаммы (28%), у которых были 
детектированы МБЛ и найдены vim-гены. Ни у одного 
гидролиз-негативного штамма не выявлены гены кар-
бапенемаз, по результатам МБЛ-Е-теста они также не 
проявляли карбапенемазной активности. Получен-
ные данные логично подтверждают друг друга. VIM-
карбапенемаза принадлежит к группе МБЛ (В класс 
по классификации Ambler) и лидирует по распростра-
нённости в России [8]. Металло-бета-лактамазы, и 
VIM в том числе, реализуют наиболее выраженный 
гидролиз карбапенемов, что нашло отражение в по-
лученных при помощи МАЛДИ-ВП МС результатах: 
процент гидролиза меропенема у некоторых МБЛ- и 
VIM-позитивных штаммов за 3 ч приближался к 60. 
Ни у одного из МБЛ- и VIM-позитивных изолятов 
процент гидролиза не опускался ниже 7. 

Наличие разрыва между максимальными и ми-
нимальными  показателями гидролиза меропенема у 
гидролиз-негативных и гидролиз-позитивных изоля-
тов позволяет обозначить линию разделения cut-off, 
которая будет соответствовать 5% гидролизу и станет 

диагностическим критерием при определении карба-
пенемазной активности у исследуемого штамма.

Интересно, что полученные результаты говорят 
о том, что всего 28% нечувствительных к карба-
пенемам штаммов являются продуцентами карба-
пенемаз. По-видимому, остальные 72% изолятов 
устойчивы к карбапенемам за счёт альтернативных 
механизмов резистентности, связанных c наруше-
нием транспорта антибиотика внутрь бактерии 
(дефект поринов) либо с усилением его выведения 
из клетки во внешнюю среду (активация эффлюкс-
помп) [29]. Эти данные соответствуют результатам, 
полученным зарубежными авторами, которые де-
тектировали МБЛ-карбапенемазы лишь у 6,4% не-
чувствительных к имипенему и у 31,8% резистент-
ных к меропенему изолятов P. aeruginosa [30]. 

Мы не исключаем возможности дальнейшей мо-
дификации методик МС-оценки механизмов чувстви-
тельности, но уверены в том, что в обозримом буду-
щем МС-технологии станут рутинными в области 
изучения резистентности бактерий.

Заключение. На сегодняшний день существует 
множество способов выявления микроорганизмов-
продуцентов карбапенемаз. Каждый из них обладает 
своими достоинствами и недостатками. Генетические 
методы позволяют быстро и надёжно определить на-
личие генов карбапенемаз и их типовую принадлеж-
ность, но не доказывают полноценной экспрессии 
этих генов. Фенотипические подходы экономичны и 
просты в выполнении, но требуют больше времени 
для получения результата. Метод МАЛДИ-ВП МС  
позволяет быстро и экономически эффективно вы-
являть продуценты карбапенемаз, но существующие 
протоколы не подходят для некоторых видов микро-
организмов, в том числе для P. aeruginosa. Проведён-
ное исследование демонстрирует, что предложенная 
модификация протокола детекции карбапенемазной 
активности с помощью МАЛДИ-ВП МС позволяет 
достоверно выявлять продуценты карбапенемаз сре-
ди изолятов P. aeruginosa: результаты МС-анализа 
полностью совпадают с результатами генетиче-
ского и фенотипического анализа. Следовательно, 
МАЛДИ-ВП МС является перспективным методом 
для выявления изолятов P. aeruginosa, продуцирую-
щих карбапенемазы, в практике клинической микро-
биологии.
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ВЫБОР АНТИБИОТИКА ПО РЕЗУЛЬТАТАМ СТАНДАРТНОГО БАКТЕРИОЛОГИЧЕСКОГО 
ИССЛЕДОВАНИЯ И ЭКСПРЕСС-МЕТОДА БЕЗ ВЫДЕЛЕНИЯ ЧИСТЫХ КУЛЬТУР

1ГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова» 
Минздрава РФ, 197022, Санкт- Петербург ; 
2ФГКУ ГВКГ им. акад. Н.Н. Бурденко Министерства Обороны РФ, 105229, Москва

Изучена эффективность выбора антибиотика с использованием двух методов. Первый основан на стандартном, лабо-
раторном исследовании, включающем выделение чистых культур предполагаемого возбудителя и определение их инди-
видуальной чувствительности к антибиотикам. Второй основан на новом экспресс-методе, позволяющем одновременно 
оценивать действие препаратов на культивируемые и пока не культивируемые бактерии без выделения чистых культур.  
При этом второй метод позволяет определить эффективность антибиотиков именно в тех концентрациях, которые 
можно создать в данном очаге инфекции. Исследование показало существование расхождения между результатами, 
полученными с использованием данных методов. Причиной расхождений может быть наличие в патологическом мате-
риале пока не культивируемых бактерий. В пользу этого свидетельствуют полученные данные о наличии в материале от 
больных значительного количества спорообразующих бактерий, обладающих дополнительными механизмами антибио-
тикоустойчивости. Кроме того, проведённое исследование выявило антибиотики, для которых характерны наибольшие 
расхождения результатов, полученных использованными методами, что указывает на необходимость пересмотра схем 
проведения стартовой или эмпирической терапии.
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Введение. Эффективность лечения пациентов в зна-
чительной степени зависит от правильного и своевре-
менного выбора антибиотикотерапии. Существующие 
методы анализа результатов лабораторных исследова-
ний и эмпирического выбора антибиотиков основаны 
на свойствах известных и хорошо изученных бактерий. 
Молекулярно-генетические исследования микробиоты 
человека и животных показали, что известные класси-
ческие методы выделения различных бактерий позво-
ляют получить в виде чистых культур лишь не более 
20% от общего разнообразия. Бактерии, гены которых 
выявить можно, а методы выделения чистых культур 
которых ещё не найдены, получили название «пока не 
культивируемых» [1]. Представляется, что пока не куль-
тивируемые бактерии не только преобладают в микро-
биоте человека, но и распространены среди возбудите-
лей многих заболеваний [1–3]. Ранее значимые различия 
были показаны при сравнении результатов стандартного 
бактериологического исследования патологического ма-
териала и его изучения методом метагеномного анализа. 
Так, при изучении мокроты там, где стандартный метод 
выявил всего один вид бактерий, метагеномный анализ 
показал присутствие более 10 различных бактерий, сре-
ди которых известные патогены, встречающиеся при 
заболеваниях дыхательной системы: Pseudomonas spp. 
(кроме Pseudomonas aeruginosa), Achromobacter spp., 
Granulicatella spp., Corynebacterium spp., Staphylococ-
cus spp. [4]. Схожие данные получены при аналогичном 
изучении мочи и раневого отделяемого [5, 6]. Обнару-
жено существование среди пока не культивируемых  
представителей  микробиоты  человека  патогенных и 
условно-патогенных бактерий, способных вызывать бо-
лезни различной локализации. Таким образом, очевид-
но, что в развитии и поддержании многих патологиче-
ских процессов принимают участие микробы, которые 
мы пока не можем выделить в виде чистой культуры, 
идентифицировать и определить их чувствительность к 
антибиотикам, что проявляется в недостаточной эффек-
тивности проводимой терапии. Другим важным факто-
ром, влияющим на эффективность антибиотикотерапии, 
является скорость получения результатов лабораторного 
исследования. Разработаны различные схемы проведе-
ния таких исследований в том числе с использованием 
автоматических и полуавтоматических бактериологи-
ческих анализаторов [7]. Как правило, такие методы 
занимают несколько дней, поскольку требуют выделе-
ния чистых культур. Развитие генетических подходов, 
основанных на выявлении и идентификации генов, ко-
дирующих 16S рибосомальную РНК, позволило изучать 
материал от больного без выделения чистой культуры. 
Однако определить при этом возможно только ограни-
ченное число известных бактерий и, как выяснилось, 
идентификация бактерий недостаточно точная, а выяв-
ление генов устойчивости не полностью соответствует 
их чувствительности к антибиотикам, поскольку гены 
хотя и присутствуют в геноме, но не всегда экспресси-
руются [8, 9]. Попытка совместить большую скорость 
диагностики с включением в число изучаемых куль-
тивируемые и пока не культивируемые бактерии пред-
принята в тест-системе «ВыборАнтибиотика» [10]. В 
тест-системе «ВыборАнтибиотика» использован новый 
алгоритм исследования, в котором за счёт богатой ори-
гинальной питательной среды одновременно вырастают 
практически все бактерии из мокроты, мочи или ране-
вого отделяемого (включая пока не культивируемые ви-

ды), а антибактериальные препараты тестируются в кон-
центрациях, которые можно создавать непосредственно 
в очаге инфекции. В результате тест-система позволяет 
сравнительно быстро, в течение не более 24 ч, оценить 
суммарное отношение к различным антибиотикам всех 
бактерий, находящихся в патологическом материале.

Цель настоящей работы – сравнение результатов 
определения чувствительности к антибиотикам, по-
лученным стандартными методами и с помощью тест-
системы «ВыборАнтибиотика». 

Материал и методы. Материал для исследования - 
мокрота больных с внебольничной пневмонией, раневое 
отделяемое и моча. Время между забором материала и 
включением его в исследование не превышало 24 ч с 
условием хранения при   4oС.

Питательные среды: Колумбийский и шоколадный 
агар, уриселект 4 (BioMerie, Франция), маннит-солевой 
агар (Биомедиа, СПб), агар Шедлера (Oxoid, Велико-
британия), оригинальная питательная среда «ВыборАн-
тибиотика». 

Тест-система «ВыборАнтибиотика» для культиви-
рования бактерий и оценки действия на них антибио-
тиков.

Микроскопия. Мазки окрашивали по Граму, микро-
скоп Axiostarplus (CarlZeiss, Германия), объективы 
A-Plan 100x/1.25, окуляр 10х (CarlZeiss, Германия). 

Идентификацию микроорганизмов и определение 
чувствительности к антибактериальным препаратам 
проводили с помощью автоматического бактериологи-
ческого анализатора Vitek 2 compact (bioMerieux, Фран-
ция).

Белковый состав определяли на спектрометре Bruker 
(Bruker Corporation, США). 

Анализ последовательности нуклеотидов гена 16S 
рРНК выполняли с использованием универсальных бак-
териальных праймеров 27f – 1492r.

Результаты и обсуждение. Исследование выполне-
но на основе биоматериала, полученного от больных ре-
анимационных отделений ГВКГ им. акад. Н.Н. Бурденко 
Минобороны России (Москва).  Изучен материал от 52 
больных, в том числе мокрота и раневое гнойное отде-
ляемое по 18 образцов и моча – 16 образцов. Поскольку 
набор антибиотиков, используемый в картах анализато-
ра Vitek 2 compact и тест-системе «ВыборАнтибиотика» 
совпадает не полностью,  результаты  сравнивались  по  
антибиотикам, используемым в обеих системах. Состав 
сравниваемых антибактериальных препаратов при изу-
чении  различных  биоматериалов  приведён в таблице. 

В ходе стандартной лабораторной диагностики вы-
делены чистые культуры, впоследствии исследованные 
на чувствительность к антибактериальным препаратам. 
Выделение чистой культуры осуществляли в соответ-
ствии с действующими рекомендациями в течение 24-72 
ч, после чего определяли её антибиотикочувствитель-
ность. 

