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 Титов В.Н.1, Рожкова Т.А.1, Каминная В.И.1, Алчинова И.Б.2 

АТЕРОСКЛЕРОЗ И АТЕРОМАТОЗ – ДВА ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНЫХ НАРУШЕНИЯ 
МЕТАБОЛИЗМА, ПАТОЛОГИЯ БИОЛОГИЧЕСКИХ ФУНКЦИЙ ТРОФОЛОГИИ  
И ФУНКЦИИ ЭНДОЭКОЛОГИИ. ОСНОВЫ ПРОФИЛАКТИКИ ИШЕМИЧЕСКОЙ  
БОЛЕЗНИ СЕРДЦА 

1ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии» Минздрава РФ, 121552, Москва;  
2ФГБНУ «НИИ общей патологии и патофизиологии» РАН, 125315, Москва 

Атеросклероз и атероматоз - два разных афизиологичных процесса с разными факторами этиологии и разным па-
тогенезом; это нарушение двух разных биологических функций. Согласно предложенной нами филогенетической тео-
рии общей патологии, атеросклероз - нарушение биологической функции трофологии, питания, биологической реакции 
экзотрофии. Атеросклероз индуцирован поеданием неоптимальной для травоядного в филогенезе вида Homo sapiens 
плотоядной (мясной) пищи с высоким содержанием пальмитиновой насыщенной жирной кислоты (НЖК). При этом 
формируется более ранний в филогенезе, менее эффективный пальмитиновый вариант метаболизма in vivo ЖК взамен 
высокоэффективного у травоядных олеинового метаболизма ЖК. Накопление в крови безлигандных, пальмитиновых 
липопротеинов (ЛП) очень низкой (ЛПОНП) и низкой плотности (ЛПНП) является результатом афизиологичной ре-
акции компенсации при переносе к клеткам пальмитиновой НЖК. Это повышение содержания в крови пальмитиновых 
триглицеридов (ТГ), безлигандных одноименных ЛПОНП→ЛПНП, холестерина ЛПНП (ХС-ЛПНП) с формированием 
гиперлипопротеинемии: тип IV→тип IIб→тип V. Атероматоз устраняет последствия нарушений в ЛП путем акти-
вации биологической функции эндоэкологии («чистота» межклеточной среды) in vivo, реализуя биологическую реакцию 
воспаления. Это физиологичная денатурация апоВ-100 в безлигандных ЛПОНП→ЛПНП нейтрофилами при перекисном 
окислении, опсонизация компонентами комплемента, трансцитоз через монослой эндотелия, выведение в интиму ар-
терий эластического типа - пул сбора и утилизации флогогенов из локального внутрисосудистого пула межклеточной 
среды. Утилизируют эндогенные флогогены ранние в филогенезе полифункциональные, оседлые макрофаги; их мало, они 
не пролиферируют. Обязанности их исполняют моноциты→макрофаги гематогенного происхождения; у них, однако, 
не экспрессирована кислая гидролаза полиеновых эфиров ХС. Атероматозные массы - это частично катаболизирован-
ные полиеновые ЖК, этерифицированные спиртом ХС, которые не смогли поглотить клетки. В реализации функции 
эндоэкологии атероматоз становится процессом патологической компенсации. Основа профилактики атеросклероза и 
атероматоза - исключение индукции афизиологичной плотоядной (мясной) пищи. 
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Atherosclerosis and atheromatosis are different nonphysiological processes with different etiology and pathogenesis. They mani-
fest alterations in different biological functions. According to our original phylogenetic theory of general pathology, atherosclero-
sis is associated with altered biological function of trophology, eating, biological reaction of exotrophy. Atherosclerosis is induced 
by eating of nonoptimal for phylogenetically herbivorous Homo sapiens meat diet with high content of palmitic saturated fatty 
acid (SFA), which leads to in vivo formation of phylogenetically early low-efficient palmitic pathway of FA metabolism instead of 
highly-efficient oleic pathway operating in herbivores. Accumulation of nonligand palmitic very low density lipoproteins (VLDL) 
and low density lipoproteins (LDL) in the bloodstream results from nonphysiological reaction of compensation upon transport of 
palmitic SFA to cells. An increase in blood content of palmitic triglycerides (TG) and nonligand palmitic VLDLЛ→LDL coincides 
with the development of hypercholesterolemia: type IV→ type IIb → type V. Atheromatosis compensates changes in lipoproteins by 
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activation of the biological function of endoecology (purity of the extracellular medium) in vivo, thus fulfilling the biological reac-
tion of inflammation. This is physiological denaturation of apoВ-100 in nonligand VLDL→LDL by neutrophils via peroxidation, 
opsonization by the complement components, transcytosis across the endothelial monolayer and removal to the intima of elastic 
arteries that serves as a collection and utilization pool for phogogens from local intravascular pool of the intercellular medium. 
Endogenous phlogogens are utilized by phylogenetically early polyfunctional resident macrophages which are small in number 
and do not proliferate. Blood-borne monocytes-macrophages are also involved in this process, however, they do not express acid 
hydrolase of polyenic cholesteryl esters. Atheromatous masses are partially catabolized polyenic FA esterified by the alcohol 
cholesterol which were not internalized by cells. Atheromatosis is a process of pathological compensation in the realization of the 
function of endoecology. Prevention of atherosclerosis and atheromatosis should be based on elimination of the effects produced 
by a nonphysiological meat diet. 
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Еженедельное участие в клинических конференциях по-
зволяет постоянно отслеживать отличия в представлениях об 
атеросклерозе и атероматозе, которые формируются у иссле-
дователей, от тех, которые реально существуют на практике. 
Клиницисты сплошь и рядом применяют термины «атеро-
склероз» и «атероматоз» как синонимы; можно услышать об 
атеросклерозе и об атероматозе коронарных артерий. Вместе 
с тем с позиций общей биологии и медицины это два разных, 
согласно факторам этиологии и особенностям патогенеза, 
в равной мере исходно физиологичных процесса, которые 
реализованы in vivo вне сомнения филогенетическим, физио-
логичным путем, но, к сожалению, с определенными откло-
нениями [1]. 

Распространена идиома: «дьявол кроется в мелочах» (the 
devil is in the details). Это означает, что в любой проблеме, 
в том числе в патогенезе физиологичных процессов in vivo, 
есть мелкие потенциальные нарушения, на которые мы по-
ка не обратили внимания [2]. Недосмотр наш, казалось бы, 
локализован не в столь функционально значимом месте [3], 
исходно физиологичный процесс нередко превращают в яв-
но афизиологичный и даже патологический [4]. Процессы 
физиологичной компенсации in vivo, которые отработаны в 
филогенезе, не всегда являются стойкими. Так происходит 
с семью метаболическими пандемиями, которые с высокой 
частотой распространены в популяциях развитых стран ми-
ра. Ими, по нашему мнению, являются атеросклероз и ате-
роматоз – два разных физиологичных, сочетанных процесса 
в афизиологичном исполнении; эссенциальная, метаболи-
ческая артериальная гипертония; синдром резистентности 
к инсулину (синдром ИР); метаболический синдром; ожи-
рение; неалкогольная жировая болезнь печени и эндогенная 
гиперурикемия [5]. Общим для этих афизиологичных со-
стояний (за исключением эндогенной гиперурикемии) явля-
ется значимое нарушение метаболизма жирных кислот (ЖК) 
[6]. Согласно этиологическим факторам, сформированным 
на разных ступнях филогенеза, метаболические пандемии 
в этиологии выраженно разные, но имеют много общего в 
патогенезе. 

Немецкий естествоиспытатель, философ Э. Геккель, ав-
тор терминов «филогенез» (единый анамнез всего живого), 
«онтогенез» (анамнез особи), «экология», разработал в 1886 
г. теорию происхождения многоклеточных. Он же сформули-
ровал биогенетический закон: в индивидуальном развитии, 
в онтогенезе организмы как бы воспроизводят основные 
этапы филогенеза, эволюции всего живого. Немецкий иссле-
дователь Р. Вирхов в 1846 г. разработал клеточную теорию 

общей патологии, которой мы пользуемся (теоретически) и 
по настоящее время. Несколькими годами ранее (2012) мы 
объединили две теории и на этой основе сформировали со-
временную, филогенетическую теорию общей патологии 
[7]. Мы надеялись, что новая теория поможет разобраться в 
этиологии и патогенезе метаболических пандемий; эту пато-
логию именуют и «болезнями цивилизации». ВОЗ не считает 
метаболические пандемии нозологическими формами забо-
левания. 

Филогенетическая теория общей патологии, этиология 
и патогенез атеросклероза и атероматоза. В процессе эво-
люции, на ступенях филогенеза произошло формирование 
биологических функций, среди которых мы выделили семь: 
биологическую функцию трофологии; функцию гомеостаза; 
биологическую функцию эндоэкологии; функцию адаптации; 
биологическую функцию продолжения вида; биологическую 
функцию локомоции и когнитивную биологическую функ-
цию, высшим проявлением которой является интеллект.

Мы считаем очевидным тот факт, что согласно биогенети-
ческим основам общей биологии, которые сформулировал Э. 
Геккель, функциональное единению фило- и онтогенеза, на-
рушения биологических функций и биологических реакций, 
которые реализованы in vivo, заложены в патогенезе каждого 
физиологичного и патологического процесса; медицина – 
наука историческая. Исходя из этого этиологию и патогенез 
каждого процесса рационально рассматривать в динамике, 
на ступенях филогенеза. Основными приёмами общей био-
логии и медицины как составной ее части являются едине-
ние структуры и функции; единение основных этапов фило- 
и онтогенеза; единая технология становления в филогенезе 
функциональных систем; применение системного подхода 
общей биологии для объяснения происходящего in vivo. Мы 
предлагаем включить в перечень методологических приёмов 
общей биологии ещё два: преемственность становления на 
ступенях филогенеза биологических функций, биологиче-
ских реакций; методологический приём «биологической су-
бординации». 

Согласно биологической преемственности, каждая из 
биологических функций и биологических реакций совер-
шенствуется в первую очередь не путем возникновения чего-
то совсем нового (это удел генетических мутаций), а путем 
длительного развития того, что сформировано на ранних сту-
пенях филогенеза. Прием «биологической субординации» 
состоит в том, что новый гуморальный (гормональный) ме-
диатор регуляции метаболизма in vivo органично надстраива-
ется над действующими факторами, функционально с ними 
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взаимодействует, но изменить регуляторное действие фило-
генетически более ранних гуморальных медиаторов более 
поздний не может. 

Филогене́з (греч. phylon - племя, раса, и genetikos - имею-
щий отношение к рождению) - развитие видов; филогенез 
– единый анамнез всего живого. Общая патология выясня-
ет этиологические факторы, закономерности становления 
и развития (патогенез) афизиологичных процессов и болез-
ней, нарушения метаболизма, функции дистального и прок-
симального отделов кровообращения, нарушения роста и 
многостороннего развития in vivo и исход заболеваний. Под-
держание постоянства межклеточной среды организма, ста-
бильность параметров приватизированного каждой особью 
«кусочка» третьего мирового океана, в котором в той же фи-
логенетически постоянной среде in vivo функционируют все 
клетки, обеспечивая разные биологические функции, – это 
биологическая реакция трофологии (питания); реакция го-
меостаза и биологическая реакция эндоэкологии. Среди био-
логических функций in vivo функция трофологии, индукция 
субстратом является основополагающей [8]. Это определено 
тем, что животные организмы в большинстве своем явля-
ются гетеротрофами. Можно утверждать, что основой всех 
метаболических пандемий у травоядного в филогенезе вида 
Homo sapiens в первую очередь является нарушение функции 
трофологии, выраженная индукция афизиологичным плото-
ядным субстратом, мясной пищей или просто избыточным ее 
количеством [9]. 

Функция гомеостаза, мы полагаем, означает, что в меж-
клеточной среде для каждой из клеток всегда всего достаточ-
но; эту функцию реализуют сотни биохимических реакций, 
которые продуцируют, поддерживают оптимальную концен-
трацию в плазме крови каждого из аналитов путем актива-
ции его синтеза и катаболизма. Биологическая функция эн-
доэкологии, мы считаем, означает, что в межклеточной среде 
всегда «чисто», не повышено in vivo содержание ни малых, 
ни больших физиологичных, афизиологичных и явно патоло-
гических флогогенов – инициаторов биологической реакции 
воспаления. 

Биологическую функцию эндоэкологии («чистоты» меж-
клеточной среды) реализуют всего две биологические реак-
ции: биологическая реакция экскреции и реакция воспаления. 
Биологическая реакция экскреции выводит из внеклеточной 
среды и организма эндогенные и экзогенные флогогены с 
мол. массой менее 70 кДа (равно или менее мол. массы аль-
бумина). Это происходит путем активной фильтрации их в 
первичную мочу через базальную мембрану гломерул не-
фрона, паракринно регулируемого сообщества (ПС) клеток, 
которые составляют структуру и функциональную основу 
почек. Нефроны не допускают накопления в межклеточной 
среде катаболитов (метаболитов), которые могут афизиоло-
гично, физико-химически воздействовать на биохимические 
процессы in vivo. 

Эндогенные макромолекулы с мол. массой более 70 кДа 
из организма вывести невозможно; приходится их утилизи-
ровать in vivo, in situ при реализации биологической реакции 
воспаления. Функция биологической реакции воспаления 
– утилизация в первую очередь больших эндогенных фло-
гогенов – инициаторов биологической реакции воспаления 
[10]; клетки физиологично продуцируют их при реализации 
биологических функций. Это происходит и при физиологич-
ной, запрограммированной гибели клеток, которые заверши-
ли биологический цикл, – апоптозе. Среди всех флогогенов, 
утилизация которых происходит в рамках биологической 
функции воспаления, зкзогенные инфекционные патогены 
составляют не более нескольких процентов. Утилизация in 
vivo всех эндогенных флогогенов, экзогенных инфекцион-
ных патогенов и индифферентных ксенобиотиков проис-
ходит по единому алгоритму. Как и во всех биологических, 
биохимических реакциях, доминирующей в биологической 

реакции воспаления является индукция субстратом - количе-
ство в межклеточной среде флогогенов большой мол. массы. 
Эндогенные физиологичные флогогены ( лат. phlogosis - вос-
паление, синоним термина inflammatio) независимо от этио-
логических факторов их образования в онтогенезе всегда мо-
гут вызвать повреждение тканей. 

Биологическую функцию адаптации реализуют следую-
щие реакции: реакция стресса; биологическая реакция ком-
пенсации; реакция компенсаторной противовоспалительной 
защиты; реакции врождённого и приобретённого иммуните-
та [11]. Биологический стресс служит в филогенезе защит-
ным механизмом, стереотипной реакцией in vivo на любые 
воздействия. На клеточном уровне биологическая реакция 
стресса стимулирует образование и активацию протеосом, 
усиливая процессы катаболизма в клетке, а также активирует 
экспрессию белков теплового шока шаперонов. Шапероны 
– эволюционная (филогенетически) важная система защиты 
клеток, уникальные ремоделирующие белки, которые спо-
собствуют выживанию клеток в условиях стресса. 

Белки-шапероны предотвращают агрегацию белков с на-
рушенной конформацией. Это позволяет сохранить функцио-
нальную конформацию (третичную и четвертичную структу-
ру) функционально наиболее важных протеинов. Биологиче-
ская реакция воспаления обеспечивает далее утилизацию in 
vivo всех белков-шаперонов клетками рыхлой соединитель-
ной ткани (РСТ) – оседлыми, резидентными макрофагами, 
в каждом из ПС клеток. Утилизация эндогенных флогогенов 
большой мол. массы из локального пула внутрисосудистой 
среды происходит путем выведения их в интиму артерий 
эластического и смешанного типа. В проксимальном отде-
ле артериального русла, интиме артерий эластического типа 
оседлые полифункциональные макрофаги реализуют био-
логическую реакцию воспаления, биологическую функцию 
эндоэкологии.

Любое заболевание (независимо от этиологических 
факторов) является нарушением биологических функций и 
биологических реакций. При значимом изменении физио-
логических условий для продолжения функции in vivo необ-
ходимо приспособление организма к афизиологиным усло-
виям - адаптация (формирование оптимальных изменений) 
и компенсация нарушения физиологичных процессов. Био-
логическая реакция компенсации развивается в условиях 
патологии; это совокупность реакций, которые направлены 
на восстановление нарушенных биологических функций. 
Смысл реакций компенсации - восстановление функций на 
трех уровнях относительного биологического совершенства: 
на аутокринном (клеточном) уровне; в ПС клеток, органах, 
системах органов; на уровне организма in vivo. Реализация 
биологической функции адаптации может проявляться в 
форме афизиологичных процессов с элементами атрофии, 
гипертрофии, гиперплазии, перестройки тканей, явлениями 
метаплазии и дисплазии. Реализация реакция адаптации тре-
бует расхода субстратов, затрат энергии в форме аденозин-
трифосфата (АТФ), активации секреции гормонов эндокрин-
ной системы и липолиза в висцеральных жировых клетках 
(ВЖК) сальника. При выздоровлении, возвращении метабо-
лизма in vivo к исходным, физиологиным условиям механиз-
мы адаптации становятся менее выраженными, формируя 
не всегда исходные условия. Окончание афизиологичного 
процесса биологической реакции воспаления – полное вы-
здоровление [12]. 

Каким образом типы гиперлипопротеинемии (ГЛП), 
сформировавшиеся на ступенях филогенеза, реализуют в 
онтогенезе нарушение биологической функции питания, 
функции трофологии. Э. Геккель примерно 150 годами ранее 
сформулировал биогенетический постулат, согласно кото-
рому в индивидуальном развитии, онтогенезе, in vivo всег-
да воспроизводятся основные этапы филогенеза. Согласно 
филогенетической теории общей патологии, половина типов 
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ГЛП при электрофорезе ЛП является следствием нарушения 
биологической функции трофологии. Это действие факторов 
внешней среды, факторов эпигенетики, функции питания, 
биологической реакции экзотрофии - внешнего питания. 
Генетически обусловленными фенотипами нарушения мета-
болизма является ГЛП фенотипа I, ГЛП фенотипа IIа [13] и 
фенотипа III. Эпигенетическими, сформированными типами 
ГЛП наиболее часто при нарушении биологической реакции 
экзотрофии являются, по нашему мнению, фенотип нормо-
липидемии (нет ГЛП) по данным денситометрии электрофо-
реграмм ЛП; нечасто мы устанавливаем ГЛП типа IV; намно-
го более часто пациенты имеют ГЛП типа IIб и редко - вы-
раженную ГЛП типа V [14]. 

Согласно филогенетической теории общей патологии, на 
ступенях филогенеза, как мы считаем, по мере становления 
видов животных в океане все плотоядные были рыбоядными: 
все они поедали себе подобных, все были экзотрофами, все 
субстраты они поглощали извне. В полной мере плотоядны-
ми или травоядными животные стали только на суше. 

· Поедая с пищей гидрофобные ЖК, плотоядные перено-
сили их in vivo в гидрофильной межклеточной среде в фор-
ме триглицеридов (ТГ) последовательно в трех классах ЛП: 
в апоВ-48 хиломикронах (ХМ)→апоВ-100 ЛП очень низ-
кой плотности (ЛПОНП)→апоВ-100 ЛП низкой плотности 
(ЛПНП) [15]. Клетки поглощали ЖК в составе ЛП, в форме 
гидрофобных ТГ, эфиров с трехатомным спиртом глицери-
ном путем апоВ-100-эндоцитоза лигандных ЛПНП. 

· На суше при отсутствии плотоядной пищи и изобилии 
растений большинство животных вымерли; небольшая часть 
из них все-таки стали травоядными. Они уже не поглощали с 
пищей ЖК в форме ТГ; ЖК стали cинтезировать гепатоциты 
in situ de novo из экзогенной глюкозы; функция ХМ при этом 
оказалась невостребованной [16]. Из экзогенной глюкозы ге-
патоциты синтезировали главным образом пальмитиновую 
насыщенную жирную кислоту (НЖК); вариант метаболизма 
in vivo ЖК оставался, как и у рыбоядных, пальмитиновым. 
Митохондрии, так же нарабатывают АТФ при окислении в 
матриксе пальмитиновой НЖК [17]. Согласно биологическо-
му приему преемственности, функция ХМ in vivo потенци-
ально сохранена. 

· Через миллионы лет при становлении в филогенезе био-
логической функции локомоции - движения за счет сокраще-
ния поперечнополосатых, скелетных миоцитов и кардиомио-
цитов инсулин, формируя систему регуляции метаболизма, 
в первую очередь синтеза и метаболизма ЖК, образовал 
новый вариант переноса ЖК в форме ТГ. Инсулин экспрес-
сировал вариант векторного переноса только насыщенных и 
мононенасыщенных ЖК (НЖК + МЖК) - субстратов с це-
лью окисления их в митохондриях инсулинзависимых кле-
ток и синтеза в матриксе органелл макроэргического АТФ. 
Инсулин, регулируя метаболизм ЖК, экспрессировал синтез 
в гепатоцитах и инсулинзависимых подкожных адипоцитах 
двух новый ферментов: пальмитоил-КоА-элонгазу и стеарил-
КоА-десатуразу [18]. Они активировали превращение всей 
синтезированной гепатоцитами in situ de novo из глюкозы 
пальмитиновой НЖК в олеиновую МЖК. 

Это происходит по следующему пути: С16:0 пальмити-
новая НЖК (пальмитоил-КоА-элонгаза)→С18:0 стеариновая 
НЖК (стеарил-КоА-десатураза)→ ῳ-9 цис-18:1-олеиновая 
МЖК [19]. Митохондрии клеток окисляют олеиновую НЖК 
в 4–5 раз более интенсивно, чем пальмитиновую НЖК, на-
рабатывая макроэргический АТФ с наиболее высокой произ-
водительностью. Инсулин сформировал векторный перенос 
НЖК + МЖК в форме пальмитиновых и олеиновых ТГ в 
составе только олеиновых ЛПОНП и поглощение их клет-
ками путем апоЕ/В-100-эндоцитоза; образования олеиновых 
ЛПНП в кровотоке не происходит. При этом у травоядных 
животных, у которых процессы метаболизма ЖК и обеспе-
чение энергией регулирует инсулин, перенос НЖК + МЖК к 

клеткам стал еще короче. Вместе с тем все ранние на ступе-
нях филогенеза варианты переноса ЖК в ЛП потенциально 
сохранили активность; функционально они неактивны толь-
ко по той причине, что нет индукции специфичным субстра-
том. В зависимости от того, какая ЖК этерифицирована в 
sn-2 (среднем положении трехатомного спирта глицерина) с 
вторичной спиртовой группой, все ТГ мы разделили на паль-
митиновые, олеиновые и линолевые. Поскольку стерическая, 
пространственная форма этих ТГ выраженно разная, гепато-
циты этерифицируют эти ТГ раздельно в пальмитиновые, 
олеиновые и линолевые ЛПОНП.  

Так, на ступенях филогенеза биологическая функция тро-
фологии, реакция экзотрофии и активность инсулина опреде-
лили все особенности переноса ЖК в составе ЛП и погло-
щение их клетками; можно полагать, что так происходит и 
в онтогенезе. На ступенях филогенеза за миллионы лет по-
следовательно сформировались три варианта переноса ЖК в 
форме ТГ в апоВ ЛП: 

I.	 ХМ + ЛПОНП + ЛПНП; 
II.	 ЛПОНП + ЛПНП; 
III.	 ЛПОНП. 
Первый вариант переноса ЖК функционирует в межкле-

точной среде у рыбоядных (плотоядных) при жизни в океане; 
это происходит при высоком, оптимальном на ранних сту-
пенях филогенеза содержании in vivo экзогенной пальмити-
новой НЖК; всасывают экзогенные ЖК энтероциты тонкой 
кишки. У рыбоядных в океане и у плотоядных на суше в 
переносе к клеткам ЖК в форме пальмитиновых ТГ в паль-
митиновых ЛП задействованы 3 класса ЛП [20]. 

У травоядных животных на суше (вариант II), предки 
которых в океане были рыбоядными и которые синтез инсу-
лина еще не начали, основу переноса ЖК in vivo составляла 
пальмитиновая НЖК, пальмитиновые ТГ переносят однои-
менные ЛПОНП и ЛПНП [21]. При этом эндогенную паль-
митиновую НЖК синтезировали уже гепатоциты из глюкозы 
пищи. В связи с этим необходимости в ХМ для переноса ЖК 
в форме пальмитиновых ТГ не стало. 

Формирование этапа III переноса в олеиновых ЛПОНП, 
в основном олеиновых ТГ, МЖК и оптимальное количество 
НЖК в составе олеиновых ТГ инициировал инсулин; это 
происходило при реализации биологической функции локо-
моции. В гепатоцитах инсулин экспрессирует превращение 
всей эндогенно синтезированной из глюкозы пальмитиновой 
НЖК в олеиновую МЖК; ее в форме олеиновых ТГ пере-
носят только олеиновые апоЕ/В-100 ЛПОНП. Все инсулин-
зависимые клетки поглощают олеиновые ЛПОНП путем 
апоЕ/В-100- эндоцитоза; образования олеиновых ЛПНП не 
происходит. При электрофорезе ЛП у рыбоядных (плотояд-
ных) наиболее часто можно выявить ГЛП типа V. У травояд-
ных до становления функции инсулина ЛП в плазме крови 
соответствуют ГЛП типа IV и много чаще ГЛП типа IIб. У 
травоядных при активной функции инсулина формируется 
электрофограмма ЛП, которая выявляет отсутствие ГЛП. Три 
варианта переноса ЖК в ЛП на ступенях филогенеза и есть 
основа формирования тех же типов ГЛП в онтогенезе при ин-
дукции афизиологичной для травоядного вида Homo sapiens 
мясной, плотоядной пищей. 

На ступенях филогенеза под влиянием условий внешней 
среды при изменениях индукции субстратом (уменьшение 
поступления экзогенной пальмитиновой НЖК) физиологич-
но изменения переноса ЖК в апоВ ЛП происходили в направ-
лении I→II→III. Можно полагать, что в онтогенезе у всех 
травоядных при формировании индукции афизиологичным 
субстратом (экзогенной пальмитиновой НЖК) негативные 
сдвиги in vivo в переносе к клеткам ЖК развиваются в афи-
зиологичном направлении III→II→I. Обоснованно полагать, 
что в онтогенезе афизиологичная индукция субстратом, из-
быточным количеством пальмитиновой НЖК в свою очередь 
инициирует негативные изменения в системе ЛП. Согласно 
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[25]. Это первые симптомы метаболической пандемии, кото-
рую мы именуем атеросклерозом. 

Атеросклероз формируют: 
– нарушение физико-химических параметров экзоген-

ных и эндогенных ЖК, отношения МЖК/НЖК; изменения 
физико-химических свойств ТГ - субстратов для ферментов 
гидролиза (липолиза) в кишечнике, плазме крови и цитоплаз-
ме клеток; выраженные физико-химические различия пози-
ционных изоформ пальмитиновых и олеиновых ТГ; 

– формирование в крови безлигандных, пальмитиновых 
ЛПОНП→ЛПНП и зависимое от количества пальмитиновых 
ЛПОНП [26] формирование на ступенях филогенеза типов 
ГЛП. Это происходит в афизиологичной последовательности 
в онтогенезе травоядных: нет ГЛП→ГЛП типа IV→ГЛП типа 
IIб и ГЛП типа V. Последний тип ГЛП указывает на то, что 
питание пациента близко к плотоядному; 

– блокада поглощения клетками эссенциальных ПНЖК, 
нарушение синтеза биологически активных эйкозаноидов, 
включая простагландины, простациклины, тромбоксаны, 
лейкотриены, активация компенсаторного синтеза афизио-
логичных медиаторов из эндогенно синтезированных не 
ПНЖК, а только из ННЖК; 

– нарушение функции интегральных протеинов плазма-
тической мембраны клеток, включая ионные помпы, ионные 
моно- и дипортеры, рецепторы, мембранные транслоказы и 
изменение физико-химических свойств гидрофобных кла-
стеров плазматической мембраны – рафтов (плотов) в клет-
ках по причине нарушения синтеза менее гидрофобных, 
заряженных аминофосфолипидов. Не забудем, что амино-
фосфолипиды формируют в плазматической мембране для 
каждого интегрального белка менее гидрофобное окружение 
в выраженно гидрофобной плазматической мембране из фос-
фатидилхолинов; 

– выраженные нарушения in vivo адгезии клеток, включая 
агрегацию тромбоцитов, формирование тромбообразования 
в артериолах мышечного типа и нарушения эндотелийзави-
симой вазодилатации в раннем филогенезе, дистальном от-
деле артериального русла. 

Если атеросклероз - это следствие нарушения биологиче-
ской функции трофологии, атероматоз в свою очередь - это 
а) компенсаторная реакция на формирование атеросклеро-
за и б) реализация биологической функции эндоэкологии – 
поддержание «чистоты» межклеточной среды in vivo [27]. 
Атеросклероз и атероматоз - два разных афизиологичных 
процесса с разными факторами этиологии и разным пато-
генезом; это нарушение in vivo двух разных биологических 
функций. Согласно предложенной нами филогенетической 
теории общей патологии, атеросклероз является нарушени-
ем биологической функции трофологии, функции питания, 
биологической реакцией экзотрофии. Атеросклероз индуци-
рован неоптимальным для Homo sapiens субстратом – плото-
ядной (мясной) пищей, далее in vivo следует формирование 
пальмитинового, физиологичного, раннего в филогенезе, ме-
нее эффективного варианта метаболизма in vivo ЖК взамен 
более позднего на ступенях филогенеза высокоэффективного 
олеинового варианта метаболизма ЖК. 

В реализации биологической функции эндоэкологии ате-
роматоз становится процессом, к сожалению, патологической 
компенсации. Атероматоз призван устранить все последствия 
нарушения переноса ЖК при афизиологичной индукции суб-
стратом (пальмитиновыми ТГ) а) в структуре ЛПОНП; б) в 
апоЕ/В-100-рецепторном эндоцитозе; в) в функции ЛПНП и 
г) в апоВ-100-эндоцитозе их клетками in vivo. 

При атероматозе последовательно происходит следую-
щее: 

– физиологичная денатурация безлигандных, пальмити-
новых ЛПОНП→ЛПНП в крови циркулирующими нейтро-
филами путем активации перекисного окисления апоВ-100 
активными формами кислорода в физико-химической реак-

общей биологии и постулату Э. Геккеля «онтогенез повторяет 
основные этапы филогенеза», можно обоснованно полагать 
следующее. Если травоядный в филогенезе Homo sapiens на-
чинает злоупотреблять плотоядной (мясной) пищей, вместо 
нормолипопротеинемии в плазме крови при электрофорезе 
ЛП начинается выявление транзиторной ГЛП типа IV, далее 
в течение времени она превращается в ГЛП типа IIб. Если 
же пациент практически переходит на плотоядное питание, 
к переносу от энтероцитов к гепатоцитам подключаются ин-
дуцированные афизиологиным субстратом ХМ и формиру-
ется ГЛП типа V. В Германии и Чехии ГЛП типа V именуют 
«пивным» типом. Не исключено, что эти пациенты имеют в 
основе формирования типов ГЛП и генетические нарушения, 
и плотоядное питание их только провоцирует. 

Пальмитиновые ЛПНП→ЛПНП, высокий ХС-ЛПНП 
– нарушение функции трофологии при индукции плотояд-
ной пищей. При травоядном, рыбоядном питании, активной 
функции инсулина и синтезе гепатоцитами олеиновой МЖК 
в крови циркулируют только олеиновые ЛПОНП. Они пере-
носят к клеткам С16 – С18 МЖК + НЖК в составе олеино-
вых ТГ; это субстраты для окисления в митохондриях, для 
наработки макроэргического АТФ. ЛПНП представлены пре-
имущественно линолевыми ЛПНП; они переносят к клеткам 
полиеновые, экзогенные полиненасыщенные ЖК (ПНЖК) 
в форме эфиров со спиртом ХС, в полиеновые эфиры ХС 
(поли-ЭХС) как холестероларахидонат. Заметим, что НЖК 
двойных связей (ДС) не содержат; МЖК имеют одну ДС; у 
ненасыщенных ЖК (ННЖК) в цепи расположены 2 - 3 ДС 
и в ПНЖК – 4 - 6 ДС. Содержание олеиновых ЛПОНП до-
стоверно отражает низкий уровень спирта глицерина (содер-
жание ТГ) и ХС-ЛПНП в составе поверхностного монослоя 
липидов. ЛПНП переносят главным образом ПНЖК в форме 
полиеновых эфиров спирта ХС – поли-ЭХС. 

При поедании мясной пищи в гепатоциты поступает воз-
росшее количество экзогенной пальмитиновой НЖК; при 
оптимальном увеличении клетки физиологично этерифици-
руют НЖК в олеиновые ТГ и структурируют в одноименные 
ЛПОНП. Если количество пальмитиновой НЖК афизиоло-
гично высоко и этерифицировать ее в олеиновые ТГ не по-
лучается, гепатоциты начинают синтезировать пальмитино-
вые ТГ [22], структурировать их в состав пальмитиновых 
ЛПОНП, секретируя их в кровь. В ЛП возрастает содержание 
ТГ, пальмитиновые ЛПНП образуют полосу β-ЛП на элек-
трофореграмме. В плазме крови (компенсаторно) возрастает 
активность печеночной глицеролгидролазы (ГЛГ) и содер-
жание кофактора апоС-III, формируя при этом ГЛП типа IIб 
[23]. 

Олеиновые ТГ в одноименных ЛПОНП являются опти-
мальным субстратом для действия постгепариновой липо-
протеинлипазы и ее кофактора апоС-II [24]. Секреция гепато-
цитами в кровь пальмитиновых ЛПОНП индуцирует синтез 
клетками печени иного фермента, оптимального для гидро-
лиза пальмитиновых ТГ в одноименных ЛПОНП; это пече-
ночная ГЛГ и кофактор апоС-III. При действии же неопти-
мальной липазы при электрофорезе ЛП формируется ГЛП 
типа IIб. Если экзогенной пальмитиновой НЖК становится 
много, как при плотоядном питании, афизиологичная, отра-
ботанная на ступенях филогенеза индукция субстратом под-
ключает хиломикроны для переноса НЖК от энтероцитов к 
гепатоцитам, формируя к крови ГЛП типа V (вариант III). 

