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УДК 612.014.1:577.1

О БИОЛОГИЧЕСКОЙ  ФУНКЦИИ ЭНДОЭКОЛОГИИ (ЧИСТОТА МЕЖКЛЕТОЧНОЙ 
СРЕДЫ), КОТОРУЮ РЕАЛИЗУЮТ ДВЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ: РЕАКЦИЯ 
ЭКСКРЕЦИИ И РЕАКЦИЯ ВОСПАЛЕНИЯ – УТИЛИЗАЦИЯ IN  VIVO, IN SITU 
КАТАБОЛИТОВ БОЛЬШОЙ МОЛЕКУЛЯРНОЙ МАССЫ

ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии   Минздрава РФ, 121552, Москва, Россия

Третье место за биологическими функциями трофологии (питания) и гомеостаза, мы полагаем, занимает функция эн-
доэкологии: в едином пуле межклеточной среды in vivo должно быть «чисто». Биологическую функцию эндоэкологии 
реализуют две биологические реакции: реакция экскреции и  реакция воспаления. Биологическая реакция экскреции – 
фильтрация флогогенов малой молекулярной (мол.) массы через базальную мембрану клубочков нефрона и выведение с  
окончательной мочой. Флогогены большой мол. массы (более 70 кДа),  катаболиты биологических реакций апоптоза, 
аутофагии приходится утилизировать in situ,  на месте.   На ступенях филогенеза клетки сформировали структуры 
сбора и утилизации флогогенов большой мол. массы и экзогенных патогенов в тканях. Последовательность биохими-
ческих реакций,  биологических приёмов сбора in vivo и утилизации in situ флогогенов большой мол. массы и реализует 
биологическая функция эндоэкологии, биологическая реакция воспаления. Она  функционирует постоянно, ежеминутно, 
как и биологическая реакция экскреции. Воспаление – реакция поддержания «чистоты» «кусочка»   океана, который при-
ватизировала каждая особь, перед началом жизни на суше. Реакция   воспаления включает  врождённый, приобретён-
ный иммунитет, системы гуморальных медиаторов, цитокины и эйкозаноиды. При формировании замкнутой системы 
кровообращения пул сбора и утилизации in situ биологических катаболитов  из кровотока расположился в поздней в  
филогенезе интиме артерий эластического (мышечно-эластического) типа. Злоупотребление травоядного вида Homo 
sapiens плотоядной (мясной) пищей, блокада поглощения клетками полиеновых жирных кислот в составе липопротеи-
нов низкой плотности и отсутствие  экспресии кислой гидролазы полиеновых жирных кислот – эфиров спирта холесте-
рина у моноцитов→ макрофагов является причиной формирования атероматоза интимы артерий эластического типа. 
Атеросклероз – патология биологической функции трофологии, атероматоз интимы - патология биологической функ-
ции эндоэкологии. Назначение   пациентам статинов в целях первичной профилактики атеросклероза,   атероматоза и 
ишемической болезни сердца, мы окончательно «проехали».  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :   экскреция; воспаление; атеросклероз: атероматоз; интима; функция эндоэкологии. 
Для цитирования: Титов В.Н. О биологической функции эндоэкологии (чистота межклеточной среды), которую 
реализуют две биологические реакции: реакция экскреции и реакция воспаления - утилизация in vivo, in situ катаболи-
тов большой молекулярной массы.  Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (11): 668-676. DOI: http:// dx.doi.
org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-668-676
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UTILIZATION IN VIVO, IN SITU CATABOLITES OF THE LARGE MOLECULAR MASS
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For the biological functions of trophology (nutrition) and homeostasis, we believe that the third place is occupied by the function 
of endoecology: in a single pool of intercellular environment in vivo it must be “pure”. The biological function of endoecology, 
realizes two biological reactions: the reaction of excretion and the reaction of inflammation. The biological reaction of excretion is 
the filtration of phlogogens of a small mol. mass through the basement membrane of the glomerulus of the nephron and excretion 
with the final urine. Flogogens are a great mol. mass (more than 70 kDa), catabolites of biological reactions of apoptosis, autophagy 
must be disposed of in situ, on site. At the stages of phylogenesis, the cells formed structures for the collection and utilization of 
phlogogens of large mol. mass and exogenous pathogens in tissues. The sequence of biochemical reactions, biological methods of 
in vivo collection and in situ utilization of phlogogens of large mol. mass and realizes the biological function of endoecology, the 
biological reaction of inflammation. It functions constantly, every minute, like the biological reaction of excretion. Inflammation 
is the reaction of maintaining the “cleanliness” of the “piece” of the ocean that every individual has privatized, before beginning 
to live on land. The inflammation reaction includes congenital, acquired immunity, humoral mediator systems, cytokines and 
eicosanoids. In the formation of a closed circulatory system, the pool for collecting and utilizing in situ biological catabolites 
from the bloodstream is located in the late phylogeny of the intima of the arteries of the elastic (muscular-elastic) type. Abuse of 
herbivorous species Homo sapiens carnivorous (meat) food; blockade of cellular absorption by polyene fatty acids in low density 
lipoproteins and the absence of acidic hydrolase expression of polyene fatty acids - cholesterol alcohol ethers in monocytes and 
macrophages - is the cause of the formation of atheroma of intima of the arteries of the elastic type. Atherosclerosis - the pathology 
of the biological function of trophology, atheromatosis - pathology of the biological function of endoecology. The appointment of 
patients statins for primary prevention of atherosclerosis, atheromatosis and coronary heart disease, we finally “passed”.
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В последнее время мы провели анализ около ста ра-
бот, которые представлены в Pub Med, и название кото-
рых начинается со слова  «воспаление». Второе и тре-
тье слова в названии статей включают чуть ли ни весь 
перечень нозологических форм заболеваний, охваты-
вая все разделы клинической медицины, в том числе и 
кардиологию. Названия статей  включают многие афи-
зиологичные процессы, такие как атеросклероз и атеро-
матоз, ишемическая болезнь сердца и метаболический  
синдром, синдром резистентности к инсулину,  аритмии 
сердца, новообразования разной локализации, послед-
ствия травм, инфекционные, нейродегенеративные про-
цессы и т. д. [1, 2]. 