При использовании тест-системы чистая культура не 
выделяется, патологический материал засевали в лунки 
со специальной питательной средой и определённым со-
держанием различных антибиотиков в концентрациях, 
которые можно создать непосредственно в очаге инфек-
ции. В результате наличие или отсутствие микробного 
роста является главным маркёром эффективности или 
неэффективности антибактериального препарата. При 
этом в тест-системе «ВыборАнтибиотика» оценивается 
действие лекарственного препарата сразу на все бакте-
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рии, которые присутствуют в биоматериале больного, с 
общим временем проведения анализа от 8 до 24 ч. 

Результаты оценки возможной эффективности ис-
пользования различных антибиотиков, полученные в 
ходе стандартного протокола исследования и экспресс-

методом «ВыборАнтибиотика», имели ряд различий 
(см. рисунок, а, б, в). При анализе результатов выявлены 
определённые закономерности отличий, присущие всем 
типам испытанного патологического материала. 

При изучении мокроты несовпадение результатов 
составило 42%.  Наибольшее расхождение наблюдалось 
в  действии  меропенема, а минимальное количество  
несовпадений у амоксициллина - 20 %. В пробах мочи 
результаты не совпали в 32%. Максимальное несовпаде-
ние показал фосфомицин – 56,25%, а минимальное было 
у бисептола и ципрофлоксацина - 18,75%. Изучение ра-
невого отделяемого показало, что несовпадения соста-
вили 48%. Больше всего несовпадений у ванкомицина 
- 62,5% и меропенема - 54,5%, меньше всего несовпаде-
ний у гентамицина - 28,5%. В среднем несовпадения по 
всем изученным материалам и антибиотикам составили 
около 37%. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что несовпадений больше у препаратов узкого и сужен-
ного спектров действия, таких как фосфомицин и ван-
комицин, а также длительно используемых бисептола и 
меропенема. Такой результат также свидетельствует об 
одновременном наличии в патологическом материале 
различных неродственных бактерий, в том числе грам-
положительных и грамотрицательных, которые оказы-
ваются недоступными для выделения и идентификации 
с использованием стандартных микробиологических 
подходов [11]. 

Сравнение состава антибактериальных препаратов при изучении 
различных биоматериалов

Антибактериаль-
ный препарат
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Гентамицин + + +
Клиндамицин +
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Линезолид +
Меропенем +
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Ципрофлоксацин + +
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Количество проб, устойчивых к антибиотикам, при разных методах исследования. 
Материал для исследования: а – моча, б – раневое отделяемое, в – мокрота.
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Для подтверждения несоответствия микробного со-
става, определённого в результате стандартного микро-
биологического исследования, с реальным содержани-
ем разных бактерий в патологическом материале мы 
произвели поиск малоизвестных бактерий в изучаемых 
пробах, сфокусировавшись на спорообразующих аэ-
робных бактериях. Спорообразующие бактерии были 
идентифицированы по морфологическим свойствам, 
биохимической активности, составу протеома и гена, 
кодирующего 16S рибосомальную ДНК. При исполь-
зовании стандартного метода ни в одной из изученных 
проб не были выделены спорообразующие бактерии. 
В то же время, используя тест-систему «ВыборАнти-
биотика», среди выросших бактерий в виде чистых 
культур мы получили и идентифицировали ряд мало-
известных спорообразующих бактерий: Bacillus subtilis 
– 2 штамма, Bacillus licheniformis – 4 штамма, Bacillus 
firmus, Bacillus fardii, Bacillus oleronius, Virgibacillus sp. 
– по одному штамму. Наличие в патологическом мате-
риале спорообразующих бактерий, значение которых в 
патологии человека в последнее время вызывает повы-
шенный интерес исследователей, может указывать на 
серьёзные проблемы, с которыми на сегодняшний день 
связана антибактериальная терапия различных заболе-
ваний [12,13]. 

Заключение. Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что существующие микробиологические ме-
тоды пока не позволяют выделить чистые культуры и 
изучить все бактерии, находящиеся в очаге инфекции. 
Основной причиной ограниченных возможностей стан-
дартных лабораторных методов следует считать широ-
кое распространение пока не культивируемых бактерий, 
которые дают рост при совместном выращивании в со-
ставе смешанных сообществ и не могут быть выделены 
согласно существующим протоколам. Это значительно 
снижает реальную ценность осуществляемого в на-
стоящее время лабораторного исследования, обнару-
жившего существование расхождения между тем, что 
показывают методы определения чувствительности к 
антибиотикам выделенных чистых культур, и выбором 
антибиотика с учётом свойств пока не культивируемых 
бактерий. Результаты исследования также указывают на 
антибиотики, по которым имеются максимальные рас-
хождения результатов, что свидетельствует о необходи-
мости пересмотра их использования в эмпирической те-
рапии, а также на наличие в патологическом материале 
большого количества спорообразующих бактерий, обла-
дающих дополнительными механизмами антибиотикоу-
стойчивости.
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Введение. Выделение и идентификация микроорга-
низмов на питательных средах остаётся золотым стан-
дартом и имеет важное значение и широкую область 
применения в микробиологии. Дифференциально-
диагностические питательные среды, используемые 
при идентификации микроорганизмов, должны обе-

спечивать высокую специфичность, выделение куль-
туры бактерий в максимально возможные короткие 
сроки, простоту, доступность и воспроизводимость 
результатов анализов. 

Значительную часть регулярных исследований 
бактериологов, решающих задачи клинической и 
санитарной микробиологии, составляет лаборатор-
ная диагностика заболеваний, вызванных патоген-
ными и условно-патогенными энтеробактериями, и 
санитарно-эпидемиологический мониторинг энтеро-
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бактерий в объектах внешней среды и в пищевых про-
дуктах [1–3]. Основная питательная среда при этио-
логической диагностике энтеробактерий – Эндо.

Среда Эндо – это традиционная дифференциально-
диагностическая питательная среда, которая позволя-
ет дифференцировать прежде всего, лактозоположи-
тельные и лактозоотрицательные энтеробактерии. 
Разработанная в 1905 г., она остаётся наиболее ча-
сто применяемой в клинической микробиологии для 
первичного посева исследуемого материала с целью 
выявления патогенных1 и условно-патогенных энте-
робактерий2.

В связи с широким применением среду Эндо опи-
сывают во всех руководствах и учебных пособиях по 
практической микробиологии, каталогах питатель-
ных сред [4, 5]. Однако на протяжении более 100 лет 
учёным-микробиологам не удалось устранить главный 
недостаток этой среды – «роение» протеев. В случае 
наличия в исследуемой микробной ассоциации «роя-
щихся» форм протеев (P. vulgaris и P. mirabilis) на сре-
де Эндо невозможно выделить изолированные колонии 
микроорганизмов, а также произвести подсчёт числа 
выросших колоний, вследствие образования сплошной 
плёнки протеев на поверхности [6]. Эта ситуация зна-
чительно усложняет трудоёмкость исследований из-за 
невозможности выделить изолированные колонии в 
случае присутствия в микробной ассоциации протеев. 

Для подавления «роения» протеев обычно исполь-
зуют различные химические вещества. Однако они, 
препятствуя «роению» протеев, могут ингибировать 
и рост выделяемых микроорганизмов. Известна мо-
дификация, содержащая электролит-дефицитную 
питательную основу с минимальным составом мине-
ральных веществ, которая снимает этот недостаток 
[7]. В Российской Федерации питательные среды на 
электролит-дефицитной основе были разработаны, 
но не выпускались из-за очень большой трудоемкости 
в приготовлении и высокой стоимости [8].

В связи с этим усовершенствование традицион-
ной питательной среды Эндо с целью устранения её 
основного недостатка - «роения» P. vulgaris и P. mira-
bilis - актуальная задача для лабораторной службы.

Цель исследования - совершенствование среды 
Эндо для ускорения идентификации энтеробактерий. 

Материал и методы. В работе использовали ком-
мерческую питательную среду, сухую – среду Эн-
до, 10 референс-штаммов энтеробактерий и один 
штамм Staphylococcus aureus, полученных в ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России (перечислены в та-
блице), а также 210 образцов клинического материала 
(кал, моча, мокрота). Посев референс-штаммов прово-
дили в соответствии с МУК 4.2.2316-083. Посев кли-

нического материала - в соответствии с Приказом МЗ 
СССР №5354.

Результаты и обсуждение. Приступая к иссле-
дованиям, мы основывались на обнаруженном ранее 
свойстве L-триптофана связываться с родоспецифи-
ческим ферментом протеев – триптофандезаминазой 
[9]. Было показано, что при посеве референс-штаммов 
P. mirabilis 3177 и P. vulgaris Нх19 222 на среду Эн-
до, которая дополнительно содержала L-триптофан 
в количестве 7 г/л, колонии протеев окрашивались в 
вишнёво-коричневый цвет с таким же преципитатом 
вокруг колоний и вырастали в О-Н форме. 

Первым этапом настоящих экспериментальных 
исследований были клинические испытания среды 
Эндо, описанной в указанной ранее статье, с исполь-
зованием референс-штаммов и с использованием 
клинического материала, полученного от пациентов 
(моча, мокрота, кал). Было установлено, что данная 
среда, ингибируя «роение» референс-штаммов про-
теев, не подавляет «роение» клинических штаммов P. 
vulgaris и P. mirabilis. 

С целью исключения «роения» клинических 
штаммов P. vulgaris и P. mirabilis было изучено влия-
ние L-триптофана и натриевых солей желчных кис-
лот, комплексно введённых в состав среды Эндо, при 
использовании их различных концентраций и в раз-
личных сочетаниях.

В результате серии экспериментов определены 
оптимальные концентрации L-триптофана и натрие-
вых солей желчных кислот, при которых исключа-
ется «роение» клинических штаммов P. vulgaris и P. 
mirabilis (растут в О-Н-форме). Благодаря продукции 
высокоспецифичного фермента протеев – триптофан-
дезаминазы, они вырастают на среде в виде колоний 
вишнёво-коричневого цвета с вишнёво-коричневым 
преципитатом. Идентификация протеев на предлагае-
мой среде осуществляется одновременно с их выде-
лением, т. е. одноэтапно.

Так, учет результатов показал, что через 18 ± 2 ч 
инкубации посевов при 37 ± 10С как на традицион-
ной, так и на усовершенствованной среде Эндо при 
посеве микробной смеси референс-штаммов из раз-
ведения 10-6, патогенные энтеробактерии (S. typhimu-
rium, S. flexneri, S. sonnei) формируют бесцветные 
колонии диаметром от 1,5 до 2 мм в S-форме. Коло-
нии условно-патогенных энтеробактерий (E. coli, K. 
pneumoniae, C. freundii, Е. cloacae) вырастают разме-
ром 2–2,5 мм, в S-форме, красного цвета, с металли-
ческим блеском или без него на фоне бледно-розового 
цвета питательной среды. 