Атеросклероз и атероматоз – прообразы физиологич-
ных процессов in vivo, нарушения двух разных биологических 
функций. У всех особей в любом возрасте нарушение био-
логической функции трофологии, заложенной на ступенях 
филогенеза, потребление мясной пищи выше оптимального 
физиологичного уровня является первопричиной повыше-
ния в плазме крови содержания вначале ТГ (спирта глице-
рина). Далее следует повышение уровня пальмитиновых 
ЛПОНП→ЛПНП, ХС-ЛПНП и формирование синдрома ИР 
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ции «респираторного взрыва». Количество образованных ак-
тивных форм кислорода определено индукцией субстратом 
- числом циркулирующих в крови безлигандных, пальмити-
новых ЛПОНП→ЛПНП и типом ГЛП [28]. Перекисное окис-
ление липидов – это побочная реакция; суть физиологичной 
денатурации - физико-химические реакции окисления - со-
стоит в формировании в апоВ-100  антигенных эпитопов, 
денатурации апо; 

– наличие антигенных эпитопов на поверхности физиоло-
гично денатурированных пальмитиновых ЛПОНП→ЛПНП 
распознают толл-подобные рецепторы-4 на мембране имму-
нокомпетентных клеток. Они формируют иммунную, функ-
циональную метку – «подлежит удалению»; одновременно 
происходит активация иммунной системы компонентов ком-
племента [29]; 

· за функцией системы компонентов комплемента сле-
дует опсонизация пальмитиновых ЛПНП, перенос их через 
монослой эндотелия. Его активирует биологическая реакция 
трансцитоза за счет активации функции эндотелийзависимой 
вазодилатации и локального повышения в дистальном отделе 
артериального русла гидродинамического давления. Выведе-
ние эндогенно синтезированных, физиологично денатуриро-
ванных ЛП в интиму артерий, как и всех иных флогогенов 
большой мол. массы, происходит в позднем в филогенезе 
проксимальном отделе артериального русла, артериях эла-
стического типа;

· на поздних ступенях филогенеза при замыкании систе-
мы кровообращения интима стала местом сбора и утилиза-
ции больших эндогенных флогогенов из внутрисосудистого, 
локального пула межклеточной среды. Чтобы перенесенные 
трансцитозом флогогены не вышли обратно в кровоток, их 
связывают протеогликановые компоненты матрикса интимы; 

· физиологично утилизацию всех флогогенов в интиме 
реализуют мультифункциональные, филогенетически ран-
ние оседлые макрофаги [30]. Эти клетки утилизируют эн-
догенные флогогены полностью, используя для этого биоло-
гическую функцию эндоэкологии, биологическую реакцию 
воспаления. На этом, казалось бы, физиологичная утилиза-
ция афизиологиных ЛПОНП→ЛПНП заканчивается. Однако 
суть всегда сокрыта в деталях. 

При соблюдении травоядным видом Homo sapiens фило-
генетически обоснованной пищи при метаболизме липидов 
в принципе пальмитиновые ТГ и пальмитиновые ЛПОНП 
практически не образуются [31]. Малое их количество осед-
лые макрофаги интимы утилизируют полностью. Ранние 
в филогенезе мультифункциональные макрофаги лишены 
способности пролиферировать. В условиях формирования 
большого количества пальмитиновых ЛПОНП возможно-
стей оседлых макрофагов оказывается явно недостаточно. 
Недостаток компенсирует функция моноцитов→макрофагов 
гематогенного происхождения. Однако они являются менее 
полифункциональными; они не могут гидролизовать все 
ПНЖК, этерифицированные спиртом ХС в форму поли-ЭХС. 
Это подтверждено тем, что основу атероматозных масс в 
плотных бляшках интимы артерий составляют частично ка-
таболизированные (укороченные, С18) ПНЖК, этерифици-
рованные спиртом ХС, поли-ЭХС.  

Атеросклероз и атероматоз – это биологические реакции 
компенсации, реализация биологической функции адапта-
ции. Они инициированы индукцией афизиологичным суб-
стратом, когда травоядный в филогенезе Homo sapiens на-
чинает в афизиологично большом количестве поедать мясо, 
становится порой совсем плотоядным [32]. Атеросклероз 
– результат формирования in vivo физиологичного, но более 
раннего в филогенезе варианта переноса ЖК в форме ТГ в 
составе апоВ-100 ЛПНП. Он индуцирован афизиологичным 
избытком плотоядной пищи; атероматоз – филогенетическая 
компенсация этого процесса, реализованная in vivo, к сожа-
лению, не в физиологичном исполнении.

Какое количество пальмитиновой НЖК в пище и in vivo 
можно считать физиологичным? Позиционные изоформы 
пальмитиновых и олеиновых ТГ. Противоположные сдвиги 
в переносе ЖК на ступенях филогенеза и в онтогенезе при 
поедании травоядными мяса, повышение ХС-ЛПНП являют-
ся отражением компенсаторной, физиологичной реакции in 
vivo в ответ на нарушение индукции субстратом [33]. Важ-
но в первую очередь понять, а далее оценивать количество 
пальмитиновой НЖК, которое инсулинзависимые ЛПОНП + 
апоЕ/В-100-эндоцитоз могут перенести к клеткам, а инсулин-
зависимые клетки поглотить в составе олеиновых ЛПОНП 
без образования пальмитиновых ТГ, пальмитиновых ЛПОНП 
и повышения ХС-ЛПНП. Для этого мы предлагаем рассмо-
треть спектр в плазме крови позиционных изоформ пальми-
тиновых и олеиновых ТГ, оценить региоспецифичный состав 
ТГ [34]. 

Особенность всех внеклеточных липаз in vivo (панкреа-
тическая липаза, печеночная ГЛГ и постгепариновая ЛПЛ) 
состоит в том, что они в кровотоке в составе ТГ гидролизуют 
одну (максимально две) ЖК в sn-1 и sn-3 и эфирные связи ЖК 
только с первичными спиртовыми группами глицерина. Од-
новременно липазы не могут гидролизовать эфирную связь 
ЖК с вторичной спиртовой группой в sn-2. Поэтому из sn-2 
клетки поглощают ЖК не как полярную неэтерифицирован-
ную ЖК (НЭЖК), а только в форме 2-моноацилглицерида. В 
отличие от ЖК в sn-1 и sn-3 ЖК из sn-2 обязательно будет 
поглощена клетками. В зависимости от того, какая ЖК эте-
рифицирована глицерином в sn-2, мы делим все ТГ на паль-
митиновые, олеиновые и линолеые, содержание которых в 
плазме крови является большим. Выраженное различие сте-
рических, пространственных форм ТГ, мы полагаем, являет-
ся основой того, что апоВ-100 избирательно структурирует 
их в ЛПОНП, формируя раздельно пальмитиновые, олеино-
вые и линолевые ЛПОНП. 

Если расставить все пальмитиновые и олеиновые пози-
ционные изоформы ТГ в порядке возрастания скорости их 
гидролиза при действии липаз, образуется последователь-
ность: 

ППП - ППО - ОПП - ОПО - ПОП - ПОО - ООП – ООО. 
Эти восемь позиционных изоформ ТГ доминируют среди 

общего числа 40 - 45 изоформ ТГ в апоВ-100 ЛП в плазме 
крови здоровых добровольцев. С наиболее высокой констан-
той скорости реакции липазы in vivo гидролизуют позицион-
ные изорформы ТГ как олеил-олеил-олеат глицерол (ООО). 
ТГ как польмитоил-пальмитоил-пальмитат глицерол (ППП) 
липазы не гидролизуют вообще. Пальмитиновыми ТГ явля-
ются ППП – ППО – ОПП - ОПО, олеиновыми - соответствен-
но ПОП – ПОО – ООП - ООО. Все олеиновые ТГ гепатоциты 
структурирует в состав олеиновых ЛПОНП; клетки погло-
щают сформировавшие лиганд олеиновые ЛПОНП путем 
апоЕ/В-100-эндоцитоза; олеиновые ЛПНП при этом не об-
разуются. Параметры гидролиза индивидуальных олеиновых 
ТГ, естественно, различаются [35]: акцептором НЭЖК в ре-
акции липолиза является белок альбумин. Постгепариновая 
ЛПЛ обладает позиционной специфичностью и гидролизует 
в первую очередь ЖК в sn-1.  

У травоядных, у вида Homo sapiens физиологичным, мы 
считаем, является то количество пальмитиновой НЖК, ко-
торое возможно этерифицировать в состав олеиновых ТГ и 
структурировать в олеиновые ЛПОНП. С наименьшей ско-
ростью реакции постгепариновая ЛПЛ гидролизует олеи-
новые позиционные изоформы ТГ как пальмитоил-олеил-
пальмитат (ПОП) глицерол. В составе ПОП в олеиновые ТГ 
этрифицировано в 2 раза больше пальмитиновой НЖК, чем в 
иные изоформы олеиновых ТГ как пальмитоил-олеил-олеат 
(ППО) и олеил-олеил-пальмитат глицерол (ООП). 

В биохимических реакциях при гидролизе эфиров (ТГ) 
in vivo в составе ЛП; при поглощении ЖК митохондриями 
и окислении в матриксе в цикле Кребса и в дыхательной це-
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пи олеиновая МЖК в несколько раз активнее пальмитиновой 
НЖК. Однако в физико-химических реакциях более гидро-
фобная пальмитиновая НЖК с температурой плавления поч-
ти в 5 раз выше, чем олеиновая МЖК (13,5 и 63,1◦С), является 
более активной (см. таблицу). Если при нарушении функции 
инсулина, синдроме ИР гепатоциты из экзогенной глюкозы 
синтезируют не олеиновую МЖК, а только пальмитиновую 
НЖК, происходит формирование пальмитиновых ТГ с эте-
рификацией пальмитиновой НЖК в sn-2 спирта глицерина. 
Далее 2-глицеропальмитат в гепатоцитах этерифицирует в 
пальмитиновые ТГ олеиновую МЖК в позициях sn-1 и sn-3. 
Мы полагаем, что в формировании типов ГЛП у пациентов 
с патологией сердечно-сосудистой системы основная пато-
генетическая роль принадлежит нарушению регуляторной 
активности инсулина и синтезу гепатоцитами из экзогенной 
глюкозы эндогенной пальмитиновой НЖК; афизиологичной 
индукции субстратом у травоядных, избыточному количе-
ству в плотоядной (мясной пище) пище экзогенной пальми-
тиновой НЖК. 

Первым условием физиологичного переноса к клет-
кам пальмитиновой НЖК в составе олеиновых ТГ является 
преимущественный синтез в гепатоцитах de novo олеиновой 
МЖК из экзогенной глюкозы при действии инсулина. Только 
эндогенно синтезированную олеиновую МЖК гепатоциты 
этерифицируют с трехатомным спиртом глицерином в sn-2 
со вторичной спиртовой группой. Эти же гепатоциты этери-
фицируют пальмитиновую НЖК в sn-1 и sn-3 c первичными 
спиртовыми группами [36]. Можно полагать, что индукция 
субстратом – пальмитиновой НЖК (эндогенной в первую 
очередь и экзогенной – во вторую) и является причиной до-
минирования среди позиционных форм олеиновых ТГ как 
ПОП. Вероятно, в такой, не столь часто повторяющейся си-
туации у пациентов формируется ГЛП типа IV, если в физио-
логичных олеиновых ТГ преобладает позиционная изоформа 
как ПОП. В экспериментах показано, что при этерификации 
НЖК в sn-2 глицерина энтероциты всасывают гидролизован-
ные ТГ более активно, и длительность постпрандиальной ги-

перлипидемии меньше, чем при всасывании олеиновых ТГ 
[37]. 

Если поступление с пищей экзогенной пальмитиновой 
НЖК превышает количество олеиновой МЖК, этерифици-
ровать олеиновую МЖК первой в олеиновые ТГ возмож-
ности нет. При этом происходит этерификация пальмити-
новой НЖК в sn-2 и синтез пальмитиновых ТГ. В гепато-
цитах апоВ-100 структурирует олеиновые ТГ в состав уже 
пальмитиновых ЛПОНП; в кровотоке их к клеткам пере-
носят уже не олеиновые, а пальмитиновые ЛПОНП [38]. В 
то же время пальмитиновые ТГ – это не оптимальный суб-
страт для гидролиза постгепариновой ЛПЛ, поэтому паль-
митиновые ЛПОНП не формируют апоЕ/В-100-лиганд, 
оставаясь безлигандными [39]. В крови они медленно 
превращаются в пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП. Имен-
но они формируют в кровотоке афизиологичные, малые, 
с высокой плотностью пальмитиновые ЛПНП [40]; при 
физиологичной, травоядной пище этих ЛП в крови чело-
века не бывает. С этого, мы полагаем, начинается процесс 
повышения в плазме крови ХС-ЛПНП. Далее электрофо-
рез ЛП выявляет не столь частое формирование в плазме 
крови ГЛП типа IV, и позже гораздо чаще ГЛП типа IIб до-
минирует среди всех афизиологичных типов ГЛП. Одно-
временно все это сопровождает компенсаторное повыше-
ние активности печеночной ГЛГ и повышение содержания 
апоС-III, для которых пальмитиновые ЛПОНП являются 
оптимальным субстратом.

Реальность формирования in vivo преимущественно по-
зиционных изоформ ТГ как ПОП демонстрируют позицион-
ные формы ТГ в пальмовом масле. Как и все растительные 
масла, пальмовое масло – олеиновое, в нем преобладают 
олеиновые ТГ и в sn-2 ТГ этерифицирована олеиновая МЖК, 
а в sn-1 и sn-3 доминирует пальмитиновая НЖК. Однако если 
дальнейшие пути ЖК из sn-2 можно заранее предсказать (ее 
обязательно поглотят энтероциты), будущее пальмитиновой 
НЖК в sn-1 и sn-3 предсказать труднее. Скармливая экспери-
ментальным животным пальмовое масло, мы вводим in vivo 
в 2 раза большее количество пальмитиновой НЖК по срав-
нению с иным маслом, однако содержание ХС в плазме кро-
ви повышается лишь на четверть. Это определено тем, что в 
тонкой кишке гидролизованная из sn-1 и sn-3 пальмитиновая 
НЖК в форме НЭЖК реагирует с ионами кальция и магния, 
образуя кальциевые и магниевые мыла. В водной среде они 
не являются нерастворимыми, и энтероциты всасывать их не 
могут; утилизирует мыла микробиота толстой кишки. Одно-
временно олеат кальция и олеат магния в гидрофильной сре-
де кишечного содержимого остаются растворимыми и их 
полностью всасывают энтероциты .

Биологические, филогенетические основы профилактики 
атеросклероза и атероматоза. Если на основании приве-
денной выше последовательности позиционных изоформ ТГ 
пищу пациента можно охарактеризовать как «сдвиг вправо», 
профилактика двух сочетанных патологических процессов - 
атеросклероза и атероматоза - будет успешной. Чем в боль-
шей мере реализация биологической функции трофологии, 
биологической реакции экзотрофии будет соответствовать 
сдвигу влево, тем выше риск становления атеросклероза и 
атероматоза, меньше время до развития симптомов ишемиче-
ской болезни, поражения атероматозом коронарных артерий, 
инцидентов острой коронарной недостаточности и инфаркта 
миокарда [41].  

Экзогенным фактором инициирования ГЛП наиболее 
часто является плотоядная, мясная пища, богатая пальми-
тиновой НЖК; самой афизиологичной пищей для травояд-
ного вида Homo sapiens является говядина. Содержание в 
ней пальмитиновой НЖК, одноименных ТГ наиболее вы-
соко в сравнении со всеми видами мяса: свининой, барани-
ной, кониной, мясом птицы. В sn-2 ТГ говядины наиболее 
часто этерифицирована пальмитиновая НЖК, в меньшей 

 Физико-химические свойства ЖК  

Формула ЖК Температура плавле-
ния, С°

С12:0 Лауриновая 44,2
С14:0 Миристиновая 53,9
С16:0 Пальмитиновая 63,1
С17:0 Маргариновая 61,3
С18:0 Стеариновая 69,6
С20:0 Арахиновая 76,5
С22:0 Бегеновая 81,5
С24:0 Лигноцериновая 86,0
С16:1 ῳ-9 Пальмитолеиновая -0,5
С18:1 ῳ-9  цис- Олеиновая 13,5
С18:1 ῳ-9  транс- Элаидиновая 44,5
С18:1 ῳ-7 Вакценовая 44,0

С24:1 ῳ-9 Нервоновая 42,5
С18:2 ῳ-6 Линолевая -5,0
С18:3 ῳ-3 Линоленовая -10,0
С20:4 ῳ-6 Арахидоновая -49,5
С22:5 ῳ-3 Клупанодоновая -45,0
С22:6 ῳ-3 Докозагексаеновая -44,1

П р и м е ч а н и е . АД – артериальное давление; * – р < 0,05.



203

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(4)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-4-196-204

Biochemistry

мере - олеиновая МЖК; в sn-1 и sn-3 наиболее часто рас-
полагается пальмитиновая ЖК [42]. То же можно сказать о 
коровьем молоке, сливках, сметане, сырах; в них в sn-2 ТГ 
всегда этерифицирована пальмитиновая НЖК. Уже в энте-
роцитах, а затем в гепатоцитах при реакции изомеризации 
пальмитиновую НЖК в sn-2 замещает олеиновая МЖК, а 
пальмитиновая НЖК перемещается в sn-3, формируя не-
желательные для липолиза позиционные изоформы олеино-
вых ТГ как ПОП; это явно не физиологичный субстрат для 
постгепариновой ЛПЛ. 

Изложенное способствует пониманию того, что если ис-
ключить врожденные, генетически обусловленные формы 
патологии, формирование in vivo двух афизиологичных про-
цессов - вначале атеросклероза и затем атероматоза - является 
следствием нарушения биологической функции трофологии 
(питания), биологической реакции экзотрофии, внешнего 
питания. В формировании типов ГЛП основную патогене-
тическую роль исполняют нарушение функции инсулина и 
афизиологичная индукция субстратом – поедание филоге-
нетически травоядным видом Homo sapiens избыточного ко-
личества мясной пищи. В афизиологичном исполнении всех 
биохимических реакций повинны только количественные на-
рушения индукции субстратом [43]. 

 Для объективной оценки того, что пациент, несмотря на 
возможные рассказы об аскетичном питании, злоупотребля-
ет мясной пищей, можно использовать тесты на содержа-
ние в сыворотке крови ТГ, общего ХС и ХС-ЛПНП. Более 
специфичными можно считать определение типов ГЛП при 
электрофорезе ЛП, компенсаторное, специфичное увеличе-
ние в крови апоС-III и апоВ-48. Количественное определение 
апоВ-48 дает возможность установить, являются ли остав-
шиеся в электрическом поле при электрофорезе на старте 
действительно ХМ или это физико-химические агрегаты 
пальмитиновых и олеиновых ЛПОНП.  

Согласно номенклатурным данным, коровье масло ла-
сково именуют сливочным маслом; на самом деле это жи-
вотный, пальмитиновый, насыщенный, молочный жир с 
высокоэффективным усвоением, высокой биодоступно-
стью. ТГ «конечных липидов» в молоке синтезированы так, 
что всю пальмитиновую НЖК, этерифицированную в sn-2 
пальмитиновых ТГ, и олеиновую МЖК - в sn-1 и sn-3 ТГ, 
обязательно поглотят все соматические клетки путем апоВ-
100-эндоцитоза в составе пальмитиновых ЛПНП путем 
апоВ-100-рецепторного эндоцитоза. Эти особенности имеют 
большое биологическое, физиологичное значение для ново-
рожденных в течение первых месяцев жизни, когда материн-
ское молоко является единственной пищей. 

 Биология не давала согласия на превращение млеко-
питающего Homo sapiens в млекопитающегося, который 
питается молоком всю жизнь. Общей биологией это не 
предусмотрено. Во всех диетах биологически оправдана 
замена в пище животного, насыщенного пальмитинового 
жира, именуемого сливочным маслом, на пальмовое, олеи-
новое масло растительного происхождения. На ступенях 
филогенеза вид Homo sapiеns последовательно сформиро-
вался как рыбоядный, травоядный (плодоядный), но никак 
не мясоед [44]. В течение всей жизни, особенно в пожи-
лом возрасте, надо помнить, что человек исторически тра-
вояден; избыточное количество животной пищи, особенно 
говядины, является основной причиной становления ГЛП 
разных типов в филогенетической и онтогенетической по-
следовательности. Гиперлипидемия, гипергликемия, гипе-
ринсулинемия и синдром ИР формируются как следствие 
и реакции компенсации в результате афизиологичного 
поедания мясной пищи.    
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конфликта интересов.
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ВЛИЯНИЕ ГИПЕРГЛИКЕМИИ НА ПОКАЗАТЕЛИ БИОХИМИЧЕСКОГО АНАЛИЗА КРОВИ 
IN VITRO

ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099, Самара

 Цель данного исследования - выявление возможных отклонений результатов биохимического анализа крови от истинных 
значений в условиях гипергликемии in vitro и зависимости данных изменений от групповой принадлежности  исследуемой 
крови. Нами был проведен биохимический анализ крови пациентов с разными группами крови по системе АВ0 в условиях 
нормо- и гипергликемии in vitro. Критерием выбора являлись содержание основных биохимических показателей крови 
(общий белок, общий билирубин, глюкоза, общий холестерин, мочевина, креатинин, активность аланинамитотрансфе-
разы (АЛТ), аспартатаминотрансферазы (АСТ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ)) в референсных пределах. Гипергликемия  
in vitro создавалась при помощи 5% раствора глюкозы и соответствовала 20,49 ± 0,05  и 46,37 ± 0,63 ммоль/л. Наиболее 
стабильными показателями оказались содержание общего белка и общего холестерина. Выявлено влияние повышенного 
уровня глюкозы на следующие аналиты: общий билирубин (+10,5%), активность АЛТ (±13,4%) и АСТ (+11,1%), креа-
тинин (+51,4%). Изменения показателей до уровня ±10% и более имеют клиническое значение и должны учитываться  
врачами клинической лабораторной диагностики и врачами-клиницистами при интерпретации  результатов биохимиче-
ского анализа крови для оценки истинной картины состояния пациента. Обнаружены АВ0-группоспецифические особен-
ности биохимического анализа крови в условиях гипергликемии. Гипергликемия является интерферирующим фактором 
при выполнении лабораторных исследований, что особенно актуально при интерпретации результатов биохимического 
анализа крови у пациентов отделения реанимации, людей, длительно и тяжело страдающих сахарным диабетом с его 
осложнением нефропатией. Кроме того, выявленные группоспецифические особенности влияния гипергликемии на ре-
зультаты биохимического исследования крови можно будет учитывать при разработке стандартов и рекомендаций 
персонифицированной медицины.
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Введение. Глюкоза - молекула, знакомая каждому ме-
дицинскому работнику и пациенту. Она является есте-
ственным метаболитом организма человека, может быть 
причиной развития многих патологических состояний и 
заболеваний, а также служит одним из основных диа-
гностических лабораторных критериев. Молекула глю-
козы может вступать в классические ферментативные 
реакции и  спонтанные неферментативные превраще-
ния, такие как перегруппировка Амадори, образование 
шиффовых оснований, гликирование, образование гли-
котоксинов: глиоксаля и метилглиоксаля, нередко при-
водящих к развитию патологических состояний [1–3]. 
Гипергликемия является основным критерием наличия 
сахарного диабета; наиболее выраженная гиперглике-
мия, от 20 до 40 ммоль/л, наблюдается при тяжелом те-
чении сахарного диабета и развитии его осложнения в 
виде гипергликемической комы [4]. Являясь химически 
активным соединением, глюкоза будет в той или иной 
мере оказывать влияние на параметры любой биологи-
ческой жидкости и её составляющих, в том числе  как 
компонент аналитической системы лабораторного ис-
следования. Для клинической лабораторной диагности-
ки это достаточно важно. По данным ВОЗ, клиническая 
лабораторная диагностика занимает ведущее место по 
количеству исследований среди других методов диагно-
стики, её доля от всех объективных методов диагности-
ки составляет не менее 60% [5]. В связи с этим сложно 
переоценить влияние результатов анализа на постанов-
ку диагноза и выбор тактики лечения. При проведении 
лабораторного анализа и интерпретации его результатов 
необходимо учитывать вариации и интерференции пока-
зателя [6, 7]. Для повышения качества выполнения и ин-
терпретации лабораторного исследования представляет 
интерес оценить возможность возникновения аналити-
ческой вариации, вызванной гипергликемией, и опреде-
лить, характерна ли для неё индивидуальная вариабель-
ность, ассоциированная с групповой принадлежностью 
крови по системе АВ0. Аналитическая вариация – это 
колебания содержания метаболитов, возникающие при 
проведении лабораторного анализа, обусловленные 
случайными и систематическими погрешностями, по-
являющимися при выполнении лабораторного анализа. 
Под интерференцией понимают клинически значимое 
смещение концентрации аналита вследствие присут-
ствия другого компонента или специфических свойств 
образца. В зависимости от источника интерферента 
различают эндогенную и экзогенную интерференцию. 
Причинами экзогенной интерференции являются нали-
чие в исследуемом образце биоматериала антисептиков, 
антикоагулянтов, добавленных в пробирки, химических 
компонентов, входящих в состав пробирок и крышек, ле-
карственных препаратов. К эндогенной интерференции 
могут привести гипербилирубинемия, гиперлипемия, 
гемолиз [8, 9]. Кроме того, отдельно можно выделить 
так называемую биологическую интерференцию, кото-
рая обусловлена индивидуальными отличиями антиген-

антительного представительства крови по системе АВ0, 
особенностями метаболизма, биохимического состава 
крови. Известно, что биологическая вариабельность ме-
таболических и гематологических показателей ассоци-
ируется с групповой принадлежностью крови [10–12], 
однако нет данных о группоспецифических особенно-
стях реакции в условиях гипергликемии  in vitro и  связи 
между изменениями биохимических показателей крови 
и групповой принадлежностью  крови пациентов.

Целью нашего исследования является выявление 
возможных отклонений результатов биохимического 
анализа крови от истинных значений в условиях гипер-
гликемии in vitro и зависимости данных изменений от 
групповой принадлежности крови.

Материал и методы. Исследование проводилось на 
базе  клинико-диагностической лаборатории ФГБОУ ВО 
«Клиники СамГМУ» Минздрава России. В лаборатории 
проводится более 5  000 исследований для оценки со-
держания глюкозы в месяц, гипергликемия выявляется 
в  50,5% исследований, 49% приходится на нормоглике-
мию, 0,5% - на гипогликемию. В ходе исследования на-
ми были использованы 80 образцов сыворотки крови  с 
группами крови 0 (I), A (II), B (III), AB (IV)  клинически 
здоровых пациентов, сопоставимых по полу и возрасту. 
Уровень глюкозы в данных  образцах составлял от 3,3 до 
5,89 (4,9 ± 0,06 ) ммоль/л. Гипергликемия  in vitro созда-
валась при помощи 5% раствора глюкозы в  объёмах  20 
и 60 мкл и соответствовала 20,49 ± 0,05  ммоль/л в опы-
те 1 и 46,37 ± 0,63 ммоль/л в опыте 2, образцы инкуби-
ровались 30 мин, после чего в каждом образце опреде-
лялось содержание общего белка, общего билирубина, 
активность аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартата-
минотрансферазы (АСТ), лактатдегидрогеназы (ЛДГ), 
глюкозы, общего холестерина, мочевины, креатинина. 
В качестве контрольного добавляемого раствора ис-
пользовался 0,9% раствор хлорида натрия в количестве, 
эквивалентном добавляемому раствору глюкозы в опыт-
ных группах, и уровень глюкозы составил в  контроле 1  
4,71 ± 0,07 ммоль/л, в контроле 2 - 4,27 ± 0,05   ммоль/л.  
Показатели биохимического анализа крови определяли 
при помощи автоматического биохимического анализа-
тора HITACHI 902 и наборов реактивов стандартизиро-
ванных методик «Вектор-Бест». Анализ полученных ре-
зультатов и статистический расчёт проводился при по-
мощи программного обеспечения Microsoft Office Exсel 
2007 и Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение. В ходе исследования бы-
ло установлено количественное изменение показателей 
биохимического анализа крови, находящейся в состоя-
нии гипергликемии, по сравнению с контрольными об-
разцами (табл. 1).

Из табл. 1 видно, что в опыте 1 отмечается незна-
чительное увеличение активности АЛТ, АСТ, мочеви-
ны. Содержание креатинина в среднем повысилось на 
19,9% (р < 0,001). Практически не изменилось содержа-
ние общего белка, билирубина, холестерина, активность 
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ЛДГ. В опыте 2 наблюдается снижение активности АЛТ 
(-13,4%; р < 0,05) и АСТ (-8,6%; р < 0,05), увеличение 
содержания общего билирубина (+10,5%; р < 0,05) и  
креатинина (+51%; р < 0,001) относительно контроля. 
Наиболее интересно в данной ситуации активирующее 
и ингибирующее влияние глюкозы на активность транс-
аминаз в зависимости от уровня гипергликемии. Прин-
цип метода определения активности ферментов основан 
на измерении скорости убыли  NADH, которая прямо 
пропорциональна активности ферментов. Возможно, 
повышение показателя активности ферментов вызвано 
действием глюкозы как окислителя, но  в этой ситуации 
значения активности увеличивались бы соразмерно ро-
сту концентрации глюкозы, причём не только у транса-
миназ, но и у ЛДГ. Поэтому, вероятнее всего, глюкоза, 
специфически влияя на функциональные группы актив-
ного центра фермента и взаимодействуя с аминогруппа-
ми аминокислот, выступает сначала в роле активатора, а 
затем при значительном увеличении её концентрации - в 
роли ингибитора, либо действие глюкозы на показатель 
активности связано с одним из конечных продуктов ре-
акции, общим  для АЛТ и АСТ, - глутаматом. Глутамат  
в свою очередь может являться субстратом для окисле-
ния, и именно его содержание определяет окислительно-
восстановительный сценарий, по которому будет дей-
ствовать глюкоза. Значительное увеличение  содержа-
ния креатинина обусловлено особенностью метода его 
определения - реакцией Яффе, при которой в щелочной 
среде пикриновая кислота взаимодействует с креатини-
ном, образуя окрашенное соединение пикрат креатини-
на, и для этого показателя известна интерферирующая 
роль глюкозы [13]. Однако не была известна величина 
этой интерференции, которую мы и попытались опреде-
лить в нашей работе. При динамике уровня глюкозы ±20 
ммоль/л наблюдается изменение показателя креатинина 
относительно истинных значений ±20–25%, что являет-

ся клинически значимой величиной. Безусловно, такой 
уровень гипергликемии наблюдается редко, однако это 
может иметь значение для пациентов отделения реани-
мации, людей,  длительно и тяжело страдающих сахар-
ным диабетом с его осложнением нефропатией. В такой 
ситуации даже небольшие изменения показателей могут 
ввести врача в заблуждение и соответственно изменить 
тактику и стратегию лечения.

Помимо изменений показателей биохимического 
анализа крови в целом следует  рассмотреть разницу 
между опытными и контрольными образцами крови 
соответственно её групповой принадлежности. Так, в 
опыте 1 наиболее выраженное увеличение активности 
продемонстрировали трансаминазы в образцах группы 
крови В (III)  и практически не изменили активность в 
образцах АВ (IV)  (рис. 1). В опыте 2  максимальное сни-

Т а б л и ц а  1
Значения показателей биохимического анализа крови в условиях гипергликемии in vitro 

Аналит Контроль 1 Опыт 1 Дельта, абсолютная Дельта, % р Стьюдента р Вилкоксона

Общий белок, г/л 69,31 ± 0,63 69,30 ± 0,67 -0,02 ± 0,33 0,0 0,961 0,473
Общий билирубин, мкмоль/л 9,41 ± 0,50 9,17 ± 0,46 -0,24 ± 0,23 -2,6 0,299 0,321
АЛТ, Ед/л 16,09 ± 0,92 18,25 ± 0,93** 2,16 ± 0,63 +13,4 0,001 < 0,001
АСТ, Ед/л 18,37 ± 0,77 20,41 ± 0,95** 2,04 ± 0,54 +11,1 < 0,001 0,001
ЛДГ, Ед/л 370,39 ± 11,15 377,20 ± 11,29 6,81 ± 3,46 +1,8 0,052 0,001
Холестерин, ммоль/л 4,86 ± 0,10 4,87 ± 0,10 0,01 ± 0,03 +0,3 0,685 0,091
Мочевина, ммоль/л 4,72 ± 0,14 5,19 ± 0,20* 0,47 ± 0,15 +9,9 0,003 0,007
Креатинин, мкмоль/л 70,27±1,66 84,28±1,54** 14,02±1,15 +19,9% <0,001 <0,001
Аналит Контроль 2 Опыт 2 Дельта, абсолютная Дельта, % р Стьюдента р Вилкоксона
Общий белок, г/л 62,84 ± 0,68 62,43 ± 0,65 -0,41 ± 0,38 -0,7 0,282 0,064
Общий билирубин, мкмоль/л 8,09 ± 0,48 8,94 ± 0,49* 0,85 ± 0,28 +10,5 0,003 0,005
АЛТ, Ед/л 16,33 ± 0,80 14,15 ± 0,80* -2,18 ± 0,76 -13,4 0,005 0,019
АСТ, Ед/л 18,37 ± 0,93 16,79 ± 0,89 -1,58 ± 0,81 -8,6 0,015 0,011
ЛДГ, Ед/л 345,20 ± 10,13 357,09 ± 11,78 11,89 ± 7,97 +3,4 0,140 0,043
Холестерин, ммоль/л 4,43 ± 0,10 4,46 ± 0,10 0,03 ± 0,09 +0,7 0,717 0,324
Мочевина, ммоль/л 4,53 ± 0,17 4,72 ± 0,20 0,20 ± 0,22 +4,3 0,373 0,257
Креатинин, мкмоль/л 60,91 ± 1,21 92,24 ± 1,70** 31,33 ± 1,66 +51,4 < 0,001 < 0,001

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2:* – р < 0,05;  **– р < 0,001.
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Рис. 1. Активность АЛТ в опыте 1 с учётом групповой при-
надлежности крови.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(4)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-4-205-210

БИОХИМИЯ

208

рить о наиболее выраженных изменениях показателей 
среди проб А (II), а наименее выраженные наблюдались 
среди образцов АВ (IV)  (табл. 2).

Самыми стабильными показателями с минимальны-
ми отклонениями в условиях гипергликемии в опытах 
1 и  2 при независимости от групповой принадлежно-
сти крови оказались содержание общего холестерина и 
общего белка (рис. 4, 5).