При  столь широком охвате этиологических и пато-
генетических факторов биологической реакции воспа-
ления мы хотели видеть определение, которое приводят 
авторы,  определяя суть биологической реакции воспа-
ления. Что  это –  физиологичный или афизиологичный 
процесс, который  реализован при столь многих забо-
леваниях. Ответа на вопрос мы не нашли; определение 
биологической реакции «воспаление», как правило, ав-
торы не приводят. Не понят и тот факт, почему при на-
рушении биологической функции трофологии, питания, 
при формировании синдрома атеросклероза атероматоз  
поражает только интиму и только в артериях эласти-
ческого, смешанного типов; интимы и атероматоза нет 
в артериолах мышечного типа. Мы полагаем, что суть 
биологической реакции воспаления следует изложить  
на основании обобщения информации, которая получе-
на исследователями на протяжении длительного  време-
ни на ступенях филогенезе,  однако  основы определе-
ния должны быть новыми. 

Филогенетическая теория общей патологии. Мы 
полагаем, что наиболее полным  обобщением всего, что 
физическая химия, биохимия, физиология и медицина 
наработали на протяжении времени, будет детальный 
анализ филогенеза, единого анамнеза всего живого на 
протяжении около четырех миллиардов лет. В то же 
время онтогенез – это  анамнез особи; при этом каждая 
особь в онтогенезе своём повторяет  все основные этапы 
филогенеза (постулат Э. Геккеля).   