На усовершенствованной среде Эндо колонии 
референс-штаммов P. mirabilis и P. vulgaris из раз-

1 Приказ МЗ СССР № 535 «Об унификации микробиологических (бактериологических) методов исследования, применяемых в клинико-
диагностических лабораториях лечебно-профилактических учреждений».М.: Медицина; 1985.
2СанПиН 2.3.2.1280-02. Гигиенические требования безопасности и пищевой ценности пищевых продуктов. Дополнения и изменения N 2 к 
СанПиН 2.3.2.1078-01- М.:Минздрав России; 2003.
3Методы контроля бактериологических питательных сред. МУК 4.2.2316-08. М.: Минздрав России; 2008. 67с.
4Приказ МЗ СССР № 535 «Об унификации микробиологических (бактериологических) методов исследования, применяемых в клинико-
диагностических лабораториях лечебно-профилактических учреждений».М.: Медицина; 1985.
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ведения 10-6 вырастают в О-Н форме (без «роения») 
вишнёво-коричневого цвета диаметром 2,5-3 мм с 
преципитатом вокруг колоний того же цвета. В то 
же время на традиционной среде Эндо при посеве 
референс- штаммов P. mirabilis и P. vulgaris даже из 
разведения 10-7 на поверхности среды образуется 
сплошная слизистая плёнка бледно-розового цвета, 
препятствующая выделению и идентификации вы-
росших бактерий, а также подсчёту их количества 
(см.таблицу).

Установлено, что, несмотря на внесение в среду 
натриевых солей желчных кислот, которые, как из-
вестно, используют для ингибирования роста лак-
тозоположительных энтеробактерий, в частности Е. 
соli, рост колиформных бактерий на усовершенство-
ванной среде не задерживается. 

Остальные характеристики традиционной среды 
Эндо сохраняются. Так, лактозоотрицательные энте-
робактерии вырастают на среде бесцветными, лак-
тозоположительные энтеробактерии благодаря при-
сутствию в среде лактозы и фуксина окрашиваются в 
красный цвет. Грамположительные микроорганизмы 
подавляются при посеве из разведения 10-1 вслед-
ствие присутствия в среде фуксина основного (рис. 
1–5, см.обложку).

Следующим этапом экспериментальных исследова-
ний были клинические испытания усовершенствован-
ной среды Эндо с использованием 210 образцов кли-
нического материала, полученного от пациентов (моча, 
мокрота, кал). Роящиеся формы протеев (P. vulgaris и 
P. mirabilis) обнаружены в 15 образцах (7%). P. vulgaris 
выявлены в 11 образцах (5%), а P. mirabilis - 4 (2%). 
Установлено, что на оптимизированной среде ингиби-
руется «роение» не только референс-штаммов протеев, 
но и клинических штаммов P. vulgaris и P. mirabilis. 

Заключение. Введение в состав усовершенство-
ванной среды Эндо определённого сочетания концен-
траций L-триптофана и натриевых солей желчных 

кислот устраняет основной недостаток традицион-
ной среды Эндо - «роение» P. vulgaris и P. mirabilis. 
Несмотря на то, что соли желчных кислот подавля-
ют рост кишечной палочки, на разработанной среде 
поддерживается рост всех лактозоположительных 
энтеробактерий, в том числе E. coli. Кроме того, 
на усовершенствованной среде стало возможным с 
помощью родоспецифического фермента протеев - 
триптофандезаминазы одновременно с выделением 
идентифицировать по цвету все формы штаммов 
протеев (как роящиеся, так и нероящиеся). Разрабо-
танный состав среды обеспечивает чёткую диффе-
ренциацию энтеробактерий по цвету: патогенные 
энтеробактерии вырастают в виде бесцветных коло-
ний, протеи вырастают в виде вишнёво-коричневых 
колоний с таким же преципитатом вокруг колоний, 
остальные условно-патогенные энтеробактерии - в 
виде красных колоний с металлическим блеском или 
без него. 

Таким образом, усовершенствованная среда Эндо 
поддерживает рост всех энтеробактерий и имеет яв-
ные преимущества перед традиционной средой Эн-
до, поскольку позволяет одновременно с выделением 
патогенных и условно-патогенных энтеробактерий 
идентифицировать протеи по цвету и преципитату 
вокруг колоний, а также выделить культуру в чистом 
виде и провести точный количественный учёт вырос-
ших микроорганизмов, что особенно важно при кли-
нических и санитарных исследованиях.

Результаты исследования позволяют рекомендо-
вать усовершенствованную питательную среду Эндо 
для широкого использования в бактериологической 
практике. На усовершенствованную среду Эндо по-
лучен патент РФ [10].

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об от-
сутствии конфликта интересов. 

Сравнительная характеристика дифференцирующих свойств среды Эндо и усовершенствованной среды Эндо

Референс-штаммы Разве-
дение

Среда Эндо Усовершенствованная среда Эндо

лак-
тоза

Цвет и форма колоний лак-
тоза

Триптофан (трип-
тофандезаминаза)

Цвет и форма колоний

Escherichia coli Su 3912/41 О55 
K:59

10-6 + Красные, S-форма + - Красные, S-форма

Klebsiella pneumoniae 3534/51 -//- + Красные, S-форма + - Красные, S-форма
Enterobacter cloacae 10005 -//- + Красные, S-форма + - Красные, S-форма
Citrobacter freundii 101/57 -//- + Красные, S-форма + - Красные, S-форма
Serratia marcescens 1 -//- + Красные, S-форма + - Красные, S-форма
Proteus vulgaris Нх19 222 -//- - Бесцветные R-форма, 

«роение»
- + Вишнёво-коричневые с таким 

же преципитатом, О-Н форма
Proteus mirabilis 3177 -//- - Бесцветные R-форма, 

«роение»
- + Вишнёво-коричневые с таким 

же преципитатом, О-Н форма
Salmonella enterica typhimurium 79 -//- - БесцветныеS-форма - - Бесцветные, S-форма
Shigella flexneri 1a 8516 -//- - Бесцветные S-форма - - Бесцветные, S-форма
Shigella sonnei 5063 -//- - Бесцветные S-форма - - Бесцветные, S-форма
Staphylococcus aureus 25923 10-1 Рост отсутствует Рост отсутствует
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКИЙ МОНИТОРИНГ КАК ОСНОВА ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКОГО 
НАДЗОРА И АНТИМИКРОБНОЙ ТЕРАПИИ В УСЛОВИЯХ МНОГОПРОФИЛЬНОГО 
СТАЦИОНАРА
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При изучении особенностей микробиоты и антибиотикорезистентности возбудителей, выделяемых из биоматериала 
пациентов в условиях многопрофильного стационара, проведено микробиологическое исследование 6148 образцов с ис-
пользованием оптимального набора методов (классические тесты, хромогенные среды, иммуносерологические, масс-
спектрометрия Maldi-Tof). Антибиотикорезистентность определяли диско-диффузионным методом (EUCAST 2016, 
анализатор Adagio).
Ведущая роль в этиологии гнойно-воспалительных процессов принадлежит E. coli, коагулазонегативным стафилокок-
кам, энтерококкам, C. albicans. В отделении гнойной хирургии лидируют S. aureus, условно-патогенные энтеробактерии, 
гемолитические стрептококки, НФГОМ. В отделении травматологии и ортопедии на 1-м месте оказались предста-
вители семейства энтеробактерий во главе с E. coli, далее следует золотистый стафилококк, а затем – другие виды 
микроорганизмов.
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Основными представителями микроорганизмов, выделяющихся от пациентов отделения анестезиологии и реанимации, 
оказались синегнойная палочка, S. aureus, клебсиелла. В терапевтическом отделении на 1-м месте выявлены пневмококк 
и дрожжеподобные грибы рода Candida.
Существенно отличается в разрезе профильных отделений и антибиотикорезистентность ведущей микрофлоры. 
Крайне важно точно обследовать пациентов с выявлением возбудителя заболевания и производить определение чув-
ствительности к антибиотикам различных групп.
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The study was carried out to investigate features of microbiota and resistance to antibiotics of agents isolated from bio-material 
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corresponding techniques (classical tests, chromogenic mediums, immune serological, Maldi-Tof mass spectrometry). The resis-
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Инфекции, связанные с оказанием медицинской 
помощи, продолжают оставаться одной из актуаль-
ных проблем практического здравоохранения во всем 
мире [1–3]. Их возникновение объясняется реализа-
цией механизмов передачи возбудителей среди па-
циентов и медицинского персонала в специфических 
условиях больничной среды с активной циркуляцией 
госпитальных штаммов микроорганизмов при нали-
чии восприимчивого контингента иммунокомпромен-
тированных пациентов [4–5].

Микробный пейзаж отдельных подразделений 
лечебно-профилактического учреждения имеет свои 
локальные особенности, связанные со структурой за-
болеваний и длительностью пребывания пациентов в 
стационаре, характером медицинских манипуляций в 
конкретном отделении, спектром применяемых анти-
бактериальных и дезинфицирующих средств, осо-
бенностями противоэпидемического режима [6, 7]. 
Представляет интерес изучение локальных особенно-

стей микробного пейзажа возбудителей, выделяемых 
из клинического материала в отделениях многопро-
фильного лечебного учреждения и распространён-
ность среди этих возбудителей основных маркёров 
антибиотикорезистентности.

Цель исследования – локальный микробиологиче-
ский мониторинг микрофлоры клинического матери-
ала в отделениях многопрофильного стационара.

Материал и методы. Проведён анализ резуль-
татов микробиологического исследования в микро-
биологической лаборатории в течение 2015–2016 гг. 
10 451 образцов биологического материала от паци-
ентов различных отделений многопрофильного ста-
ционара. Были применены классические микробио-
логические методы в соответствии со стандартны-
ми операционными процедурами, действующими в 
лаборатории, разработанными на основе существу-
ющей нормативно-методической документации. 
Посев биоматериала проводили на набор питатель-
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ных сред, соответствующих предполагаемому 
спектру возбудителей, инкубировали аэробно, 
в условиях повышенного содержания СО2, при 
необходимости анаэробно (газогенерирующие 
cистемы GasPak; идентификацию проводили с 
использованием оптимального в каждом случае 
набора доступных методов (классические био-
химические тесты, хромогенные среды, имму-
носерологические методы, автоматизированная 
идентификация с использованием Phoenix-100, 
масс-спектрометрия Vitec-MS Maldi-Tof). Ан-
тибиотикорезистентность выделенных клини-
чески значимых микроорганизмов определяли 
в большинстве случаев диско-диффузионным 
методом с оценкой результатов в соответствии 
с критериями EUCAST 2014-2016 (анализатор 
Adagio). В ряде случаев определяли минималь-
ные ингибирующие концентрации с помощью 
Е-тестов или автоматизированным методом 
(Phoenix-100).

Проанализированы результаты обследова-
ний пациентов, находящихся на стационарном 
лечении в следующих отделениях: гинекологи-
ческое, специализирующееся на оказании кру-
глосуточной неотложной помощи пациенткам с 
гнойно-воспалительными заболеваниями матки 
и придатков; гнойной хирургии с центром кри-
тической ишемии конечностей и диабетической 
стопы; хирургическое, оказывающее все виды 
хирургической помощи больным с патологией 
брюшной полости в плановом и неотложном по-
рядке; травматологии и ортопедии для лечения 
больных с заболеваниями и повреждениями по-
звоночника; анестезиологии и реанимации; терапев-
тическое отделение поликлиники со стационаром на 
дому.