Заключение. Таким образом, установлено, что в усло-
виях гипергликемии наблюдаются количественные из-
менения показателей биохимического анализа крови по 

Т а б л и ц а  2
Значения показателей биохимического анализа крови в условиях гипергликемии  с учётом групповой принадлежности крови 

Группа 
крови

Аналит Контроль1–опыт1 Контроль 2–опыт2

повышение, абсолютное M ± m повышение, % повышение, абсолютное M ± m повышение, %
0 (I) Общий белок -0,37 ± 1,14 -0,5 -1,59 ± 1,15 -2,5

Общий билирубин -0,25 ± 0,47 -2,9 0,71 ± 0,48 10,2
АЛТ 0,84 ± 0,40 6,6 -2,59 ± 1,18* -19,5
АСТ 1,63 ± 0,55* 11,7 -2,42 ± 1,25 -16,7
ЛДГ 10,20 ± 4,08 3,0 15,50 ± 24,35 4,9

Глюкоза 15,90 ± 0,34** 346,4 43,01 ± 1,08** 1028,6
Холестерин 0,00 ± 0,11 0,0 0,07 ± 0,30 1,5
Мочевина 0,22 ± 0,23 4,7 0,44 ± 0,35 11,3
Креатинин 12,71 ± 2,55** 19,3 28,56 ± 3,25** 48,6

A (II) Общий белок -0,04 ± 0,57 -0,1 -0,47 ± 0,34 -0,8
Общий билирубин -0,62 ± 0,38 -6,3 1,07 ± 0,60 13,3

АЛТ 4,12 ± 1,02** 22,2 -4,41 ± 1,54* -21,4
АСТ 3,12 ± 0,99* 14,2 -5,43 ± 2,31 -21,9
ЛДГ 4,25 ± 1,62 1,2 2,50 ± 7,27 0,7

Глюкоза 15,75 ± 0,14** 329,7 44,43 ± 1,05** 1027,5
Холестерин 0,03 ± 0,03 0,7 0,00 ± 0,03 0,0
Мочевина 0,77 ± 0,42 17,7 -0,39 ± 0,32 -8,6
Креатинин 16,33 ± 1,61** 24,1 33,49 ± 2,30** 58,2

B (III) Общий белок 0,64 ± 0,32 0,9 -0,19 ± 0,59 -0,3
Общий билирубин -0,09 ± 0,66 -1,0 0,55 ± 0,62 6,3

АЛТ 3,78 ± 2,10 28,9 -0,82 ± 2,18 -5,5
АСТ 2,65 ± 1,58 16,7 1,36 ± 1,16 9,2
ЛДГ 9,95 ± 9,10 2,6 28,25 ± 16,52 8,1

Глюкоза 15,11 ± 0,30** 323,4 37,26 ± 1,36** 861,2
Холестерин 0,05 ± 0,06 1,0 -0,01 ± 0,16 -0,2
Мочевина 0,73 ± 0,35 15,2 -0,71 ± 0,55 -13,6
Креатинин 9,96 ± 2,73* 13,3 28,38 ± 5,13** 44,2

AB (IV) Общий белок -0,30 ± 0,25 -0,4 0,59 ± 0,71 0,9
Общий билирубин -0,01 ± 0,28 -0,1 1,07 ± 0,55 12,4

АЛТ -0,08 ± 0,49 -0,4 -0,93 ± 0,82 -5,5
АСТ 0,75 ± 0,97 3,5 0,19 ± 1,10 1,0
ЛДГ 2,85 ± 9,71 0,7 1,30 ± 10,54 0,3

Глюкоза 16,37 ± 0,33** 340,1 43,68 ± 0,86** 1025,4
Холестерин -0,02 ± 0,06 -0,4 0,07 ± 0,09 1,4
Мочевина 0,15 ± 0,15 3,0 1,45 ± 0,36* 32,4
Креатинин 17,07 ± 1,94** 23,6 34,88 ± 1,41** 55,2

жение активности трансаминаз произошло в образцах 
групп крови А (II) и 0 (I) и практически не изменилось в 
пробах АВ (IV) (рис. 2).

Содержание креатинина в опытах 1 и  2 наиболее 
значимо повысилось у пациентов с группами крови АВ 
(IV) и А (II) групп. Содержание мочевины в опыте 1 
умеренно повышалось в образцах всех групп крови, а 
в опыте 2 наблюдалось разнонаправленное отклонение 
результатов – повышение в образцах 0 (I) и АВ (IV)  и 
снижение в образцах А (II) и В (III)  (рис. 3).

При сравнении образцов групп крови можно гово-
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сравнению с контрольными образцами, где уровень глю-
козы соответствует норме. При этом каждой группе кро-
ви по системе АВ0 присущи свои группоспецифические 
особенности. Предположительно данные изменения 
связаны с особенностями исследуемых аналитов, кото-
рые в свою очередь ассоциируются с групповой принад-
лежностью крови по системе АВ0. Данный факт может 
являться причиной ложной интерпретации результатов, 
особенно при нестабильном уровне глюкозы в крови па-
циента. Мы разделяем точку зрения относительно того, 
что влияние интерферента считается достоверным, ес-
ли он приводит к изменению концентрации аналита до 
уровня ±10% и более. В условиях гипергликемии такому 
влиянию подвержены содержание общего билирубина, 
креатинина, активность АЛТ и АСТ.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Рис. 5. Значения средней и 95% доверительный интервал для 
холестерина в опытах 1 и 2 в соответствии с групповой при-
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Орлова Н.В., Спирякина Я.Г., Морунов О.Е.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЯ КОРТИЗОЛА В ПЛАЗМЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ  
С АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТОНИЕЙ ПРИ РАЗНОЙ СТЕПЕНИ УСТОЙЧИВОСТИ  
К СТРЕССОРНЫМ ВОЗДЕЙСТВИЯМ

ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава 
РФ, 117997,  Москва, Россия

Проанализированы результаты определения уровня кортизола в предоперационном  периоде у  63 больных (возраст 45–50 
лет) с гипертонической болезнью (ГБ) I–II  степени с различной стрессоустойчивостью перед плановой артроскопией. 
Стрессоустойчивость определяли с применением тестов Perceived Stress Scale (PSS) и  the Depression, Anxiety and Stress 
Scale (DASS).  Анализ результатов тестирования у большинства пациентов показал средний уровень стресса и сред-
нюю тревожность перед операцией. Выделены 20 стрессоустойчивых пациентов и 43 нестрессоустойчивых.    Уровень 
кортизола в предоперационном периоде оказался достоверно выше у пациентов с низкой стрессоустойчивостью. При 
оценке данных по результатам суточного мониторирования артериального давления (СМАД) до проведения артроско-
пии выявлено, что у нестрессоустойчивых пациентов наблюдалось более выраженное увеличение скорости утреннего 
подъёма систолического артериального давления (САД) и диастолического артериального давления (ДАД) в сравнении 
со стрессоустойчивыми пациентами. После хирургического вмешательства   скорости утреннего подъёма САД и ДАД  
также были выше у нестрессоустойчивых пациентов; у них также выявлены более низкие величины суточного индекса 
(СИ) САД (non-dipper). У стрессоустойчивых пациентов СИ САД до и после операции был в пределах нормы. Средние 
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значения САД и ДАД регистрировались в пределах нормальных значений, однако также были выше в до- и послеопера-
ционном периоде у пациентов с низкой стрессоустойчивостью. Полученные результаты отражают изменения функции 
сердечно-сосудистой системы в ответ на психологический предоперационный стресс, который более выражен у паци-
ентов с низкой стрессоустойчивостью.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  стресс; периоперационный период; кортизол; стрессоустойчивость; артериальное давление.   
Для цитирования: Орлова Н.В., Спирякина Я.Г., Морунов О.Е. Определение уровня кортизола в плазме крови паци-
ентов с артериальной гипертонией при разной степени устойчивости к стрессорным воздействиям. Клиническая 
лабораторная диагностика. 2018; 63 (4): 210-215.  DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-4-210-215
Orlova N.V., Spiriyakina Ya.G., Morunov O.E.
The detection of cortisol level in blood plasma of patients with arterial 
hypertension at resistance to stress impacts of various degree
The Federal State Budget Educational Institution of Higher Education "N.I. Pirogov Russian National Research Medical 
University" Minzdrav of Russia, 117997, Moscow, Russia
The analysis was applied to the results of detection of level of cortisol in pre-operational period before planned arthroscopy in 63 
patients (aged from 45 to 50 years) with hypertension disease stage I and II with different stress resistance. The stress resistance 
was detected using such tests as Perceived Stress Scale (PSS) and the Depression, Anxiety and Stress Scale (DASS). In most of 
patients, the analysis of results of testing demonstrated an average level of stress and and average anxiety before the operation. 20 
stress resistant patients and 43 stress non-resistant patients were picked out. The level of cortisol in pre-operational period turned 
out reliably higher in patients with low stress resistance. The data analysis according results of day monitoring of blood pressure 
prior to implementation of arthroscopy established that in stress non-resistant patients a more expressed increasing of velocity 
of morning rising of systolic and diastolic blood pressure as compared to stress resistant patients. After surgical intervention, 
velocities of morning rising of systolic and diastolic blood pressure also were higher in stress non-resistant patients. They also had 
lower values of day index of systolic blood pressure (non-dipper). In stress resistant patients, day index of systolic blood pressure 
before and after was within the limits of standard values. The average values of systolic and diastolic blood pressure registered 
within limits of on standard values. However, they were higher in pre- and post-operational periods among patients with low stress 
resistance. The received results reflect alteration of function of cardio-vascular system in response to psychological stress that is 
more expressed in patients with low stress resistance. 
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Артериальная гипертония является одним из самых рас-
пространённых заболеваний. Для борьбы с  артериальной 
гипертонией важно выявление факторов риска её развития.  
Одним из факторов риска является повышение артериаль-
ного давления в операционном периоде.  Российское обще-
ство анестезиологов и реаниматологов отмечает, что арте-
риальное давление (АД) выше 180/100 мм рт. ст., поражение 
органов-мишеней и нелеченая гипертензия увеличивают 
риск  осложнений. Риски сердечно-сосудистых осложнений 
операционного периода  связаны непосредственно с хирур-
гическим вмешательством, а также с психологическим пре-
доперационным стрессом [1]. Гипертензивные реакции на 
острый психический стресс неблагоприятно влияют на риск 
развития сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ). Стресс 
через нейро-гуморальные механизмы приводит к повыше-
нию артериального давления. Увеличение уровня кортизола 
в условиях стресса повышает чувствительность  кровенос-
ных сосудов к действию сосудосуживающих нейротранс-
миттеров, сопровождается электролитными нарушениями 
и задержкой жидкости, что способствует развитию гипер-
тензивных реакций. Выраженность воздействия стресса на 
сердечно-сосудистую систему (ССС) зависит от психологи-

ческого состояния пациента  и его стрессоустойчивости [2]. 
Стресс  может быть обусловлен различными причинами, 

может быть связан с личными событиями: смерть близких 
людей, развод, увольнение с работы. Стресс  могут вызывать 
не только негативные, но и положительные события. Однако, 
несмотря на причины, развитие стрессорных реакций проис-
ходит по одинаковой схеме и направлено на нивелирование 
негативных последствий стресса для организма.  Контроль 
за стрессорными реакциями осуществляется гипоталаму-
сом, гипофизарно-гипоталамо-надпочечниковой и симпатоа-
дреналовой системами. Вырабатываемые этими системами  
гормоны кортизол, кортикостерон, альдостерон, адреналин, 
норадреналин, андрогены получили название гормонов 
стресса. В выработке гормонов стресса принимает участие 
щитовидная железа, вырабатывающая гормоны тироксин и  
трийодтиронин, а также гипофиз, продуцирующий пролак-
тин, адренокортикотропный гормон (АКТГ), фолликулости-
мулирующий гормон, лютеинизирующий гормон и гормон 
роста. Дифференцированная выработка гормонов стресса 
зависит от разницы воздействия физического и психического 
стресса и от длительности воздействия стресса. Под воздей-
ствием гормонов  меняются функции органов и систем, по-
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вышается уровень артериального давления и уровень  глюко-
зы в крови. Данные процессы повышают адаптацию мышц 
и головного мозга в неблагоприятных условиях, однако при 
длительном воздействии стресса могут приводить к негатив-
ным последствиям [3]. Один из наиболее важных гормонов 
– кортизол, являясь гормоном стресса, в то же время получил 
название «гормон смерти». Гормон вырабатывается не толь-
ко при психическом стрессе, но и при физических нагрузках, 
при травме,  голоде. Кортизол в условиях стресса ответстве-
нен за обеспечение организма энергией за счёт повышения 
уровня глюкозы, он также  регулирует АД, тормозит раз-
витие воспалительных реакций, уменьшает проницаемость 
сосудистых стенок, снижает активность иммунной системы. 
Однако чрезмерная, длительная  продукция кортизола  при-
водит к негативным последствиям:  снижается противодей-
ствие инфекционным агентам, развиваются гипертензивные 
реакции  и склонность к тахисистолии,  возможны разруше-
ние и гибель нейронов в гиппокампе, снижение выработки 
серотонина, дофамина и развитие депрессии. Изучение уров-
ня кортизола у обезьян в условиях эмоционального стресса 
выявило, что уровень  стрессорного гормона отражал стрес-
соустойчивость животного и  влиял на адаптацию к стрессу 
[4]. Проведённые исследования на добровольцах показали 
снижение выраженности стрессорных реакций у испытуе-
мых при искусственном снижении уровня кортизола [5].

Цель нашего исследования  – определение  уровня кор-
тизола в периоперационном периоде при артроскопических 
операциях у больных гипертонической болезнью с различной 
стрессоустойчивостью и сопоставление  полученных резуль-
татов с  суточной вариабельностью артериального давления.

Материал и методы. Исследование проводилось на ба-
зе  Университетской клиники общей врачебной практики  
ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И. Пирогова» в отделении 
артрологии  ГКБ № 13 г. Москвы. 

Выбор вида хирургического вмешательства в группе ис-
следуемых пациентов был обусловлен малой инвазивностью 
оперативного вмешательства при артроскопии, малой крово-
потерей, относительно небольшой продолжительностью и 
однотипностью анестезии. Проведён анализ 484 историй бо-
лезни прооперированных пациентов в отделении травмато-
логии ГКБ № 13 в 2017 г. (из них 228 женщин и 256 мужчин) 
для оценки частоты встречаемости гипертензивных реакций 
в периоперационном периоде артроскопических операций.  
В исследование  по определению  кортизола  включены 63 
пациента (в возрасте 45–50 лет) с гипертонической болезнью 
(ГБ) I–II степени с плановой артроскопией. Диагноз артери-
альной гипертонии устанавливали согласно Международной 
классификации болезней 10-го пересмотра (МКБ-10), разра-
ботанной Всемирной организацией здравоохранения (ВОЗ). 
Критерии включения пациента в исследование: согласие па-
циента на участие в исследовании, возраст  30–60 лет, на-
личие в анамнезе артериальной гипертонии, целевые цифры 
АД на проводимой терапии, предстоящее оперативное вме-
шательство на суставах. Критерии исключения пациента 
из исследования: наличие в анамнезе инфаркта миокарда, 
острого нарушения мозгового кровообращения, вторичной 
гипертонии, заболеваний эндокринной системы, нарушений 
ритма, наличие депрессии (по результатам тестирования), 
наличие дополнительной седативной терапии в предопера-
ционном периоде,  осложнения в операционном периоде, 
приём лекарственных препаратов, влияющих на выработку 
кортизола.   

Забор крови для определения кортизола проводили утром 
накануне хирургического вмешательства. Определение уров-
ня кортизола проведено в Консультативно-диагностическом 
центре № 6 САО г. Москвы, в Централизованной клинико-
диагностической лаборатории. Диагностику проводили ме-
тодом электрохемилюминесценции на автоматическом имму-

нохимическом анализаторе COBAS 6000 с использованием 
набора реагентов фирмы «Roche Diagnostics». Референтный 
интервал:  (171,0–536,00) нмоль/л.

 Для выявления наличия депрессии, оценки стрессоустой-
чивости, уровня тревожности и стресса использованы тесты 
на стрессоустойчивость (проводились на этапе планирования 
операции): 1) Perceived Stress Scale – PSS, шкала стресса, в 
которую входят 10 вопросов, за каждый вопрос начисляются 
баллы (от 0 до 4), при подсчёте баллов производится инвер-
сия баллов в вопросах 4, 5, 7 и 8 (0 = 4; 1 = 3; 2 = 2; 3 = 1; 4 = 0), 
после чего производили суммирование баллов и определяли 
уровень стресса (0–13 баллов – низкий уровень, 14–26 баллов 
– средний уровень, 27–40 баллов – высокий уровень); 2) the 
Depression, Anxiety and Stress Scale – DASS, шкала депрес-
сии, тревожности и стресса, в которую входят 42 вопроса, за 
каждый вопрос начисляются баллы (от 0 до 3), при подсчёте 
баллов каждый определённый вопрос соответствует опреде-
лённому параметру (депрессии, тревожности или стрессу), 
после чего определяется уровень каждого из параметров (для 
депрессии: 0–9 баллов – нормальный уровень, 10–13 баллов 
– низкий уровень, 14–20 баллов – средний уровень, 21–27 
баллов – высокий уровень, выше 28 баллов – очень высокий 
уровень; для тревожности: 0–7 баллов – нормальный уро-
вень, 8–9 баллов – низкий уровень, 10–14 баллов – средний 
уровень, 15–19 баллов – высокий уровень, выше 20 баллов – 
очень высокий уровень; для стресса: 0–14 баллов – нормаль-
ный уровень, 15–18 баллов – низкий уровень, 19–25 баллов 
– средний уровень, 26–33 баллов – высокий уровень, выше 
34 баллов – очень высокий уровень); 3) шкала Ч.Д. Спилбер-
га, Ю.Л. Ханина – шкала самооценки уровня тревожности, в 
которую входят 40 вопросов, за каждый вопрос начисляются 
баллы (от 1 до 4). Шкала состоит из двух частей, раздельно 
оценивающих реактивную тревожность (РТ, вопросы 1–20) 
и личностную тревожность (ЛТ, вопросы  21–40). При ин-
терпретации результаты оценивали следующим образом: до 
30 баллов – низкая тревожность; 31–45 баллов – умеренная 
тревожность; 46 баллов и более – высокая тревожность; 4) 
шкала психологического стресса RSM-25 (использовалась в 
период планирования и непосредственно перед операцией), в 
которую входят 25 вопросов, за каждый вопрос начисляются 
баллы (от 1 до 8). Подсчитывается сумма всех ответов – ин-
тегральный показатель психической напряжённости (ППН). 
Вопрос 14 оценивается в обратном порядке. Чем больше 
ППН, тем выше уровень психологического стресса: ППН 
меньше 100 баллов – низкий уровень стресса, ППН в ин-
тервале 100–154 балла – средний уровень стресса, ППН 155 
баллов и больше – высокий уровень стресса. Группы стрес-
соустоивых и нестрессоустойчивых больных сформированы 
на основании результатов тестирования и были сопоставимы 
по полу и возрасту.

Инструментальное обследование проводилось на аппа-
рате суточного мониторирования артериального давления 
(СМАД – аппарат ЭДНИТ Meditech ABPM-02, «Гедеон Рих-
тер», Венгрия) до хирургического вмешательства и на сле-
дующие сутки после вмешательства. Полученные результа-
ты проанализированы с использованием компьютерной про-
граммы Medibase. В дневные часы (с 7 до 23 ч) измерения 
производились с интервалом 1 раз в 15 минут, в ночные (с 
23 до 7 ч) – 1 раз в 30 минут. При необходимости производи-
лись внеочередные измерения АД с последующей отметкой 
в дневнике (на время проведения суточного мониторирова-
ния пациент вёл дневник, в котором были отражены периоды 
физической активности, приёмы лекарственных препаратов 
и др.) После проведения мониторирования данные исследо-
вания переносили на компьютер и анализировали с помощью 
программы Medibase. 

При анализе рассматривались следующие параметры: 
средние, минимальные и максимальные показатели АД, сред-
несуточные показатели АД (систолическое АД (САД), диа-
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столическое АД (ДАД), мм рт. ст.), а также частота сердечных 
сокращений (ЧСС), уд/мин, вариабельность АД (%) рассчиты-
валась как стандартное отклонение (SD) от среднего значения, 
суточный индекс АД (СИ, %) рассчитывали для выделения ти-
пов суточного профиля: dipper (10–22%), non-dipper (< 10%), 
over-dipper ( > 22%), night peaker (< 0%), скорость утреннего 
подъёма АД (мм рт. ст.) рассчитывали в виде разницы между 
максимальным и минимальным значением АД в утренние ча-
сы, в пределах определённого периода времени (с 4 до 10 ч).

Статистическую обработку результатов проводили с 
применением программы Statistica 8.0. Для описания коли-
чественных показателей использовали среднее значение и 
стандартное отклонение. О достоверности различий пока-
зателей судили по величине t-критерия Стьюдента с пред-
варительной проверкой распределения на нормальность. 
Результаты исследования рассматривали как статистически 
значимые при р ≤ 0,05. 

Результаты. Из 484 пациентов,  прооперированных в 
2017 г., у 124 (25,6%) имела место гипертоническая болезнь  
(из 124 больных женщины составляли 70%, мужчины 30%). 
Среди них подъём АД  накануне операции выявлен у 87 (70%) 
человек.  У пациентов без ГБ в анамнезе подъёмы АД отме-
чены у 28 (7,8%)  человек, из них 64% мужчин, 36% женщин.  
Уровень повышения систолического артериального давления  
находился в диапазоне 150–200 мм рт. ст. 

По предварительному тестированию (шкала DASS) па-
циенты с клинически выраженной депрессией исключались 
из исследования (табл. 1). Предоперационный стресс ис-
пытывали большинство пациентов, особенно женщины. По 
результатам  тестов на стрессоустойчивость, проведённых у 
63 больных,  были сформированы 2 группы пациентов: 20 па-
циентов стрессоустойчивых и 43 пациента нестрессоустой-
чивых. Пациенты, отнесенные по минимум двум шкалам к 
уровню стресса среднему и выше среднего, включались в 
группу нестрессоустойчивых.

Анализ результатов тестирования показал средний уро-

вень стресса и среднюю тревожность у большинства паци-
ентов. Высокая степень тревожности по шкале Спилберга/
Ханина и высокий уровень стресса по шкале PSS выявлены 
преимущественно у женщин (табл. 2).  

При обследовании больных в предоперационном перио-
де более высокие уровни кортизола выявлены у нестрессоу-
стойчивых пациентов, при этом у женщин уровень кортизола 
в двух группах был выше, чем у мужчин. Выявленные раз-
личия достоверно значимы  (табл. 3).

При оценке данных по результатам СМАД (табл. 4) до хи-
рургического лечения выявлено, что у нестрессоустойчивых 
пациентов наблюдалось более выраженное увеличение ско-
рости утреннего подъёма САД и ДАД в сравнении со стрес-
соустойчивыми пациентами. После хирургического вмеша-
тельства   скорости утреннего подъёма САД и ДАД  также 
были выше у нестрессоустойчивых пациентов.   

У нестрессоустойчивых пациентов выявлены более низ-
кие величины суточного индекса САД (non-dipper): СИ САД 
до операции: – 9,0 ± 3,1, после операции – 7,0 ± 3,8, до  опера-
ции СИ ДАД – 8 ± 4, после операции – 6,5 ± 4,3. У стрессоу-
стойчивых пациентов СИ САД до операции и после операции 
были в пределах нормы, СИ ДАД до операции – 11,0 ± 2,3, 
после операции – 9,5 ± 3,0 (p < 0,05). Средние значения САД 
и ДАД регистрировались в пределах нормальных значений, 
однако также были выше в до- и послеоперационном перио-
де у пациентов с низкой стрессоустойчивостью (p < 0,03).    

Обсуждение. Полученные в настоящем исследовании 
данные о процентном соотношении гипертоников прибли-
жаются к данным других авторов, указывающих, что доля 
пациентов с сопутствующей артериальной гипертонией при 
плановых оперативных вмешательствах  колеблется около 
35–50%. Полученные результаты продемонстрировали высо-
кую частоту гипертензивных реакций в предоперационном 
периоде у больных гипертонической  болезнью, а также  риск 
подъёма АД у пациентов,  ранее не страдавших гипертониче-
ской болезнью и не фиксировавших повышение артериаль-

Т а б л и ц а  1
Результаты тестов на стрессоустойчивость по шкале DASS

Пол Депрессия Тревога Стресс

normal mild moderate severe extr. 
severe

normal mild moderate severe extr. 
severe

normal mild moderate severe extr. 
severe

Муж. 
(n=24)

21 3 – – – 4 13 7 – – 3 9 11 1 –

Жен. 
(n=39)

36 3 – – – 12 18 9 – – 4 7 28 – –

П р и м е ч а н и е .  Normal – нормальный уровень; mild – легкой степени; moderate – умеренной степени; severe – тяжелой степени; extr. 
severe – очень тяжелой степени.

Т а б л и ц а  2
Уровни стресса и степени тревожности у пациентов, определённые по шкале стресса PSM25, шкале Спилберга/Ханина, шкале PSS

Пол Шкала стресса PSM25 Шкала Спилберга/Ханина Шкала PSS

низкий 
уровень

средний 
уровень

высокий 
уровень

низкая  
тревожность

средняя  
тревожность

высокая  
тревожность

low 
stress

moderate 
stress

high perceived 
stress

Мужчины (n=24) 9 13 2 6 18 – 7 17 –
Женщины (n=39) 13 22 4 10 25 4 14 23 2

Т а б л и ц а  3
Уровни кортизола у больных АГ в предоперационном периоде в зависимости от стрессоустойчивости

Показатель Стрессоустойчивые (n = 20) Нестрессоустойчивые (n = 43)

мужчины (n = 8) женщины (n = 12) достоверность 
различий

мужчины  
(n = 16)

женщины  
(n = 27)

достоверность 
различий

Кортизол, нмоль/л 320,20 ± 65,50 357,40 ± 54,40 p < 0,03 460,00 ± 45,20 554,50 ±  24,40 p < 0,05
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ного давления. Факт высокого распространения гипертен-
зивных реакций в предоперационном периоде актуализирует 
проблемы поиска причин повышения АД, профилактики и 
коррекции гипертензивных реакций.

Более высокие значения уровня кортизола у нестрес-
соустойчивых пациентов соотносятся с данными других 
авторов, изучающих проблему периоперационного стресса. 
Исследователи чаще всего операционное воздействие оцени-
вают как травматический  стресс, включая болевой фактор 
[6]. Большое значение при этом отводится выбору анестезии.  
Выявлена обратная зависимость  интенсивности ощущения 
боли по визуально-аналоговой шкале (ВАШ) в послеопе-
рационном периоде после венэктомии в бассейне большой 
подкожной вены и потребности дополнительной анальгезии 
от уровня кортизола [7]. При низком уровне кортизола по-
рог болевой чувствительности был выше. На основании по-
лученных результатов авторы делают вывод о возможности 
использования кортизола в качестве критерия неадекватной 
анестезии. Однако в работах последних лет  появилось пред-
положение о возможности снижения под действием кортизо-
ла выраженности стрессорных реакций. При этом отмечает-
ся, что изменения уровней свободного и связанного кортизо-
ла носят разнонаправленный характер. При хирургических 
вмешательствах уровень связанного кортизола снижается, а 
общего повышается [8]. 

Большинство авторов отмечают гендерные и возрастные 
различия стрессоустойчивости в периоперационном перио-
де, которую также оценивали, используя в качестве маркера 
кортизол [9]. В частности, у пожилых пациентов в периопе-
рационном периоде высокий уровень кортизола соответство-
вал более значимому стрессорному ответу на хирургическое 
вмешательство. В исследованиях также определено влияние 
различных видов анестезии на  послеоперационный стресс 
и  выявлено преимущество спинальной анестезии. Таким 
образом, кортизол является маркером выраженности перио-
перационного стресса и может использоваться для оценки  
адекватности анестезии  и подбора терапии [10].

Заключение. Психологический стресс даже перед малоинва-
зивной артроскопической операцией низкого риска (менее 1%)  
провоцирует подъём АД у  70% пациентов с ГБ. Уровень корти-
зола в предоперационном периоде, выраженность подъёма АД 
и изменение вариабельности АД в периоперационном периоде 
зависят от стрессоустойчивости пациентов. Низкая стрессоу-

стойчивость в условиях предоперационного психологического 
стресса становится дополнительным фактором  риска  развития  
сердечно-сосудистых осложнений у больных с ГБ и может быть 
выявлена с помощью  психологического тестирования.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Л И Т Е РАТ У РА  (пп. 1, 3, 10 см. R E F E R E N C E S )
2. Абабков В.А., Перре М. Адаптация к стрессу. Основы теории, 

диагностики, терапии. Санкт-Петербург: Речь; 2004.  
4. Порядин Г.В., Зеличенко Л.И. Стресс и патология: методиче-

ское пособие. Москва: Российский государственный медицин-
ский университет; 2009. 

5. Удут В.В., Попова Г.А., Бородулина Е.В. Адаптивные эффекты 
дексаметазона при стрессирующих воздействиях. Бюллетень экс-
периментальной биологии и медицины. 2006; 142(11): 528-31.

6. Ежевская А.А. Проблема обезболивания у пациентов пожилого и 
старческого возраста (обзор литературы). Тольяттинский меди-
цинский консилиум. 2013; 3-4: 120–7.

7. Антипов А.А. Кортизол суточной мочи как критерий адекватно-
сти защиты больного от операционного стресса и послеопераци-
онного болевого синдрома. Сибирское медицинское обозрение. 
2007; 44(3): 20-3.

8. Козлов А.И., Козлова М.А. Кортизол как маркер стресса. Физио-
логия человека. 2014; 40(2): 123-36.

9. Большаков А.А., Глаголев Н.С., Зарадей И.И. Изучение уровней 
кортизола при операционном стрессе при выполнении операций 
на органах брюшной полости у людей разных возрастов. Герон-
тология. 2014;  2(3): 297-304.

R E F E R E N C E S
1. Backé E M, Seidler A, Latza U, Rossnagel K, Schumann B. The role 

of psychosocial stress at work for the development of cardiovascular 
diseases: a systematic review. Intern. Arch. Occup. Environ. Health. 
2012; 85(1): 67-79.

2. Ababkov V.A., Perre M. Adaptation to stress: Fundamentals of 
theory, diagnosis, therapy. [Adaptatsiya k stressu. Osnovy teorii, 
diagnostiki, terapii]. St.-Peterburg: Rech’; 2004. (in Russian)  

3. Edward E. Smith, Rita L. Atkinson, E. R. Hilgard. Atkinson & 
Hilgard’s Introduction to Psychology. 14th ed. Belmont: Wadworth/
Thomson Learning; 2003. 

4. Poryadin G.V., Zelichenko L.I. Stress and pathology. Methodological 

Т а б л и ц а  4
Показатели СМАД до и после проведения хирургического лечения

Показатель Стрессоустойчивые (n = 20) Нестрессоустойчивые (n = 43)

До хир. 
лечения

После хир. 
лечения

Достоверность 
различий 

До хир. 
лечения

После хир. 
лечения

Достоверность 
различий

СИ САД, % 12,0 ± 2,7 11 ± 3 p < 0,05 9,0 ± 3,1 7,0 ± 3,8 p < 0,05
 СИ ДАД, % 11,0 ± 2,3 9,5 ± 3,0 p < 0,05 8 ± 4 6,5 ± 4,3 p < 0,05
Величина утреннего подъёма САД, мм рт. ст. 48 ± 16 53 ± 18 p < 0,03 54 ± 20 56,5 ± 24,0 p < 0,03
Величина утреннего подъёма ДАД, мм рт. ст. 37 ± 21 41 ± 24 p < 0,03 39 ± 25 42,5 ± 7,5 p < 0,03
Скорость утреннего подъёма САД, мм рт. ст./ час 28,0 ± 14,3 30,0 ± 15,4 p < 0,05 28,5 ± 13,4 30,0 ± 16,5 p < 0,05
Скорость утреннего подъёма ДАД, мм рт. ст./ час 18,0 ± 11,5 22,0 ± 12,5 p < 0,05 19,0 ± 8,4 22,5 ± 9,2 p < 0,05
ПАД, мм рт. ст. 48 ± 11 54,5 ± 13,0 p < 0,008 50,5 ± 16,0 55 ± 18 p < 0,008
Вариабельность САД, мм рт. ст. 18,5 ± 4,5 20,0 ± 5,2 p < 0,05 19,4 ± 4,7 22,0 ± 6,1 p < 0,05
Вариабельность ДАД, мм рт. ст. 14,0 ± 2,2 15,0 ± 2,5 p < 0,05 16,5 ± 6,0 18 ± 9 p < 0,05
Средн. САД, мм рт. ст. 125 ± 25 130,0 ± 28,5 p < 0,05 128 ± 30 135 ± 35 p < 0,05
Средн. ДАД, мм рт. ст. 80,0 ± 16,3 82 ± 18 p < 0,05 84,0 ± 19,7 88 ± 23 p < 0,05
Средн. САД дн., мм рт. ст. 122 ± 18 124,0 ± 19,4 p < 0,03 122 ± 21 125,0 ± 22,5 p < 0,03
Средн. ДАД дн., мм рт. ст. 74 ± 8 77,0 ± 10,2 p < 0,03 73 ± 11 80,0 ± 12,8 p < 0,03
Средн. САД ночн., мм рт. ст. 112,0 ± 12,5 115,0 ± 13,5 p < 0,05 118 ± 13 122,0 ± 16,5 p < 0,05
Средн. ДАД ночн., мм рт. ст. 65 ± 9 70,0 ± 11,2 p < 0,05 66,0 ± 11,8 73 ± 13 p < 0,05



215

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(4)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-4-215-219

Biochemistry

manual[ Stress i patologiya: metodicheskoe posobie]. Moscow: 
Rossiyskiy gosudarstvennyy meditsinskiy universitet; 2009. (in Russian)

5.	 Udut V.V., Popova G.A., Borodulina E.V. Adaptive effects of 
dexamethasone under stresses. Byulleten’ eksperimental’noy biologii 
i meditsiny.  2006; 142(11): 528-31. (in Russian)

6.	 Ezhevskaya A.A. The problem of anesthesia in elderly and senile 
patients (review). Tol’yattinskiy meditsinskiy konsilium. 2013; 3-4: 
120–7. (in Russian)

7.	 Antipov A.A. Daily urine cortisol as a criterion of adequacy of patient 
protection from operational stress and postoperative pain syndrome. 
Sibirskoe meditsinskoe obozrenie. 2007; 44(3): 20-3. (in Russian)

8.	 Kozlov A. I., Kozlova M. A. Cortisol as a marker of stress. Fiziologiya 
cheloveka. 2014; 40(2): 123-36. (in Russian)

9.	 Bol’shakov A.A., Glagolev N.S., Zaradey I.I. The study of cortisol 
levels during operational stress when performing operations on the 
abdominal organs in people of different ages. Gerontologiya. 2014;  
2(3): 297-304. (in Russian)

10.	 Nicholson G., Hall G.M., Burrin J.M. Peri-operative steroid 
supplementation. Anaesthesia. 1998; 53 (11): 1091–4.

Поступила  24.01.18
Принята к печати 07.02.18

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2018

УДК 612.313.4:546.173].083

Соколов А.В., Костина Д.А., Маринчев С.С., Чаплыгин С.С., Колсанов А.В.