Через 160 лет после формирования клеточной теории 
Р. Вирхова мы предложили дополнить теорию общей па-
тологии [3]. Согласно филогенетической теории общей 
патологии, на ступенях филогенеза в течение четырех 
миллиардов лет, мы полагаем, далеко не одновременно, 
с интервалом в миллион лет,  возможно в  иной последо-
вательности, произошло становление in vivo биологиче-
ских функций. Мир, как известно, семеричен; биологи-
ческих функций мы насчитали тоже семь:

1. Биологическая  функция трофологии (питания). 
2. Биологическая функция гомеостаза. 
3. Биологическая функция эндоэкологии («чистота» 

межклеточной среды).
4. Биологическая функция адаптации. 
5. Биологическая функция продолжения вида (раз-

множения). 
6. Биологическая функция локомоции.
7. Когнитивная биологическая функция.
Проявлением  когнитивной функции в апогее её яв-

ляется интеллект.  Когнитивная биологическая функция 
- это позиционирование особи в логичном, облигатном 
единении: а) с реакциями метаболизма и физиологичны-
ми функциями in vivo; б) воздействия мипозитивных и 
неблагоприятных факторов внешней среды; в) это - по-
зиционирование особи в стае, в рамках общественных 
отношений, в социуме и в обществе себе подобных спе-
циалистов.  

Подавляющее число  особей в  мире животных, на-
чиная с  самых ранних на ступенях филогенеза однокле-
точных архей, были (остались) гетеротрофами. Всё, что 
необходимо им для жизни, они потребляют из внешней 
среды. Для гетеротрофов функция питания  - функция 
номер один; мы поставили её на первое место. Реали-
зуют биологическую функцию трофологии две биоло-
гические реакции: биологическая реакция экзотрофии 
(внешнее питание) и биологическая реакция эндотро-
фии (внутреннее) питание. Нарушение биологической  
функции трофологии, биологической реакции экзотро-
фии задействовано в патогенезе всех метаболических 
пандемий. Метаболических пандемий («болезней циви-
лизации») мы насчитали тоже семь: 

1. Атеросклероз и атероматоз.
 2. Метаболическая (эссенциальная)  артериальная 

гипертония. 
3. Метаболический синдром. 
4. Синдром резистентности к инсулину. 
5. Ожирение. 
6. Неалкогольная жировая  болезнь печени. 
7. Эндогенная  гиперурикемия. 
Второй, мы полагаем, явилась биологическая функ-

ция гомеостаза. Она означает,что для каждой из клеток 
многие физико-химические параметры единого пула 
межклеточной среды должны быть стабильными, как 
и концентрация всех биохимических аналитов. Для 
каждой из клеток в межклеточной среде всего и всегда 
должно быть достаточно.  Биологическая функция го-
меостаза в равной мере важна для реализации биологи-
ческой функции трофологии. Это равнозначно  как для 
биологической реакции экзотрофии, так и для биологи-
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ческой реакции эндотрофии, несмотря на  разные усло-
вия их реализации и регуляции [4]. 

Биологическую функцию гомеостаза реализуют мно-
гие сотни физико-химических и биохимических реак-
ций, которые в первую очередь  призваны поддерживать 
стабильность единого пула межклеточной среды in vivo. 
Это  «кусочек» третьего океана, который, оказавшись 
не по своей воле на суше, облигатно «приватизировала»  
каждая  особь,  сформировав из него единый пул меж-
клеточной среды. И если, в силу неблагоприятных  воз-
действий внешней среды, животные вынуждены жить 
на суше,  все клетки их, как и миллионами лет ранее, 
продолжают жить в водах третьего океана. Для боль-
шинства клеток in vivo на протяжении четырех миллиар-
дов лет, даже при вынужденном выходе на сушу, ничего 
существенного не произошло. 