Результаты и обсуждение. Наибольшее количе-
ство исследований проведено на материале отделяе-
мого половых путей пациенток гинекологического 
отделения – 5164 пробы (95,7%). Доля положитель-
ных высевов составила 95,1%; в спектре выделен-
ных микроорганизмов доминировали E. coli (23,1%); 
коагулазонегативные стафилококки (20,3%); E. faeca-
lis (13,9%); дрожжеподобные грибы рода Candida, 
преимущественно C. albicans (10,2%). Доля S. aureus 
составила 4,2%; S. agalactiae – 5,6%. Другие виды ми-
кроорганизмов (представители семейства Enterobac-
teriaceae, за исключением уже упомянутой E. coli, 
неферментирующие грамотрицательные микроорга-
низмы (НФГОМ), S. pneumoniae и другие виды стреп-
тококков, Haemophilus spp., Corynebacterium spp., G. 
vaginalis, анаэробные кокки) высевались реже, соста-
вив в сумме около 23% находок. Более трети случаев 
приходилось на ассоциации микроорганизмов, основ-
ными участниками которых были E. coli, E. faecalis, 
коагулазонегативные стафилококки. Спектр микро-
организмов, выделяемых из клинического материала 
в гинекологическом отделении, представлен на рис. 1

Проведено 1159 исследований отделяемого па-
циентов отделения гнойной хирургии, 85,6% – раз-

личные виды раневого отделяемого, 5,1% – кровь, 
в единичных случаях – другие виды биоматериала. 
В спектре микроорганизмов (рис. 2) доминировали 
стафилококки (45,2%, в основном S. aureus – 29,7%), 
представители семейства Enterobacteriaceae (23,1%; 
E. coli – 10%), Enterococcus spp. – 9,9%; НФГОМ 
(8,9%; P. aeruginosa – 5,2%). Представители семей-
ства Streptococcaceae составили 7,9% культур, были 
в основном представлены S. pyogenes, S. agalactiae, S. 
pneumoniae.

В хирургическом отделении проведено 137 ис-
следований, 36,5% – раневого отделяемого, 18,2% – 
дренажа брюшной полости, 11,7% – крови. В спектре 
выделенных микроорганизмов доминировали пред-
ставители семейства Enterobacteriaceae (67,5%), сре-
ди которых лидировали E. coli (22%) и K. pneumoniae 
(15,6%). На 2-м месте оказались Staphylococcus spp. 
(15,6%), далее следовали НФГОМ (10,4%).

В отделении травматологии и ортопедии основ-
ную часть исследований составили посевы крови 
(38%), мочи (37%) и раневого отделяемого (23%). 
Обращает на себя внимание высокая доля положи-
тельных результатов при посевах мочи – 73,7%, что 
связано с процедурой катетеризации мочевого пузыря 
у пациентов с заболеваниями и повреждениями по-
звоночника.

Среди выделенных возбудителей доминировали 

Другие виды микроорганизмов
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Рис.1. Спектр микроорганизмов, выделенных из клинического ма-
териала у пациентов гинекологического отделения.
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Рис.2. Спектр микроорганизмов, выделенных из клинического ма-
териала у пациентов отделения гнойной хирургии.
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организмов доминировали дрожжеподобные 
грибы рода Candida (32,5%, преимуществен-
но C. albicans – 26,9%), S. pneumoniae (18,5%), 
реже встречались K. pneumoniae (7,8%), S. au-
reus (6,2%), НФГОМ (4,3%), Enterococcus spp. 
(4,1%), H. influensae (3,8%) (рис. 5).

Анализ распространённости маркёров ан-
тибиотикорезистентности среди наиболее ча-
сто встречающихся возбудителей в динамике 
за 2015–2016 гг. показал следующее.

Частота выделения метициллинрезистент-
ных штаммов S. aureus существенно отличалась 
в разных отделениях, составляя от 3,2% в отде-
лении гинекологии до 45% в реанимационном 
отделении. При этом во всех отделениях отме-
чалось в среднем двукратное увеличение часто-
ты встречаемости MRSA в 2016 г. в сравнении 
с предыдущим годом (рис. 6). Еще более значи-
тельной была доля метициллинрезистентных 
коагулазонегативных стафилококков – от 25,4% 
в гинекологическом отделении до 50,1 и 100% 
в отделениях гнойной хирургии и реанимации. 
Отмечалось увеличение этих показателей в 2016 
г. (32,1, 70,4 и 100% соответственно).

Показатели резистентности стафилококков 
к другим группам антибактериальных препа-
ратов отличались по отделениям. Ожидаемо 
более часто встречалась резистентность к 
макролидам (100%), линкозамидам (59,8%), 
фторхинолонам (75%) в отделении реанима-
ции. Реже штаммы, устойчивые к этим груп-
пам антибиотиков, выделялись от пациенток 
гинекологического отделения (70,1, 23,5 и 
20,2% соответственно) и отделения гнойной 
хирургии (15,3, 23,2 и 39% соответственно).

Все штаммы Klebsiella pneumoniae, выделенные 
от пациентов отделения реанимации, продуцировали 
β-лактамазы расширенного спектра (ESBL); в отделе-
ниях гнойной хирургии, травматологии и ортопедии 
частота встречаемости таких штаммов была очень 
высока (84,6 и 92% соответственно в 2016 г.). У паци-
ентов гинекологического и терапевтического отделе-
ния ESBL-продуцирующие штаммы клебсиелл встре-

Рис. 5. Спектр микроорганизмов, выделенных из клинического материала у 
пациентов терапевтического отделения.

энтеробактерии (37,3%), в основном E. coli (23,6%),  
S. aureus (17,5%), Enterococcus spp. Высевались 
НФГОМ (6,1%), коагулазонегативные стафилокок-
ки (4,4%), пневмококки (3,5%) и бета-гемолитические 
стрептококки (S. agalactiae, S. pyogenes) – 1,8% (рис. 3).

Основными биоматериалами пациентов отделения 
анестезиологии и реанимации были кровь – 46,9% 
(положительных 25% проб были положительными) и 
мокрота – 15,6% (положительных 95%).

Спектр выделенных возбудителей 
очень широк. Доминировали НФГОМ 
(29,4%), представленные в основном 
тремя видами – P. aeruginosa, A. bau-
mani, S. maltophylia; представители 
семейства Enterobacteriaceae (41,2%), 
среди которых доминировала K. pneu-
moniae (25,5%). На долю стафилокок-
ков пришлось 17,6% (S. aureus 7,8%); 
дрожжеподобные грибы рода Candida 
высевали в 11,8% случаев (рис. 4).

В терапевтическом отделении основ-
ными видами исследуемых биоматериа-
лов были кровь – 46,5% (положительных 
10%) и мокрота – 25,9% (положитель-
ных 96,3%). Среди выделенных микро-

Рис. 4. Спектр микроорганизмов, выделенных из клинического мате-
риала у пациентов отделения реанимации.

Рис. 3. Спектр микроорганизмов, выделенных из клинического мате-
риала у пациентов отделения травматологии и ортопедии.
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Рис.6. Метициллинрезистентные S.aureus в отделениях мно-
гопрофильного стационара.

чались значительно реже – 22,5 и 30% соответственно 
(рис. 7).

Доля штаммов ESBL + Esherichia coli наиболее 
высока в отделении травматологии и ортопедии – 
74% (все штаммы выделены из мочи), в остальных 
отделениях – не более 17,5%, за исключением реа-
нимации, где выделены единичные штаммы E. coli, 
не вошедшие в анализ. Для отделения травматологии 
и ортопедии характерной оказалась высокая частота 
встречаемости устойчивости E. coli к фторхинолонам 
– 67%. В то же время большинство штаммов E. coli, 
выделенных из мочи, сохраняли чувствительность к 
фосфомицину и нитрофурантоину (7 и 5% соответ-
ственно).

НФГОМ, представленные в основном Pseudomo-
nas aeruginosa, Acinetobacter spp., Stenotrophomonas 
maltophylia, наиболее часто выделялись от пациентов 
реанимационного отделения и характеризовались вы-
соким уровнем устойчивости к имипенему (90,6%), 
меропенему (99,5%), амикацину (71%), фторхиноло-
нам (98%). В остальных отделениях частота устой-
чивости этой группы микроорганизмов существенно 
ниже – 12,9, 13,5, 6,3 и 21% соответственно.

Анализ полученных результатов позволяет выя-
вить особенности видов патологии и контингентов 
больных по профильным отделениям стационара и 
характер ведущей микрофлоры, выделяемой из кли-
нического материала и формирующей популяцию 
госпитальных штаммов микроорганизмов. В отделе-
нии гинекологии ведущая роль в этиологии гнойно-
воспалительных процессов принадлежит E. coli, коа-
гулазонегативным стафилококкам, энтерококкам, C. 
albicans, что закономерно объясняется принадлежно-
стью этих видов к факультативным представителям 
нормальной вагинальной микробиоты. В отделении 
гнойной хирургии лидирует S. aureus, в равной сте-

пени представлены другие возбудители гнойно-
воспалительных процессов – условно-патогенные 
энтеробактерии, гемолитические стрептококки, 
НФГОМ. Сходно выглядит спектр ведущей микро-
флоры в отделении травматологии и ортопедии: здесь 
на 1-м месте оказались представители семейства эн-
теробактерий во главе с E. coli, выделяемыми пре-
жде всего из мочевыводящих путей, что объясняется 
наличием пациентов с длительно стоящим мочевым 
катетером; далее следует золотистый стафилококк и 
затем уже другие виды микроорганизмов.

P. aeruginosa, S. aureus, клебсиеллы в основном 
выделялись от пациентов отделения анестезиологии 
и реанимации; в терапевтическом отделении на 1-м 
месте – пневмококк и дрожжеподобные грибы рода 
Candida.

Существенно отличается в разрезе профильных 
отделений и антибиотикорезистентность ведущей 
микрофлоры. Наиболее распространены маркёры 
антибиотикорезистентности у микроорганизмов, вы-
севающихся в отделении анестезиологии и реанима-
ции (45% MRSA и практически 100% устойчивость 
к цефалоспоринам (ESBL) у клебсиелл и карбапе-
немам у P. aeruginosa). Очень высока доля ESBL-
положительных штаммов E. coli в отделении трав-
матологии и ортопедии, в то же время выделенные в 
этом отделении штаммы стафилококков в большин-
стве случаев оказались высокочувствительными к 
основным антибиотикам.

В отделении гнойной хирургии доля ESBL-
положительных E. coli не так высока – 17,5%, однако 
этот показатель K. pneumoniae составил 84,6%. Более 
половины коагулазонегативных стафилококков в этом 
отделении оказались устойчивыми к метициллину, 
доля MRSA составила 9,5%.

Распространённость маркёров резистентности к 
бета-лактамам в отделении гинекологии относитель-
но невысока, при этом обращает на себя внимание 
высокий процент стафилококков, устойчивых к ма-

Рис. 7. Частота встречаемости ESBL+  штаммов Klebsiella 
pneumoniae.
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кролидам, линкозамидам, тетрациклинам, что, веро-
ятно, связано с широким применением антибактери-
альных препаратов этих групп для лечения инфекций 
в гинекологии на амбулаторном этапе.

Анализ локальных данных микробиологического 
мониторинга в лечебно-профилактическом учрежде-
нии позволяет планировать и своевременно корректи-
ровать рациональную и эффективную стратегию при-
менения антибактериальных препаратов для лечения 
различных видов патологии.
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Воронин Д.Н., Сотникова Н.Ю., Малышкина А.И., Лицова А.О., Анциферова Ю.С.