ЗНАЧИМОСТЬ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НИТРИТОВ В РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ У ЗДОРОВЫХ 
ЛЮДЕЙ 

ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443079, Самара

Оксид азота – сигнальная молекула в организме человека, характеризующаяся широким спектром биологических эффек-
тов. Экзогенный NO образуется из пищевых нитратов, поступающих с зелёными листовыми овощами, такими как шпи-
нат, петрушка, щавель, а также свёкла, огурцы и томаты. Бактерии в ротовой полости метаболизируют поступаю-
щие с пищей нитраты до нитритов. Нитриты, как промежуточные метаболиты NO, достаточно точно отражают 
концентрацию оксида азота.  Цель данной работы – изучение аналитической значимости и эффективности экспресс-
устройства для определения нитритов в слюне. В работе представлены результаты апробации экспресс тест-системы 
для полуколичественного определения содержания нитритов в слюне.  Устройство представляет собой полую трубку, 
внутри которой расположен сенсорный элемент, работающий по принципу «сухой химии». Измеряли концентрацию 
нитритов в ротовой жидкости 100 здоровых людей обоего пола в возрасте от 16 до 45 лет. При употреблении овощей 
каждый день или 3–5 раз в неделю регистрируются более высокие уровни нитрит-анионов (14,9–15,7 мг/л), чем при 
употреблении овощей и соков 1–2 раза в неделю и реже (9,9 мг/л). Концентрации нитритов в слюне как регулярно тре-
нирующихся, так и ведущих малоактивный образ жизни находятся в пределах нормы (11,9–14,9 мг/л). Средний уровень 
нитритов в слюне участников эксперимента с нормальным давлением составил 16,5 мг/л, что существенно выше, чем у 
лиц из групп с повышенным и пониженным давлением (10,2 и 10,4 мг/л соответственно).
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The significance of detection of nitrites in oral fluid of healthy people
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Russia, 443079, Samara, Russia
The nitric oxide is a signal molecule in human organism characterized by a wide spectrum of biological effects. The exogenous nitric 
oxide is formed from food nitrates received with such green leafy vegetables as spinach, parsley, sorrel and also beet, cucumbers 
and tomatoes. The bacteria in oral cavity metabolize received with food nitrates up to nitrites. The nitrites as some intermediate 
metabolites of nitric oxide sufficiently exact reflect concentration of nitric oxide. The purpose of study is to examine analytical 
dependence and efficiency of express-device for detecting nitrites in saliva. The article presents the results of confirmation of test-
system for half-quantitative detection of content of nitrites in saliva. The device represents a hollow tube with a sensorial element 
within functioning by the principle of "dry chemistry". The concentration of nitrites in oral cavity was measured in 100 healthy 
people of both genders aged from 16 to 45 years. In case of consuming vegetables every day or 3-5 times a week higher levels of 
nitrite-anions (14,9–15,7 mg/l) are registered than in case of consuming vegetables and juices 1-2 times a week and rarely (9,9 
mg/l). The concentrations of nitrites in saliva both in cases of regular training and low-activity life-style are within the limits of 
standards (11,9-14,9 mg/l). The average level of nitrites in saliva of participants of experiment with normal pressure made up to 
16.5 mg/l that is significantly higher than in individuals from groups with increased and decreased arterial pressure (10,2 and 
10,4 mg/l correspondingly).
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Введение. Оксид азота (II) – сигнальная молекула в ор-
ганизме человека. NO характеризуется  широким спектром 
биологических эффектов, таких как регуляция тонуса крове-
носных сосудов, антикоагулянтные свойства, опосредует им-
мунный ответ и нейротрансмиссию [1]. NO обладает высо-
кой диффузионной способностью, что обеспечивает возмож-
ность передачи сигнала на достаточно длинные дистанции 
от источника его синтеза.  Эндогенный NO синтезируется из 
L-аргинина ферментом NO-синтазой (NOS) [2]. Экзогенный 
NO образуется из пищевых нитратов, поступающих с овоща-
ми. В большом количестве нитраты содержатся в зелёных ли-
стовых овощах, таких как шпинат, петрушка, щавель, а также 
в свёкле, огурцах и томатах [3, 4]. Большая часть поступив-
ших нитратов всасывается в пищеварительном тракте в неиз-
менённом виде, поступает в кровь, а затем почти полностью 
выводится из организма почками. Факультативные бактерии, 
живущие на дорсальной поверхности языка, с помощью 
фермента нитратредуктазы метаболизируют поступающие с 
пищей нитраты до нитритов, что составляет примерно 80% 
всех нитритов, присутствующих в содержимом желудка. В 
нормальной кислой среде желудка (рН 2,5) часть нитритов 
превращается в NO, а часть всасывается в кровь. В норме 
уровень нитритов в крови составляет 50–1000 нМ, концентра-
ция в слюне в 20 раз выше, чем в крови [5–7]. Современные 
биомедицинские исследования показали, что диета, богатая 
нитратами, оказывает кардиопротекторное действие [8].

NO представляет собой короткоживущее и быстромета-
болизирующееся соединение, поэтому его определение в 
биологических жидкостях практически невозможно. Рядом 
исследователей показано, что уровень нитритов достаточно 
точно отражает степень активности продуцирующего NO 
фермента NO-синтазы [9]. Для количественного определе-
ния нитритов в различных биологических жидкостях, в том 
числе в слюне, используют флуоресцентные [10], хемилю-
минесцентные методы [11], капиллярный электрофорез [12], 
газовую хроматографию и масс-спектрометрию [13], высоко-
эффективную жидкостную хроматографию [14]. Однако эти 
методы трудоёмки и требуют специального оборудования. 

В настоящее время существуют многочисленные коммер-
ческие экспресс-тесты, доступные для большинства потреби-
телей, позволяющие контролировать своё здоровье, не выхо-
дя из дома [15]. К таким устройствам относится Berkeley Test 
[16], с помощью которого можно определять концентрацию 
нитритов в слюне на основе реакции Грисса. Это устройство 
ориентировано на спортсменов, людей, регулярно занимаю-
щихся различными видами спортивных тренировок, а также 
тех, кто уделяет внимание своему здоровью и физическому 
состоянию. Производитель сообщает, что с помощью этого 
теста можно контролировать уровень нитритов (NO) в слюне 
для обеспечения оптимального уровня тренировок. Тест ре-
комендуется проводить 3–4 раза в день и в соответствии с ре-
зультатами анализа корректировать диету с высоким содер-
жанием нитратов (употребление зелёных листовых овощей, 

свекольного сока). Производитель утверждает, что уровень 
нитритов в слюне коррелирует с концентрациями в плазме 
крови, однако известно, что при определении метаболитов 
NO необходимо исключить дополнительное поступление ни-
тратов с пищей [9]. Поэтому применение теста представля-
ется сомнительным. 

Для выяснения и подтверждения значимости данного 
теста нами были разработаны и апробированы портативные 
аналитические экспресс-устройства для определения кон-
центрации нитрит-ионов в слюне на основе технологии «су-
хой химии». 

Цель данной работы – изучение аналитической значимо-
сти и эффективности экспресс-устройства для определения 
нитритов в слюне. 

Материалы и методы. Аппаратура. Аналитические весы 
GH 202 A&D, Япония; фотометр КФК-3-01-«ЗОМЗ», Россия; 
лиофильная сушилка «Иней-4», ИБП РАН, Россия; цветной 
принтер Epson Discproducer PP 100; многофункциональное 
устройство (МФУ) Canon i-sensys MF 211; автоматический 
тонометр Omron M2 Classic, Китай.

Реагенты. Реактив Грисса ч.д.а. («Вектон», Россия), 
полиэтиленгликоль-2000, (Sigma Aldrich). Реагенты раство-
ряли в бидистиллированной воде по ГОСТ 6709–72.

Материалы для изготовления тест-устройств. Хрома-
тографическая бумага Whatman №1 (Sigma Aldrich), прозрач-
ные трубки из полимерного материала (Heroe-Pak, Китай, 
ПВХ, толщина 0,2 мм, длина  7 см, диаметр 5 мм), абсор-
бирующий волокнистый материал (Fleissner, Германия, диа-
метр  5 мм, длина  2 см).

Калибровка экспресс-устройств. Стандартный раствор 
нитрита натрия (50 мг/л) готовили в мерной колбе вмести-
мостью 100 мл, растворяя 5 мг NaNO2 в воде. Рабочие рас-
творы (1, 6, 10, 20 мг/л) готовили путём разбавления стан-
дартного раствора бидистиллированной водой. Оптическую 
плотность калибровочных растворов измеряли при 540 нм в 
кюветах с  длиной оптического пути 0,5 см относительно хо-
лостой пробы, в которой раствор нитрита натрия заменён на 
дистиллированную воду. 

В тест-устройства также вносили калибровочные рас-
творы нитрита натрия. Через 30 с регистрировали окраску 
сенсорного элемента. Образцы, содержащие калибровочные 
растворы, оцифровывали с помощью МФУ в режиме цвет-
ного сканирования в формате TIFF при dpi 600. C помощью 
приложения Adobe Photoshop строили нативную цветовую 
шкалу, для того чтобы определять визуально наблюдаемую 
концентрацию нитрит-анионов в слюне по методу, описан-
ному в [17].

На основе цветовой шкалы изготовили шкалу сравнения 
при помощи цветного принтера (разрешение изображения 
5760×1440 dpi, цветокоррекция в режиме ICM).

Сборка устройства. Устройство сконструировано в со-
ответствии с технологией «сухой химии» и представляет со-
бой полую трубку из прозрачного полимерного материала, 
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внутри которой расположены сенсорный элемент (аналити-
ческая бумага) и абсорбирующий слой.

На хроматографическую бумагу, предварительно обра-
ботанную 6% водным раствором ПЭГ, наносили реагенты 
для обнаружения нитрит-ионов – водный раствор реактива 
Грисса. Бумагу  с  реагентами  высушивали  в  лиофильной  
сушилке  в  течение  30 мин в вертикальном положении. Гото-
вую аналитическую бумагу разрезали на образцы размером 
2,5×2,5 см и помещали в трубку.

Проведение анализа. Тест-устройство помещают в рото-
вую полость, в отверстие пробоотборника вносят достаточ-
ное для анализа количество слюны. Анализируемый компо-
нент (нитрит-ион) взаимодействует с реагентами сенсорного 
элемента с образованием окрашенного комплекса, по интен-
сивности цвета которого можно судить о содержании нитри-
тов в слюне. Для получения полуколичественного результата 
необходимо сравнить получившийся цвет ячейки с эталонной 
шкалой. Исследование проводили в течение дня, для анализа 
использовали неразбавленную слюну. Время принятия пищи 
при проведении анализа не учитывали.

Выборка. В нашем исследовании мы использовали рото-
вую жидкость здоровых людей – 100 человек обоего пола в 
возрасте от 16 до 40 лет. Исследование было добровольным 
и анонимным. 

Перед проведением анализа участникам необходимо было 
ответить на вопросы в анкете: частота употребления овощей 
с высоким содержанием нитратов, а также частота занятий 
спортом (табл. 1, 2). 

Всем участникам эксперимента перед началом анализа 
измеряли артериальное давление с помощью автоматическо-
го тонометра (табл. 3).

Статистическая обработка материала проведена с помо-
щью офисного пакета STATISTICA© 10.0. Достоверность 
различий рассчитывали с применением t-критерия Стьюден-
та. За достоверный принимался уровень статистической зна-
чимости p < 0,05 [18].

  Результаты. Для определения соответствия результатов 
анализа на содержание нитрит-ионов в слюне по показаниям 
прибора и полученных с помощью разрабатываемого изделия 
было отобрано 10 образцов слюны лиц  мужского и женско-
го пола в возрасте 30–35 лет. Разработанные тест-устройства 
позволяют получить полуколичественный результат и корре-
лируют с результатами инструментального метода [19].

Содержание нитритов в ротовой жидкости оценивали с 
учётом режима употребления овощей, богатых нитратами, 
частоты занятий спортом и уровня артериального давления, 
поскольку вышеуказанный Berkeley Test ориентирован на 
контроль содержания нитритов во время тренировок путём 
коррекции овощной диеты.

В нашем исследовании установлено, что концентрации 
нитритов в слюне зависят от частоты употребления овощей, 
содержащих большое количество нитратов. При употребле-
нии овощей каждый день или 3–5 раз в неделю регистри-
руется более высокий уровень нитрит–анионов (14,9–15,7 
мг/л), чем при употреблении овощей 1–2 раза в неделю и 
реже (9,9 мг/л). Однако концентрация нитрит-ионов в слю-
не во всех изученных группах находится в пределах нормы 
(рис. 1).

Изучая зависимость частоты физических тренировок и 
количества нитрит-ионов в слюне, не выявили статистиче-
ски значимых различий. Концентрация нитритов в слюне как 
регулярно тренирующихся, так и ведущих малоактивный об-
раз жизни находится в пределах нормы (11,9–14,9 мг/л). В 
каждой  группе регистрировались как высокая концентрация  
нитрит-ионов (20–50 мг/л),  так и  низкое содержание нитри-
тов (1 мг/л)  (рис. 2).

Средний уровень нитритов в слюне участников экспери-
мента с нормальным давлением составил 16,5 мг/л, что суще-
ственно выше, чем у лиц из групп с повышенным и понижен-

ным давлением (10,2 и 10,4 мг/л соответственно). При этом 
высокий уровень нитрит-ионов (50 мг/л) регистрировался 
только в группе с нормальным давлением и всего  у 10%  ис-
пытуемых. Концентрация 1 мг/л чаще регистрировалась у 
лиц с пониженным и повышенным давлением (рис. 3).

Обсуждение. Вопросу  о роли оксида азота в организме 
посвящено множество работ. До недавнего времени нитраты 
(NO3¯) и нитриты (NO2¯) считались инертными конечными 
продуктами метаболизма окиси азота (NO) и неблагоприят-
ными диетическими компонентами. Однако показано, что 
нитраты и нитриты метаболизируются до оксида азота и дру-
гих биоактивных соединений, оказывающих влияние на раз-
личные системы в организме. Нарушение физиологических 
процессов, регулируемых окисью азота, является причиной 
гипертонии, ишемии миокарда, тромбозов, рака. Именно по 
этой причине оксид азота представляет огромный интерес 
для биологов и медицинских работников [3].

Употребление фруктов и овощей, богатых нитратами, та-
ких как свёкла, шпинат, салат, щавель, редька и сельдерей, 
является простым, естественным и недорогим способом 
улучшения показателей сердечно-сосудистой системы лю-
дей.  Показано, что приём нитратов приводит к снижению 
потребления кислорода во время интенсивных тренировок 
без сопутствующего увеличения концентрации лактата, что 
свидетельствует о более эффективной выработке энергии. 
Кроме того, в некоторых исследованиях отмечается повыше-

Т а б л и ц а  1
Концентрация нитрит-ионов в слюне в зависимости от частоты 
употребления овощей, содержащих высокие концентрации 
нитратов (салат, свёкла, редис, морковь, капуста, брокколи, 
томаты, огурцы)

Частота употребления 
овощей

Количество 
опрошенных

Концентрация 
(NO2)¯ 

_
X±mx, мг/л

p

Каждый день 34 14,9±1,87 ≤ 0,05
3–5 раз в неделю 32 15,7±2,57 ≤ 0,05
1–2 раза в неделю и 
реже

34 9,9±1,01 ≤ 0,05

Т а б л и ц а  2
Концентрация нитрит-ионов в зависимости от интенсивности 
занятий спортом (дней в месяц)

Частота занятий спор-
том (фитнес)

Количество 
опрошенных

Концентрация 
(NO2)¯ 

_
X±mx, мг/л

p

Каждый день / не-
сколько раз в неделю

59 14,9±1,7 ≤ 0,05

Несколько раз в 
месяц / редко /  
не занимаюсь

41 11,9±1,63 ≤ 0,05

Т а б л и ц а  3
Концентрация нитрит-ионов в зависимости от артериального 
давления

Артериальное давление Количество 
опрошенных

Концентрация 
(NO2)¯ 

_
X±mx, мг/л

p

Нормальное (110/70–
130/85)

59 16,5±1,9 ≤ 0,05

Повышенное 
(>140/90)

15 10,2±1,4 ≤ 0,05

Пониженное 
(<100/60)

26 10,4±1,7 ≤ 0,05
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ние выносливости на 1–2% при высокоинтенсивных трени-
ровках на выносливость [24]. 

Полученные в нашем исследовании  данные о содержа-
нии нитрит-ионов в слюне коррелируют с таковыми многих 
учёных. В работах S. Tannenbaum и соавт. [25] показано, что 
концентрация нитрит-аниона в слюне составляет в норме 
6–10 мг/л. H. Kühn и соавт. [26] проводили исследования у 
117 здоровых и страдающих гингивитом жителей Германии. 
Показатели нитрит-анионов в слюне ранжировали от 0,01 
до 30 мг/л, среднее значение у здоровых людей составило 7 
мг/л. R.Stephany и соавт. [27] продемонстрировали, что при 
употреблении 300–350 г овощей, содержащих большое ко-
личество нитритов или 400 мл овощного сока, через 2,5 ч 
концентрация нитритов в слюне составляла 175–200 мг/л. 
Похожий эксперимент проводили  H.Harada и соавт. [28] при 
употреблении типичных нитрат-богатых  овощей, таких  как  
китайская  капуста, салат, шпинат,  редис  в  количестве 100–

200 г 2–3 раза в день в течение нескольких дней, концентра-
ция нитрит-ионов в слюне составляла 14–72 мг/л (измерение 
проводили натощак).

Диета, богатая фруктами и овощами, способствует сни-
жению артериального   давления и защищает от сердечно-
сосудистых заболеваний. A.Webb и соавт. [29] использовали 
свекольный сок в качестве источника нитратов у здоровых 
добровольцев и обнаружили снижение артериального дав-
ления в среднем на 10 мм рт.ст., что совпадает с пиковым 
уровнем нитрита в плазме крови. Кроме того, наблюдалось 
ингибирующее действие на агрегацию тромбоцитов ex vivo. 
Аналогичные данные были представлены  J.Petersson [30], 
который наблюдал устойчивое влияние на артериальное дав-
ление при постоянном введении нитратных добавок у крыс. 
Это, с одной стороны, свидетельствует о важности энтеро-
саливариантной циркуляции нитратов и нитритов и ведущей 
роли нитратообразующих бактерий в его биоактивации, но 
тем не менее наблюдается незначительное изменение физио-
логических параметров, что, скорее, свидетельствует об эф-
фективности механизма защиты от высоких концентраций 
экзогенного NO. 

Считается, что активность перорально принимаемого 
неорганического нитрата заключается в его превращении в 
нитрит факультативными бактериями, обнаруженными на 
дорсальной поверхности языка. Проглатывание этой богатой 
нитритом слюны позволяет вводить нитрит в кровоток через 
желудок, где он превращается в мощный вазодилататор NO 
[31, 32]. В отличие от пути L-аргинин–NO образование NO из 
поступающих с пищей нитратов не требует активности NO-
синтазы. В нормальных условиях примерно 25% системного 
нитрата активно поглощается слюнными железами. Нитраты 
и нитриты служат биологическими резервуарами для NO при 
гипоксии и обладают потенциальными терапевтическими 
свойствами при инфаркте миокарда, гипертонии, а также при 
физических нагрузках [33]. Концентрация оксида азота в кро-
ви является главным фактором, обусловливающим его био-
логический эффект. Для поддержания гомеостаза сердечно-
сосудистой и нервной системы требуются концентрации NO 
≤ 1 мкМ. Более высокие концентрации опосредуют образо-
вание высокореакционноспособного соединения – перокси-
нитрита. Избыточная продукция пероксинитрита носит пато-
логический характер и приводит к модификации различных 
белков, липидов и нуклеиновых кислот. Инактивируются 
железосодержащие ферменты митохондрий, а также наблю-
дается торможение роста и размножения клеток. Избыток 
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Рис. 1. Концентрация нитрит-ионов в слюне в зависимости 
от употребления овощей, содержащих высокие концентра-
ции нитратов (салат, свёкла, редис, морковь, капуста, брок-
коли, томаты, огурцы).

Рис. 2. Концентрация нитрит-ионов в зависимости от интен-
сивности занятий спортом (дней в месяц).

Рис. 3. Концентрация нитрит-ионов в зависимости от артери-
ального давления.
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оксида азота увеличивает проницаемость сосудов, вызывая 
отёки тканей [34]. Концентрация, образующихся нитритов в 
слюне гораздо выше концентрации нитритов в плазме кро-
ви, следовательно, делать вывод о каком-либо значительном 
влиянии экзогенного NO на физиологические параметры ор-
ганизма некорректно.

Заключение. Таким образом, при оценке результатов ана-
лиза следует учитывать диету, курение, стресс, физическую 
нагрузку, а также время забора биоматериала. Поэтому спо-
соб контроля уровня оксида азота по слюне, предлагаемый 
Berkeley Test не корректен, поскольку пищевые нитраты, по-
ступающие в течение дня в организм человека, оказывают 
существенное влияние на конечное содержание нитритов в 
слюне и тем самым искажают результаты. Кроме того, из-за 
неправильной интерпретации результатов теста пользователь 
Berkeley Test может употреблять слишком высокие концен-
трации нитратов с пищей, что может привести к образова-
нию пероксинитрита, обладающего неблагоприятными для 
организма свойствами.
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Введение. Общепринятым стандартом обследования па-
циентов является выполнение клинического анализа мочи, 
который включает исследование физико-химических свойств 

и количественного состава осадка мочи. Такой диагностиче-
ский подход позволяет с высокой точностью диагностировать 
воспалительный процесс в мочевыводящих путях, оценить 
функцию почек и ряд метаболических нарушений различно-
го характера. Традиционное исследование осадка мочи мето-
дом световой микроскопии имеет ряд существенных недочё-
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тов: высокая погрешность, невозможность стандартизации, 
сниженное количество субстрата исследования вследствие 
разрушения клеток при центрифугировании[1, 2].

Устранение перечисленных недостатков стало возможно 
с появлением новых технологий, что позволило работать с 
образцами малого объёма, избегать центрифугирования в 
пробоподготовке и выполнять количественный подсчёт фор-
менных элементов в стандартном объёме [3, 4]. 

Тем не менее использование новых технологий не избав-
ляет врача клинико-диагностической лаборатории от необхо-
димости в верификации неопределённых результатов с по-
мощью световой микроскопии. Целью нашего исследования 
было определить необходимость пересмотра результатов с 
помощью оптической микроскопии, полученных на анализа-
торе SysmexUX-2000, для различных групп пациентов с раз-
личной патологией.

Материал и методы. В исследование последовательно 
были включены больные поликлинического и стационар-
ного звена Медицинского научно-образовательного центра 
МГУ, всего участвовало 600 пациентов в возрасте от 18 до 
60 лет. Всем пациентам был выполнен общий анализ мо-
чи, на основании результатов которого были сформирова-
ны группы: группа 1 – результаты количественного иссле-
дования состава мочи не выходят за пределы референсных 
интервалов (табл. 1); группа 2 – содержание форменных 
элементов превышает верхние пределы значений нормы; 
группа 3.1 – наличие в исследуемом материале патологи-
ческих элементов, характерных для заболеваний, в патоге-
незе которых отсутствует поражение юкстагломерулярного 
аппарата(цистит, мочекаменная болезнь, кристаллурия) и 
группа 3.2 – в исследуемом материале присутствуют па-
тологические элементы, характерные для заболеваний, в 
патогенезе которых ведущим звеном является поражение 
юкстагломерулярного аппарата (гипертоническая болезнь, 
сахарный диабет, гломерулонефрит) с последующим под-
тверждением принадлежности к группе на основании диа-
гноза и дополнительной информации из медицинской кар-
ты пациента. 

Исследования образцов выполнялись не позднее 4 ч с мо-

мента сбора мочи в одноразовую стерильную ёмкость. Полу-
ченный материал в лаборатории переносился в пластиковую 
пробирку без консервантов (Литопласт-Мед, Россия)[5].

Исследование элементов мочи выполняли методом про-
точной цитофлюориметрии на анализаторе SysmexUX-2000 
(Sysmex Corporation, Япония). Аналитические способности 
анализатора позволяют дифференцировать до 65·103 частиц 
в 1 мкл мочи, что обеспечивает избыточную чувствитель-
ность при подсчёте элементов в материале на единицу 
объёма. Используемые технологии позволяют в 800 мкл ма-
териала дифференцировать и определять в единице объема 
количество таких элементов, как лейкоциты, эритроциты 
(с информацией об источнике их появления во вторичной 
моче), клеток плоского эпителия, цилиндров (с диффе-
ренцировкой на нормальные и патологические), бактерий, 
дрожжеподобных клеток, кристаллов, малых круглых кле-
ток (переходный и почечный эпителий), слизи, спермато-
зоидов, а также проводимости мочи. Для корректного срав-
нения результатов, полученных различными методиками, 
они были приведены в одну систему исчисления (клеток/
мкл), с помощью коэффициентов, предложенных произво-
дителем программного обеспечения  Sysmex Corporation, 
Япония [3].

Количественный подсчёт элементов мочевого осадка ме-
тодом оптической микроскопии проводился по общеприня-
той методике: образец объёмом 10 мл центрифугировали при 
1500 оборотов/мин в течение 5 мин, отбирали надосадочную 
жидкость в количестве 9 мл, и в осадке объёмом 1 мл ресу-
спендировали частицы и проводили подсчёт в мочевом слай-
де при стандартном увеличении [2]. 

Статистический анализ. Статистическую обработку 
осуществляли с помощью программы Statistica 10.0 (TIBCO 
SoftwareInc, США). Для вычисления параметров рассчиты-
вали среднее и стандартную ошибку среднего (S ± m). Ко-
личественное сравнение зависимости выявления форменных 
элементов при разных методиках подсчёта проводили с по-
мощью  расчёта коэффициентов корреляции Пирсона (R), до-
стоверными (значимыми) считались различия при р < 0,05. 
Значимость определялась методом Стьюдента с преобразова-

Т а б л и ц а  1
Референсные интервалы элементов мочи  

Методика исследования Пол WBC RBC EC CAST P.CAST X’TAIL SRC

Оптическая микроскопия, количество 
элементов в поле зрения [6]

М 0–5 0–3 0–5 0–2 - - -
Ж 0–5 0–3 0–5 0–2 - - -

Проточная цитофлюориметрия, реферес-
ные значения, кл/мкл[7]

М 0–9,2 0–13,1 0–5,7 0–2,3 0–0,5 0–0,3 0–4,1
Ж 0–39,0 0–30,7 0–45,2 0–2,4 0–0,7 0–0,3 0–6,0

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2, 3, 4  WBC – лейкоциты, RBC – эритроциты, EC – клетки плоского эпителия, CAST – гиалиновые цилин-
дры, P.CAST – патологические цилиндры,  X’TAIL – кристаллы, SRC – переходный и почечный эпителий.

Т а б л и ц а  2
Показатели количественного исследования элементов мочи (S±m, кл/мкл), полученные с помощью разных методик подсчёта  

Группы и подгруппы Методика исследования WBC RBC EC CAST

Группа 1,  
n = 200

Оптическая микроскопия 7,4 ± 0,3 13,6 ± 2,6 9,0 ± 0,6 -
Проточная цитофлюориметрия 3,5 ± 0,2 2,2 ± 0,2 4,0 ± 0,8 -

Группа 2,  
n = 200

Оптическая микроскопия 95,2  ± 10,0 96,5 ± 12,8 38,5 ± 2,7 -

Проточная цитофлюориметрия 132,1 ± 10,5 70,1 ± 5,1 20,9 ± 2,0 -
Группа 3.1,  
n = 100

Оптическая микроскопия 81,5 ± 7,1 80,1 ± 5,2 27,1 ± 1,8 21,0 ± 1,4
Проточная цитофлюориметрия 69,9 ± 5,7 117,7 ± 8,3 24,0 ± 1,4 19,4 ± 1,4

Группа 3.2,  
n =100

Оптическая микроскопия 64,7 ± 4,9 63,3 ± 5,2 31,4 ± 2,2 31,4 ± 2,5
Проточная цитофлюориметрия 40,5 ± 3,2 83,0 ± 6,3 19,9 ± 1,7 19,0 ± 1,2
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нием Фишера. Статистически достоверные различия средних 
значений выявлялись U-методом Манна–Уитни и считались 
значимыми при р < 0,05 [8].

Результаты и обсуждение. Результаты настоящего ис-
следования демонстрируют сопоставимые величины по 
количеству лейкоцитов, эритроцитов, клеток плоского эпи-
телия, кристаллов и малых клеток, внутри групп сравнения 
(см. табл. 2).

Для подтверждения были рассчитаны ранговые коэф-
фициенты корреляции (R) для количественного содержания 
лейкоцитов, эритроцитов, клеток плоского эпителия, гиали-
новых цилиндров, патологических цилиндров, кристаллов и 
малых клеток внутри сравниваемых групп (см. табл. 3).

При анализе результатов, полученных в группе здоровых 
индивидов, установлена статистически достоверная связь вы-
сокой и средней силы между содержанием эритроцитов, кле-
ток плоского эпителия. Выявилось отсутствие достоверной 
линейной взаимосвязи между содержанием лейкоцитов, что 
обусловлено потерей клеток на этапе центрифугирования, при 
идеальных условиях составляет до 10% [1]. Также получен-
ный результат может быть связан с тем, что зависимость имеет 
не линейную природу и распределена по иному закону.

В группе 2 установлена корреляционная взаимосвязь 
высокой и средней силы между исследуемыми методиками 
подсчёта по количественному содержанию лейкоцитов, эри-
троцитов и клеток плоского эпителия. Такой результат свиде-
тельствует о достаточной диагностической ценности резуль-
татов, полученных на анализаторе SysmexUX-2000. 

Анализ результатов в группе 3 представлял большую 
сложность, так как материал не является однородным по сво-
ей структуре и свойствам. Однако данные образцы достаточ-
но часто встречаются в практике работы врача КЛД. Поэтому 
данную группу разделили на отдельные подгруппы. В группе 
3.1 была установлена взаимосвязь высокой и средней силы 
по таким показателям, как лейкоциты, эритроциты, клетки 
плоского эпителия, гиалиновые цилиндры, кристаллы, пере-
ходный и почечный эпителий. Сопоставимые результаты 

получены и при исследовании в группе 3.2, за исключением 
значений количественного подсчёта гиалиновых цилиндров 
и кристаллов. Не удалось доказать линейную статистически 
достоверную корреляционную взаимосвязь между содер-
жанием патологических цилиндров, этот факт, возможно, 
связан со сложностью морфологии этих элементов и соот-
ветственно затруднением идентификации при цитофлюори-
метрическом методе. 

Также в этих подгруппах наблюдались достоверные раз-
личия средних значений такого показателя, как  содержание 
патологических цилиндров, кристаллов, клеток переходно-
го и почечного эпителия, полученные средние величины мо-
гут использоваться как пороговые значения для разделения 
пациентов по природе патологий почек на этапе скрининга 
(см. табл. 4) [9].  

Выводы
1. В группе пациентов с нормальными показателями нет 

необходимости в контроле результатов, полученных цитоф-
люориметрическим методом. 

2. В группе пациентов с повышенным содержанием фор-
менных элементов результаты полностью согласуются в ис-
следуемых методиках, соответственно не требуют участия 
врача в верификации результатов.

3. В группах пациентов с патологическими элементами 
в  моче требуется выполнение исследования методами ци-
тофлюориметрии и оптической микроскопии  для получения 
наиболее достоверных данных.
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Особенности кристаллизации смешанной слюны у пациентов, 
употребляющих героин и метадон
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По данным  многих источников у наркозависимых пациентов значительно возрастают частота и тяжесть различных 
заболеваний полости рта. Одним из наркотических препаратов, который во многих странах используется в качестве за-
местительной терапии, является метадон. Однако по последним данным литературы отрицательное воздействие ме-
тадона на организм человека в целом более выражено по сравнению с таковым героина. Так, значимость приобретают 
исследования, результаты которых свидетельствуют о патологических изменениях в органах и системах пациентов, 
в том числе и о воздействии на ротовую полость. В статье опубликованы результаты исследования кристаллографии 
биологических жидкостей наркозависимых пациентов, употребляющих героин и метадон. По данным анализа была вы-
явлена зависимость характера роста кристаллов от вида употребляемого наркотика.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  метадон; героин; наркозависимость; стоматологический статус; кристаллография.
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According many publications, rate and severity of various diseases of oral cavity are significantly increasing in drug-dependent 
patients. One of drugs using in many countries as a substitution therapy is methadone. However, last research data testifies that 
negative effect of methadone on human organism in general is more expressed as compared with case of heroin. So, significance 
is acquired by those studies that testify pathological alterations in organs and systems of patients, including effect on oral cavity. 
The article presents the results of analysis if crystallography of biological fluids of drug-dependent patients using heroin and 
methadone. Te study established dependence of character of growth of crystals from type of used drug.
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В связи с высокой диагностической точностью кристал-
лография в последние десятилетия находит всё большее при-
менение в качестве нового, перспективного метода оценки 
эффективности проводимого лечения, экологии среды оби-
тания и для уточнения патогенетической сущности заболева-
ний человека, животных и растений [2, 3]. 

Эта методика исследования достаточно проста в исполне-
нии и заключается в сравнительном изучении кристалличе-
ских структур биологической жидкости у здоровых людей, а 
также страдающих тем или иным заболеванием. При этом мо-
гут использоваться средства свето- и электронно-оптической, 
поляризационной, люминесцентной, флуоресцентной микро-
скопии и др. У всех практически здоровых людей кристалли-
зация ротовой жидкости  раличная [7]. В большинстве случаев 
определяют наличие, протяжённость и характер зон кристал-
лизации, число кристаллизационных центров и характер кри-
сталлического рисунка, фиксируют также форму и ориента-
цию кристалла (рис. 1, табл. 1).  Проведённый сравнитель-
ный анализ позволяет выявлять определённые морфотипы 
кристаллизации, специфичные для различных заболеваний, 
которые могут быть использованы в дифференциальной диа-
гностике последних [1, 4, 6].

При наличии того или иного заболевания изменения мор-
фотипа кристаллизации биологической жидкости обычно 
характеризуются нарушениями ориентировки кристалличе-
ских структур, что проявляется разнообразием вторичных 
форм кристаллов (ромбовидные, игольчатые, кустовидные, 
дендровидные, атипичные). Могут наблюдаться также и раз-
ные степени отсутствия структурирования, от частичного  до 
полного [5, 7].

Материал и методы. В современных научных источ-
никах имеется большое количество информации о патоло-
гическом воздействии метадона на организм. Поражается 
центральная нервная система, страдают органы желудочно-
кишечного тракта, значительно снижается иммунная защи-
та [4]. Нами было проведено исследование, в ходе которо-
го осмотрено 197 пациентов в возрасте от 20  до 50 лет и 
более, 102 мужчины и 95 женщин, находящихся в реаби-
литационном периоде. При осмотре  определено, что все 
100% пациентов остро нуждаются в различных видах сто-
матологической помощи. Выявлено также, что ранние об-
ращения этих пациентов к стоматологу мотивированы раз-
витием болевого синдрома, причём обращались в основном 
к хирургу-стоматологу с целью удаления не подлежащего 
лечению зуба или вскрытия абсцесса. Плановая санация 
полости рта не проводилась, как правило, из-за проблем 
адаптации к стоматологическому лечению и боязни боли, 
а также в связи с различными жизненными ограничения-
ми, обусловленными приёмом наркотиков и длительностью 
этапов стоматологического лечения [4, 6].