В этом и состоит предназначение биологической 
функции гомеостаза. Можно полагать, первый океан 
на планете Земля был магниевый, второй – калиевый и 
третий океан был (есть) натриевый. В силу этого среди  
многочисленных аналитов, содержание которых можно 
определить в едином пуле  межклеточной среды, био-
логическая функция гомеостаза в наиболее узких пре-
делах поддерживает концентрацию ионов натрия (Na+)  
и рH, логарифм концентрации ионов водорода (Н+). И 
несмотря на то что на ступенях филогенеза in vivo мно-
гие млекопитающие сформировали локальные пулы 
межклеточной среды с иным содержанием  аналитов,  
концентрация ионов Na и величина рН  во всех пулах, в 
том числе и в локальном пуле внутрисосудистой среды,  
меняются лишь в  узких пределах. Все параметры тре-
тьего  океана in vivo, на суше, равно как и у животных 
в океане, осуществляет и контролирует биологическая 
функция гомеостаза [5]. 

На третье место среди всех биологических функций, 
мы поставили биологическую функцию эндоэколо-
гии:  в едином пуле межклеточной среды  in vivo всегда 
должно быть «чисто». «Чистота» межклеточной среды 
означает  наличие лишь оптимального количества био-
логических катаболитов -  флогогенов малой и большой 
мол. массы. Биологическую функцию эндоэкологии, мы 
полагаем, реализуют две биологические реакции: био-
логическая реакция экскреции и биологическая реакция 
воспаления. Биологическая реакция экскреции - филь-
трация флогогенов малой мол. массы через базальную 
мембрану клубочков нефрона в почках и выведение их 
из организма с  окончательной мочой. 

И если флогогены малой мол. массы  (менее 70 кДа, 
меньше мол. массы альбумина)  можно  просто выве-
сти из организма, то с флогогенами  мол. массы более 70 
кДа сделать подобное не так просто. Флогогены боль-
шой мол. массы (более 70 кДа) вывести из организма 
невозможно; утилизировать катаболиты биологических 
реакций апоптоза и аутофагии приходится  in situ,  на 
месте. В силу этого за миллионы лет на ступенях фило-
генеза клетки in vivo сформировали специфичные струк-
туры сбора и утилизации флогогенов большой мол. мас-
сы, как и экзогенных патогенов [6]. Последовательность 
биохимических реакций и  биологических приёмов сбо-
ра in vivo и утилизации in situ флогогенов  большой мол. 
массы и осуществляет биологическая функция эндоэко-
логии, биологическая реакция воспаления. 

Гибель клеток in vivo,  реакция  резорбции (воспаления)  
и реакция репарации (регенерация, фиброз и гипертрофия). 
Ещё до новой эры римский философ и врач Цельс  охарак-

теризовал локальные проявления биологической реакции 
воспаления словами: rubor, tumor, calor, dolorand function 
leasa. Последние два слова много позже добавил уже Га-
лен. Это покраснение, припухлость, локальное повыше-
ние температуры, болезненность и нарушение функции. 
И.И. Мечников полагал, что воспаление - реакция адапта-
ции, отработанная на ступенях филогенеза. Самое важное 
проявление её - фагоцитоз макрофагами и моноцитами→ 
макрофагами патогенных агентов. В настоящее время по-
лагают, что воспаление –- защитная реакция организма в 
ответ на внедрение инфекционного агента, поступление 
антигенов или эндогенного повреждения клеток [7].   

 Со студенческих лет,  на уровне «подкорковых об-
разований»  формируется реальное,  физиологичное, но 
явно зауженное, представление о воспалении как био-
логической реакции, которая инициирована in vivo в 
ответ на действие  экзогенных патогенов. Постепенно 
это приводит к причинно-следственным ассоциациям 
инфекция↔воспаление.  Порой можно услышать, что 
нахождение  бактерий в массе атероматозных липидов 
в интиме артерий даёт основание говорить о бактери-
альном формировании атеросклероза и атероматоза [8]. 
Биологическая реакция воспаления функционирует in 
vivo постоянно, ежеминутно, как и биологическая реак-
ция экскреции; вместе они реализуют  биологическую 
реакцию эндоэкологии – «чистоту» межклеточной сре-
ды  многоклеточного организма. 