ВЗАИМОСВЯЗЬ ОСОБЕННОСТЕЙ АКТИВАЦИИ ЭНДОМЕТРИАЛЬНЫХ CD56+ 
ЕСТЕСТВЕННЫХ КИЛЛЕРОВ С ХАРАКТЕРОМ РОСТА МИОМАТОЗНЫХ УЗЛОВ У 
ПАЦИЕНТОК С ЛЕЙОМИОМОЙ МАТКИ

ФГБУ «Ивановский научно-исследовательский институт материнства и детства им. В.Н.Городкова» Минздрава РФ, 
153045, г. Иваново, Россия

У пациенток с различными клиническими вариантами лейомиомы матки (большие или малые размеры, наличие 
или отсутствие интенсивной пролиферации опухолевых клеток) был проведён сравнительный анализ особенно-
стей активации CD56+эндометриальных естественных киллеров. Методом проточной цитометрии в популяции 
эндометриальных лимфоцитов определяли относительное содержание CD56+клеток, экспрессирующих молеку-
лы CD158a и CD158i из семейства KIR (киллерные иммуноглобулин-подобные рецепторы), интерферон γ (IFNγ) и 
трансформирующий фактор роста β1 (TGFβ1). У всех пациенток с лейомиомой независимо от размеров опухоли 
в эндометрии выявлено повышение общего содержания  CD56+ ЕК и количества ЕК с активирующими (CD158i) и  
ингибирующими (CD158a) рецепторами. В группе пациенток с лейомиомой матки стабильно малых размеров было 
повышено количество CD56+IFNγ+ лимфоцитов, а у женщин с быстрорастущей опухолью отмечалось увеличение 
пула ЕК, экспрессирующих TGFβ1. Дифференцированный анализ данных у пациенток с лейомиомой матки больших 
размеров в зависимости от типа роста узла показал, что при увеличении размеров миомы за счёт усиленной про-
лиферации клеток уровень CD56+ ЕК и соотношение количества ЕК с активирующими и ингибирующими рецепто-
рами в эндометрии было ниже, а содержание  CD56+TGFβ1+ – выше, чем у женщин, рост лейомиомы у которых 
осуществлялся преимущественно за счёт выработки компонентов внеклеточного матрикса. Полученные резуль-
таты свидетельствуют об угнетении цитотоксической активности эндометриальных ЕК клеток при лейомиоме 
матки с признаками пролиферации. Выявленные изменения могут служить дополнительными диагностическими 
критериями типа роста лейомиомы матки. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  лейомиома матки; эндометрий; естественные киллеры; KIR рецепторы; интерферон γ; транс-
формирующий фактор роста β1.
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Relationship between activation of endometrial CD56+ natural killers and the 
character of leiomyoma nodules growth in patients with uterine leiomyoma 
Federal State Budgetary Establishment “Research Institute of Maternity and Childhood named V.N.Gorodkov” of the Ministry 
of Health of the Russian Federation, 153045 Ivanovo, Russia
In patients with different clinical variants of uterine leiomyoma (large or small size, presence or absence of intensive proliferation 
of tumor cells) the comparative analysis of endometrial CD56+ natural killers (NK) activation was carried out. The relative 
content of CD56+ cells, expressing of CD158a and CD158i molecules from KIR (killer immunoglobuline-like receptors) family, 
interferon γ (IFNγ) and transforming growth factor β1 (TGFβ1), was estimated by flow cytometry method. It was found that in 
the endometrium of all patients with uterine leiomyoma independently of tumor size the content of CD56+ cells and the amount 
of NK, expressing both activating (CD158i) and inhibitory (CD158a) receptors, were increased. In group of women with stably 
small uterine leiomyoma the amount of CD56+IFNγ+ lymphocytes was increased, and in women with rapidly growing tumor the 
elevation of NK, expressing TGFβ1, was noted. Differential analysis of data in patients with large leiomyoma in dependence of 
type of leiomyoma growth was shown that in patients with the high level of tumor cells proliferation the amount of CD56+ NK and 
the ratio of NK with activating and inhibitory receptors were lower and the content of CD56+TGFβ1+ lymphocytes was higher 
than that in women with leiomyoma, which grew due to accumulation of the extracellular matrix components. Received results 
showed on the suppression of cytotoxic activity of endometrial NK in patients with uterine leiomyoma with increased proliferation. 
These changes can be used as additional diagnostic criteria of type of leiomyoma growth.
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Введение. Лейомиома матки, доброкачественная 
гормональнозависимая опухоль миометрия, является в 
настоящее время одним из наиболее распространённых 
гинекологических заболеваний, которое диагностиру-
ют у 25–50% всех женщин репродуктивного возраста 
[1, 2]. Клинические симптомы, такие как болевой син-
дром,  анемия,  дизурические явления, а также нару-
шения фертильности существенно снижают качество 
жизни пациенток с лейомиомой матки [1]. Хотя пато-
генез лейомиомы матки до конца ещё не установлен, 
существует гипотеза, что эта опухоль является моно-
клональной по происхождению и развивается из одной 
гладкомышечной клетки миометрия в результате сома-
тических мутаций [3]. В настоящее время ведутся ин-
тенсивные исследования иммунных механизмов, уча-
ствующих в формировании и росте миоматозных узлов, 
поскольку именно иммунная система  играет основную 
роль в осуществлении противоопухолевого надзора в 
организме. Показано, что развитие лейомиомы матки 
сопровождается нарушениями реакций адаптивного и 
врождённого иммунитета на системном уровне, прояв-
ляющимися увеличением количества клеток Th1 и Th2, 
регуляторных Т-лимфоцитов, усиленной активацией 
моноцитов и нейтрофилов [1]. Менее изучены осо-
бенности иммунного ответа в эндометрии пациенток с 
лейомиомой матки, хотя предварительные исследова-
ния позволяют предположить непосредственное уча-
стие  иммунокомпетентных клеток эндометрия в про-
цессах, регулирующих рост миоматозного узла. Так, 
в работе K. Kitaya и T.Yasuo [4] были продемонстри-
рованы значительные изменения состава и плотности 
лейкоцитарного инфильтрата  эндометрия у пациенток 
с лейомиомой матки, причём максимальные изменения 
отмечены для эндометрия, локализованного в непо-
средственной близости от миоматозного узла. Выяв-
лено, что в течение всего менструального цикла в эн-
дометрии пациенток с лейомиомой матки значительно 
усилена макрофагальная инфильтрация, пик плотности 
нейтрофилов отмечен в пролиферативную фазу, высо-
кая плотность Т-лимфоцитов – в секреторную фазу, а 
уровень естественных киллеров (ЕК) в этот период, на-
против, снижен [4]. 

Известно, что ЕК играют ведущую роль в форми-
ровании противоопухолевого иммунного ответа, по-
скольку эти клетки способны без предварительной сти-
муляции оказывать прямое цитотоксическое действие 
в отношении инфицированных и трансформированных 
клеток собственного организма [5]. Регуляция актив-
ности ЕК осуществляется с помощью специфических 
активирующих и ингибирующих рецепторов, причём 
активация ЕК в обычных условиях подавлена за счёт 
высокого уровня экспрессии ингибирующих рецеп-
торов, которые взаимодействуют с молекулами МНС 
(главного комплекса гистосовместимости) I класса на 
поверхности клеток-мишеней. При нормальном уров-
не экспрессии молекул МНС ингибирующие рецепто-

ры предотвращают возможную атаку ЕК в отношении 
клеток собственного организма. В случаях изменённой 
экспрессии молекул МНС, как это отмечается у опу-
холевых клеток, через активирующие рецепторы в ЕК 
проводится стимулирующий сигнал, что приводит к 
развитию цитотоксических реакций в отношении по-
тенциально опасных для организма трансформирован-
ных клеток [6]. Идентифицировано несколько семейств 
рецепторов ЕК, таких как NCR (рецепторы естествен-
ной цитотоксичности), лектиновые рецепторы С-типа, 
а также KIR или иммуноглобулонподобные рецепторы 
[5]. В каждом семействе выявлены как активирующие, 
так и ингибирующие рецепторы. Так, рецепторы KIR 
различаются между собой наличием либо длинного, 
либо короткого цитоплазматического домена. Длинный 
домен характерен для ингибиторных форм рецепторов, 
так как он содержит последовательность ITIM (имму-
норецепторный тирозиноснованный ингибиторный 
мотив), которая фосфорилируется при взаимодействии 
KIR с MHC I класса, активирует тирозиновые фосфата-
зы, предотвращая активацию ЕК [5]. В число ингиби-
торных рецепторов KIR входит молекула KIR2DL1 или 
CD158a. Активирующие KIR с коротким цитоплазма-
тическим доменом лишены последовательности ITIM и 
содержат положительно заряженный аминокислотный 
остаток в трансмембранном регионе, который связан 
с KARAP/DAP-12 сигнальным полипептидом, извест-
ным как иммунорецепторный тирозин-основанный ак-
тивирующий мотив (ITAM) [5]. Примером активирую-
щего рецептора KIR является KIR2DS4 или молекула 
CD158i. Характер экспрессии рецепторов KIR эндоме-
триальными ЕК при различных клинических вариан-
тах лейомиомы матки до настоящего времени остаётся 
практически не изученным. 

Функциональное состояние ЕК также зависит от 
спектра продуцируемых ими цитокинов. Известно, 
что в процессе распознавания и элиминации клеток-
мишеней ЕК высвобождают различные цитолитиче-
ские молекулы и цитокины, в том числе интерферон γ 
(IFNγ), которому отводят важную роль в обеспечении 
цитотоксического действия ЕК [7]. В то же время по-
казано, что ЕК могут продуцировать и противовоспа-
лительные цитокины, такие как IL-10 и TGFβ, которые 
оказывают супрессорное влияние на реакции адаптив-
ного и врожденного иммунитета, в том числе и при 
опухолевом процессе. Так, есть данные, что у больных 
раком груди в крови циркулируют ЕК TGFβ+, которые 
подавляют активность противоопухолевых  иммунных 
реакций [8]. Таким образом, особенности рецепторно-
го репертуара и цитокинового профиля ЕК играют важ-
ную роль в обеспечении эффективного противоопухо-
левого иммунного ответа. Можно предположить, что 
изменение активности эндометриальных ЕК, локали-
зованных в непосредственной близости от опухолевой 
ткани, оказывает непосредственное влияние на разви-
тие и рост лейомиомы матки. Однако данные литерату-
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ры о функциональном состоянии эндометриальных ЕК 
при лейомиоме матки отсутствуют.   

Цель исследования – установить особенности мем-
бранной  экспрессии активирующих и ингибирующих 
KIR рецепторов, а также внутриклеточной экспрессии 
IFNγ и TGFβ эндометриальными CD56+ лимфоцитами 
пациенток с различными клиническими вариантами 
лейомиомы матки для уточнения иммунных механизмов 
роста данной опухоли.

Материал и методы. В условиях гинекологической 
клиники ФГБУ «Ивановский научно-исследовательский 
институт имени В.Н.Городкова» Минздрава России бы-
ло проведено обследование 44 женщин с лейомиомой 
матки, поступивших на обследование и лечение. У 19 из 
них была диагностирована лейомиома матки стабильно 
малых размеров, при этом общие размеры матки у па-
циенток этой группы не превышали 9-недельного срока 
беременности и в течение предшествующего года на-
блюдения отсутствовал рост миомы. У 25 женщин бы-
ла диагностирована быстрорастущая лейомиома матки 
больших размеров, общие размеры матки составляли 
более 10 нед беременности, за последний год наблюде-
ния наблюдалось увеличение размеров на 4–5 нед бе-
ременности и более. Этим женщинам было проведено 
оперативное лечение лейомиомы матки, и в зависимо-
сти от выявленных морфологических особенностей ти-
па роста миоматозных узлов пациентки ретроспективно 
были разделены на две подгруппы: 11 женщин с призна-
ками активной пролиферации опухолевых клеток («ис-
тинный» тип роста) и 14 женщин с лейомиомой, рост 
которой был обусловлен не  активной пролиферацией 
клеток, а накоплением компонентов внеклеточного ма-
трикса («ложный» тип роста). 17 здоровых фертильных 
женщин, обратившихся на приём к гинекологу по поводу 
подбора метода контрацепции, составили контрольную 
группу. От всех женщин, вошедших в исследование, бы-
ло получено информированное согласие на участие в ис-
следовании. 