Из 197 осмотренных пациентов мы выбрали тех, которые 
кроме героина не принимали других наркотических препара-
тов (53 пациента) и тех, которые в качестве заместительной 
терапии различный период времени получали метадон (57 
пациентов). При оценке кристаллограмм это был основной 
признак, по которому распределяли пациентов.

В исследовании использовали смешанную слюну, т. е. 
секрет всех слюнных желез (ротовая жидкость). Материал 
собирали до еды, натощак. Использовали фоновую (нести-
мулированную) слюну.

Пациенту до забора материала на исследование не реко-

Рис. 1. Схема описания кристаллов слюны при большом уве-
личении у практически здоровых людей.
1–LTB– длина кристалла до места «ветвления»; 2–ANG – угол ветвле-
ния; 3 – CLO– число поколений ветвлений (1-го, 2-го порядка и др.); 
4 –BRE– ширина кристалла; 5 –ASS– асимметрия ветвления: есть – 1, 
нет – 2; 6 – LEN – длина кристалла; 7– PDS– число микроотростков по 
длине кристалла.   
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Выбранные участки кристаллограммы записывались на 
компьютер в виде графического файла, для обработки изо-
бражения использовались программы AdodePhotoshop 6.0 
и PhotoDrаw 2000. Полученные данные заносились в элек-
тронную таблицу Excel 2000 из пакета MicrosoftOffiсе 2000 
SR-1 и анализировались с учётом статистических пакетов 
Statistica-5.0 и StatgraphicsPlus 5.

Для оценки нулевой гипотезы был использован t-критерий 
Стьюдента. Результаты считали достоверными при р ≤ 0,05.

Результаты. В ходе исследований получены сравнитель-
ные характеристики структур и качественных признаков кри-
сталлограмм агрегатов смешанной слюны пациентов, упо-
требляющих героин и метадон.

Цифровые стандартизированные изображения кристал-
лограмм слюны героинзависимых пациентов содержат, как 
правило, признаки отсутствия роста кристалла, отмечаются 
также короткие игольчатые отростки CAN, одностороннее 
ветвление CUM, отсутствие вершины кристалла и ветвления 
FAB, отходы отростков 1-го поколения от вершины кристал-
ла CWT, асимметрия ветвления ASS и неравномерность тол-
щины на протяжении одной фигуры CFN (рис. 2–5).

Анализ кристаллограмм слюны пациентов, употребляю-
щих метадон, показал, что основным отличительным при-
знаком их является разрыв структуры CGS, при этом в ряде 
случаев наблюдаются асимметрия ветвления ASS, отсутствие 

мендовали курение, чистку зубов, обильное питье или поло-
скание рта.

Полученные образцы наносили на поверхность под-
ложки (поверхность для высыхания биожидкости) каплей 
объёмом 0,1 мм. Строго в горизонтальном положении вы-
сушивали при температуре 18–25ºC. После высыхания ис-
следовали структуру слюны, используя оптический микро-
скоп Leica DM-LS (Германия) с видеокамерой Sony-DC30P. 
Полученное изображение передавалось на экран монитора. 
При малом увеличении сканировалось изображение всей 
поверхности высушенной капли, затем при большем уве-
личении исследовались отдельные участки её поверхности. 

Т а б л и ц а  1
Классификация морфологических признаков кристаллических 
агрегатов смешанной слюны у практически здоровых людей

Шифр Описание

Количественные признаки
LTB Длина кристалла до места «ветвления», мм
ANG Угол ветвления,  градус
CLO Число поколений ветвлений 1-го, 2-го порядка и др., ед.
BRE Ширина кристалла,  ед.
LEN Длина кристалла, мм
PDS Число микроотростков  по длине кристалла,  ед.

Качественные признаки

CFN Неравномерность толщины на протяжении одной 
фигуры

AS2 Асимметрия ветвления: наличие симметричных и асим-
метричных отростков есть – 1, нет – 2

FCD Стержни без ветвлений, с длинными микроотростками
ASS Асимметрия ветвления: есть – 1, нет –  2
CRO Искривление основного «ствола» кристалла
CFM Появление кристаллов с размытыми контурами
CFF Форма кристаллов – «плоский» кристалл 
CFS Изменения деформирующего и деструктивного порядка 

– септированные (расщеплённые) концы
FCT Стержни без ветвлений, с треугольными микроотростками
CRE Крестообразные кристаллы

Рис. 2. Игольчатые короткие отростки CAN. Отсутствие ро-
ста кристалла.

Рис. 3. Игольчатые, короткие отростки CAN. Одностороннее 
ветвление CUM. Полное отсутствие ветвления FAB.

Рис. 4. Отсутствие вершины кристалла (отросток 1-го поко-
ления отходит от вершины кристалла) CWT. ASS – есть.
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Рис. 5. Длинные, тонкие с короткими отростками, ASS – есть. 
Неравномерность толщины на протяжении одной фигуры 
CFN.

Рис. 6. Кристалл с разрывом структуры CGS. Отсутствие 
вершины кристалла (отросток 1-го поколения отходит от вер-
шины кристалла) СWT.

Рис. 7. Кристалл с разрывом структуры CGS. ASS – есть.

Рис. 8. Кристалл с разрывом структуры CGS.

Рис. 9. Кристалл с разрывом структуры CGS.

Т а б л и ц а  2
Качественные признаки кристаллограмм агрегатов смешанной 
слюны у обследованных пациентов

Паци-
ент

Признаки

CAN CGS СWT GSM ASS CUM FAB CFN

Г1 + +
Г2 + + +

Г3 + + +
Г4 + + +
Г5 + +
М1 + +
М2 + +

М3 + +
М4 + +
М5 + +
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вершины кристалла и отходы отростков 1-го поколения от 
вершины кристалла CWT (рис. 6–9).

Качественные признаки кристаллограмм агрегатов сме-
шанной слюны для выборки из 5 пациентов, употребляю-
щих героин (Г1–Г5), и 5 пациентов, употребляющих метадон 
(М1–М5), представлены в табл. 2.

Обсуждение. В настоящей работе представлены резуль-
таты исследования по разработке нового критерия диагно-
стики для оценки фигур кристаллизации слюны у нарко-
зависимых пациентов, употребляющих героин и метадон. 
Прием наркотических веществ оказывает влияние на го-
меостаз слюнных желез. Используя в качестве показателей 
морфологические особенности кристаллов, образующихся 
при высушивании ротовой жидкости, провели сравнение 
кристаллизации слюны у практически здоровых людей 
(контрольная группа) и пациентов, употребляющих героин 
и метадон. 

При этом изучена возможность дифференциации пациен-
тов, употребляющих героин и метадон, по морфологическим 
особенностям кристаллограмм. Метод позволяет исследо-
вать процессы в физиологических условиях без поврежде-
ния тканей, что является важным для адекватной оценки и 
правильной интерпретации наблюдаемых явлений.

Заключение. Имеются различия в структуре кристал-
лизации у пациентов, употребляющих героин и метадон. У 
наркозависимых пациентов, употребляющих метадон, чётко 
определяется кристалл с разрывом структуры CGS, а у паци-
ентов, употребляющих героин, визуализируется отсутствие 
роста кристалла. В литературе данных о разнице в кристал-
лизации биологических жидкостей у пациентов, употре-
бляющих героин и метадон, нами обнаружено не было. Эти 
изменения в морфологии кристаллов обнаружены впервые. 
Ранее подобные исследования не проводились у наркозави-
симых пациентов; результаты таких исследований могут  ис-
пользоваться  в целях  диагностики.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Лейкозы – опухолевые клональные заболевания кровет-
ворной системы с первичным поражением костного мозга. 
На долю острых лейкозов (ОЛ) приходится 3%  всех злокаче-
ственных новообразований. Заболеваемость ОЛ составляет в 
среднем 3–5 случаев на 100 тыс. населения в год [1], в 75% 
наблюдений ОЛ диагностируется у взрослых лиц.  

Диагностика ОЛ включает исследование периферической 
крови, аспирата и трепанобиоптата костного мозга. В миело-
грамме отмечается увеличение бластных клеток (в соответ-
ствии с рекомендациями ВОЗ – более 20%) с одновременным 
угнетением пролиферации элементов эритропоэза и мегака-
риоцитопоэза [2, 3]. С целью установления варианта остро-
го лейкоза, кроме морфологической оценки, проводится ряд 
дополнительных исследований: цитохимический анализ бла-
стов, иммунофенотипирование методом проточной цитоме-
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трии, цитогенетическое/молекулярно-генетическое исследо-
вание. В зависимости от направленности дифференцировки 
клеток-предшественников выделяют острые лимфобластные, 
миелобластные и лейкозы смешанной линейности.

Целью данной работы является оценка возможностей со-
временных технологий автоматизированного анализа крови 
выявления бластных клеток.

Материал и методы. В период с апреля по июнь 2017 
г. проведены исследования у 27 пациентов 6-го гематологи-
ческого отделения ГБУЗ «Городская клиническая больница  
им. С.П. Боткина»  с первично выявленным ОЛ. Для верифи-
кации диагноза больным выполняли морфологическое, цито-
химическое исследование костного мозга, иммунофенотипи-
рование и цитогенетический анализ. У 3  пациентов диагноз 
ОЛ был установлен по результатам морфологического и ци-
тохимического исследования периферической крови. В связи 
со смертью больных анализ костного мозга был невозможен. 
Диагноз острого миелобластного лейкоза (ОМЛ) установлен 
у 16 пациентов (9 женщин и 7 мужчин) в возрасте от 35 до 79 
лет. У 8 больных (4 женщины, 4 мужчины, возраст  31 – 80 
лет) верифицирован диагноз острого миеломонобластного 
лейкоза (ОММЛ). У 3 больных (2 женщины, 1 мужчина, воз-
раст  30 – 74 года) выявлен острый лимфобластный лейкоз 
(ОЛЛ): у 2 больных – В-ОЛЛ, у одного - Т-ОЛЛ.  

У всех больных исследовалась периферическая венозная 
кровь, взятая натощак в вакуумные пробирки с антикоагу-
лянтом с К2-ЭДТА производства фирмы «Becton Dickinson». 
Общий анализ крови проводился на гематологическом ана-
лизаторе  ADVIA 2120/2120i («Siemens», Германия). Цито-
химическое определение числа позитивных к миелоперок-
сидазе (МПО) бластных клеток осуществлялось с исполь-
зованием  наборов Диахим-Цитостейн-МПО производства 
«НПФ-Абрис+». Кроме того, кровь исследовалась методом 
проточной цитометрии с использованием набора монокло-
нальных антител CYTODIFFTM на приборе Cytomics FC500 
(«Beckman Coulter», США). Референсным методом обнару-
жения бластов являлась световая микроскопия.

Современные гематологические 5-diff-анализаторы по-
зволяют проводить дифференцировку лейкоцитов по 5 
основным популяциям: нейтрофилам, базофилам, эозино-
филам, лимфоцитам и моноцитам, используя оптические, 
электрические, цитохимические методы. Так, на приборах 
ADVIA 120, 2120, 2120i фирмы «Siemens» разделение лей-
коцитов на субпопуляции осуществляется в зависимости от 
содержания в них МПО (определяется по величине клеточ-
ной абсорбции; распределение клеток по активности в них 
МПО приведено в табл. 1) и их размера (определяется по 
величине прямого светорассеивания). Для выявления МПО 
в клетках используется краситель 4-хлор-1-нафтол, который, 
взаимодействуя с перекисью водорода, образует соединение, 
вступающее в реакцию с МПО [4, 5]. Полученные результа-
ты дифференцировки клеток представляются в виде скате-
рограммы распределения лейкоцитов, где по оси Х отраже-
но содержание в клетках МПО, а по оси Y –размеры клеток 
(рис. 1, см.обложку). 

Помимо классических 5 популяций лейкоцитов на ска-
терограмме выделяется так называемая LUC (large unstained 
cells) область, обозначенная цифрой 5 (см. рис. 1). В этот реги-
он попадают большие, МПО-негативные клетки. По данным 
литературы, в этой области находятся бластные клетки, боль-
шие гранулярные лимфоциты и/или другие крупные перок-
сидазонегативные клетки [4–7]. Кроме того, гематологиче-
ский анализатор ADVIA 2120/2120i сигнализирует о появле-
нии этих клеток морфологическими флагами ATYP (большие 
гранулярные, атипичные лимфоциты) и BLASTS. Флаг ATYP 
возникает, когда значение % LUC ≥ 4,5, и % LUC превышает 
значение % BLASTS в 1,5 раза и более. Флаг BLASTS по-
является, если % BLASTS составляет 1,5–5 и % LUC > 4,5% 
или % BLASTS > 5,0% от общего количества лейкоцитов.  По 

данным М. Depoorter [6], появление флага BLASTS на гема-
тологическом анализаторе ADVIA 2120/2120i свидетельству-
ет о наличии бластных клеток с чувствительностью 84% и 
специфичностью 75%. Результаты исследования S.G. Shelat 
и соавт. [8] подтвердили высокую чувствительность ана-
лизатора относительно  выявления бластов (по их данным, 
100%), однако специфичность метода составила 49%. Также 
одним из морфологических флагов прибора является флаг 
IG. Данный флаг свидетельствует о появлении в крови пе-
роксидазоактивных, моноядерных клеток, к которым можно 
отнести промиелоцит, миелоцит, метамиелоцит и палочкоя-
дерный нейтрофил. Флаг IG возникает в том случае, если [(% 
нейтрофилов + % эозинофилов) -  % полиморфно-ядерных 
клеток] ≥ 5 [5].

Проточная цитометрия позволяет быстро и надёжно 
определить линейную принадлежность бластов с помощью 
моноклональных антител к различным антигенам диффе-
ренцировки миелоидной и лимфоидной направленности. 
Набор CYTODIFFТМ («Beckman Coulter»,  США) предназна-
чен для дифференциального подсчёта лейкоцитов и пред-
ставляет собой 5-цветный коктейль из 6 моноклональных 
антител CD36-FITC/CD2-PE + CD294 (CRTH2)-PE/CD19-
ECD/CD16-Cy5/CD45-Cy7, который позволяет подсчитать 
17 клеточных популяций. Помимо стандартных популяций 
лейкоцитов (нейтрофилы, лимфоциты, моноциты, эозино-
филы, базофилы) определяются дополнительные клеточные 
популяции – В-, Т-, NK-лимфоциты, незрелые гранулоциты 
и бластные клетки. Кроме того, определяется содержание 
CD16-позитивных и негативных моноцитов, CD16 – пози-
тивных и негативных Т- и NK-лимфоцитов. Бластные клет-
ки выделяются в регионах, обозначенных как Xt (Т-бласты), 
Xb (В-бласты), Xn (ни Т-, ни В-бласты), Xm (монобласты). 
Для выделения всех вышеуказанных популяций в проточ-
ном цитометре Cytomics FC500 («Beckman Coulter») ис-

Т а б л и ц а  1
Распределение клеток по популяциям в зависимости от актив-
ности  МПО*

Тип клеток Активность МПО, величина 
клеточной абсорбции

Миелобласты -, иногда ½+ (миелобласты)

Промиелоциты 3
Миелоциты 3+
Метамиелоциты 3+
Палочкоядерные нейтрофилы 2–3+
Сегментоядерные нейтрофилы 2+

Эозинофилы 4+
Базофилы ½–1+
Лимфобласты -
Пролимфоциты -
Лимфоциты -
Большие гранулярные лимфоциты -
Монобласты -
Промоноциты ½–1+
Моноциты 1+
Плазматические клетки -
Нормобласты -

П р и м е ч а н и е . Представлены данные руководства к гемато-
логическому анализатору ADVIA 2120/2120i) [5]; * –  степени града-
ции активности МПО:  ½+–  очень низкая, 1+   – низкая, 2+ – сред-
няя, 3+ – высокая, 4+ – очень высокая.
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пользуется программа автоматического гейтирования кле-
точных популяций (программа CytoDiff CXP 2.0, «Beckman 
Coulter»,  США). По данной методике у каждого пациента 
проводится анализ около 20 000 лейкоцитов, что значитель-
но увеличивает точность подсчёта по сравнению с ручным 
методом дифференцировки лейкоцитов под микроскопом. 
Если при дифференциальном подсчёте лейкоцитов опреде-
ляется суммарно менее 1% бластных клеток,  данный обра-
зец крови считается CytoDiff-бластнегативным. Если хотя 
бы 1 тип бластов превышает 1%, данный образец крови счи-
тается CytoDiff-бластпозитивным. При обнаружении более  
2 типов бластов, превышающих 1%, используется сумма 
выявленных бластных клеток для итогового их количества 
[9]. По данным J. Kahng и  соавт. [9], метод CYTODIFFTM 
обладает высокой чувствительностью (94,4%) и специфич-
ностью (91,9%) и хорошо коррелирует с ручным подсчётом 
бластных клеток (r = 0,922).

Исследования крови пациентов проводились в динамике 
течения и терапии ОЛ. До начала терапии они выполнялись 
неоднократно, и общее количество исследованных образ-
цов крови в группе больных  ОМЛ составило 64, в группе  
ОММЛ – 27, в группе  ОЛЛ – 5. 

Поскольку распределение клеток по популяциям в ге-
матологическом анализаторе ADVIA 2120/ 2120i зависит от 
интенсивности МПО, 24 пациентам с ОМЛ и ОММЛ было 
проведено цитохимическое исследование МПО в бластных 
клетках, по результатам которого все пациенты были раз-
делены на 3 группы в зависимости от активности МПО (% 
МПО-позитивных клеток). В 1-ю группу включены 15 па-
циентов (10  с ОМЛ, 5 с ОММЛ), имеющих число МПО-
позитивных бластов до 29% (53 исследованных образцов 
крови). Во 2-ю группу вошли 4 пациента (3 с ОМЛ, 1 с 
ОММЛ) с количеством МПО-позитивных бластов от 30 до 
65% (16 исследованных образцов крови). Пять пациентов 
(3 с ОМЛ, 2 с ОММЛ) были объединены в 3-ю  группу, где 
процент МПО-позитивных бластных клеток превышал 65% 
(22 исследованных образца крови). Трёх больных  ОЛЛ ана-
лизировали в отдельной группе. Распределение пациентов с 
ОМЛ и ОММЛ по группам представлено в табл. 2.

При исследовании крови 24 пациентов с ОМЛ и ОММЛ 
на проточном цитометре с использованием реагента CYTOD-
IFFTM было выделено 2 группы в зависимости от вида лейко-
за. Первую группу составили 15 больных  ОМЛ (56 исследо-
ванных образцов крови), вторую – 9 пациентов с ОММЛ (23 
исследованных образца крови). Трёх больных  ОЛЛ анализи-
ровали отдельно. 

Для анализа полученных данных использовали непара-
метрический корреляционный тест Спирмена, рассчитывали 
коэффициенты корреляции между различными методами (rs), 
уравнения линейной регрессии. Для статистического анализа 
результатов исследования использовали программу GraphPad 
Prism («GraphPad Software, Inc.», США). 

Результаты. Полученные данные и результаты их стати-
стической обработки приведены на рис. 2 и 3. На диаграмме 
корреляции процента бластных клеток с параметрами гема-
тологического анализатора ADVIA 2120/2120i (% LUC и % 
моноцитов (Моно)) у больных ОМЛ и ОММЛ (см. рис. 2) 
цельной линией изображена линия регрессии, двумя пун-
ктирными линиями – 95% доверительный интервал. В левом 
верхнем углу графиков даны компоненты математического 
анализа регрессии: уравнение линейной регрессии (y = х), 
коэффициент корреляции Спирмена (rs), объём  выборки (n). 
На графиках 1А, 1B представлены данные о больных с коли-
чеством МПО-позитивных бластов от 0 до 29%, на графиках 
2А, 2В -  от 30 до 65% и на графиках 3А, 3В – свыше 65%. 
Все графики с индексом А (1А, 2А, 3А) иллюстрируют зави-
симость между % бластов, подсчитанных ручным методом, и 
параметром % LUC гематологического анализатора ADVIA 
2120/2120i. В то же время графики с индексом В (1В, 2В, 3В) 

характеризуют зависимость между % бластов, подсчитанных 
ручным методом, и относительным количеством моноци-
тов, полученным на гематологическом анализаторе ADVIA 
2120/2120i.

На диаграмме корреляции процента бластных клеток 
с параметрами проточного цитометра Cytomics FC500 (% 
Xn, % Моно, % [Xn + Моно]) у больных ОМЛ и ОММЛ 
цельной линией изображена линия регрессии, двумя пун-
ктирными линиями – 95% доверительный интервал. В 
левом верхнем углу графиков даны компоненты матема-
тического анализа регрессии: уравнение линейной регрес-
сии (y = х), коэффициент корреляции Спирмена (rs), объём 
выборки (n). Графики 4A, 4B, 4C в левой части рисунка и 
4D, 4E, 4F в правой части рисунка иллюстрируют зависи-
мость между количествои бластов, полученных при све-
товой микроскопии, и параметрами проточного цитометра 
(% Xn, % Моно, % [Xn + Моно]) у больных  ОМЛ (слева) 
и ОММЛ (справа).

Обсуждение. При изучении распределения бластных кле-
ток на скатерограмме гематологического анализатора  AD-
VIA 2120/2120i  в 1-й группе больных выявлена наибольшая 
корреляция % бластов, подсчитанных ручным методом,  с па-
раметром % LUC (rs = 0,759). Во 2-й группе больных бласты 
коррелировали  как с %  LUC (rs = 0,854), так и с % моноцитов 
(rs = 0,621) гематологического анализатора. При анализе 3-й 
группы больных выявлено, что бластные клетки не попадают 
в область LUC (rs = 0,021), а распределяются в области моно-
цитов (rs = 0,752). У одного пациента с 100% активностью 
МПО все бласты попали в регион нейтрофилов. Следует от-
метить, что  когда бласты распределяются в области нейтро-
филов вследствие высокой МПО-активности, прибор выдает 
морфологический флаг IG. Однако у данных пациентов при 
морфологическом исследовании мазка крови незрелые гра-
нулоциты не выявлялись, что позволило констатировать факт 
локализации бластных клеток в области незрелых грануло-
цитов.

Таким образом, нами сделан вывод, что c увеличением 
процента МПО- позитивных бластов бластные клетки ло-
кализуются на скатерограмме не в LUC-области (МПО-), а 
попадают в регион моноцитов (МПО+) и/или нейтрофилов 
(МПО+++). На рис. 4 (см.обложку) представлены скате-
рограммы распределения лейкоцитов пациентов с ОМЛ и 
ОММЛ. Наличие менее 30% МПО-позитивных бластов в 
крови регистрируется прибором в зоне LUC (рис. 4, а), более 
30% - в регионе моноцитов (рис. 4, б), более 65% - в области 
нейтрофилов (рис. 4, в).  

В группе  ОЛЛ проанализировано 3 пациента (5 иссле-
дованных образцов крови). У 2 пациентов с верифицирован-
ным В-ОЛЛ бластные клетки распределились между LUC-
областью и лимфоцитами (рис 5, а, см. обложку). У 1 пациен-
та с установленным диагнозом T-ОЛЛ на скатерограмме все 
бластные клетки попали в зону расположения лимфоцитов  

Т а б л и ц а  2
Распределение пациентов с ОМЛ и ОММЛ по группам в зависи-
мости от % МПО-позитивных бластов, выявленных цитохимиче-
ским методом 

Показатель  Пациенты с ОМЛ и ОММЛ (n = 24)

1-я группа 
(n = 15)

2-я группа 
(n = 4)

3-я группа 
(n = 5)

% МПО-позитивных 
бластов (цитохимический  
метод)

0–29 30–65 > 65

Число исследованных об-
разцов крови на анализа-
торе ADVIA 2120/2120i

53 16 22
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(рис. 5, б, см. обложку). При морфологическом исследовании 
мазка крови бласты представляли собой клетки размером 6–8 
мкм с тонким ободком цитоплазмы, что, вероятно, не позво-
лило прибору отнести их к LUC-клеткам, которые представ-
ляют собой объекты более крупного размера.

Анализ цитометрических данных, полученных на Cytom-
ics FC500, показал, что у всех пациентов с ОМЛ бластные 
клетки регистрировались в области Xn-бластов (миелобла-
стов) (rs = 0,784) (рис. 6, а, б, см. обложку). 

При ОММЛ бласты распределялись между регионом Xn-
бластов (миелобластов) и областью моноцитов (рис. 7, а, б, 
в, см.обложку). Наибольшая корреляция наблюдается между 
бластными клетками и суммарным количеством моноцитов 
и Xn-бластов (rs = 0,649). Морфологическое исследование 
мазков крови показало, что число моноцитов оставалось в 
пределах нормы, в то время как количество моноцитов при 
дифференциальном подсчёте лейкоцитов с использованием 
реагента CYTODIFFTM было увеличено. У одного пациента 
все бластные клетки локализовались в области Xm-бластов 
(монобластов). 

Анализ 2 больных с установленным В-ОЛЛ показал рас-
пределение бластных клеток между Xb- и Xn-областью с 
основной локализацией в зоне Xb-бластов (рис. 8, а, б, см. 
обложку). Вероятно, в данном случае необходимо использо-
вать сумму бластных клеток для определения итогового их 
количества [5]. У больного  Т-ОЛЛ бластные клетки попали 
в два бластных региона, Xb и Xt, с преимущественным рас-
положением в Xt-регионе.  (рис. 9, а, б, см. обложку).

Подводя итог вышесказанному, необходимо отметить, 
что использование разных методов исследования с целью 
обнаружения бластных клеток (оптического, цитохимиче-
ского, иммунофенотипического) демонстрирует различное 
их распределение на графиках. Так, увеличение только LUC-
клеточной популяции на гематологическом анализаторе AD-
VIA 2120/2120i при наличии морфологически установленных 
бластов позволяет предположить у больного ОМЛ с коли-
чеством МПО-позитивных бластов менее 30%. Увеличение 
процентного содержания как LUC-клеток, так и моноцитов 
при наличии морфологически установленных бластов и от-
сутствии увеличения количества моноцитов при визуальной 

rs
rs

rs

rs

rs

rs

Рис. 2. Диаграммы корреляции процента бластных клеток с параметрами гематологического анализатора ADVIA 2120/2120i 
(% LUC и % Моно) у больных ОМЛ и ОММЛ по группам.
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оценке делает вероятным наличие у пациента ОМЛ с коли-
чеством МПО-позитивных бластов от 30 до 65%. В случае 
обнаружения бластных клеток в мазке крови и отсутствия 
увеличения процента клеток в LUC-зоне следует обратить 
внимание на количество моноцитов и нейтрофилов в резуль-
татах анализа и наличие морфологического флага «незрелые 
гранулоциты» (IG). При их появлении у больного можно 
предположить  ОМЛ с количеством МПО-позитивных бласт-
ных клеток более 65%. Одновременное увеличение количе-
ства LUC-клеток и лимфоцитов позволяет сделать предполо-
жение о наличии у пациента ОЛЛ. В случае визуализации в 
мазке крови микроформ бластов может быть увеличен только 
процент лимфоцитов, а процент LUC оставаться в пределах 
нормы.   

При оценке результатов анализа лейкоцитарной формулы 
с использованием реагента CYTODIFFTM на проточном цито-
метре Cytomics FC500 («Beckman Coulter») при одновремен-
ной визуализации бластных клеток и увеличении количества 
Xn-бластов наиболее вероятно обнаружение ОМЛ. В случае 
увеличения количества как Xn-бластов, так и моноцитов или 
только моноцитов либо возрастания количества Xm-бластов 

можно предположить наличие ОММЛ. Увеличение процен-
та Xb-бластов в крови предполагает диагноз В-ОЛЛ. Одна-
ко одновременное увеличение Xb-  и Xt- бластов позволяет 
предположить диагноз Т-ОЛЛ. 

Для правильной интерпретации результатов необходимо 
знать принцип и особенности распределения лейкоцитов на 
скатерограмме в зависимости от применяемой в геманализато-
рах технологии.  Проточная цитометрия с коктейлем  монокло-
нальных антител CYTODIFFTM с целью дифференциального 
подсчёта лейкоцитов является скрининговым методом, кото-
рый позволяет выявить с высокой чувствительностью наличие 
патологических популяций клеток, в том числе бластных,   и 
предположить иммунологический вариант ОЛ. Обнаружение 
клеток в бластном регионе требует морфологического под-
тверждения и с целью определения варианта ОЛ – дальнейше-
го расширенного иммунофенотипирования с использованием 
широкой панели моноклональных антител.

Таким образом, современные технологии автоматизиро-
ванного анализа крови позволяют проводить быстрый пер-
вичный скрининг патологических образцов крови, подозри-
тельных на присутствие бластных клеток. Использование 
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данных методов может оказать существенную помощь в сво-
евременной диагностике ОЛ.
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CD45-ПОЛОЖИТЕЛЬНЫЕ ТРОМБОЦИТЫ И ОТНОШЕНИЕ УРОВНЯ НЕЙТРОФИЛОВ 
К ЛИМФОЦИТАМ В ОЦЕНКЕ РИСКА РАЗВИТИЯ РЕСТЕНОЗА У ПАЦИЕНТОВ С 
ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА И САХАРНЫМ ДИАБЕТОМ  
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Цель работы – исследование значимости определения количества CD45-положительных тромбоцитов и отношения уров-
ня нейтрофилов к лимфоцитам в оценке риска развития рестеноза после имплантации стентов с лекарственным покры-
тием (DES) у пациентов с хронической ишемической болезнью сердца (ИБС) и сахарным диабетом 2-го типа (СД2).
 Обследовано 126 больных с хроническими формами  ИБС, которым в течение первого года после имплантации стентов 
с лекарственным покрытием была проведена повторная коронароангиография. В зависимости от наличия СД2 паци-
енты были разделены на две группы. У пациентов обеих групп проведено сравнение ангиографической и клинической 
характеристик, а также построена логистическая модель, прогнозирующая развитие рестеноза.
 Рестеноз возникал чаще у пациентов с СД2 (54,5% случаев), чем у пациентов без СД2 (32,4% случаев; p = 0,01). Путём 
сравнения более 35 характеристик мы определили факторы риска возникновения рестеноза с наиболее высокой предсказа-
тельной способностью среди пациентов с СД2.  Этими факторами риска являлись CD45-положительные тромбоциты и 
отношение нейтрофилов к лимфоцитам. Для предсказания развития рестеноза была построена логистическая регрессион-
ная модель, в которую вошли количество циркулирующих CD45-положительных тромбоцитов, отношение нейтрофилов к 
лимфоцитам и наличие СД2.  Модель продемонстрировала высокую предсказующую ценнность в отношении возникновения 
рестеноза: ОШ = 15,1 (95%ДИ 4,81–31; р < 0,001). Площадь под ROC-кривой: AUC = 0.83 (95% ДИ 0,72–0,92; р < 0,001).
Повышение количества циркулирующих CD45-положительных тромбоцитов и соотношение уровня нейтрофилов и лим-
фоцитов могут рассматриваться как значимые факторы риска развития рестеноза при СД2.  
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The purpose of study is to investigate significance of detection of number of CD45-positive thrombocytes and ratio neutrophils/
lymphocytes in evaluation of risk of development of re-stenosis after implantation of drug-eluting stents in patients with chronic 
ischemic heart disease and diabetes mellitus type II. The examination was applied to 126 patients with chronic forms of ischemic 
heart disease who passed through repeat coronary angiography during first year after implantation of drug-eluting stents. The 
patients were separated on two groups depending on availability of diabetes mellitus type II. In both groups, the patients passed 
through comparing of angiography and clinical characteristics. Also, a logistic model was developed prognosticating development 
of re-stenosis.  
The re-stenosis developed more often in patients with diabetes mellitus type II (54.5%) than in patients without diabetes mellitus type 
II (32.4%; p=0.01). The comparative analysis of more than 35 characteristics permitted to establish risk factors of development of 
re-stenosis with the highest prognosticating capacity among patients with diabetes mellitus type II. These risk factors were CD45-
positive thrombocytes and ratio neutrophils/lymphocytes. To prognosticate development of re-stenosis a logistic regression model 
was developed comprising number of circulating CD45-positive thrombocytes, ratio neutrophils/lymphocytes and availability 
of diabetes mellitus type II. The model demonstrated high prognosticating value as regards development of re-stenosis:  OR = 
15.1 (95% CI 4.81-31, p <0.001). The square under ROC-curve: AUC = 0.83 (95% CI 0,72–0,92; р < 0,001). The increasing of 
number of circulating CD45-positive thrombocytes and ratio neutrophils/lymphocytes can be considered as a valuable risk factors 
of development of re-stenosis in case of diabetes mellitus type II.
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Введение. Сахарный диабет 2-го типа (СД2) связан с по-
вышенным риском развития рестеноза [1]. Более длитель-
ный и выраженный характер течения воспалительного про-
цесса в ответ на повреждение стенки артерии, свойственный 
пациентам с СД2, может усиливать рост неоинтимы после 
коронарного стентирования и приводить к рестенозу [2]. 
Повышение концентрации провоспалительных медиаторов 
в крови связано с увеличением риска возникновения ресте-
ноза у пациентов с СД2  [3]. Помимо хорошо изученных 
биомаркеров воспаления, таких как высокочувствительный 
С-реактивный белок (вчСРБ), в настоящее время активно 
исследуются новые биомаркеры, способные предсказывать 
развитие рестеноза. M. Balli и соавт. [4] показали, что уве-
личение соотношения уровня нейтрофилов и лимфоцитов 
может выступать предиктором возникновения рестеноза 

после установки непокрытых металлических стентов. В 
своей недавней работе мы выявили связь между возникно-
вением рестеноза после имплантации стентов с лекарствен-
ным покрытием и увеличением количества циркулирую-
щих в крови CD45-положительных тромбоцитов, а также 
отношения уровня нейтрофилов к уровню лимфоцитов у 
пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС) [5]. Мы 
предположили, что эти маркёры воспаления могут оказать-
ся значимыми факторами риска при наличии СД2 у пациен-
тов с ИБС. Целью настоящей работы явилось исследование 
значимости определения количества CD45-положительных 
тромбоцитов и отношения уровня нейтрофилов к уровню 
лимфоцитов в оценке риска развития рестеноза после им-
плантации стентов с лекарственным покрытием у пациен-
тов с хронической ИБС и СД2 .
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Материал и методы. В исследование  включены 126 
пациентов мужского и женского пола в возрасте от 40 до 75 
лет со стенокардией напряжения, которым проводилась ко-
ронароангиография в сроки от 6 до 12 мес после коронарной 
ангиопластики с имплантацией стентов с лекарственным по-
крытием. Набор пациентов происходил с 2012 по 2015 г. Ре-
стенозом в ранее стентированном сегменте коронарной арте-
рии считали сужение просвета на 50% и более внутри стента 
и на расстоянии < 5 мм дистальнее или проксимальнее его 
краев [6]. В исследование не включали пациентов старше 75 
лет, а также пациентов с нестабильной стенокардией, пере-
несённым инфарктом миокарда в течение последних 2 мес, 
предшествующим коронарным шунтированием или баллон-
ной ангиопластикой, фракцией выброса левого желудочка 
менее 40%, застойной сердечной недостаточностью, уровнем 
креатинина более 150 мкмоль/л, тяжёлыми сопутствующими 
заболеваниями. Проект был одобрен этическим комитетом. 
Все пациенты дали информированное согласие на участие в 
исследовании.