Экзогенные токсины, бактерии и вирусы, как и эндо-
генные  комплексы антиген – антитело, макромолекулы 
цитоплазмы, тельца апоптоза и продукты  биологической  
реакции аутофагии, являются ординарными патогенами 
и флогогенами, составляя разнообразие катаболитов 
многочисленных in vivo биологических реакций [9]. В 
реализации  биологической функции эндоэкологии, био-
логической реакции воспаления все катаболиты при-
званы утилизировать in situ, в первую очередь оседлые 
макрофаги, используя для этого скевенджер-рецепторы 
(рецепторы – «мусорщики»). Все оседлые макрофаги  in 
vivo, непрерывно реализуя биологическую реакцию фа-
гоцитоза, осуществляют полную утилизацию в первую 
очередь всех эндогенных флогогенов (инициаторов вос-
паления) и всех экзогенных, инфекционных патогенов. 
Утилизация их оседлыми (резидентными) макрофагами 
является специфичной, методически разной,  но на всех 
ступенях  филогенеза эффективной [10]. 

Воспаление - биологическая реакция поддержания 
«чистоты» того фрагмента мирового  океана, который  
«приватизировала» каждая особь, которая стала жить на 
суше. Биологические функции трофологии, гомеостаза и 
эндоэкологи являются, мы полагаем,  тремя функциями, 
становление которых на ступенях филогенеза произо-
шло наиболее рано. Биологическая функция эндоэколо-
гии, биологическая реакция воспаления включает мно-
гочисленные биологические реакции врождённого, при-
обретённого иммунитета, многие  системы гуморальных 
медиаторов, цитокины, эйкозаноиды. Они включают  
гормональную регуляцию, обеспечение клеток энерги-
ей, протеины клеточных взаимодействий, белки тепло-
вого шока. Функционируют они in vivo на трёх уровнях 
относительного  «биологического совершенства»: 

на первом аутокринном (клеточном) уровне; 
на уровне паракринно регулируемых сообществ (ПС) 

клеток – структурных и функциональных единиц  каж-
дого из органов,  систем органов 

и на  третьем  уровне  - уровне организма.
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Гибель клеток in vivo наиболее часто происходит: 
а) путём запрограммированной в геноме биологиче-

ской, физиологичной  реакции апоптоза; 
б) при активации биологической, физиологичной ре-

акции аутофагии в условиях, в частности, стресса эндо-
плазматического ретикулума;

в) путем цитолиза, травмы, некроза (нарушение 
целостности плазматической мембраны клеток), исте-
чения протеинов цитоплазмы  в межклеточную среду, в 
локальный пул внутрисосудистой среды при действии  
бактерий, токсинов и  вирусов. 

Независимо от этиологии физиологичного и афи-
зиологичного изменений формирование биологического 
процесса восстановления тканей, функции клеток и ор-
ганов происходит в большинстве случаев  по физиоло-
гичному пути:  гибель клеток → резорбция всего погиб-
шего→ репарация (восстановление) функции клеток. 

Окончательный процесс репарации in vivo может 
быть реализован по типу: 

а) регенерации, образования функционально актив-
ных клеток взамен погибших;

б) замещения погибших  клеток фибробластами (про-
цесс рубцевания); 

в) биологической реакции компенсаторной гипер-
трофии, если речь идёт о парных органах. Биологиче-
ская функция эндоэкологии, биологическая реакция 
воспаления  реализует в этой последовательности био-
логический процесс резорбции. Воспаление – активный 
процесс удаления (резорбции) повреждённых, функцио-
нально замещаемых клеток и формирование облигатных 
условий для реализации биологического процесса репа-
рации, всегда желательно путём регенерации. И если 
процессы репарации in vivo начнутся ранее окончания 
резорбции (воспаления), возникают реальные условия 
для формирования хронического деструктивного,  вос-
палительного процесса, заболеваний разной этиологии, 
патогенеза  и локализации. 