Материалом для исследования служили биоптаты 
эндометриальной ткани, полученной в ходе проведе-
ния гистероскопического обследования. Из эндометрия 
выделяли популяцию мононуклеарных  клеток (МНК)  
стандартным  механическим  способом     с последую-
щим    центрифугированием   в   градиенте  плотности   
фиколл-урографина   (d = 1,078) [9]. Фенотип эндоме-
триальных ЕК оценивали методом проточной цитофлю-
ориметрии на приборе FACSCanto II (Becton Dickinson, 
США) с помощью моноклональных антител: FITC-
коньюгированных анти-CD56, PE-коньюгированных 
анти-CD158i, анти-CD158a («Becman Coulter», Фран-
ция), анти-human-IFNγ, анти-human- TGFβ1 («Becton 
Dickinson», США). Процедуру окрашивания и фик-
сации клеток проводили стандартным способом в со-
ответствии с указаниями фирмы-разработчика. При 
оценке внутриклеточной продукции цитокинов пред-
варительно проводили процедуру фиксации и пер-
меабилизации клеточной мембраны с использованием 
коммерческого набора Fixative Solution IOTest®3 10x 
Concentrate (Beckman Coulter, USA). При анализе дан-
ных определяли относительное содержание клеток с 
фенотипом CD56+, CD56+CD158i+, CD56+CD158a+, 
CD56+IFNγ+, CD56+TGFβ1+ в лимфоцитарном гейте. 
Кроме того, высчитывали соотношение процента ЕК, 
экспрессирующих рецепторы различного типа, по фор-
муле:  CD56+CD158i+/ CD56+CD158a+. 

При проведении статистической обработки результа-
тов проверка  нормальности распределения полученных 
данных с помощью критерия Колмогорова–Смирнова 
выявила нормальное распределение данных. В связи с 
этим достоверность различий оценивали с помощью па-
раметрического t-критерия Стьюдента с использованием 
статистической программы STATISYICA 6.0. Различия в 
группах расценивались как статистически значимые при 
значении показателя р < 0,05. 

Результаты. Нами было установлено, что общее со-
держание эндометриальных ЕК CD56+ было повыше-
но в обеих группах пациенток с лейомиомой матки по 
сравнению с показателями контрольной группы (табл. 
1). При этом у женщин с лейомиомой матки больших 
размеров уровень ЕК был достоверно ниже, чем у жен-
щин с малой лейомиомы матки. У всех женщин с лейо-
миомой матки мы выявили увеличение относительного 
содержания CD56+ ЕК, экспрессирующих  как акти-
вирующие (CD158i), так и ингибирующие (CD158a) 
рецепторы, по сравнению с контрольной группой. При 
этом соотношение активирующих и ингибирующих 
рецепторов эндометриальными ЕК было сходным как 
при миоме матки, так у здоровых женщин и свидетель-
ствовало о преобладании популяции клеток с ингиби-
рующими рецепторами. Оценка характера внутрикле-
точной экспрессии цитокинов эндометриальными ЕК 
показала, что отличительной характеристикой паци-
енток с лейомиомой матки стабильно малых размеров 
было повышенное по сравнению с контрольной груп-
пой содержание CD56+IFNγ+ лимфоцитов. У пациен-
ток с растущей лейомиомой матки больших размеров 
мы выявили статистически значимое увеличение пула 
ЕК, экспрессирующих TGFβ1, как по сравнению с кон-
трольной группой, так и с группой женщин с лейомио-
мой матки стабильно малых размеров (см. табл. 1). 

Т а б л и ц а  1
Характеристика активации ЕК CD56+ в эндометрии пациенток 
с лейомиомой матки 

Показатель Контроль  
(n = 17)

Лейомиома 
матки малых раз-

меров (n = 19)

Лейомиома 
матки боль-

ших размеров 
(n = 25)

CD56+,% 21,22±2,21 38,16±2,02  
р1 = 0,000

31,57±1,76
р1 = 0,001,  
р2 = 0,017

CD56+CD158i+ ,% 4,13±0,59 7,20±0,87
р1 = 0,008

7,45±0,87
р1 = 0,004,  
р2 = 0,842

CD56+CD158a+,% 4,76±0,85 8,53±0,79
р1 = 0,004

8,47±0,73
р1 = 0,004,  
р2 = 0,953

CD56+CD158i+/
CD56+CD158a+

0,81±0,17 0,89±0,16
р1 = 0,802

0,94±0,08
р1 = 0,589,  
р2 = 0,626

CD56+IFNγ+ 3,78±0,95 6,73±0,94
р1 = 0,040

5,71±0,65
р1 = 0,117,  
р2 = 0,376

CD56+TGFβ1+ 4,99±0,83 6,21±0,67
р1 = 0,270

8,94±1,05
р1 = 0,008,  
р2 = 0,041

П р и м е ч а н и е .  р1 – по сравнению с контрольной группой; 
р2 – по сравнению с  пациентками с  лейомиомой матки малых раз-
меров. 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(2)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-2-119-123

ИММУНОЛОГИЯ

122

Для уточнения взаимосвязи характера активации 
эндометриальных ЕК с типом роста лейомиомы матки 
мы провели дифференцированный анализ иммуноло-
гических показателей в группе пациенток с быстро-
растущей лейомиомой матки в зависимости от интен-
сивности пролиферации клеток миоматозных узлов 
(табл. 2). В подгруппе пациенток с быстрорастущей 
лейомиомой матки, размеры  которой увеличивались 
преимущественно за счёт усиленной клеточной про-
лиферации («истинный» рост), мы выявили достовер-
но более низкое содержание ЕК CD56+ в эндометрии 
по сравнению с таковым у пациенток с лейомиомой 
без признаков активной пролиферации. Кроме того, 
эти две подгруппы различались по индексу соотноше-
ния количества ЕК с активирующими и ингибирую-
щими рецепторами. При «истинном» типе роста этот 
показатель был достоверно ниже, чем у пациенток с 
«ложным» типом роста. При этом численные значе-
ния этого показателя свидетельствовали о преобла-
дании пула ЕК с активирующими рецепторами при 
«ложном» типе роста лейомиомы, тогда как активные 
пролиферативные процессы в миоматозном узле ас-
социировалась с доминированием в эндометрии ЕК, 
экспрессирующих ингибиторные рецепторы. Кроме 
того, подгруппа с «истинным» типом быстрого роста 
лейомиомы матки характеризовалась более высокими 
значениями количества эндометриальных ЕК, экс-
прессирующих TGFβ1, чем у пациенток с «ложным» 
характером роста миомы  (см. табл. 2). 

Обсуждение. Таким образом, развитие лейомиомы 
матки сопровождается изменением активности ЕК с 
фенотипом CD56+ в эндометрии. Вне зависимости 
от размера опухоли у пациенток с лейомиомой мат-
ки в эндометрии по нашим данным повышено отно-
сительное содержание ЕК, что позволяет говорить об 

Т а б л и ц а  2
Характеристика активации ЕК CD56+ в эндометрии пациенток 
с лейомиомой матки различных типов роста  

Показатель Контроль  
(n = 8)

Лейомиома мат-
ки «истинный» 

рост (n = 11)

Лейомиома 
матки «лож-
ный» рост  

(n = 14)
CD56+,% 21,22±2,21 29,73±1,39  

р1 = 0,079
36,84±2,21  
р1 = 0,003,  
р2 = 0,013

CD56+CD158i+ ,% 4,13±0,59 7,25±1,34  
р1 = 0,033

8,47±1,20  
р1 = 0,003,  
р2 = 0,503

CD56+CD158a+,% 4,76±0,85 9,51±0,99  
р1 = 0,001

7,59±1,02  
р1 = 0,019,  
р2 = 0,192

CD56+CD158i+/
CD56+CD158a+

0,81±0,17 0,86±0,11
р1 = 0,462

1,32±0,19
р1 = 0,065,  
р2 = 0,047

CD56+IFNγ+ 3,78±0,95 5,11±1,08  
р1 = 0,371

6,18±0,79  
р1 = 0,072,  
р2 = 0,437

CD56+TGFβ1+ 4,99±0,83 11,72±1,71  
р1 = 0,012

6,96±0,71  
р1 = 0,096,  
р2 = 0,046

П р и м е ч а н и е .  р1 – по сравнению с контрольной группой; р2 – по сравнению с   пациентками с лейомиомой матки с «истинным» 
типом роста.   

индукции локального иммунного ответа на опухоль, 
развивающуюся в миометрии. Наряду с повышением 
общего количества ЕК у  всех пациенток с лейомио-
мой матки мы выявили повышение количества ЕК с 
мембранной экспрессией как активирующих, так и 
ингибирующих KIR рецепторов. При этом соотноше-
ние ЕК с рецепторами различного типа у пациенток с 
миомой матки соответствовало таковому у здоровых 
фертильных женщин и характеризовалось более вы-
соким уровнем лимфоцитов CD56+CD159a+ по срав-
нению с содержанием клеток CD56+CD158i+. Как 
известно, в норме баланс соотношения экспрессии 
активирующих и ингибирующих рецепторов в попу-
ляции ЕК сдвинут в сторону последних, что предот-
вращает возможность развития цитотоксических ре-
акций против клеток собственного организма [5]. Од-
нако развитие патологических состояний, в частности 
появление трансформированных клеток, приводит 
к индукции экспрессии активирующих рецепторов 
на поверхности ЕК, а также к усилению продукции 
ими цитолитических молекул и эффекторных цитоки-
нов, важнейшим из которых является IFNγ [10]. По-
казано, что IFNγ играет ключевую роль в активации 
ЕК, он способен модулировать экспрессию каспаз, 
FasL и TRAIL, стимулируя, таким образом, развитие  
противовирусного и противоопухолевого иммунного 
ответа [11]. Выявленное нами у пациенток с лейомио-
мой матки стабильно малых размеров одновременное 
повышение уровня ЕК и увеличение выработки ими 
IFNγ, по-видимому, отражает усиленную активацию 
ЕК, обусловленную наличием миомы, и является од-
ним из факторов, сдерживающих рост опухоли мио-
метрия. При этом отсутствие изменений в продукции  
IFNγ, сочетающееся с повышенной экспрессией су-
прессорного фактора TGFβ1, было отмечено нами у 
пациенток с быстрорастущей лейомиомой матки. 