Длина имплантированных стентов составляла 18–33 мм, 
диаметр – 2,25–3,5 мм. Все пациенты получали аспирин в 
дозе 100 мг в сутки и клопидогрел в дозе 75 мг в сутки как 
минимум в течение 5 дней до коронарного стентирования. 
Всем пациентам во время стентирования болюсно вводился 
гепарин. Ингибиторы рецепторов гликопротеина IIb/IIIa при-
менялись по назначению лечащего врача. За весь период на-
блюдения все пациенты получали аспирин и клопидогрел в 
неизменных дозах. Статины, антиангинальная и гипотензив-
ная терапия назначались  лечащим  врачом.

Выявление CD45-положительных тромбоцитов. Для из-
мерения экспрессии специфических антигенов тромбоцитов 
кровь пациентов отбирали из локтевой вены в пробирки с 3,8% 
цитрата натрия в соотношении антикоагулянт/кровь  1:9. Обо-
гащённую тромбоцитами плазму отделяли центрифугирова-
нием при 150 g в течение 10 мин при комнатной температуре. 
Супернатант отбирали и хранили при комнатной температуре 
не более 4 ч. Обеднённую тромбоцитами плазму получали 
центрифугированием крови при 2000 g в течение 15 мин.

В 100 мкл обогащённой тромбоцитами плазмы добавляли 
100 мкл PBS-EDTA (0,1 М фосфатный буфер с 2 мМ ЭДТА, рН 
7,4). Затем образец фиксировали, добавляя в него 200 мкл 2% 
параформальдегида в фосфатном буфере. Материал  хранили  
при 4оС до 4 сут максимально. Перед проведением измерения 
в микропробирку с 5 мкл обогащённой тромбоцитами плаз-
мы добавляли 5 мкл CD42-PE и 5 мкл CD45-Cy5PE. Клеточ-
ные суспензии тщательно перемешивали и инкубировали в 
темноте в течение 40 мин. По окончании  реакции  в  пробы  

добавляли  500 мкл фосфатного буфера (PBS, 0,1 М, рН 7,4) и 
анализировали на проточном цитофлуориметре FACS Calibur 
(Beсton Dickinson). Сбор и обработку информации произво-
дили с помощью программы CELLQuest (Becton Dickinson). 
В каждом образце накапливали от 50 000 до 100 000 событий 
в гейте CD42-положительных клеток (тромбоцитов). 

Количество тромбоцитов CD45+ определяли с использо-
ванием комбинации двух антител: (i) конъюгированных с фи-
коэритрином антител к CD42 (CD42-PE) и (ii) конъюгирован-
ных с комплексом фикоэритрин–цианин-5 антител к CD45 
(CD45-Cy5PE). Мышиные изотипичные иммуноглобулины, 
конъюгированные с соответствующими  флурофорами,  ис-
пользовали в качестве контрольных антител.

Образцы крови и лабораторные анализы. Для лабора-
торных исследований кровь отбирали из локтевой вены в 
пробирки с ЭДТА. Подсчёт форменных элементов крови вы-
полнялся в цельной крови и включал  общее число лейко-
цитов, нейтрофилов, моноцитов, базофилов, эозинофилов, 
лимфоцитов, тромбоцитов. Для последующих лабораторных 
исследований кровь центрифугировали при 2000 g в течение 
20 мин, супернатант хранили при -38оС. Уровень общего хо-
лестерина, холестерина липопротеидов низкой плотности, 
липопротеидов высокой плотности, триглицеридов, глюко-
зы, креатинина,  вчСРБ был измерен в плазме крови и ис-
пользован в логистическом регрессионном анализе.

Статистический анализ. Значения нормального рас-
пределения были выражены как среднее ± стандартное 
отклонение (M±SD), а значения с асимметричным распре-
делением были выражены через медиану (верхний квар-
тиль, нижний квартиль). Для проверки гипотез, связанных 
с видом распределения, был применён критерий Шапиро–
Уилка. Сравнение пациентов проводилось непараметри-
ческим точным критерием Фишера или U-критерием 
Манна–Уитни для сравнения двух групп и критерием 
Краскела–Уоллиса ANOVA для сравнения трёх групп па-
циентов и более. Для проведения многофакторного логи-
стического регрессионного анализа и выявления незави-
симых факторов риска возникновения рестеноза использо-
вали существенные переменные, полученные с помощью 
однофакторного логистического регрессионного анализа. 
Для оценки качества предсказующей ценности проведён-
ного логистического анализа в прогнозировании развития 
рестеноза использовали показатель AUC (площадь под 
ROC-кривой). Различия считали статистически значимы-
ми при p < 0,05. Статистический анализ выполнялся с по-
мощью программного пакета SPSS Statistics версии 23.0 
(SPSS Inc., USA).

Т а б л и ц а  1
Клиническая характеристика 

Параметр Пациенты  с СД2 (n = 55) Пациенты без диабета (n=71) p

Возраст, годы 62,4±9,5 62,2±11,3 0,92
Мужчины/женщины 41 (75) / 14 (25) 54 (76) / 17 (24) 0,90
Инфаркт миокарда в анамнезе 29 (52,7) 49 (69) 0,07
Артериальная гипертензия 54 (98,2) 65 (91,2) 0,11
Гиперлипидемия 55 (100) 70 (98,6) 0,81
Курение 28 (50,9) 34 (47,9) 0,74
Рестеноз 30 (54,5) 23 (32,4) 0,01
Одна магистральная коронарная артерия 32 (58,2) 48 (67,6) 0,36
Две магистральных коронарных артерий 14 (25,5) 18 (25,4) 0,99
Три магистральных коронарных артерий 32 (16,4) 5 (7,0) 0,10

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 указано количество пациентов, в скобках – % от общего количества. Возраст представлен как  
Mean ± SD.
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Результаты. Клинические и ангиографические харак-
теристики пациентов. В исследование включено 126 па-
циентов с хронической ИБС, которым было имплантирова-
но 227 стентов. Из них 81 стент был покрыт сиролимусом,  
59 – зотаролимусом, 54 – эверолимусом и 3 стента – пакли-
такселом. В зависимости от наличия СД2 пациенты были 
разделены на две группы. В 1-ю  включено 55 пациентов 
с СД2, во 2-ю – 71 пациент без диабета. Рестеноз возникал 
чаще у пациентов с СД2: у 30 (54,5%)  с диабетом и у 23 
(32,4%) без диабета (p = 0,01). Клиническая характеристика 
пациентов обеих групп на момент стентирования представ-
лена в табл. 1. 

Пациенты обеих групп достоверно не различались по 
возрасту, соотношению мужчин и женщин, курящих и не-
курящих, наличию дислипидемии. Количество пациентов со 
стенокардией напряжения I–IV функциональных классов не 
различалось в обеих группах. Равное число пациентов пере-
несли инфаркт миокарда и страдали артериальной гипертен-
зией. Ангиографическая характеристика пациентов на мо-
мент стентирования представлена в табл. 2. 

Среднее число имплантированных стентов у пациентов с 

СД2 составило 2,2±1,4 и значимо не отличалось от такового у 
пациентов без  диабета, у которых среднее число имплантиро-
ванных стентов составило 1,9±1,1 у одного пациента. Пациен-
ты обеих групп одинаково часто подвергались стентированию 
передней нисходящей артерии, огибающей и правой коронар-
ной артерий, равно как стентированию окклюзий, протяжённых  
(> 20 мм) стенозов и артерий малого диаметра (≤ 2,75 мм). 

Факторы риска развития рестеноза. Логистический 
регрессионный анализ более 35 клинических, лаборатор-
ных и ангиографических показателей позволил определить 
ряд значимых факторов риска возникновения рестеноза у 
пациентов с хронической ИБС. Рестеноз возникал чаще у 
пациентов с диабетом (54,5% случаев), чем у пациентов 
без диабета (32,4% случаев; p = 0,01). Наличие сахарного 
диабета являлось независимым значимым  фактором  риска  
возникновения  рестеноза  ОШ = 2,50 (95% ДИ 1,21–5,18; 
p = 0,013). Результаты однофакторного анализа факторов 
риска развития рестеноза при наличии или отсутствии у 
пациентов СД2  представлены на рисунке. У пациентов с 
СД2 наиболее значимыми факторами риска являлись  уро-
вень циркулирующих CD45-положительных тромбоцитов 

Т а б л и ц а  2
 Ангиографическая характеристика  

Параметр Пациенты с  СД2 (n =5) Пациенты  без диабета (n = 71) p

Число стентов у одного пациента 2,2±1,4 1,9±1,1 0,18
Передняя нисходящая артерия 33 (60,0) 43 (60,6) 0,91
Огибающая артерия 20 (36,4) 29 (40,8) 0.65
Правая коронарная артерия 32 (58,2) 31 (43,7) 0,12
Бифуркационный стеноз 0 2 (2,8%) 0,21
Окклюзия 16 (29,1) 23 (32,4) 0,72
Протяжённый стеноз >20 мм 31(56,4) 42 (59,2) 0,74
Диаметр артерии <2,75 мм 27 (49,1) 23 (32,4) 0,09
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Факторы риска развития рестеноза у пациентов с хронической ИБС, определённые путем бинарного логистического регрес-
сионного анализа.
а – пациенты с СД2; б – пациенты без сахарного диабета. ОШ (95%ДИ) – отношение шансов развития у пациентов рестеноза (95% доверительный 
интервал).   
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с ОШ = 4,50 (95% ДИ 1,50–13,50; p = 0,007) и отноше-
ние уровня нейтрофилов к уровню лимфоцитов с ОШ = 
3,09 (95% ДИ 1,05–9,10; p = 0,04). Среди пациентов с СД2 
ангиографические факторы риска возникновения рестено-
за оказались статистически незначимыми (рисунок, а). К 
этим факторам относятся стентирование  артерий  малого  
диаметра (< 2,75 мм) с ОШ = 1,08 (95% ДИ 0,38–3,13; p = 
0,88)  и  число  одновременно  имплантированных  стен-
тов  у одного пациента с ОШ = 1,19 (95% ДИ 0,80—1,79; p 
= 0,39). Картина существенно изменилась в группе паци-
ентов без СД2 (рисунок, б). У этой группы пациентов ан-
гиографические характеристики, а именно стентирование 
артерий малого диаметра и число одновременно имплан-
тированных стентов оказались значимыми факторами ри-
ска рестеноза  с  ОШ = 6,7 (95% ДИ 2,2–30,4; p = 0,001)  и  
ОШ = 2,99 (95% ДИ 1,43–6,27; p = 0,002), соответственно. 
Одновременно в сравнении с пациентами с  СД2 в группе 
без диабета значительно снизилась значимость воспали-
тельных показателей, таких как уровень  циркулирующих  
CD45-положительных  тромбоцитов (ОШ = 2,31, 95%ДИ 
1,70–5,00; p = 0,007)   и  отношение  уровня  нейтрофилов  
к   уровню  лимфоцитов (ОШ = 1,55, 95% ДИ 0,86–2,81;  
p = 0,15). Различия в уровне вчСРБ в крови пациентов с ре-
стенозом и без рестеноза был статистически незначимыми 
в обеих группах.  Количество нейтрофилов и лимфоцитов, 
взятых по отдельности, не влияло на риск развития ре-
стеноза. Мы скомбинировали эти факторы как отношение 
уровня нейтрофилов к уровню лимфоцитам, что позволи-
ло получить новый статистически значимый параметр ри-
ска развития рестеноза.  

Логистическая модель и независимые предикторы ре-
стеноза. Путём выбора лучшей комбинации независимых 
переменных с наивысшем предсказательным потенциалом, 
в логистическую модель было включено 3 параметра: коли-
чество циркулирующих CD45-положительных тромбоцитов, 
отношение нейтрофилов к лимфоцитам и наличие  СД2. В 
логит-модель не были включены такие параметры, как стен-
тирование артерий малого диаметра, число одновременно 
имплантированных стентов, концентрация вчСРБ, поскольку 
они не имели значимого влияния на прогностическую цен-
ность логистической модели в целом. Логит-модель показала 
следующие предсказательные параметры возникновения ре-
стеноза у больных ИБС и  СД2: ОШ = 15,1 (95%ДИ 4,81–31; 
р < 0,001). Площадь под ROC-кривой: AUC = 0,83 (95%ДИ 
0,72–0,92; р < 0,001).

Обсуждение. Мы обнаружили, что у пациентов с 
СД2 повышен уровень циркулирующих в крови CD45-
положительных тромбоцитов. Антиген CD45 имеет лейкоци-
тарное происхождение. Появление его на тромбоцитах сви-
детельствует о взаимодействии между лейкоцитами и тром-
боцитами. Вероятно, тромбоциты с CD45-лейкоцитарным 
антигеном появляются в циркулирующей крови в результате 
захвата лейкоцитарных микрочастиц. Известно, что лейко-
циты способны образовывать микрочастицы, в том числе при 
воспалении [7]. Лейкоцитарно-тромбоцитарные взаимодей-
ствия, опосредованные микрочастицами, хорошо известны 
[8]. Ранее мы уже выявляли наличие CD45-положительных 
тромбоцитов в крови пациентов с инфарктом миокарда [9]. 
В своей недавней работе мы также показали, что для паци-
ентов с развившимся после имплантации стентов с лекар-
ственным покрытием рестенозом характерно увеличение 
количества циркулирующих CD45-положительных тромбо-
цитов [5]. В настоящей работе мы продемонстрировали, что 
у пациентов с СД2 значимость этого показателя в прогнозе 
развития рестеноза существенно выше, чем у пациентов без  
диабета (ОШ  4,50 против 2,55 соответственно). Тем не ме-
нее остаётся неясным, является ли приобретение тромбоци-
тами лейкоцитарного антигена результатом локальной вос-
палительной активации клеток в месте имплантации стента 

или оно отражает склонность пациентов к системному вос-
палительному ответу. Полная регенерация эндотелия при 
использовании стентов с лекарственным покрытием укла-
дывается в рамки нескольких месяцев. Наше  исследование  
проводилось  спустя  6–12 мес после стентирования, это мо-
жет говорить о том, что причиной увеличенной концентра-
ции циркулирующих CD45-положительных тромбоцитов в 
крови является склонность к интенсивному и длительному 
воспалительному ответу, а не  активация клеток крови в ме-
сте сосудистого повреждения.

Также нами было обнаружено, что увеличение соотно-
шения уровня нейтрофилов и лимфоцитов может служить 
независимым предиктором возникновения рестеноза у паци-
ентов с СД2. Повышение этого показателя свидетельствует о 
наличии активного системного воспалительного процесса. В 
последние годы соотношение  уровня нейтрофилов и лимфо-
цитов стало рассматриваться как независимый фактор риска 
заболеваемости и смертности от неблагоприятных сердечно-
сосудистых событий [10, 11]. Однако как предиктор развития 
рестеноза оно практически не изучено [4, 12, 13]. В одном 
исследовании у пациентов с рестенозом в непокрытых стен-
тах в бифуркационных стенозах выявляли повышение соот-
ношения уровня нейтрофилов и лимфоцитов [4]. Ранее нами 
было опубликовано сообщение о повышении соотношения 
уровня нейтрофилов и лимфоцитов у пациентов с рестено-
зом после имплантации стентов с лекарственным покрыти-
ем [5]. В настоящей работе мы продемонстрировали, что у 
пациентов с СД2 после имплантации стентов с лекарствен-
ным покрытием повышение отношения уровня нейтрофилов 
к уровню лимфоцитов значимо даже в большей мере, чем 
в общей популяции пациентов с ИБС (ОШ = 3,09 против  
ОШ = 2,68 в общей популяции).

Уровень вчСРБ не имел статистической значимости в 
предсказании развития рестеноза как у больных диабетом, 
так и в общей популяции. Результаты исследований спо-
собности вчСРБ предсказывать нежелательные сердечно-
сосудистые события часто противоречивы [14]. Одно из 
возможных объяснений неоднозначных результатов в ис-
следованиях вчСРБ может заключаться в том, что СРБ име-
ет две изоформы [15]. Он синтезируется в печени в форме 
пентамера, которая, возможно, не имеет провоспалитель-
ной активности. В месте локального воспаления проис-
ходит диссоциация пентамерной, или нативной, струк-
туры С-реактивного белка (нСРБ) на пять мономерных 
фрагментов (мСРБ). Эта диссоциация, вероятно, лежит в 
основе обретения СРБ провоспалительных свойств [16]. 
Мономерная, или модифицированная, форма СРБ впервые 
была описана Л.Потемпа [17]. Показано, что мСРБ, но не 
нСРБ, активировал эндотелий in vitro [16]. Также мСРБ 
выявлен in vivo на циркулирующих микрочастицах паци-
ентов в остром периоде инфаркта миокарда [18]. Кроме то-
го, отложения мСРБ обнаружены в аутопсийном материале 
каротидных и аортальных атеросклеротических бляшек. 
При этом нСРБ в образцах бляшек отсутствовал [19]. Эти 
данные могут объяснять причину расхождений в результа-
тах измерения вчСРБ у больных с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями.

Представленая нами модель логистической регрессии 
предназначена для прогнозирования развития рестеноза по-
сле имплантации стентов с лекарственным покрытием у па-
циентов с хронической ИБС и наличием у них СД2. Два вос-
палительных биомаркера, количество CD45-положительных 
тромбоцитов и отношение уровня нейтрофилов к уровню 
лимфоцитов обладали статистически значимой способно-
стью предсказывать развитие рестеноза. Интересно, что в 
присутствии сахарного диабета ангиографические характе-
ристики, количество имплантированных стентов и диаметр 
стентированных артерий теряли свою прогностическую 
значимость. В предыдущей работе [5] мы писали, что в об-
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щей выборке прогностической значимостью обладают как 
воспалительные, так и ангиографические параметры. Таким 
образом, усиление значимости воспалительных параметров 
при диабете и потеря значимости ангиографических характе-
ристик поддерживает предположение о повышенной актив-
ности воспалительного процесса при наличии у пациентов 
сахарного диабета.

Выводы. Высокий уровень отношения шансов в прогнозе 
развития рестеноза при использовании провоспалительных 
биомаркеров в логит-модели позволяет рассматривать коли-
чество циркулирующих CD45-положительных тромбоцитов 
и отношение уровня нейтрофилов к уровню лимфоцитов как 
значимые факторы риска развития рестеноза  при  СД2.

Ограничения. Это ретроспективное исследование. После 
имплатации стентов коронароангиография выполнялась не 
всем пациентам, а только пациентам, которые были госпита-
лизированы с возобновлением клиники стенокардии напря-
жения. Существует множество факторов, влияющих на раз-
витие рестеноза после стентирования коронарных артерий, 
поэтому не исключено, что существуют иные параметры, 
не рассмотренные в этом исследовании, имеющие сопоста-
вимое по силе влияние на развитие рестеноза. Мы не знаем 
фоновой концентрации CD45-положительных тромбоцитов 
у пациентов, принявших участие в исследовании, равно как 
и того, имели ли пациенты с рестенозом изменения в кон-
центрации CD45-положительных тромбоцитов изначально 
или это является следствием имплантации стентов.
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СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ ДИАГНОСТИКИ ОСТРОГО ЭНДОМЕТРИТА НА ОСНОВЕ 
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Одним из распространенных осложнений послеродового периода и абортов считается острый эндометрит, вызыва-
ющий выраженные нарушения местного иммунитета. Цель данного исследования – совершенствование диагностики 
острого эндометрита на основе выделенных и методом корреляционного моделирования и кластерного анализа прио-
ритетных в диагностическом аспекте иммунологических показателей вагинально-цервикальной слизи.  Сформированы 
основная (154 больных острым эндометритом) и контрольная группы (103 пациента с неосложненным послеродовым 
периодом), у которых методом иммуноферментного анализа изучены содержание иммуноглобулинов, компонентов ком-
племента и лизоцима в вагинально-цервикальной слизи. Отбор диагностически значимых показателей проведен с по-
мощью корреляционного и кластерного методов. Выявлено, что ведущими диагностическими показателями местного 
иммунитета для острого эндометрита являются IG M, sIg A, С4 компонента комплемента и лизоцим.  Установленные 
диагностически значимые параметры местного иммунитета обеспечивают совершенствование выявления острого эн-
дометрита по наименьшему числу показателей.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острый эндометрит, местный иммунитет, корреляционный анализ, кластерный метод, имму-
ноферментный анализ.
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The acute endometritis provoking expressed disorders of local immunity is considered as one of the prevalent complications of post-
natal period and abortions. The purpose of study is to develop diagnostic of acute endometritis on the basis of applied correlation 
modeling and cluster analysis techniques diagnostically priority-driven immunological indices of vaginal cervical mucus.  The 
sample included main group (154 patients with acute endometritis) and control group (103 patients with uncomplicated post-natal 
period). Both groups were subjected to enzyme-linked immunosorbent assay to analyze content of immunoglobulins, components 
of complement and lysozyme in vaginal cervical mucus. The sampling of diagnostically significant indices was implemented 
using correlation and cluster analysis techniques. It is established that chief diagnostic indices of local immunity in case of acute 
endometritis are IG M, sIg A, С4 components of complement and lysozyme. The established diagnostically significant parameters 
of local immunity provide development of detection of acute endometritis according less number of indices. 
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Введение. Среди воспалительных заболеваний женских 
половых органов острый эндометрит (ОЭ) на протяжении 
многих лет остается одной из наиболее актуальных проблем 
в клинической практике в связи с его высокой частотой [1]. 
ОЭ в структуре воспалительных заболеваний органов малого 
таза составляет от 6% до 27% [2]. В современных условиях 
высокой остается частота ОЭ после родов, абортов и особен-
но после кесарева сечения, несмотря на проводимые в этом 
направлении многочисленные исследования [3- 5].

ОЭ вызывает выраженные иммунные нарушения, в том 
числе на местном уровне, которые необходимо учитывать 
при его диагностике. При этом рациональнее осуществлять 
диагностику ОЭ по наиболее значимым иммунологическим 
параметрам вагинальноцервикальной слизи, исключив из 
анализа второстепенные и несущественные представители 
иммунограммы. Вместе с тем на сегодняшний момент в на-
учных публикациях отсутствует информация о ведущих диа-
гностически значимых показателях местного иммунитета 
для выявления ОЭ, отобранных посредством объективных 
методов количественного анализа. 

Цель данного исследования – совершенствование диагно-
стики ОЭ на основе выделенных методом корреляционного 
моделирования и кластерного анализа приоритетных в диа-
гностическом аспекте иммунологических показателей ваги-
нальноцервикальной слизи. 

Материал и методы. Сформировано две клинические 
группы – основная и контрольная. Основная группа пред-
ставлена 154 больными с послеродовым ОЭ, а контрольная 
группа – 103 пациентками с неосложненным послеродовым 
периодом. Изученные группы не имели существенных кли-
никодемографических различий.

Определение в вагинальном секрете иммуноглобулинов 
проводили методом иммуноферментного анализа с помощью 
тестсистем с моноклональными антителами к иммуноглобу-
линам человека («Полигност», СанктПетербург). Содержа-
ние компонентов комплемента, лизоцима в вагинальноцерви-
кальном секрете изучали с использованием наборов реаген-
тов ProCon (ООО «Протеиновый контур», СанктПетербург).

Статистическая обработка данных выполнялась на ЭВМ 
с применением программы «Statistica 6.0». Для выделения 
ведущих показателей местного иммунитета у больных ОЭ 
использовался корреляционный и кластерный метод. Оценка 
достоверности проводилась по критерию ТУайта и t Стью-
дента. Значимым считалось различие при Р≤0,05. 

Результаты и обсуждение. В вагинальноцервикальной 
слизи показатели локального гуморального иммунитета при 
ОЭ характеризуются репрезентативным повышением уровня 
Ig M, Ig G и снижением sIg A (см.таблицу). Увеличение со-
держания Ig А в основной группе является незначительным 
и статистически незначимым (P>0,05). Компоненты 
комплемента значительно повышены у больных ОЭ. 
Особенно это относится к компонентам комплемента 
С4 и С1, содержание которых возросло наиболее су-
щественно (p<0,001). Достоверными оказались и из-
менения других компонентов – С2, С3 и С5. При этом 
менее значительное изменение, а именно снижение 
компоненты комплемента отмечено для С5 (p<0,05). 
У больных ОЭ достоверно снизилось содержание ли-
зоцима в вагинальноцервикальной слизи.

При анализе иммунологических показателей в 
цервикальной слизи и эндометриальном секрете 
обнаружено, что общее количество нейтрофилов, а 
также жизнеспособных лейкоцитов, лизосомальная 
активность, спонтанная HCTреакция нейтрофилов 
выше в группе больных ОЭ [6, 7]. У женщин с по-
слеродовым ОЭ обнаружены отклонения показате-
лей фагоцитарной активности нейтрофилов перифе-
рической крови от таковых у здоровых родильниц. 
Так, у больных ОЭ повышалось количество HCT-

положительных форм лейкоцитов. Одновременно с этим ста-
тистически значимо увеличился индекс активации нейтро-
филов. Выявленные сдвиги свидетельствуют о повышении 
кислородзависимых процессов в клетках, которые приводят 
к высвобождению большого количества свободных радика-
лов кислорода. На этом фоне в нейтрофилах усиливаются 
функции, не зависящие от кислородных процессов [8].

На основе метода нейросетевого моделирования уста-
новлено, что достоверными и наиболее значимыми для диа-
гностики и прогнозирования ОЭ после медицинского аборта 
среди иммунологических показателей являются: снижение 
абсолютного содержания СД72+ клеток менее 0,25х109/л, 
повышение относительного содержания СД4+ клеток более 
34,9% [9]. Диагностическое и прогностическое значение 
имеют также степень чистоты влагалищного содержимого, 
срок выполнения аборта. 

Использование в качестве диагностических критериев 
ОЭ количества и направления корреляционных достоверных 
связей позволяет улучшить и рационализировать его выяв-
ление (рис. 1, а, б). Сопряженность параметров местного 
гуморального иммунитета в основной группе значительно 
выше, чем в контроле. Больше всего корреляционных связей 
отмечено для Ig M, которые имеют прямые соотношения с 
содержанием в вагинальноцервикальной слизи компонентов 
комплемента С1 и С4, с Ig G. Обратная связь Ig М установле-
на с sIg A. Компонента комплемента С4 активно вовлечена 
во внутрисистемные взаимоотношения и представлена тре-
мя достоверными корреляциями. Прямые связи компонента 
комплемента С4 установлены с Ig М и компонентой компле-
мента С4, а обратное соотношение – с лизоцимом. Лизоцим 

Показатели иммунитета на местном уровне у пациенток с ОЭ 
(M±m)

Показатель локального иммуни-
тета, единица измерения 

Больные ОЭ Контроль 

Ig M, г/л 0,27±0,1* 0,05±0,02*
Ig A, г/л 0,13±0,02 0,09±0,02
Ig G, г/л 0,92±0,08* 0,41±0,05*
sIg A, г/л 0,14±0,03* 0,45±0,06*
С1 66,5±2,6* 38,3±1,7*
С2 68,2±1,5* 46,7±1,4*
С3 64,7±2,0* 43,6±1,5*
С4 74,5±2,3* 38,1±0,9*
С5 31,4±1,5* 38,9±1,7*
Лизоцим, г/л 0,6±0,02 2,1±0,04

П р и м е ч а н и е . * Репрезентативное различие. 

Рис. 1. Модели взаимосвязей местного иммунитета у пациенток с ОЭ 
(а) и в контроле (б).  
Сплошная линия – прямая достоверная связь; пунктирная – обратная достоверная 
связь; с точками – криволинейная достоверная связь.
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соответственно имеет две корреляционные связи. Достовер-
ные криволинейные зависимости выявлены между Ig G и sIg 
А, компонентами комплемента С2 и С3.

Корреляционная модель в контрольной группе суще-
ственно отличается как по числу, так и по направлению 
связей. Выявлено две прямые достоверные связи между со-
держанием в вагинальноцервикальной слизи Ig M и Ig G, 
компонентами комплемента С1 и С2. Обратное соотношение 
отмечено для лизоцима и sIg A, а также – для компонентов 
комплемента С4 и С5.

Содержание иммуноглобулинов А, M и G в цервикальной 
слизи при ОЭ после родов значительно выше, чем у здоро-
вых женщин [10]. У пациенток с послеродовым эндометри-
том наблюдается снижение местной иммунореактивности 
за счет уменьшения экскрессии TLR4 (лигандлипосахариды 
грамотрицательных бактерий) и TLR5 (лигандфлагеллин 
бактерей) [11]. С уровнем TLR4 коррелировал уровень экс-
прессии супероксиддисмутазы (r=0,63; p<0,01), а с TLR5 
r=0,74. С уровнем TLR1, TLR2 и экспрессией каталазы кор-
реляционная связь равна 0,43 и 0,55 соответственно.

При сокращении пространства диагностических показате-
лей местного иммунитета у больных ОЭ посредством кластер-
ного анализа выделен 1ый однородный кластер, сформирован-
ный иммуноглобулинами М и секреторным иммуноглобулином 
А (рис. 2). При высоком уровне объединения взаимодействуют 
лизоцим и компонента комплемента С4, образуя 2-й кластер для 
данных параметров иммунитета в вагинальноцервикальной 
слизи. В совокупности названные кластеры формируют 3ий 
кластер. Значительный уровень интеграции установлен для 
иммуноглобулинов G и компоненты комплемента С3, а также 
для компоненты комплемента С1. Низкий уровень интеграции 
среди показателей местного иммунитета у пациенток с ОЭ вы-
явлен для иммуноглобулинов А и компоненты комплемента С5. 
Следовательно, кластерный анализ доказывает высокую диа-
гностическую значимость при ОЭ Ig M, секреторного иммуно-
глобулина А, лизоцима и компонента комплемента С4.

Анализ параметров информативности по Кульбаку выявил 
высокую информативность Ig M в вагинальноцервикальном 
секрете. У больных ОЭ на втором и третьем ранговых местах 
по величине информативности с незначительным различием 
находятся компонента комплемента С4 и лизоцим. Важными 
с диагностической точки зрения среди показателей местного 
иммунитета при рассматриваемой патологии следует считать 
уровень sIg A ниже 0,25 г/л и компоненты комплемента С1 
более 50,0. Значительной является мера информативности 

Ig G более 0,65 г/л, компоненты комплемента С3 более 55,0. 
Наименьшая информативность свойственна компоненте ком-
племента С5 менее 35,0.

Заключение. Оценка диагностической значимости показате-
лей местного иммунитета у больных ОЭ посредством корреля-
ционного и кластерного анализа свидетельствует, что ведущими 
параметрами для верификации данного заболевания являются 
содержание Ig M, sIg A, С4 компонент комплемента, лизоцима 
в вагинальноцервикальной слизи. Названные выше иммуноло-
гические показатели имеют наибольшее число корреляций на 
внутрисистемном уровне и интегрированы в первый и второй 
кластеры при уровне объединения более 0,6, что однозначно 
указывает на их высокую диагностическую значимость. 
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Разработана иммунохроматографическая тест-система для детекции белка патогенности CagA Helicobacter pylori в 
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Введение. По состоянию на сегодняшний день инфекция, 
вызываемая Helicobacter pylori, является одной из наиболее 
распространённых инфекций человека. По данным литера-
туры, хеликобактериоз встречается у 80–90% жителей раз-
вивающихся стран Азии и Африки, 40–80% жителей Восточ-
ной Европы, Южной Америки и 25–40% населения развитых 
стран Европы и Северной Америки. Распространённость 
инфекции H.pylori среди взрослого населения в России со-
ставляет 84% [1]. 

Азиатско-Тихоокеанский консенсус по раку желудка ре-
комендовал стратегию скрининга и лечения хеликобактерио-
за в популяциях населения с высоким риском рака желудка 
[2]. На рис. 1 представлены статистические данные о часто-
те ассоциации заболеваний желудочно-кишечного тракта ( 
ЖКТ) с H.pylori и процент малигнизации на фоне соответ-
ствующих заболеваний [3].

Сказанное выше  определяет целесообразность внедре-
ния стратегии скрининга и эрадикации H. pylori у лиц, имею-
щих в анамнезе заболевания ЖКТ.

Разработка иммунохроматографических тест-систем 
для экспресс-диагностики инфекционных заболеваний 
является актуальным направлением исследования. Суще-
ствует большое количество разработанных иммунохрома-
тографических тест-систем, но нет чёткого алгоритма их 
изготовления. В каждом конкретном случае необходимо 
использовать свои комбинации специфических антител, 
буферных растворов, мембран [4]. 

В настоящее время на российском рынке существуют 
несколько иммунохроматографических тест-систем для 
диагностики хеликобактериоза. Однако они предназначены 
исключительно для качественного определения антигена в 
биологическом материале (чаще всего в кале). Примерами 
таких тест-систем являются «CITO TEST H.pylori Ag» («Cert-
est Biotec», Испания), «ImmunoCard STAT HpSA» («Meridian 
Bioscience», Италия), «Хелико Стик» и «H.pylori тест»  
(«Novamed», Израиль). Недостатком перечисленных им-
мунохроматографических тест-систем является их направ-
ленность на выявление фермента уреазы, который, кроме 
H.pylori, способны вырабатывать некоторые другие возбуди-
тели инфекционных заболеваний. 

Известно, что наиболее эффективным подходом при ла-
бораторной диагностике инфекций является детекция анти-
генов патогенности инфекционного агента. У H.pylori обна-
ружено несколько таких антигенов (CagA, VacA, IceA, Ba-
bA). Особое место среди них занимает белок CagA. Протеин 
CagA ассоциирован с язвенной болезнью, раком желудка и 
лимфомой. Считается, что CagА+-штаммы H. pylori и особен-
но CagА+VacA+-штаммы в значительно большей мере стиму-
лируют пролиферативную активность эпителиоцитов слизи-
стой оболочки желудка, чем CagА-негативные. Поступление 
в эпителиоциты слизистой оболочки желудка белка СagA 
вызывает мобилизацию и реорганизацию актина, индукцию 
ростковых факторов, продукцию различных цитокинов. Счи-
тается, что у таких пациентов риск развития кишечной мета-
плазии в 12 раз и атрофического гастрита в 3 раза выше, чем 
у инфицированных CagА-негативными штаммами. Генотип 
CagА+VacA+ достоверно чаще ассоциируется с гастродуоде-
нальной язвой [5]. В связи с этим, детекция белков патоген-
ности H.pylori и, в первую очередь, белка cagA является кри-
терием отбора лиц для назначения эрадикационной терапии. 