Формирование в филогенезе структур сбора и ути-
лизации  эндогенных флогогенов, инфекционных пато-
генов in situ. По достижении первого уровня относи-
тельного «биологического совершенства», когда воз-
можности дальнейшего развития одноклеточных были в 
основном исчерпаны, клетки спонтанно, физиологично 
начали формировать ранние ПС клеток. Далее на ступе-
нях филогенеза сформированные ПС стали структурны-
ми и функциональными единицами всех органов и си-
стем органов. Классическим примером ПС,  с позиций 
структуры и  функции,  является  ПС нефрона и сформи-
рованные из тысяч нефронов парные органы экскреции 
- почки [11]. Каждое из первичных ПС формировали 
одновременно три разных типа клеток: 

1. специализированные клетки, которые определяют 
функцию ПС; 

2. клетки эндотелия и гладкомышечные клетки, ко-
торые сформировали систему перфузии – локальные 
перистальтические насосы; далее они заложили основы 
лимфо-, гемолимфообращения и позже системы кровоо-
бращения; 

3. клетки рыхлой соединительной ткани (РСТ) зало-
жили основы реализации на ступенях филогенеза трёх 
биологических функций: функции трофологии; биоло-
гической функции гомеостаза и функции эндоэкологии  
с биологическими реакциями экскреции и воспаления. 

Эти же клетки  РСТ в ПС стали: а) запасать субстра-
ты для наработки митохондриями энергии (синтез  ма-

кроэргического АТФ) и б) формировать прогениторные 
клетки – стволовые клетки, специализированные  в на-
правлении дифференцировки  в определённые  типы 
клеток [12].Эти клетки РСТ, в отличие от плюрипотент-
ных клеток, уже имеют биомаркёры, которые отличают 
их от клеток иных типов. Происходило  это путём де-
понирования жирных кислот (ЖК) в форме неполярных 
липидов – триглицеридов (ТГ)  в  «каплях»  липидов в 
цитоплазме клеток РСТ. 

Так на ступенях филогенеза в каждом из ПС, в каждой 
ткани, в органе и системе органов повсеместно сформи-
ровались  кластеры клеток РСТ. Среди функционально-
го разнообразия клеток наиболее ранними в филогенезе 
явились полифункциональные оседлые,  резидентные 
макрофаги. Будучи в филогенезе наиболее ранними, ма-
крофаги, утратили способность пролиферировать [13]. 
Они стали реализовать сбор и утилизировать in situ 
эндогенные флогогены большой мол. массы и экзоген-
ные,  инфекционные патогены.  В сборе флогогенов и 
патогенов в  рамках каждой из структур задействована 
система первично лимфо- обращения и далее гемолим-
фообращения. 

Лимфатические  сосуды на ступенях филогенеза 
сформировали  клетки в ПС энтероцитов параллельно 
со становлением системы кровообращения для пере-
носа неполярных ТГ. Происходило это с целью: а) реа-
лизации биологических функций трофологии, биоло-
гической функции гомеостаза, функции эндоэкологии 
и б) формирования анатомических структур поздней в 
филогенезе системы врождённого и приобретённого им-
мунитета. Раннюю систему кровообращения на уровне 
ПС реализовали локальные перистальтические насосы 
(артериолы мышечного типа). Сердца - центрального 
насоса системы кровообращения, миллионы лет ещё не 
было, и система кровообращения в его отсутствие ещё 
миллионы лет оставалась незамкнутой.  