Как известно, ЕК, локализованные в эндометрии, 
функционально существенно отличаются от пула пери-
ферических CD56+ лимфоцитов. Так, из эндометриаль-
ных ЕК формируется уникальный пул децидуальных ЕК, 
основной функцией которых является регуляция форми-
рования и роста плаценты и сдерживание потенциаль-
но опасного для семиаллогенного плода материнского 
иммунного ответа [12]. Поэтому CD56+ лимфоциты, 
инфильтрирующие ткань эндометрия в ранние сроки бе-
ременности, характеризуются высоким уровнем синтеза 
и продукции TGFβ [13]. Выявленное нами значительное 
увеличение пула CD56+TGFβ1+ лимфоцитов в эндоме-
трии пациенток с быстро растущей лейомиомой матки 
свидетельствует о сниженной цитотоксической активно-
сти ЕК в данной клинической группе, что в отсутствие 
беременности может приводить к нарушению распозна-
вания и элиминации трансформированных опухолевых 
клеток и лежать в основе механизмов быстрого роста 
лейомиомы матки. 

Установленные нами особенности рецепторного ре-
пертуара и продукции цитокинов в пуле ЕК у пациенток 
с различным типом быстрого роста лейомиомы матки 
подтверждают значимость иммунных реакций, обуслов-
ленных лимфоцитами CD56+, в регуляции пролифера-
ции клеток лейомиомы матки. Так, по нашим данным, 
высокий уровень пролиферативной активности клеток 
лейомиомы матки ассоциирован с максимально высоким 
содержанием в эндометрии лимфоцитов CD56+TGFβ1+. 
Отсутствие активно пролиферирующих клеток в опухо-
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ли отмечается при повышенной активации эндометри-
альных ЕК, о чём свидетельствует сдвиг баланса соот-
ношения ЕК с рецепторами различного типа в сторону 
доминирования пула ЕК, экспрессирующих активирую-
щие рецепторы. 

Таким образом, оценка функционального состояния 
эндометриальных ЕК у пациенток с лейомиомой матки 
позволяет судить об активности пролиферативных про-
цессов в ткани миоматозных узлов и даёт нам важную 
информацию о характере  роста опухоли. Выявленные 
нами особенности мембранной экспрессии рецепторов 
KIR и внутриклеточной экспрессии IFNγ и TGFβ1 эндо-
метриальными ЕК CD56+ можно использовать в каче-
стве дополнительных диагностических критериев темпа 
и типа роста лейомиомы.   

Выводы. 1. У пациенток с лейомиомой матки вне за-
висимости от размера опухоли в эндометрии повышено 
общее количество ЕК CD56+ и увеличено содержание  
лимфоцитов CD56+CD158i+ и  CD56+CD158a+. 

2. Отличительной характеристикой пациенток с 
лейомиомой матки стабильно малых размеров является 
повышенное количество эндометриальных лимфоцитов 
CD56+IFNγ+, тогда как развитие быстрого роста опухо-
ли сопровождается увеличением в эндометрии пула ЕК, 
экспрессирующих TGFβ1. 

3. Быстрое увеличение размеров миомы матки за счёт 
усиленной пролиферации опухолевых клеток ассоцииро-
вано со снижением уровня ЕК CD56+ и максимальным 
повышением содержания лимфоцитов CD56+TGFβ1+ в 
эндометрии, тогда как рост опухоли преимущественно 
за счёт накопления компонентов внеклеточного матрик-
са сопровождается изменением соотношения количества 
эндометриальных ЕК с активирующими и ингибирую-
щими в сторону преобладания активирующих рецепто-
ров.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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РАЗРАБОТКА И АПРОБАЦИЯ МЕТОДИКИ НА ОСНОВЕ МУЛЬТИПЛЕКСНОЙ 
ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ ДЛЯ 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ КЛИНИЧЕСКИ ЗНАЧИМЫХ МИКРОДЕЛЕЦИЙ В Y-ХРОМОСОМЕ
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Россия; 
3НИИ урологии и интервенционной радиологии им. Н.А. Лопаткина – филиал ФГБУ «НМИРЦ» Минздрава РФ, 105425,  
Москва, Россия

Одна из распространённых генетических причин идиопатического мужского бесплодия связана с микроделециями в ло-
кусе AZF, расположенном в Y-хромосоме. Частота таких микроделеций в общей популяции составляет 1:4000, однако 
у инфертильных мужчин их частота варьирует от 2 до 10%. В локусе AZF различают три субрегиона: AZFa, AZFb 
и AZFc. Потеря одного или нескольких субрегионов может приводить к различной степени нарушения сперматогене-
за – от снижения его активности до Сертоли-клеточного синдрома, выраженного азооспермией или олигоспермией 
тяжёлой степени. Поэтому проведение генетического тестирования на наличие микроделеций в локусе AZF является 
необходимым тестом при прогнозировании мужского бесплодия и его лечения. Цель настоящего исследования –  раз-
работать и апробировать диагностическую систему для выявления микроделеций в субрегионах локуса AZF с помощью 
мультиплексной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени. В качестве референсного метода 
использовали методику, описанную в рекомендациях, выпущенных Европейской академией андрологии (EuropeanAcad-
emyofAndrology, EAA) совместно с Европейской сетью качества молекулярно-генетичеких исследований (EuropeanMo-
lecularGeneticsQualityNetwork, EMQN) (Krauz C. и соавт., 2014). При апробации методики было проанализировано 33 об-
разца ДНК, выделенных из крови мужчин с азооспермией и олигоспермией тяжёлой степени. В сравнении с референсной 
методикой дискордантных результатов получено не было. В 27 образцах ДНК выявлены делеции в локусе AZF: 4 делеции 
AZFa (15%), 2 делеции AZFb (7%), 17 делеций AZFc (63%) и 6 сочетанных делеций AZFb+c и AZFa+b+с (22%). Предлагае-
мая методика позволяет выявлять микроделеции субрегионов локуса AZF.   

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  мужское бесплодие; микроделеции AZF локуса; субрегион AZFa; субрегион AZFb; субрегион 
AZFc; ИКСИ; ПЦР в режиме реального времени.
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Введение. Среди основных причин идиопатическо-
го мужского бесплодия важную роль играют различ-
ные генетические отклонения: хромосомные аномалии, 
микроструктурные перестройки, генные мутации [1, 2]. 
Наиболее значимыми являются генетические наруше-
ния в Y-хромосоме [3–6]. К одним из таких нарушений 
относят микроделеции, располагающиеся в локусе AZF 
(Azoospermia Factor, фактор азооспермии) на длинном 
плече Y-хромосомы, содержащем гены, контролирую-
щие сперматогенез [7]. В локусе AZF различают три 
субрегиона: AZFa, AZFb и AZFс [8, 9]. Микроделеции 
в локусе AZF встречаются в среднем у одного из 4000 
мужчин в общей популяции, а у инфертильных мужчин 
их частота варьирует от 2 до 10%. Они не обнаружива-
ются у мужчин с нормозооспермией, но их частота по-
вышена у мужчин с  азооспермией  (8–12%)   и  олиго-
спермией (3–7%)  при  концентрации  спермы  менее    5 
млн/мл [10, 11].

У бесплодных мужчин наиболее распространены ми-
кроделеции в субрегионе AZFc (65–70%), реже – в субре-
гионах AZFb, AZFb+c, AZFa+b+с (28-30%) и очень редко 
в субрегионе AZFa (5%) [12]. Потеря всего субрегиона 
AZFa фенотипически выражается Сертоли-клеточным 
синдромом (отсутствием половых клеток во всех или 
части семенных канальцев) и азооспермией, поэтому 
выделение сперматозоидов из ткани яичка для проведе-
ния интрацитоплазматической инъекции сперматозоида 
(ИКСИ) невозможно. Потеря всего субрегиона AZFb 
или AZFb+c приводит к Сертоли-клеточному синдрому 
или блоку сперматогенеза, выраженному азооспермией. 
В этом случае вероятность получить сперматозоиды из 
тканей яичка для ИКСИ незначительна и близка к нулю. 
Потеря всего субрегиона AZFc выражается в широком 
спектре возможных нарушений сперматогенеза от азоо-
спермии до олигозооспермии и в 50% случаев позволяет 
получить сперматозоиды из ткани яичка для проведения 
ИКСИ [13].

Таким образом, проведение генетического те-
стирования на наличие микроделеций в локусе AZF 
Y-хромосомы является необходимым как при прогнози-
ровании мужского бесплодия и его лечения, так и при 
планировании проведения ИКСИ [14, 15]. 

В 2014 г. были опубликованы рекомендации по 

молекулярно-биологической диагностике нарушений 
сперматогенеза, выпущенные под эгидой Европейской 
академии андрологии (European Academy of Andrology, 
EAA) и Европейской сетью качества молекулярно-
генетических исследований (European Molecular 
Genetics Quality Network, EMQN) [16], которые вклю-
чали базовый и расширенный алгоритмы обследования 
бесплодных мужчин. Базовый алгоритм содержит 6 
основных STS-маркеров: по 2 маркера на каждый субре-
гион локуса AZF, а расширенный алгоритм, который ис-
пользуют в случае обнаружения микроделеций в локусе 
AZF базовым методом, содержит дополнительные 13 
STS-маркеров, с помощью которых возможно устано-
вить точные границы и длины делетированных областей 
субрегионов локуса AZF, имеющих важное клиническое 
значение.

В связи с этим цель работы заключалась в разработке и 
апробации диагностической системы для выявления микро-
делеций в субрегионах локуса AZF с помощью мультиплекс-
ной ПЦР в режиме реального времени с учётом последних 
рекомендаций EAA/EMQN.

Материал и методы. Клинические образцы. При 
апробации методики использовано 33 образца ДНК, 
выделенных из крови мужчин с азооспермией и олиго-
зооспермией тяжелой степени; образцы предоставле-
ны   отделом патологической анатомии с группой мо-
лекулярной генетики НИИ урологии и интервенцион-
ной радиологии им. Н.А. Лопаткина – филиала ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский 
радиологический центр» Минздрава России. Выделе-
ние геномной ДНК из цельной крови проводили c по-
мощью набора «Wizard® Genomic DNA Purification Kit» 
(«Promega», США). Клинические образцы были предва-
рительно проанализированы по 12 STS-маркерам (sY83, 
sY84, sY86, sY127, sY134, sY143, sY152, sY157, sY254, 
sY255, SRY, AMELX/Y) методом мультиплексной ПЦР 
в четырех комбинациях анализируемых локусов с по-
следующим разделением продуктов амплификации в 
полиакриламидном геле. В основе методики – амплифи-
кация с праймерами, последовательности которых были 
опубликованы ранее [17–22].

ПЦР в режиме реального времени. Для определе-
ния микроделеций использовали две пентаплексные 
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позволяют определить соответствие фенотипиче-
ского пола генетическому.

Амплификацию фрагментов локуса AZF, со-
держащих субрегионы AZFa, AZFb и AZFc, 
проводили с помощью приборов «Rotor-Gene 
Q» («Qiagen», Германия) и «Rotor-gene 6000» 
(«Сorbett Research», Австралия) по следующей 
программе: 95°С – 15 мин, далее 45 циклов: 95°С 
– 10 с и 60°С – 20 с. ПЦР проводили в объёме 25 
мкл, состав реакционной смеси содержал смесь 
0,44 мМ дезоксинуклеозидтрифосфатов, 0,28 
мкМ праймеров, 0,08 мкМ зондов, реагенты 
«Полимераза Taq-F» – 0,5 мкл, «ОТ-ПЦР-смесь 
2-FEP/FRT» – 4,5 мкл и выделенная ДНК – 10 мкл 
в количестве 10 нг. В качестве положительного 
образца был использован образец ДНК мужчины, 
не содержащий делеции, а в качестве отрицатель-
ного – образец ДНК женщины. 