Отсутствие отечественных иммунохроматографических 
тест-систем, предназначенных для выявления белков пато-
генности H.pylori, значимых для развития хеликобактерассо-
циированных заболеваний, определяет актуальность и цель 
работы.  

Цель исследования – разработка экспериментального об-
разца иммунохроматографической тест-системы для выявле-
ния белка патогенности cagA H.pylori.

Материал и методы. Работа выполнена на базе кафедры 

микробиологии Вятского государственного университета»  
(г. Киров).

В работе использовали моноклональные антитела (МкАТ) 
к белку CagA H.pylori, клоны НР-1811 и НР-387 («Биалек-
са», Россия); антивидовые антитела козы против IgG мыши 
(«Биалекса», Россия); золотохлористоводородную кисло-
ту HAuCl4·3Н2О (Sigma, США); деионизированнную воду 
(ГОСТ 11.029.003-80); соляную кислоту (ГОСТ 3118-77); 
азотную кислоту (ГОСТ 4461-77); цитрат натрия 5,5-водный 
(«Реахим», Россия); хлорид натрия («Реахим», Россия);  кар-
бонат калия («Реахим», Россия); гидрокарбонат натрия («Ре-
ахим», Россия);  дигидрофосфат калия (Panreac, Испания); 
гидрофосфат натрия (Sciphos, Китай); трис(гидроксиметил)
аминометан (Sigma, США); трис гидрохлорид (Panreac, Ис-
пания);  полиэтиленгликоль 40  000 (Sigma, США); бычий 
сывороточный альбумин («Диа-М», Германия); Tween-20  
(AppliChem, Германия); сахарозу («Реахим», Россия). 

Все растворы готовили на деионизированной воде. 
Мультимембранный комплекс разработан на основе мем-

бран фирмы MDI (Индия). 
При разработке иммунохроматографической тест-системы 

использовано следующее оборудование: весы электронные 
аналитические Adventurer (OHAUS, США); электронный 
трансмиссионный микроскоп JEM-2100 (Jeol, Япония); спек-
трофотометр сканирующий «СПЕКС ССП-705-4» (ЗАО «Спек-
троскопические системы», Россия); центрифуга лабораторная 
Centrifuge 5415 R (Eppendorf, Германия); центрифуга-вортекс 
«Микроспин» (Biosan, Латвия); термостат «ТСО-1/80» («СПУ», 
Россия); магнитная мешалка (Heidolph, Германия); резак для бу-
маги (Rahmenlos® Katze Geschenk  Shirt, США); рН-метр «рН-
410» («Аквилон», Россия);  система для получения деионизиро-
ванной воды Arium 611 UF (Sartorius, Германия).

Для оценки чувствительности были использованы культу-
ры H.pylori из коллекции культур кафедры микробиологии.

Культуры H. pylori выращивали на селективной питатель-
ной среде – колумбийском кровяном агаре с антибиотиками 
амфотерицином и ванкомицином в анаэростате при темпе-
ратуре 37°С в течение 3–5 сут. Принадлежность культур к 
H.pylori подтверждена бактериологическим и биохимиче-
ским методами, методом  ПЦР при использовании коммер-
ческих тест-систем «Хеликопол VA», «Хеликопол CA», «Хе-
ликопол IA», «Хеликопол BA» (Россия), «ДНК-технологии» 
(Россия), методом иммунохроматографии при использовании 
коммерческой тест-системы NovaMed (Израиль).

Для оценки специфичности использовали культуру 
Proteus vulgaris из коллекции культур кафедры микробио-
логии Вятского государственного университета. Культуру 
выращивали на мясопептонном агаре в термостате при тем-
пературе 37˚С в течение суток. Принадлежность культуры к 
P.vulgaris была подтверждена биохимическими и микробио-
логическими методами. 

Оптическую концентрацию микробных клеток в суспензиях 
определяли с использованием отраслевого стандарта мутности 
ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России (ОСО 42-28-85П). 

Биологическую концентрацию клеток в агаровой куль-
туре H. pylori определяли, как описано в работе чашечным 
методом Коха, используя для расчёта  формулу (1):

М = (а×10n)/V,                 (1)
где М – количество клеток в 1 см-3 исследуемого субстра-

та, м.к.·см-3;
а – среднее число колоний при высеве из данного разве-

дения, шт.; 
10 – коэффициент разведения; 
n – порядковый номер разведения, из которого сделан вы-

сев;
V – объём суспензии, взятой для посева, см-3.
Погрешность измерения рассчитывали по формуле (2) 

[6]: 
I95 = 2а/r, 		      (2)
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где а – среднее число колоний, выросших на чашках Пе-
три, шт.; 

r – число повторностей высева; 
2 – постоянный коэффициент.
Результаты и обсуждение. Наночастицы коллоидного 

золота (НчКЗ) со средним диаметром 25–30 нм получали ци-
тратным методом Френса с модификациями.  

Размеры, дисперсионные свойства, электронную плот-
ность частиц анализировали на электронном трансмиссион-
ном микроскопе.

Определение «золотого числа» проводили по стандарт-
ной методике [7], для этого к раствору МкАТ НР-387 (с кон-
центрацией от 100 мкг·см-3 до 1,5 мкг·см-3) добавляли в рав-
ных объёмах раствор НчКЗ, перемешивали и инкубировали 
15 мин при комнатной температуре. Затем вносили 10% рас-
твор хлорида натрия, перемешивали и через 10 мин измеря-
ли оптическую плотность раствора при длине волны 630 нм 
(OD630)  на спектрофотометре. 

Концентрацию антител, используемую при синтезе конъ-
югатов МкАТ с НчКЗ, устанавливали на основании флоку-
ляционной кривой, отражающей агрегацию конъюгатов  при  
высокой  ионной силе. Была  выбрана концентрация антител, 
на 10–15% превосходящая точку выхода кривой ОD630 на пла-
то, как рекомендовано в работе [7], а именно  20 мкг·см-3. 

Для приготовления конъюгата МкАТ НР-387, разведённые в 
0,025 М трис- буфере, смешивали с равным объёмом раствора 
НчКЗ до конечной концентрации МкАТ 20 мкг·см-3. Конъюгат 
инкубировали 30 мин при комнатной температуре, периоди-
чески перемешивая на вортексе. Для стабилизации добавляли 
профильтрованный 4% раствор полиэтиленгликоля и инкубиро-
вали 15 мин. Конъюгат центрифугировали дважды с ускорени-
ем 9000 g в течение 30 мин при температуре 4°С. После второго 
центрифугирования супернатант удаляли, осадок ресуспенди-
ровали в стабилизирующем буфере, содержащем 0,025 М трис, 
1% бычий сывороточный альбумин и 1% сахарозу.

Раствор конъюгата методом пропитывания наносили на 
мембрану для конъюгата с плотностью нанесения 30 мкл на 
1 см2 и высушивали на воздухе при комнатной температуре в 
течение суток. 

Для получения иммунохроматографического композита 
последовательно проводили склеивание тест-системы: на 
нитроцеллюлозную мембрану наклеивали мембрану с иммо-
билизованным конъюгатом, мембрану для образца и мембра-
ну для адсорбента. Затем полученный мультимембранный 
композит нарезали при помощи резака на отдельные полоски 
шириной 3,5–4,0 мм.

После этого на нитроцеллюлозную мембрану вручную, 
используя наконечник и микропипеточный дозатор, наноси-
ли МкАТ: в тестовую зону – МкАТ НР-1811 в концентрации 
12 мг·см-3, в контрольную зону – антивидовые антитела козы 
против иммуноглобулинов мыши в концентрации 10 мг·см-3. 
Тест-системы высушивали при комнатной темпе-
ратуре в течение суток. 

Таким образом был изготовлен  эксперимен-
тальный образец иммунохроматографической 
тест-системы, состав мультимембранного компо-
зита и основные компоненты которого представ-
лены на рис. 2 

Работоспособность тест-системы оценили 
путём тестирования различного биологического 
материала на предмет наличия в них белка пато-
генности CagA H.pylori. 

На первом этапе оценивали чувствительность 
тест-системы, используя культуру H. рylori, вы-
ращенную на селективной питательной среде в 
чашках Петри. Культуру   H. рylori смывали с по-
верхности агара стерильным раствором хлорида 
натрия. Для осаждения клеток и удаления компо-
нентов от остатков питательной среды суспензию 

клеток центрифугировали при 2000 об/мин в течение 10 мин. 
Надосадочную жидкость удаляли, осадок ресуспендировали в 
буфере разгона, приготовленном на 0,025 М K/Na фосфатно-
солевом буфере, содержащем 0,15 М NaCl и 0,05 % Tween-20. 
После определения оптической концентрации клеток, исполь-
зуя буфер разгона, делали ряд последовательных разведений 
суспензии: 1·1010, 5·109, 2,5·109, 1,25·109 м.к.·см-3.

По результатам проведенных исследований порог чув-
ствительности тест-системы составил 2,5·109 м.к.·см-3, о чём 
свидетельствовало появление розовой точки в аналитической 
зоне. Появление окрашенной (розовой) точки в контрольной 
зоне указывало на корректность проведённого исследования.

Был определён также порог чувствительности тест-
системы по биологической концентрации, т.е. по отношению 
к живым микробным клеткам, содержавшимся в агаровой 
суспензии. Его значение составило (1,7 ± 4,8)·108 КОЕ×см-3. 
Более высокая чувствительность анализа, рассчитанная по 
биологической концентрации в сравнении с таковой, опреде-
лённой по оптической концентрации микроорганизмов, воз-
можно, связана с тем, что белок CagA имеет внутриклеточ-
ную локализацию. Для подтверждения этой гипотезы нужны 
дополнительные исследования. 

Для оценки специфичности использовали буфер разгона 
и культуру P.vulgaris. 

Данный микроорганизм также является этиологическим 
агентом заболеваний ЖКТ и присутствует в кишечнике здо-
рового человека и многих животных. Культуру P.vulgaris для 
исследования готовили, как описано выше. После определе-
ния в полученной суспензии оптической концентрации кле-
ток, используя буфер разгона, делали ряд последовательных 
разведений: 1·1010, 5·109, 2,5·109 м.к.·см-3.

При тестировании гетерологичной культуры P.vulgaris в 
исследуемых концентрациях, а также при тестировании буфе-
ра разгона окрашивания аналитической зоны не наблюдалось 
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Рис. 1. Частота ассоциации заболеваний ЖКТ с H. pylori и  про-
цент малигнизации на фоне соответствующих заболеваний.  

Рис.2. Внешний вид и основные компоненты разработанного эксперимен-
тального образца иммунохроматографической тест-системы, предназна-
ченной для выявления белка патогенности CagA H.pylori. 
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(рис. 3), что свидетельствовало о специфичности разработан-
ного образца иммунохроматографической тест-системы. 

На втором этапе оценили возможность использования 
тест-системы для качественного исследования биологиче-
ского материала (кала и содержимого зубодесневых карма-
нов), взятого от серопозитивных по отношению к H.pylori 
доноров, на наличие белка СagA H.pylori.

Для этого провели забор  крови из локтевой 
вены у 20 добровольцев, с которыми заранее 
было подписано добровольное соглашение на 
участие в исследовании.  Сыворотку крови до-
бровольцев протестировали на наличие антител 
к белку CagA H.pylori с помощью коммерческо-
го набора для ДОТ-анализа «Хелико-экспресс» 
(«ВЕКТОР-БЕСТ», Россия). 

По результатам исследования были выбра-
ны 5 серопозитивных доноров, образцы ка-
ла которых протестировали на наличие белка 
CagA H.pylori. В качестве отрицательного кон-
троля использовали буфер разгона. 

По результатам тестирования в двух из пяти 
исследованных образцов (донор № 7 и донор № 
15) обнаружен белок CagA H.pylori, о чём сви-
детельствовало появление розовой точки в ана-
литической зоне, а окрашивание контрольной 
зоны подтверждало корректность проведённо-
го исследования (рис. 4).

Ротовая полость является входными воро-
тами H. pylori-инфекции. В ротовой полости 
инфицированных людей возбудитель обнару-
живается в слюне, на слизистой оболочке, на 
дентальных бляшках, в зубном налёте, в зубо-
десневых карманах. В последних создаются 
микроаэрофильные условия, благоприятные 
для H. pylori [8–10]. В связи с этим представ-
ляется целесообразным изучить содержимое 
зубодесневых карманов на наличие белка CagA 
H.pylori. 

Поэтому параллельно с тестированием кала 
у серопозитивных по белку cagA лиц проводили тестиро-
вание содержимого зубодесневых карманов. Забор биоло-
гического материала из зубодесневых карманов маляров и 
резцов осуществляли стерильными штифтами. Отобран-
ный материал ресунпендировали в 1,5 см3 буфера разгона, 
полученную суспензию центрифугировали при 2000 об/
мин в течение 20 мин для осаждения биологического ма-
териала, а затем полученный осадок ресуспендировали в 
0,15 см3 буфера разгона. Подготовленный таким образом 
материал тестировали на наличие белка CagA H.pylori, 
используя разработанную иммунохроматографическую 
тест-систему. Параллельно проводили посев биологиче-
ского материала на селективную питательную среду.

По результатам исследования пяти образцов содержи-
мого зубодесневых карманов положительная реакция вы-
явлена всеми указанными методами у добровольцев № 7 
и № 15, у которых положительный результат был получен 
также и при тестировании кала.

Таким образом, результаты исследования различного 
биологического материала (образцов кала, содержимого 
зубодесневых карманов) показали, что только двое из пя-
ти серопозитивных пациентов, у которых выявлено нали-
чие патогенных штаммов H.pylori, продуцирующих белок 
CagA, нуждаются в назначении эрадикационной терапии. 
Трое серопозитивных лиц имели в анамнезе хеликобакте-
риоз, однако на момент обследования не являлись носи-

телями патогенных штаммов H.pylori, содержащих белок 
CagA, и не нуждались в назначении многокомпонентной 
антибактериальной терапии. 

Выводы
Разработан экспериментальный образец иммунохромато-

графической тест-системы, предназначенной для детекции 
белка патогенности CagA H.pylori, основными иммунохими-
ческими компонентами которого являются наночастицы кол-
лоидного золота и моноклональные антитела отечественного 
производства.

Экспериментально доказана способность  иммунох-

Конт-
роль

Примечание:
1. «++», «+» – степень интенсивности окраски аналитической зоны;
2. «-» – отсутствие окраски аналитической зоны.

- - - -++ ++ +
1 × 1010 5 × 109 2,5× 109 1,25 × 109 1,25 × 1091 × 1010
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концентрации ..., м.к. × см-3
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Рис. 3. Проверка чувствительности и специфичности экспериментального 
образца иммунохроматографической тест-системы.
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Примечание:
1. «++», «+» – степень интенсивности окраски аналитической зоны;
2. «-» – отсутствие окраски аналитической зоны.
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Рис.4. Оценка работоспособности иммунохроматографической 
тест-системы при исследовании биологического материала (ка-
ла) на наличие антигена H.pylori.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(4)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-4-242-246

ИММУНОЛОГИЯ

246

роматографической тест-системы выявлять белок СagA 
H.pylori в культуре H.pylori и в различном  биологическом 
материале – в кале и содержимом зубодесневых карманов 
у лиц, имеющих в анамнезе гастрит или язвенную болезнь 
желудка.

Показана возможность использования разработанной 
тест-системы для подтверждения полноты эрадикации 
H.pylori после проведения курса антибактериальной терапии 
у пациентов с хеликобактериозами по результатам исследо-
вания кала и содержимого зубодесневых карманов. 

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Глаукома является ведущей причиной необратимой слепоты во всех странах и в ближайшие годы прогнозируется увеличение 
больных с данной патологией. В настоящее время развитие заболевания связывают с изменением интерлейкинового профиля 
в слёзной жидкости, но диагностическая значимость интерлейкинов (IL) изучена недостаточно. Цель работы – определение 
диагностической значимости IL на местном уровне для улучшения диагностики и прогнозирования развития глаукомы. Со-
держание IL в слёзной жидкости изучено у 80 больных глаукомой II стадии и 45 практически здоровых лиц методом сэндвич-
варианта твердофазного иммуноферментного анализа с расчётом информативности показателей иммунитета. Результа-
ты. Установлена высокая диагностическая значимость для верификации глаукомы IL-2, IL-17, IL-8, которые предлагается 
использовать при лабораторной диагностике и прогнозировании заболевания. Созданная регрессионная модель обеспечивает 
с высокой точностью прогнозирование развития глаукомы при повышении уровня IL-2, IL-17, IL-8.
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The glaucoma is a leading cause of irreversible blindness in all countries. In the nearest years an increasing of patients with the 
given pathology is prognosticated. Nowadays, development of disease is related to alteration of interleukin profile in lacrimal 
fluid. however, diagnostic significance of interleukins is studied insufficiently. 
The purpose of study. To determine diagnostic significance of interleukins on a local level for amelioration of diagnostic and 
prognostication of development of glaucoma. The content of interleukins in lacrimal fluid was analyzed in 80 patients with 
glaucoma stage II and 45 healthy individuals using technique of sandwich-linked enzyme-linked immunosorbent assay with 
calculation of informativeness of indices of immunity. 
The results. The analysis established high diagnostic significance of IL-2, IL-17, IL-8 for verification of glaucoma. They are 
proposed to be applied in laboratory diagnostic and prognostication of disease. The developed regression model ensures with 
high accuracy prognostication of development of glaucoma in case of increased level of IL-2, IL-17, IL-8.
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Глаукома относится к числу социально значимых заболе-
ваний, поскольку является ведущей причиной необратимой 
слепоты во всем мире [1, 2]. По данным международных пу-
бликаций, в мире насчитывается от 5 до 10 млн человек, ко-
торые ослепли вследствие глаукомы [3–5]. В структуре при-
чин слепоты доля глаукомы остаётся стабильно большой – от 
14–15% в России и Югославии до 33%  в Норвегии [6].

Глаукома является не только тяжёлым, но и распростра-
нённым заболеванием глаз. В 2010 г. в мире насчитывалось 
60,5 млн больных глаукомой, а по прогнозу к 2020 г. число 
таких пациентов может  достичь 80 млн [5]. Относительно 
высокая распространённость глаукомы во всех странах мира 
и её место в структуре слепоты и слабовидения побуждают 
исследователей проводить новые эпидемиологические и диа-
гностические исследования этого заболевания [7].

Проводимая диагностика глаукомы по параметрам вну-
триглазного давления не всегда является результативной. В 
единичных исследованиях последних лет показано, что при 
диагностике глаукомы необходимо учитывать содержание 
интерлейкинов (IL) в слёзной жидкости [8]. Однако неизу-
ченной остаётся диагностическая значимость IL и их инфор-
мативность. Кроме того, отсутствует научная информация о 
прогностичности IL у больных глаукомой.

Цель выполненной работы – определение диагностиче-
ской значимости IL на местном уровне для улучшения диа-
гностики и прогнозирования развития глаукомы.

Материал и методы. Обследовано 80 больных первичной 
открытоугольной глаукомой II стадии в Краснодарском фи-
лиале «МНТК Микрохирургия глаза им. академика С.Н. Фе-
дорова». Средний возраст больных глаукомой 60,2±2,7 года. 
Контролем служили 45 практически здоровых лиц, возраст 
которых равен 57,8±3,1 года.

Цитокины в слёзной жидкости определяли на иммуно-
ферментном анализаторе Multiscan (Финляндия), используя 
сэндвич-вариант твердофазного иммуноферментного ана-
лиза и тест-систему R&DDiagnostic Inc(США). Обработка 
данных выполнялась на ЭВМ с применением пакета Statis-
tica 6.0. Расчёт информативности проводился по общепри-
нятой формуле

J = 10lg∙0,5∙(Р1-Р2), 
где J – информативность, Р1 – частота признака в контро-

ле, Р2 – частота этого же признака у больных глаукомой.
Результаты и обсуждение. Изучение цитокинового ста-

туса в слёзной жидкости пациентов с глаукомой позволило 
обнаружить достоверные изменения уровня всех IL в срав-
нении с контрольной группой (табл. 1). При этом выявлена 
важная закономерность изменений содержания исследован-
ных IL при сформировавшейся глаукоме – репрезентативное 
повышение практически всех IL за исключением IL-10,  кон-
центрация которого понизилась в 3 раза.

В слёзной жидкости больных глаукомой отмечено макси-
мальное  повышение содержания IL-8 и IL-2, оно  статисти-
чески значимо возросло – в 8,2  и 7,8 раза соответственно. 
Существенным является также повышение  уровня IL-17 при 
развитии глаукомного процесса. В равной степени, но менее 
значительно у пациентов с глаукомой повышен уровень IL-4, 
IL-7.Следует отметить, что изменение содержания противо-
воспалительных IL носило разнонаправленный характер – 
уровень IL-4 достоверно повысился у больных глаукомой, а 
уровень IL-10 репрезентативно снизился в этой же группе. 
Среди изученных IL слёзной жидкости наименьшее измене-
ние свойственно IL-18, его уровень репрезентативно выше у 
пациентов с глаукомой, чем в контрольной группе.

В ранее выполненных исследованиях также показано, что 
локальный профиль цитокинов при первичной открытоуголь-
ной глаукоме отличается выраженной провоспалительной на-
правленностью [9, 10]. У больных с начальной стадией глау-
комы и подозрением на глаукому выявляется повышенный 
уровень провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-17, ФНОα 
в слёзной жидкости [10].

Изменения цитокинового профиля слёзной жидкости у 
пациентов с подозрением на глаукому существенно отлича-
ются от такового в контроле и касаются 14 из 16 цитокинов, 
исключение составляют IL-8 [11]. Так, среди обследованных 
с подозрением на глаукому обнаружено статистически зна-
чимое повышение концентрации IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-10,IL-17. У пациентов с начальной глаукомой выявлено 
достоверное увеличение локальной продукции  IL-1β,  IL-5,  
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IL-18 [11].  Однако  в  исследовании   Е.В. Маркеловой и со-
авт. [3] при I стадии глаукомы определены гиперпродукция 
IL-17 и IL-10, умеренное повышение  уровня IL-1β. 

Погрессирование глаукомы сопровождается увеличением 
синтеза провоспалительных цитокинов [10]. У больных глау-
комой II стадии установлено повышение уровня IL-2,  его 
растворимого рецептора. Содержание IL-6 и IL-4 находится 
в границах нормы [3].

На III стадии заболевания зафиксировано увеличение со-
держания как «ранних», так «поздних» провоспалительных 
цитокинов – IL‑1β и IL‑6 – и повышенные, как и на II стадии, 
уровни IL‑17 и IFNγ. Выявлено относительное снижение (до 
референсных величин) локальной концентрации IL‑2 и его 
растворимого рецептора, что может свидетельствовать об ис-
тощении их продукции или повышенном образовании соот-
ветствующих комплексов [12].

Оценка противовоспалительных медиаторов в слёзной 
жидкости при далеко зашедшей глаукоме показала измене-
ние баланса в сторону усиления продукции и секреции боль-
шинства из них: в 4 раза увеличился уровень IL‑4, умеренно 
повышалось содержание IL‑10. Отличительный признак этой 
стадии болезни – увеличение уровня IFNγ и IL‑4  с превали-
рованием последнего[12].

Анализ полученных данных позволил авторам сделать 
заключение о том, что в патогенезе глаукомы существенную 
роль играют повышение продукции провоспалительных ин-
терлейкинов в слёзной жидкости и хроническое внутриглаз-
ное воспаление [3, 9, 13].

Выполненная нами оценка информативности интерлейки-

нов в слёзной жидкости у больных глаукомой позволила вы-
делить диагностически значимые показатели (табл. 2). Мак-
симальные параметры информативности свойственны IL-2 и 
IL-17. Высокой информативностью у пациентов с глаукомой 
характеризуются IL-8. Несмотря на существенную  инфор-
мативность других интерлейкинов, она значительно ниже, 
чем у IL-2, IL-17 и IL-8. В частности, информативность IL-10 
составляет 324,9 и занимает 4-е ранговое место среди всех 
изученных интерлейкинов. Приблизительно равную меру 
информативности имеют IL-7 и IL-6.  Минимальный уровень 
информативности установлен для IL-1β. Основываясь на 
величинах информативности локального интерлейкинового 
профиля, для лабораторной диагностики глаукомы следует 
использовать определение в слёзной жидкости IL-2, IL-17, 
IL-8.

Используя данные интерлейкины, методом пошаговой 
регрессии разработали регрессионную модель для прогно-
зирования развития глаукомы: у = 7,815 + 3,972х1 + 2,467х2 
+ 2,231х3, 

где у – развитие глаукомы, х1 – содержание в слёзной жид-
кости IL-2,

x2 – содержание в слёзной жидкости IL-17, x3 – уровень в 
слёзной жидкости IL-8.

Созданная математическая модель адекватна по крите-
рию Фишера, так как Fрасч= 85,7, p < 0,001. В соответствии 
с данной моделью развитие глаукомы прогнозируется при у 
= 37,022-223,087, а отсутствие данного заболевания – при у 
< 37,021.

Прогностически неблагоприятными локальными кри-
териями и ранними маркёрами диагностики глаукомы дру-
гие авторы называют повышение уровня IL-17 более 27 пг/
мл [3]. Кроме того, указывается, что определение провос-
палительных IL в слёзной жидкости в сочетании с данными 
клинико-офтальмологического обследования может исполь-
зоваться для ранней диагностики и оценки степени тяжести 
глаукомы [10].

Заключение. Развитие глаукомы сопровождается репре-
зентативным увеличением содержания в слёзной жидкости 
практически всех IL, за исключением IL-10.  Наибольшей 
диагностической значимостью обладают IL-2, IL-17, IL-8, 
которые рекомендуется определять при лабораторной диа-
гностике и прогнозировании глаукомы. Созданная регрес-
сионная модель с высокой безошибочной вероятностью по-
зволяет прогнозировать развитие глаукомы по изменению 
содержания в слёзной жидкости IL-2, IL-17, IL-8.
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значимы.
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IL-17 578,4 2-е
IL-18 234,5 8-е
IL-1β 198,7 9-е
IL-6 270,9 6-е
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ХАРАКТЕРИСТИКА ДИАРЕЕГЕННЫХ ЭШЕРИХИЙ, ВЫДЕЛЕННЫХ ОТ ДЕТЕЙ В 
ВОЗРАСТЕ ДО 5 ЛЕТ В г. ЯРОСЛАВЛЕ

1ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 142279,  
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2ГБУЗ «Ярославская областная инфекционная клиническая больница № 1»,  Ярославль, Россия

Диареегенные бактерии Escherichia coli (кишечная палочка) занимают значимое место среди бактериальных возбудите-
лей острых кишечных инфекций (ОКИ) у детей в возрасте до 5 лет. Наибольшую опасность среди этих патогенов пред-
ставляют энтеротоксигенные E. coli, вызывающие энтериты и энтероколиты, сопровождающиеся острой дегидра-
тациионной диареей, а также эшерихии, продуцирующие шига-токсин и являющиеся возбудителями геморрагического 
колита (ГК) и гемолитико-уремического синдрома (ГУС). Быстрая и правильная идентификация возбудителей этих двух 
групп патогенов является важной задачей бактериологов, от решения которой во многом зависит успех лечения пациен-
та, поскольку тактика терапии энтеротоксигенной диареи и ГК с ГУС существенно различается. Высокая способность 
Escherichia coli формировать устойчивые к антимикробным препаратам (АМП) популяции, вплоть до панрезистент-
ных, также является серьёзной проблемой для науки и общественного здравоохранения. Объект исследования – коллек-
ция изолятов E. coli (n = 112), выделенных в г. Ярославле в 2015–2017 гг. от 112 детей в возрасте до 5 лет с клиническими 
проявлениями острой кишечной инфекции, пищевой токсикоинфекции, гемоколита и диареи неясной этиологии. Штам-
мы E.  coli первоначально протестированы с помощью диагностических агглютинирующих коли-свороток, а затем с 
помощью набора реагентов для выявления и дифференциации ДНК диареегенных E. coli «АмплиСенс® Эшерихиозы-FL», 
а также со специфичными олигонуклеотидными праймерами на гены вирулентности и О-серогрупповой принадлежно-
сти. На основании полученных данных определена принадлежность изученных штаммов E. coli к четырём патогруппам: 
ЕНЕС (n = 9), EPEC (n = 17), ETEC (n = 1) и EAgEС (n = 1). Все они явились носителями генов патогенности, характер-
ных для каждой патогруппы. Наиболее многочисленная группа ЕРЕС представлена штаммами пяти серогрупп, среди 
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которых доминирующей являлась серогруппа О26 (9 штаммов). Таким образом, на примере изучения коллекции штаммов 
диареегенных эшерихий, выделенных в период 2015–2017 гг. в г. Ярославле от детей в возрасте до 5 лет с острыми 
кишечными инфекциями, показана эффективность применения молекулярно-генетических методов исследований для ха-
рактеристики E. coli: определения у них серогрупп, детекции генов вирулентности и отнесения к патогруппам.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  диареегенные бактерии Escherichia coli; полимеразная цепная реакция в реальном времени (ПЦР-
РВ); серогруппы; гены вирулентности.
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The characteristic of diarrheagenic Escherichia separated from children aged 
under 5 years old in Yaroslavl
1The Federal Budget Institution of Science "The State Scientific Center of Applied Microbiology and Biotechnology" of 
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The diarrheagenic bacteria coli take a significant place among agents of acute intestinal infections in children aged under 5 years. The 
main danger among these pathogens is represented by both enterotoxigenic E. coli causing enteritis and enterocolitis accompanied 
by acute dehydration diarrhea and Escherichia producing shiga-toxin being agents of hemorrhagic colitis and hemolytic uremic 
syndrome. The fast and proper identification of agents of these two groups of pathogens is an important task of bacteriologists to be 
resolved for successful treatment of patient because tactics of therapy of enterotoxigenic diarrhea and hemorrhagic colitis
 and hemolytic uremic syndrome significantly differ. The high capacity of Escherichia coli to form populations resistant to anti-microbial 
medications, including pan-resistant ones, also is a serious problem for science and public health. The object of study was a collection of 
isolates of E. coli (n = 112), separated from 112 children aged under 5 years with clinical manifestations of acute intestinal infection, food 
toxic infection hemocolitis and diarrhea of obscure etiology in Yaroslavl in 2015-2017. Initially, the strains of E. coli were tested using 
diagnostic agglutinating coli-serums and then using reagents' kit «AmpliSens®Escherichiosis-FL» for detection and differentiation DNA 
of diarrheagenic bacteria coli and also with specific oligonucleotide primers to genes of virulence and O-serum group belonging. The 
obtained data permitted to determine belonging of analyzed strains of E. coli to four sub-groups: ЕНЕС (n = 9), EPEC (n = 17), ETEC (n 
= 1) и EAgEС (n = 1). All of them were agents of genes of pathogenicity specific for every pathogroup. The most numerous group EPEC 
was represented by strains of five serogroups with dominating among them serogroup O26 (9 strains). Therefore, studying collection 
of strains of diarrheagenic Escherichia isolated during 2015-1017 in Yaroslavl from children aged under 5 years with acute intestinal 
infections permitted to demonstrate efficiency of application of molecular genetic methods of analysis for characterizing E. coli i.e. 
establishment their serogroups, detection of genes of virulence and attributing to pathogroups.
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Введение. Escherichia  coli является наиболее распро-
странённой факультативно-анаэробной бактерией кишечной 
микрофлоры теплокровных. Большинство представителей 
вида, как правило, являются непатогенными для человека 
и животных, однако отдельные из них, имея определённый 
набор факторов патогенности, могут причинить серьезный 
вред здоровью, вплоть до летального исхода [1]. Патогенные 
штаммы E.  coli делятся на две группы: диареегенные Es-
cherichia coli (DEC), вызывающие расстройства желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ), и Escherichia  coli, являющиеся 
причиной внекишечных инфекций у человека и животных 
(ExPEC), включая сепсис, менингит, инфекцию мочевыводя-
щих путей (ИМП) [2].

Диареегенные Escherichia coli – одни из основных этио-
логических агентов кишечных заболеваний у человека [3]. На 
основе наличия у DEC специфических факторов вирулент-
ности и фенотипических признаков они подразделяются на 
семь основных патогрупп: энтеропатогенные E. coli (ЕРЕС), 

энтеротоксигенные E. coli (ЕТЕС), энтероинвазивные E. coli 
(EIEC), продуцирующие шига-токсин E. coli (STEC), энтеро-
агрегативные E. coli (EАgEC), диффузно-адгезивные E. coli 
(DAEC) и адгезивно-инвазивные E. coli (AIEC). В свою оче-
редь, патогруппа STEC включает в себя энтерогеморрагиче-
ские E. coli (EHEC) и неэнтерогеморрагические (non-EHEC) 
[4]. 

Для детей в возрасте до 5 лет наибольшую опасность сре-
ди этих патогенов представляют энтеротоксигенные E. coli, 
вызывающие энтериты и энтероколиты, сопровождающиеся 
острой дегидратационной диареей, а также продуцирую-
щие шига-токсин эшерихии, являющиеся возбудителями 
геморрагического колита (ГК) и гемолитико-уремического 
синдрома (ГУС) [5]. Быстрая и правильная идентификация 
возбудителей этих двух групп патогенов является важной 
задачей бактериологов, от решения которой во многом за-
висит успех лечения пациента, поскольку тактика терапии 
энтеротоксигенной диареи и ГК с ГУС существенно разли-
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чается. До настоящего времени в диагностических лаборато-
риях Российской Федерации основным методом идентифи-
кации патогенных эшерихий всё ещё остаётся определение 
О-серогрупповой принадлежности E.  coli, а этого с учётом 
имеющихся молекулярно-генетических методов идентифи-
кации явно недостаточно.

Высокая способность Escherichia  coli формировать 
устойчивость к антимикробным препаратам (АМП), вплоть 
до возникновения панрезистентных штаммов, является в 
настоящее время серьёзной проблемой для науки и здраво-
охранения всего мира [6]. Появление антибиотикорезистент-
ных штаммов STEC отмечается и в Российской Федерации. 
В работе отечественных авторов описан случай выделения 
энтерогеморрагических штаммов E. coli серотипа О145:Н28, 
несущих гены шига-токсина stx2 и интимина eaeА, а также 
ген бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) СТХ-М-
типа. Продукция БЛРС подтверждена в тесте синергизма с 
ингибитором бета-лактамаз методом двойных дисков. К пре-
паратам других функциональных классов (не бета-лактамов) 
данные штаммы были чувствительными [7]. 