Интима артерий эластического типа - место сбо-
ра и утилизации  in situ биологического «мусора» из 
внутрисосудистой среды. В  процессе формирования  
одноклеточными ПС клеток, органов и систем органов 
клетки не изменили тех «привычек»,  которые они ис-
пользовали  ранее. Все клетки воспринимают  единый 
пул межклеточной среды in vivo как внешнюю среду, вы-
деляя в неё всё, что им перестает быть нужным. Далее 
лимфатическая система доносит все эндогенные фло-
гогены и экзогенные патогены до пула клеток РСТ;  во 
всех ПС клеток оседлые макрофаги  утилизируют  все 
эндогенные флогогены; экзогенные же патогены клетки 
РСТ проводят далее в лимфатические узлы. Это позд-
ние в  филогенезе структуры, которые реализуют био-
логические реакции врождённого и приобретённого 
иммунитета; это опять-таки  биологическая функция 
эндоэкологии, биологическая реакция воспаления, хотя 
можно это действие  рассматривать и как реализацию 
биологической функции адаптации. Также поступает 
каждая из клеток и с локальным пулом  миллионами лет 
незамкнутой системы кровообращения: все, что не нуж-
но - в кровоток. 

Биологическая реакция воспаления – основная реакция 
и естественного (врожденного) иммунитета [14]. Уже во 
время проникновения в организм бактерии сталкиваются 
с  первой линией обороны: это антимикробные пептиды 
(антибиотики млекопитающих) семейства дефензинов. 
Биологическую реакцию воспаления вызывают и про-
дукты деградации бактерий: липополисахариды, липо-
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оказались собраны в интиме артерий эластического ти-
па, фиксированы на матриксе интимы и утилизированы 
клетками РСТ, полифункциональными, оседлыми ма-
крофагами in situ.

Так же, за работами с холестерином, которые  прове-
дены  Н.Н. Аничковым и  соавт., мы с опозданием вспо-
минаем эксперименты  А.И. Игнатовского [19]. В них 
кормление  травоядных кроликов плотоядной пищей 
(мясом) формировало клиническую картину атероскле-
роза и атероматоз интимы артерий эластического типа. 
То же самое происходит и в клинике у травоядного в фи-
логенезе вида Homo sapiens, но с плотоядным прошлым 
в океане, когда пациент начинает злоупотреблять мяс-
ной пищей [20]. Ведь плотоядным (Carnivores) Человек 
разумный является только в прошлом; в настоящем же 
филогенезе он травоядный (Herbivores), но никак не все-
ядный (Omnivores); таких видов природа не создавала. 
И сбор эндогенных флогогенов, экзогенных патогенов в 
интиме артерий эластического и смешанного типов яв-
ляется активным, векторным процессом [21]; представ-
ление о пассивной инфильтрации - это nonsense. 

Активный сбор, утилизация в реакции воспале-
ния флогогенов и патогенов в интиме. Эндогенными 
флогогенами являются и органоспецифичные  фер-
менты (АСТ, АЛТ, креатинкиназа, щелочная фос-
фатаза, γ-глутамилтранспептидаза - γ-ГТ и ЛДГ). 
В условиях афизиологичного цитолиза при вирус-
ной  инфекции,  нарушения биологической реакции 
метаболизм↔микроциркуляция и формирования гипок-
сии в клетках ферменты истекают в кровоток из цито-
плазмы. Как эндогенные флогогены они далее активно 
перенесены в интиму артерий эластического типа, в пул 
сбора и утилизации эндогенных флогогенов in situ при 
реализации реакции воспаления. Кроме дипептидилкар-
боксипептидаз,  в крови ферментов протеолиза нет; нет 
и физико-химических условий для их активности. 