Учёт результатов проводился по пяти каналам флуо-
ресценции: по каналу Green  детектировалось наличие 
или отсутствие делеций в субрегионе AZFa (маркеры 
sY84, sY86), Yellow – делеции в субрегионе AZFb (sY127 
и sY134), Orange – делеции в субрегионе AZFс (sY254 и 
sY255), по каналам Red и Crimson проводилась детекция 
контрольных фрагментов амплификации локусов SRY и 

ПЦР-смеси с праймерами и зондами для локусов sY84, 
sY134, sY255 (ПЦР-смесь 1) и sY86, sY127, sY254 
(ПЦР-смесь 2). Каждая  ПЦР-смесь содержала прайме-
ры и зонды для амплификации фрагментов генов SRY 
(ген Y-хромосомы, определяющий пол) и ZFX/Y (ген 
«цинковых пальцев», присутствующий на хромосомах 
Y и Х),  которые являются внутренними контролями и 

Т а б л и ц а  1
Результаты анализа 33 образцов ДНК на наличие микроделеций в локусе 
AZF 

Субрегион локуса AZF Количество 
образцовAZFa AZFb AZFc

Sy84 sY86 sY127 sY134 sY254 sY255

+ + – – – – 2
+ + + + – – 17
– – + + + + 4
+ + – – + + 2
+ + + + + + 6
– – – – – – 2

П р и м е ч а н и е .  «+» - делеция не найдена, «–» - делеция найдена.

Т а б л и ц а  2
Последовательности праймеров и зондов для ПЦР-смесей 1 и 2 

Локус Последовательности олигонуклеотидов (5’–3’)* п.о. ***

sY84 (AZFa) gCACgAAACATgggCTggAgATT 117
gCCTACTACCTggAggCTTC**
(FAM)gggACCCT(BHQ1)TTCTTTAgTgTCTgCCTAATgC(P)

sY134 (AZFb) ggTTTCATTATCATATCCTCTTTCAgTCAC 122
CTTTTAgAggAATAgTACAggTCAAAggAA
(R6G)ggggTTg+AT(BHQ1)+ACT+AA+AgT+TT+AAA+ACATCTgg(P)

sY255 (AZFc) gTTACAggATTCggCgTgAT** 114
CTCgTCATgTgCAgCCAC**
(ROX)CCgCCAgACgTTCTgAAACTgTggTgg(BHQ2)

sY86(AZFa) CACTTTgCAggACAgAgACTTggTA 110
CTAgCCTCAAggACTgTgAgAATCAA
(FAM)ggggCCCAgT(BHQ1)CTTTgggATTTCTTTgTAACAACTC(P)

sY127 (AZFb) ggCTCACAAACgAAAAgAAA 134
gTgACACAgAAATgCCTTTgTCTT
(R6G)gCCCACTgTgTT(BHQ1)CATgCCCACAAAAAgAg(P)

sY254 (AZFc) gggTgTTACCAgAAggCAAA** 117
gCAATTCTAAACCTCCAggAAgTAC
(ROX)CAgggCCCACAT(BHQ2)CCCATTgTTCATgATgT(P)

SRY gCAgTTTgCTTCCCgCAgAT 114
gCTggTgCTCCATTCTTgAg**
(Cy5)CCCgCTTCggTACTCTgCAgCgAAgTgC(BHQ2)

ZFX/Y ACCrCTgTACTgACTgTgATTACAC 110
CTCATCrCATTCAATggCCTTCT**
(Cy5.5)CCACCTggAgAgCCACAAgCTgACCAgC(BHQ2)

П р и м е ч а н и е .  * - перед конформационно-блокированным нуклеотидом стоит знак +; ** – праймеры, взятые из рекомендаций EAA/
EMQN [16]; *** – количество пар нуклеотидных оснований (п.о.) амплифицируемого фрагмента.
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ZFX/Y соответственно. При накоплении сигнала флуо-
ресценции по каналам Green, Yellow и Orange резуль-
тат интерпретировался как отрицательный (отсутствие 
микроделеций в субрегионах AZF локуса); при поло-
жительных сигналах флуоресценции по каналам Red и 
Crimson и отсутствие сигнала накопления флуоресцен-
ции по каналам Green, Yellow или Orange интерпрети-
ровалось как наличие микроделеций в субрегионах AZF 
локуса. 

Метод сравнения. В качестве метода сравнения ис-
пользована методика, рекомендованная EAA/EMQN 
[16], со следующими изменениями: объём ПЦР-смеси 
составил 25 мкл, амплификация фрагментов проводи-
лась на приборе «Терцик» («ДНК-технология», Россия), 
продукты разделялись в 1,7% агарозном геле.

Результаты. Разработана методика на основе ПЦР 
в режиме реального времени, позволяющая выявлять 
микроделеции субрегионов AZFa, AZFb и AZFc локуса 
AZF. Проанализировано по два локуса из каждого су-
брегиона: sY84 и sY86 (субрегион AZFa), sY127 и sY134 
(субрегион AZFb) и sY254 и sY255 (субрегион AZFc).

На первом этапе проведена апробация разработанной 
методики на образцах ДНК, полученных от мужчин, у 
которых отсутствовали микроделеции в локусе AZF (по-
ложительный контроль) и от женщин (отрицательный 
контроль). В результате для образцов ДНК, полученных 
от мужчин, наблюдалось накопление флуоресценции 
по всем пяти каналам детекции, что свидетельствовало 
об отсутствии микроделеций в локусе AZF. В образцах 
ДНК, полученных от женщин, накопление флуоресцен-
ции наблюдалось только по каналу Сrimson, по которо-
му определялась мишень ZFX/Y.

На втором этапе было исследовано 33 образца ДНК, 
полученных от мужчин с азооспермией и олигозоо-
спермией тяжелой степени.  Делеции локуса AZF были 
подтверждены в 27 образцах. Образцы были проанали-
зированы параллельно с помощью двух ПЦР-методик, 
дискордантных результатов получено не было. В четы-
рех образцах были найдены делеции субрегиона AZFa, 
в двух образцах – субрегиона AZFb, в 17 образцах – су-
брегиона AZFc. В двух образцах были найдены делеции 
субрегионов AZFb и AZFc (AZFb+c) и в двух других 
образцах – трёх субрегионов (AZFa+b+c). В остальных 
шести образцах ДНК ни в одном из субрегионов локуса 
AZF микроделеций найдено не было. Результаты анали-
за локуса AZF представлены в табл. 1. 

Обсуждение. Согласно существующим рекоменда-
циям EAA/EMQN по молекулярно-биологической диа-
гностике нарушений сперматогенеза [16], базовый алго-
ритм обследования бесплодных мужчин включает ана-
лиз шести STS-маркёров: sY84 и sY86 для субрегиона 
AZFa, sY127 и sY134 для субрегиона AZFb и sY254 и 
sY255 для субрегиона AZFc. Расширенный анализ, ко-
торый рекомендован в случае обнаружения микроделе-
ций в ходе базового анализа, включает исследование до-
полнительных маркёров для каждого субрегиона: sY82, 
sY83/sY1064, sY1065/sY1182, sY88 – для субрегиона 
AZFa, sY105, sY121/sY1224, sY143/sY1192, sY153 – для 
субрегиона AZFb и sY160 – для субрегиона AZFc. 

По данным EAA/EMQN более 95% известных микро-
делеций локуса AZF хромосомы Y могут быть определе-
ны при детекции STS-маркёров sY84 и sY86 (субрегион 
AZFa), sY127 и sY134 (субрегион AZFb) и sY254 и sY255 
(субрегион AZFc) [16], поэтому при разработке данной 
методики было выбрано шесть рекомендованных STS-

маркёров базового анализа. Разработанная методика 
предполагает использование лишь части праймеров, 
рекомендованных EAA/EMQN для проведения базово-
го анализа [16] (табл. 2). Необходимость модификации 
остальных праймеров была связана с изменённым спо-
собом детекции продукта амлификации – проведением 
ПЦР в режиме реального времени. 

В результате апробации методики с использованием 
образцов ДНК, полученных от мужчин с азооспермией 
и олигоспермией тяжелой степени, было подтверждено 
наличие мутаций в 27(82%) образцах из 33. Согласно 
многочисленным исследованиям, у 10–20% мужчин с 
делециями в локусе AZF наиболее часто микроделеции 
выявляются в субрегионе AZFc [23-25]. Это подтверж-
дается и полученными нами данными: микроделеции в 
субрегионе AZFc встречались в 17(63%) из 27 образцов 
ДНК. В 4(15%) образцах ДНК с выявленными деле-
циями была подтверждена микроделеция в субрегионе 
AZFa, что встречается существенно реже – у 1–5% муж-
чин с делециями в локусе AZF [26]. Сочетанные микро-
делеции субрегионов AZFb, AZFb+c, AZFa+b+c были 
обнаружены в 6(22%) образцах ДНК. 

Разработанная методика обладает всеми стандарт-
ными преимуществами ПЦР в режиме реального вре-
мени в сравнении с ПЦР, основанной на детекции про-
дуктов с помощью электрофореза, главными из этих 
преимуществ являются время проведения анализа, 
меньшее количество этапов (трудоёмкость) и более 
низкая контаминационная опасность. Предлагаемая 
методика, в отличие от протокола, рекомендованного 
EAA/EMQN [16], не предполагает исследования до-
полнительных мишеней, поэтому для решения диагно-
стических задач, выходящих за рамки базового иссле-
дования распространённых микроделеций субрегионов 
AZFa, AZFb и AZFc, может быть дополнительно (как 
отдельно, так и в комплексе) использован рекомендо-
ванный EAA/EMQN расширенный алгоритм исследо-
вания [16]. 

Заключение. Предлагаемая методика может быть 
использована как базовый диагностический инстру-
мент для выявления микроделеций субрегионов AZFa, 
AZFb и AZFc локуса AZF при проведении молекулярно-
генетической диагностики мужского бесплодия.
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К ст. Р.Ю. Юнусовой и соавт.  

Рис. 1. Среда Эндо. Посев штрихом референс-штаммов 
E.coli, S. typhimurium, P. mirabilis (наличие сплошной пленки 
из-за «роения» P. mirabilis).

Рис. 2. Усовершенствованная среда Эндо. Посев 
штрихом референс-штаммов E. coli (красные ко-
лонии), S. typhimurium (бесцветные колонии), P. 
mirabilis (вишнёво-коричневые с таким же преци-
питатом). Здесь и на рис. 3, 5: отсутствует пленка за 
счёт ингибирования «роения» P. mirabilis.

Рис. 3. Усовершенствованная среда Эндо. Посев штрихом 
референс-штаммов E. coli (красные колонии), S. typhimurium 
(бесцветные колонии), P. mirabilis (вишнёво-коричневые с 
таким же преципитатом) (открытая чашка Петри).

Рис. 4. Среда Эндо. Посев из разведения 10-6 
референс-штаммов E. coli, S. typhimurium, P. 
mirabilis (наличие сплошной плёнки из-за «рое-
ния» P. mirabilis).

Рис. 5. Усовершенствованная среда Эндо. Посев из разве-
дения 10-6 референс-штаммов E. coli (красные колонии), S. 
typhimurium (бесцветные колонии), P. mirabilis (вишнёво-
коричневые с таким же преципитатом).