Цели и задачи работы – изучение коллекции изолятов 
E.  coli, выделенных в г.  Ярославле в 2015–2017  гг. от 112 
детей в возрасте до 5 лет; оценка диагностической значи-
мости и достоверности молекулярно-генетических методов 
для определения серогрупповой принадлежности и принад-
лежности к патогруппам штаммов E.  coli; определение до-
минирующих пато- и серогрупп DEC, выделенных от детей 
в г. Ярославле.

Материал и методы. Объектом исследования стала кол-
лекция изолятов E. coli (n = 112), выделенных в г. Ярославле 
в 2015–2016 гг. от 112 детей в возрасте до 5 лет с клиниче-
скими проявлениями острой кишечной инфекции, пищевой 
токсикоинфекции, гемоколита и диареи неясной этиологии. 
Культивирование штаммов E. coli проводили на плотных пи-
тательных средах: питательная среда № 1 ГРМ и лактозный 
ТТХ агар с тергитолом 7 (ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск, Рос-
сия). Определение О-серогрупповой принадлежности штам-
мов E. coli осуществляли с помощью реакции агглютинации 
на стекле с использованием наборов: «Сыворотки диагно-
стические, эшерихиозные ОК сухие для РА-ФСП 42-0010-
4610-03», «Сыворотки диагностические, эшерихиозные ОК 
поливалентные сухие для РА-ФСП 42-0010-4611-03» (ОАО 
«Биомед» им. И.И. Мечникова, Россия).

Определение чувствительности к антибактериальным 
препаратам (АБП) выполняли с помощью бактериологи-
ческого анализатора VITEK-2 Compact с использованием 
карты AST‑N101 для определения чувствительности энте-
робактерий к АМП. В качестве контрольных использовали 
штаммы E. coli ATCC 25922 и E. coli ATCC 35218, получен-
ные из коллекции «ГКПМ-Оболенск» (Государственная кол-
лекция патогенных микроорганизмов и клеточных культур). 
Интерпретировали результаты согласно критериям European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility testing – EUCAST 
2012–2013  гг. (http://www.eucast.org/clinical_breakpoints/) и 
Клиническим рекомендациям Межрегиональной ассоциации 
по клинической микробиологии и антимикробной химиоте-
рапии «Определение чувствительности микроорганизмов к 
антимикробным препаратам. Версия-2015-02» (2015 г.).

Определение патогрупп штаммов E.  coli осуществляли 
методом полимеразной цепной реакции с гибридизационно-
флуоресцентной детекцией (ПЦР-РВ) с помощью набора 
реагентов для выявления и дифференциации ДНК диа-
реегенных E.  coli «АмплиСенс® Эшерихиозы-FL» (ФБУН 
ЦНИИЭ, Россия). У штаммов с подтверждённой патогруп-
пой гены вирулентности и серогрупп-специфичные гены 
определяли методом ПЦР-РВ в соответствии с методиками 
референс-лаборатории Европейского Союза по изучению 
веротоксин-продуцирующих E.  coli (European Union Refer-
ence Laboratory VTEC): «Идентификация и характеристика 

вероцитотоксин-продуцирующих Escherichia coli (VTEC) 
с помощью ПЦР-РВ амплификации основных генов виру-
лентности и генов серогрупповой принадлежности, ассо-
циированных с тяжёлыми инфекциями у человека EU-RL 
VTEC_Method_02_Rev_0», «Обнаружение и идентификация 
вероцитотоксин-продуцирующих Escherichia coli (VTEC) 
O104:H4 в пищевых продуктах с помощью ПЦР в реальном 
времени EU-RL VTEC_Method_04_Rev 1», «Обнаружение 
энтероагрегативных Escherichia coli в пищевых продуктах 
с помощью ПЦР-амплификации в реальном времени генов 
aggR и aaiC EU-RL VTEC_Method_05_Rev 1» и «Обнаруже-
ние энтеротоксигенных Escherichia coli в пищевых продук-
тах путем ПЦР-амплификации в реальном времени генов lt, 
sth и stp EU-RL VTEC_Method_08_Rev 0» (http://www.iss.it/
vtec/index.php?lang=2&anno=2017&tipo=3).

Результаты. Первичная серологическая идентификация 
культур E. coli с помощью диагностических агглютинирую-
щих сывороток показала их принадлежность к 21 серогруп-
пе, среди которых превалирующими были О-группы О144 (n 
= 18), О26 (n = 16) и О111 (n = 12). На основании принад-
лежности к серогруппам, в соответствии с инструкцией по 
применению сывороток, изоляты были предварительно отне-
сены к соответствующим патогруппам: ЕРЕС (n = 87), EIEC 
(n = 24) и EHEC ‑- 1 штамм серогруппы О157.

Все серологически идентифицированные штаммы E. coli 
протестированы нами с помощью набора реагентов для вы-
явления и дифференциации ДНК диареегенных E. coli «Ам-
плиСенс® Эшерихиозы-FL». На основании полученных дан-
ных изученные штаммы отнесены к четырём патогруппам: 
ЕНЕС (n = 9), EPEC (n = 17), ETEC (n = 1) и EAgEС (n = 1). 
Для подтверждения полученных результатов эти штаммы те-
стировали на наличие у них генов вирулентности: интимина 
eae, шига-токсинов stx1, stx2, энтерогемолизина ehxA, термо-
лабильного энтеротоксина elt, термостабильных энтероток-
синов sth, stp и генетических маркеров энтероагрегативных 
E.  coli aaiC и aggR с помощью ПЦР-РВ со специфичными 
праймерами и зондами. Кроме того, подтверждали серогруп-
повую принадлежность DEC-штаммов с помощью ПЦР-РВ 

Т а б л и ц а  1
Генетическая характеристика штаммов DEC, выделенных от 
детей в г. Ярославле в 2015–2017 гг.

Патогруппа  
E. coli

О-группа Гены  
вирулентности

Количество 
штаммов

ЕНЕС (n = 9) О26 stx1, eae, ehxA 5

О111 stx2, eae 1
О119 stx2 1
О127 stx2, eae 1
О157* stx2, eae, ehxA 1

EPEC (n = 17) О25 eae, ehxA 1
O26 eae 5
О26 eae, ehxA 4
O111 eae 2
O111 eae, ehxA 1
O127 eae 3
O128 eae 1

ETEC (n = 1) O111 elt, sth 1
EAgEС (n = 1) О25 aggR 1

П р и м е ч а н и е . * – данный штамм относится к серотипу 
О157:Н7.
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со специфичными праймерами и зондами на серогруппы 
О25, О26, О45, О103, О104, О111, О121, О128, О145 и О157. 
Результаты генетической характеристики изученных штам-
мов E. coli представлены в табл. 1. 

По результатам проведённых исследований идентифи-
цированы четыре патогруппы диареегенных эшерихий, не-
сущие характерные для них гены вирулентности. Наиболее 
многочисленная группа ЕРЕС представлена штаммами пяти 
серогрупп, среди которых доминирующей являлась серо-
группа О26 (9 штаммов). Интересно отметить, что штаммы 
ЕРЕС серогруппы О26 и О111 разделились на две подгруп-
пы: имеющие ген энтерогемолизина ehxA и не имеющие это-
го гена. Доминирующей серогруппой среди штаммов EHEC 
также оказалась серогруппа О26 (5 штаммов). Это подтверж-
дает клиническую значимость эшерихий данного серотипа. 
Тенденция к увеличению эпидемической значимости штам-
мов ЕНЕС серогруппы О26, по сравнению с классическими 
представителями ЕНЕС – штаммами серогруппы О157, по 
данным Европейской референс-лаборатории по изучению 
E. coli, отмечается с начала 2000-х гг. [8]. 

Особое внимание привлекает факт выделения от трёх-
месячного ребёнка энтероагрегативного антибиотикоре-
зистентного штамма E.  coli серогруппы О25, несущего ген 
aggR, – регулятора оперона синтеза фимбрий, который ока-
зался устойчивым к АМП шести функциональных классов: 
бета-лактамам, аминогликозидам, хинолонам, тетрацикли-
нам, фениколам и сульфаниламидам, то есть являлся муль-
тирезистентным.

 Другим интересным моментом является выделение 

штамма ЕТЕС серогруппы О111 с двумя генами энтероток-
синов elt и sth, поскольку данная серогруппа наиболее ха-
рактерна для энтеропатогенных и энтерогеморрагических 
эшерихий, а энторотоксигенные штаммы серогруппы О111 
выделяли крайне редко.

У 13 штаммов диареегенных E.  coli с подтверждённой 
патогруппой определена чувствительность к АМП семи 
функциональных классов на автоматическом биохимическом 
анализаторе Vitek-2 Compact. Как следует из табл. 2, из 13 
штаммов 4

имели фенотип множественной лекарственной устойчи-
вости (МЛУ): один штамм ЕРЕС серогруппы О26 был одно-
временно устойчив к бета-лактамам, налидиксовой кислоте, 
тетрациклину и сульфаниламидам; другой штамм ЕРЕС се-
рогруппы О111 был одновременно устойчив к бета-лактамам, 
хинолонам и хлорамфениколу. Один из шести штаммов пато-
группы ЕНЕС также обладал фенотипом МЛУ ‑- характери-
зовался устойчивостью к АМП трёх функциональных клас-
сов: ампициллину, хлорамфениколу и ко-тримоксазолу. 

Обсуждение. В ходе изучения коллекции диареегенных 
штаммов E.  coli, выделенных от детей в возрасте до 5 лет 
в г.  Ярославле, определена их принадлежность к четырём 
патогруппам, а именно: энтерогеморрагическим, энтеропа-
тогенным, энтеротоксигенным и энтероагрегативным E. coli. 
Наиболее широко представленными среди них были штаммы 
ЕРЕС и ЕНЕС. Идентифицирован также энтероагрегативный 
штамм E. coli серогруппы О25 с геном aggR. Кроме того, вы-
делен и штамм ЕТЕС серогруппы О111 с двумя генами энте-
ротоксинов elt и sth.

Т а б л и ц а  2
Чувствительность диареегенных E. coli, выделенных от детей в г. Ярославле в 2015–2017 гг., к антибактериальным препаратам

Штамм О- 
группа

Гены AMP AMS CEF CEX CAZ CTX FEP IMI AMI GEN TOB NAL CIP TET TGC NIT CM CTZ

Штаммы патогруппы ЕРЕС
NK1545 О26 eae > 32 16 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 2 < 0,5 < 16 4 > 32
NK1585 О26 eae > 32 > 32 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 > 32 < 0,25 > 16 < 0,5 < 16 4 > 32
NK291 О26 eae 4 < 2 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 < 2 < 20
NK2725 О111 eae > 32 4 > 64 < 4 8 8 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 > 32 > 4 < 1 < 0,5 < 16 >32 < 20
NK683 О127 eae < 2 < 2 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 4 < 20
NK1649 О128 eae 8 4 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 4 < 20
Штаммы патогруппы EHEC
NK437 О26 stx1, 

eae, 
ehxA

< 2 < 2 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 4 < 20

NK749 О26 stx1, 
eae, 
ehxA

4 < 2 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 4 < 20

NK215 О26 stx1, 
eae, 
ehxA

4 4 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 4 < 20

NK1851 О111 stx2, 
eae

> 32 < 2 2 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 4 < 0,25 2 < 0,5 < 16 >64 > 32

NK589 О127 stx2, 
eae

< 2 < 2 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 8 < 2

NK1227 О157 stx2, 
eae

< 2 < 2 4 < 4 < 1 < 1 < 1 < 1 < 2 < 1 < 1 < 2 < 0,25 < 1 < 0,5 < 16 4 < 20

Штамм патогруппы EAgEC
NK1615 О25 aggR > 32 > 32 8 8 <1 <1 <1 <1 <2 >16 >16 >32 <0,5 >16 <0,5 <16 >64 >320

П р и м е ч а н и е . AMP – ампициллин; AMS – амоксициллин-сульбактам; CEF – цефуроксим; CEX – цефокситин; CAZ – цефтазидим; 
CTX – цефотаксим; FEP – цефепим; IMI – имипенем; AMI – амикацин; GEN – гентамицин; TOB – тобрамицин; NAL – налидиксовая кислота; 
CIP – ципрофлоксацин; TET– тетрациклин; TGC – тигециклин; NIT – нитрофурантоин; CM – хлорамфеникол; CTZ – котримоксазол. 
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Установлено, что два штамма ЕРЕС и один штамм ЕНЕС 
проявляли фенотип МЛУ – были одновременно устойчивы к 
АМП трёх и четырёх функциональных классов. Особое вни-
мание обращает на себя энтероагрегативный штамм E. coli 
серогруппы О25, выделенный от ребёнка трёх месяцев, кото-
рый оказался устойчивым к препаратам шести функциональ-
ных классов, то есть был мультирезистентным. 

В ходе проведённого исследования среди изученных штам-
мов EPEC и EHEC установлено доминирование E. coli серо-
группы О26, что указывает на эпидемиологическую и клини-
ческую значимость эшерихий данной серогруппы. Вследствие 
этого при выделении E. coli данной серогруппы представляет-
ся необходимым определение у них факторов патогенности с 
помощью ПЦР-РВ или иммунохимическими методами, позво-
ляющими напрямую детектировать шига-токсины.

Таким образом, на примере изучения коллекции штаммов 
диареегенных эшерихий, выделенных в период 2015–2017 гг. 
в г.  Ярославле от детей в возрасте до 5 лет с острыми ки-
шечными инфекциями, показана эффективность применения 
молекулярно-генетических методов исследований для опре-
деления патогрупп, генов вирулентности и серогрупп E. coli. 
Показано значительное биологическое разнообразие диарее-
генных штаммов E. coli, выделенных от детей с клинически-
ми проявлениями диареи, а также необходимость широкого 
внедрения молекулярно-генетических методов детекции для 
идентификации патогрупп диареегенных эшерихий.

Наши исследования показывают также, что широко ис-
пользуемое в настоящее время в диагностических лаборато-
риях серологическое типирование DEC-штаммов не позволя-
ет определять их патотип, что в свою очередь может повлечь 
за собой ошибки в лечении диарей. Особенно это касается 
ГК, вызванного ЕНЕС, когда применение АБП не рекоменду-
ется: их использование может лишь увеличить число случаев 
развития ГУС у больных с ГК и осложнить течение болезни.

Финансирование. Работа выполнена в рамках НИР № 
049 Роспотребнадзора «Мониторинг и изучение свойств 
возбудителей пищевых и госпитальных инфекций, разработ-
ка средств их диагностики». 
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Харсеева Г. Г., Щербатая О. С., Лабушкина А. В.

АНТИБИОТИКОЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ СORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE GRAVIS TOX+  
В СОСТАВЕ СМЕШАННЫХ БИОПЛЁНОК

ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 344022,  Ростов-на-Дону, Россия

Цель – определение чувствительности к антибактериальным препаратам штаммов C. diphtheriae gravis tox+ в составе 
смешанных биоплёнок.  Объектом исследования послужили штаммы: Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 665, 
Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (полирезистентный), Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (антибиотикочувстви-
тельный). Формировали две смешанные биоплёнки (120- и 720-часовые) штамма Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ 
№ 665 со штаммами Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (полирезистентный) и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum 
(антибиотикочувствительный). Чувствительность к антибактериальным препаратам типовой и биоплёночных куль-
тур коринебактерий определяли методом серийных разведений в жидкой питательной среде на основании МПК (мг/л). 
Типовая культура музейного штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665, моделирующая смешанные биоплёнки, обладала 
чувствительностью ко всем использованным антибактериальным препаратам. При исследовании антибиотикочувстви-
тельности штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 в составе биоплёнки со штаммом С. pseudodiphtheriticum, полире-
зистентным к четырём антибактериальным препаратам (цефазолин, канамицин, азитромицин, ципрофлоксацин, МПК 
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от 1,25±0,00 до >5±0,00 мкг/мл) установлено снижение (p≤0,05) чувствительности 120-часовой биоплёночной культуры 
этого штамма к цефазолину, азитромицину, ципрофлоксацину (МПК от 0, 234±0,11 и до >5±0,00 мкг/мл), 720-часовой 
- ко всем указанным препаратам (МПК от 0,312±0,00 до >5±0,00 мкг/мл). При сравнении антибиотикочувствитель-
ности биоплёночных культур штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 установлено, что показатели МПК большинства 
антибактериальных препаратов и, в особенности тех, к которым полирезистентный, формирующий биоплёнку штамм 
С. рseudodiphtheriticum обладал устойчивостью, выше относительно биоплёночных культур дифтерийных бактерий, 
выделенных из биоплёнки с антибиотикочувствительным штаммом С. рseudodiphtheriticum.
Обнаружена тенденция к снижению антибиотикочувствительности коринебактерий при культивировании в составе 
смешанных биоплёнок с представителями условно-патогенных коринебактерий, обладающих полирезистентностью к 
антибактериальным препаратам.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Corynebacterium diphtheriaе gravis tox+ № 665; антибиотикочувствительность; смешанные 
биоплёнки.
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Kharseeva G.G., Scherbataya O.S., Labushkina A.V.
The antibiotic sensitivity of   Corynebacterium diphtheriae   gravis tox+ in 
composition of mixed biofilms
 The Federal State Budget Educational Institution of Higher Education "The Rostov State Medical University" of Minzdrav of 
Russia, 344022, Rostov-on-Don, Russia
The purpose of study is to determine sensibility of strains of C. diphtheriae gravis tox+ in the composition of mixed biofilms to 
antibacterial medications. The object of study was strains of Corynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 665, Corynebacterium 
pseudodiphtheriticum (poly-resistant), Corynebacterium pseudodiphtheriticum (antibiotic-resistant). Two mixed biofilms (120- and 
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(poly-resistant), Corynebacterium pseudodiphtheriticum (antibiotic-resistant) were formed. The sensibility of typical and biofilm 
cultures of Corynebacteria to antibiotic medications was established using technique of serial dilution in fluid growth medium 
on the basis of MPC (mg/l).  The typical culture of museum strain C. diphtheriae gravis tox+ № 665, modeling mixed biofilms 
had a sensitivity to all used antibacterial medications. The analysis of antibiotic resistance of strain of C. diphtheriae gravis 
tox+ № 665 in content of biofilm with strain С. pseudodiphtheriticum, poly-resistant to four antibacterial medications (cefazolin, 
kanamycin, azithromycin, ciprofloxacin,  IPC from 1.25±0,00 to >5±0,00 mkg/ml) set reduction (p≤0,05) sensitivity 120-hour 
biofilm cultures of this strain to cefazolin, azithromycin, ciprofloxacin (MIC of 0, 234 and up to ±0,11>5±0,00 ug / ml) established 
decreasing  (p≤0,05) of sensitivity of 120-hours biofilm culture of this strain to cefazolin, azithromycin, ciprofloxacin (MIC from 
0, 234±0,11 to >5±0,00 mkg/ml) and 720-hours culture - to all mentioned medications (MIC from 0,312±0,00 to >5±0,00 mkg/
ml). The comparison of antibiotics resistance of biofilm cultures of strain C. diphtheriae gravis tox+ № 665 established that 
indices of MIC of most of antibacterial medications and especially to those that poly-resistant and forming biofilm strain С. 
рseudodiphtheriticum was resistant, were higher as related to biofilm cultures of diphtheritic bacteria separated from biofilm 
with antibiotic resistant strain С. рseudodiphtheriticum. The trend was established related to decreasing of antibiotic sensitivity 
of Corynebacteria at cultivation in content of mixed biofilms with representatives of opportunistic Corynebacteria having poly-
resistance to antibacterial medications. 
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Введение. Дифтерийная инфекция представляет со-
бой серьёзную проблему здравоохранения, так как 
циркуляция токсигенных штаммов Сorynebacterium 
diphtheriae в популяции сохраняется за счёт бактерио-
носительства [5]. Благодаря способности к адгезии и 
инвазии в макрофаги и клетки фарингеального эпите-
лия,  C. diphtheriaе [2] обеспечивают себе возможность 
длительно персистировать на слизистой оболочке зева и 
носа бактерионосителей. В процессе персистенции про-
исходит изменение биологических свойств возбудителя 

дифтерии, что может быть связано с формированием 
биоплёнок [4], в составе которых многие микроорганиз-
мы пребывают в межэпидемический период [8]. Био-
плёночные культуры микроорганизмов  приобретают 
устойчивость к факторам иммунитета и антибактери-
альным препаратам [6].

Развитие антибактериальной терапии в настоящее 
время достигло значительных успехов, но параллельно 
с этим существенно увеличился риск развития множе-
ственной антибиотикорезистентности микроорганиз-
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мов. После окончания курса антибактериальной те-
рапии концентрация антибиотиков во многих тканях 
становится ниже минимальной подавляющей и опреде-
ляется как субингибирующая. Такие субингибирующие 
концентрации антимикробных препаратов не являются 
бактерицидными, но могут изменить биологические 
свойства (вирулентность, гидрофобность, адгезивность, 
инвазивность, токсинопродукция) и сформировать анти-
биотикоустойчивость как возбудителей инфекционного 
процесса, так и представителей условно-патогенной ми-
крофлоры. Это связано с высокой адаптацией микроор-
ганизмов к условиям окружающей среды, реализуемой, 
в том числе, и посредством формирования смешанных 
биоплёнок с представителями нормальной микрофлоры 
[9]. Микроорганизмы, входящие в состав биоплёнок, 
способны выживать при воздействии антибактериаль-
ных препаратов в таких высоких концентрациях, кото-
рые не могут быть достигнуты в организме человека 
при стандартных терапевтических дозах [11].

Перспективным для лечения больных дифтерией и 
бактерионосителей является поиск антибактериальных 
препаратов, препятствующих колонизации дифтерий-
ных бактерий и их размножению, особенно, в составе 
биоплёнок.

Цель исследования - определение чувствительности к 
антибактериальным препаратам штаммов C. diphtheriae 
gravis tox+ в составе смешанных биоплёнок.

Материал и методы. Объектом исследования слу-
жили штаммы: Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ 
№ 665, полученный из Государственной коллекции па-
тогенных микроорганизмов ФГБУ Государственный 
научно-медицинский институт стандартизации и кон-
троля медицинских биологических препаратов им. Л. А. 
Тарасевича; Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (по-
лирезистентный) и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum 
(антибиотикочувствительный), выделенные при профи-
лактическом обследовании практически здоровых в бак-
териологической лаборатории ФГБОУ ВО «Ростовский 
государственный медицинский университет» Минздра-
ва России.

Формировали две смешанные биоплёнки: биоплён-
ка 1 (штаммы Сorynebacterium diphtheriae gravis tox+ № 
665 и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum (полирези-
стентный)) и биоплёнка 2 (Сorynebacterium diphtheriae 
gravis tox+ № 665 и Сorynebacterium pseudodiphtheriticum 
(антибиотикочувствительный)). Для этого штаммы ко-
ринебактерий культивировали на кровяном агаре, затем 
отбирали колонии и готовили из них микробную взвесь 
густотой 109 по стандарту Мак Фарланда. В равных 
объёмах (по 0,1 мл) культуры, формирующие биоплёнку 
1 и биоплёнку 2, вносили в пробирки с 3 мл сердечно-
мозгового бульона с добавлением 20% сыворотки круп-
ного рогатого скота. Через 120 и 720 часов культивирова-
ния при +370 С проверяли жизнеспособность выросших 
биоплёночных культур всех исследованных штаммов 
коринебактерий [1].

Чувствительность к антибактериальным препаратам 
(бензилпенициллин, цефазолин, цефотаксим, гентами-
цин, канамицин, линкомицин, азитромицин, ципроф-
локсацин, рифампицин, имипенем, ванкомицин) всех 
исследованных планктонных и биоплёночных (120- и 
720-часовых) культур коринебактерий определяли ме-
тодом серийных разведений (микрометодом) в жидкой 
питательной среде [3] по величине минимальной пода-
вляющей концентрации (МПК).

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием статистических программ Statistica 6.0 
для WindowsXp. Достоверность полученных данных 
оценивали при уровне значимости p≤0,05.

Результаты. Типовая культура музейного штамма 
C. diphtheriaе gravis tox+ № 665, моделирующая смешан-
ную биоплёнку, обладала чувствительностью ко всем 
указанным антибактериальным препаратам, при этом 
значения МПК колебались в пределах от 0,025±0,01 до 
0,156±0,14 мкг/мл.

При исследовании антибиотикочувствительности 
штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 в составе био-
плёнки 1 (со штаммом С. pseudodiphtheriticum, полире-
зистентным к четырём антибактериальным препаратам 
(цефазолин, канамицин, азитромицин, ципрофлоксацин, 
МПК в пределах от 1,25±0,00 до >5±0,00 мкг/мл) об-
наружены изменения. Установлено снижение (p≤0,05) 
чувствительности 120-часовой биоплёночной культуры 
этого штамма к цефазолину, азитромицину, ципрофлок-
сацину (МПК в пределах от 0, 234±0,11 и до >5±0,00 
мкг/мл), 720-часовой - ко всем указанным препаратам 
(МПК от 0,312±0,00 до >5±0,00 мкг/мл). При исследова-
нии других антибактериальных препаратов, к которым 
формировавший биоплёнку полирезистентный штамм 
С. pseudodiphtheriticum обладал чувствительностью [7], 
выявили снижение (p≤0,05) чувствительности 120- и 
720-часовых биоплёночных культур исследованнного 
токсигенного штамма коринебактерий к цефотаксиму и 
ванкомицину (МПК от 0,132±0,00 до >5±0,00 мкг/мл).

При исследовании антибиотикочувствительности 
штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 в составе био-
плёнки 2 (со штаммом С. pseudodiphtheriticum, чувстви-
тельным ко всем антибактериальным препаратам), как 
и при исследовании биоплёнки 1, выявлены изменения. 
МПК цефазолина, канамицина, ципрофлоксацина в от-
ношении 120-часовой биоплёночной культуры токси-
генного штамма коринебактерий превышали (p≤0,05) 
аналогичный показатель типовой культуры, как и при 
исследовании биоплёнки 1. МПК азитромицина при ис-
следовании типовой и 120-часовой биоплёночной куль-
туры этого штамма не отличались. Показатели МПК 
цефазолина, канамицина, азитромицина, ципрофлок-
сацина были выше (p≤0,05) относительно 720-часовой 
биоплёночной культуры штамма C. diphtheriaе gravis 
tox+ № 665, чем типовой культуры этого же штамма. 
Аналогично показателям МПК биоплёночных культур в 
составе биоплёнки 1, значения МПК 720-часовой куль-
туры штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665 биоплёнки 
2 увеличивались как к  цефотаксиму, так и ванкомицину, 
но в меньшей степени. Определение антибиотикочув-
ствительности токсигенного штамма коринебактерий к 
другим антибактериальным препаратам, взятым в ис-
следование, выявило результаты, аналогичные получен-
ным при изучении биоплёнки 1.

Обсуждение. При сравнении антибиотикочувстви-
тельности биоплёночных культур штамма C. diphtheriaе 
gravis tox+ № 665 установлено, что показатели МПК 
большинства антибактериальных препаратов и, в осо-
бенности тех, к которым полирезистентный, формирую-
щий биоплёнку 1 штамм С. рseudodiphtheriticum обла-
дал устойчивостью, выше относительно биоплёночных 
культур дифтерийных бактерий, выделенных из био-
плёнки 2.

В составе биоплёнок антибиотикочувствительность 
микроорганизмов существенно снижается [3], что соз-
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дает определённые сложности при назначении антибак-
териальной терапии. Определение чувствительности к 
антибиотикам возбудителя дифтерии, находящегося в 
организме при бактерионосительстве в микробном со-
обществе с представителями нормальной микрофлоры, 
является актуальным в современных условиях. Учиты-
вая, что представители нормальной микрофлоры могут 
обладать устойчивостью к антибактериальным препа-
ратам, можно предположить возможную передачу этого 
свойства токсигенным коринебактериям, попадающим в 
организм [10]. По нашим данным, антибиотикочувстви-
тельность штамма C. diphtheriaе gravis tox+ № 665, вы-
деленного из биоплёнки 1, сформированной с полире-
зистентым штаммом С. рseudodiphtheriticum, ниже, чем 
из биоплёнки 2 с антибиотикочувствительным штаммом 
С. рseudodiphtheriticum. Это может быть связано с пере-
дачей генетического материала, кодирующего устойчи-
вость к антибактериальным препаратам (цефазолину, 
канамицину, азтромицину, ципрофлоксацину).

Наблюдалось снижение антибиотикочувствитель-
ности биоплёночных культур коринебактерий и к ан-
тибиотикам, к которым полирезистентный штамм С. 
рseudodiphtheriticum обладал чувствительностью (цефо-
таксим, ванкомицин). Аналогичные данные получены и 
при исследовании коринебактерий, выделенных из био-
плёнки 2 (с антибиотикочувствительным штаммом С. 
рseudodiphtheriticum). Данный факт может быть связан 
со свойствами межмикробного матрикса (плотность, 
толщина, возраст, микробное видообразование, мета-
болизм), защищающего коринебактерии от воздействия 
антибактериальных препаратов. При этом механизм дей-
ствия указанных препаратов (цефотаксим, ванкомицин) 
обусловлен подавлением синтеза клеточной стенки, а 
формирующийся межмикробный матрикс биоплёнки 
экранирует пептидогликан, что ведёт к угнетению до-
ставки антибактериальных препаратов к коринебакте-
риям.

Заключение. Чувствительность штамма C. diphtheriaе 
gravis tox+ № 665 в составе смешанной биоплёнки 1 (с по-
лирезистентным штаммом С. рseudodiphtheriticum) сни-
жалась к цефазолину, азитромицину, ципрофлоксацину, 
канамицину, к которым штамм С. рseudodiphtheriticum 
резистентен, в большей степени, чем аналогичный пока-
затель этого же штамма возбудителя дифтерии в составе 
смешанной биоплёнки 2 (с антибиотикочувствительным 
штаммом С. рseudodiphtheriticum). Обнаружена тен-
денция к снижению антибиотикочувствительности ко-
ринебактерий при культивировании в составе смешан-
ных биоплёнок с представителями условно-патогенных 
коринебактерий, обладающих полирезистентностью к 
антибактериальным препаратам.
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Рис. 1. Скатерограмма распределения лей-
коцитов на гематологическом анализаторе 
ADVIA 2120/2120i («Siemens») в зависи-
мости от содержания в клетках МПО (ось 
X) и их размера (ось Y), где цифрами обо-
значены зоны расположения клеток:
1 – нормобласты, 2–агрегаты тромбоцитов, 3 
– лимфоциты + базофилы, 4 – эозинофилы, 5 – 
большие неокрашенные клетоки (LUC), 6 – моно-
циты, 7 – нейтрофилы.

Рис. 4. Скатерограммы распределения 
бластных клеток на гематологическом 
анализаторе ADVIA 2120/ 2120i у па-
циентов с ОМЛ и ОММЛ из 1-й (а), 
2-й (б) и 3-й (в) группы. Здесь и на рис. 
5—9: пунктиром обозначены зоны рас-
положения бластных клеток.

Рис. 5. Скатерограммы распределения бластных кле-
ток на гематологическом анализаторе ADVIA 2120/ 
2120i у пациентов с В-ОЛЛ (а) и Т-ОЛЛ (б). 

Рис. 6. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на проточном цитометре 
Cytomics FC500 у пациентов с ОМЛ с использованием моноклональных антител против CD45, мечен-
ных PC7 и светорассеивания под углом 90˚ (а); против CD45, меченных PC7 и CD2+CRTH2, меченных 
PE (б). На скатерограмме б отображены только Xn –бласты.

Рис. 7. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на проточном цитометре Cytomics FC500 у 
пациентов с ОММЛ с использованием моноклональных антител против CD45, меченных PC7 и светорассеивания под углом 
90˚ (а, в); против CD36, меченных FITC и CD2+CRTH2, меченных PE (б). На скатерограмме в отображены моноциты и Xm-
бласты.

Рис. 8. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на проточном цитометре Cytomics FC500 у па-
циентов с В-ОЛЛ с использованием моноклональных антител против CD45, меченных PC7 и светорассеивания под углом 90˚ 
(а, б). На скатерограмме б отображены Xb –бласты и В-лимфоциты.

Рис. 9. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на 
проточном цитометре Cytomics FC500 у пациентов с Т-ОЛЛ с использованием моно-
клональных антител против CD45, меченных PC7 и светорассеивания под углом 90˚ 
(а); светорассеивания под углом 90˚ и 0˚ (б). На скатерограмме б отображены только  
Xt – бласты.
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Рис. 1. Скатерограмма распределения лей-
коцитов на гематологическом анализаторе 
ADVIA 2120/2120i («Siemens») в зависи-
мости от содержания в клетках МПО (ось 
X) и их размера (ось Y), где цифрами обо-
значены зоны расположения клеток:
1 – нормобласты, 2–агрегаты тромбоцитов, 3 
– лимфоциты + базофилы, 4 – эозинофилы, 5 – 
большие неокрашенные клетоки (LUC), 6 – моно-
циты, 7 – нейтрофилы.

Рис. 4. Скатерограммы распределения 
бластных клеток на гематологическом 
анализаторе ADVIA 2120/ 2120i у па-
циентов с ОМЛ и ОММЛ из 1-й (а), 
2-й (б) и 3-й (в) группы. Здесь и на рис. 
5—9: пунктиром обозначены зоны рас-
положения бластных клеток.

Рис. 5. Скатерограммы распределения бластных кле-
ток на гематологическом анализаторе ADVIA 2120/ 
2120i у пациентов с В-ОЛЛ (а) и Т-ОЛЛ (б). 

Рис. 6. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на проточном цитометре 
Cytomics FC500 у пациентов с ОМЛ с использованием моноклональных антител против CD45, мечен-
ных PC7 и светорассеивания под углом 90˚ (а); против CD45, меченных PC7 и CD2+CRTH2, меченных 
PE (б). На скатерограмме б отображены только Xn –бласты.

Рис. 7. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на проточном цитометре Cytomics FC500 у 
пациентов с ОММЛ с использованием моноклональных антител против CD45, меченных PC7 и светорассеивания под углом 
90˚ (а, в); против CD36, меченных FITC и CD2+CRTH2, меченных PE (б). На скатерограмме в отображены моноциты и Xm-
бласты.

Рис. 8. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на проточном цитометре Cytomics FC500 у па-
циентов с В-ОЛЛ с использованием моноклональных антител против CD45, меченных PC7 и светорассеивания под углом 90˚ 
(а, б). На скатерограмме б отображены Xb –бласты и В-лимфоциты.

Рис. 9. Скатерограммы распределения бластных клеток периферической крови на 
проточном цитометре Cytomics FC500 у пациентов с Т-ОЛЛ с использованием моно-
клональных антител против CD45, меченных PC7 и светорассеивания под углом 90˚ 
(а); светорассеивания под углом 90˚ и 0˚ (б). На скатерограмме б отображены только  
Xt – бласты.