Все флогогены, которые в биологической реакции вос-
паления оказываются в интиме, являются эндогенными, 
«своими»  молекулами и перед выведением из крови их 
подвергают физиологичной денатурации.  Эту функцию 
в замкнутом пуле плазмы крови исполняют постоянно 
освобождаемые из костного мозга нейтрофилы; клетки 
реализуют свойственную им биологическую реакцию 
«респираторного взрыва» [22]. В реакции, которую ка-
тализирует миелопероксидаза, нейтрофилы усиливают 
образование активных форм кислорода (АФК); их пред-
назначение – формирование патологических эпитопов 
на поверхности эндогенных флогогенов (макромолекул 
белка) в процессе физиологичной их денатурации. В со-
ставе липопротеинов (ЛП)  АФК реализуют и перекис-
ное окисление жирных кислот (ЖК) в форме липидов. 
Нейтрофилы, синтезируя АФК,  формируют в эндоген-
ных молекулах афизиологичные эпитопы, распознавая 
которые toll-подобные 4-рецепторы определяют как 
физиологично денатурированные молекулы, запуская 
активный процесс выведения  их из плазмы крови в ин-
тиму артерий, в пул сбора и утилизации in situ эндоген-
ных флогогенов и экзогенных, порой инфекционных па-
тогенов. Денатурация в кровотоке макромолекул белка 
пут`м окисления АФК является первым этапом активи-
рованного сбора и далее утилизации их в интиме арте-
рий пут`м биологической реакции воспаления. 

Активированное  удаление эндогенных флогогенов, 
экзогенных патогенов из замкнутого внутрисосудистого 
русла происходит в несколько этапов:

пептиды, пептидогликаны, ДНК бактерий [15]. Продукты 
деградации  эндогенных патогенов выявляет семейство 
toll-подобных рецепторов на плазматической мембране 
иммунокомпетентных клеток. Часть toll-подобных рецеп-
торов (toll – погребальный звон) распознают изменения и 
в эпитопах эндогенных флогогенов [16];  реагируют они 
и на освобождение в плазму крови белков теплового шока 
[17], семейства шаперонов [18].

Клетки всех органов, всё, что перестало быть необ-
ходимым, все катаболиты, формируемые клетками эн-
досомы, а также содержимое цитоплазмы клеток  при 
гибели их по типу некроза (цитолиза) освобождается в 
локальный пул внутрисосудистой системы. Миллионы 
лет внутрисосудистая среда была незамкнутой  и со-
общалась с единым  пулом межклеточной среды. Мил-
лионы лет в системе кровообращения функционирова-
ли только локальные перистальтические насосы. Они 
сформировали ранний в филогенезе дистальный  отдел 
артериального русла: это  артериолы мышечного типа, 
интимы в стенке артериол они не имеют. Миллионами 
лет позднее, на ступенях  филогенеза сформировались 
артерии  эластического типа; они сформировали прок-
симальный отдел современного артериального русла. 
Вместе с перистальтическими локальными насосами 
они осуществляли функцию незамкнутой  системы  
кровотока. 

Образование сердца как центрального насоса и зам-
кнутой системы кровообращения произошло, вероятно, 
на поздних ступенях филогенеза. Инициирующим фак-
тором формирования замкнутого кровообращения, мы 
полагаем, явилось становление биологической функции 
локомоции, движения за счёт реципрокного сокращения 
поздних, поперечнополосатых, скелетных миоцитов и 
синцития кардиомиоцитов. На вопрос, всё ли на ступе-
нях филогенеза происходило согласно принципу «изна-
чальной целесообразности»,  можно   ответить нет. 

Не в полной мере обоснованным являются, порой, 
попытки авторов сопоставить функцию  биологических 
организмов с машиной; общего между ними не столь 
уж много. При конструировании машины  изначально 
изготавливают чертежи и  определяют хотя бы то, для 
чего конструкция предназначена. В глубинах же океана, 
в «коацерватном бульоне», когда источником органи-
ческих молекул являлись «черные курильщики – вул-
каны»,  в полной темноте  трудно  было определить, к 
построению чего  же  можно приступить. Реальными  
были только физико-химические параметры органи-
ческих молекул, электролиты и возможность осязания 
молекулами друг друга в поисках локальных мест  аф-
финности – будущего взаимодействия. Можно полагать, 
что  на поздних ступенях филогенеза при формировании  
замкнутой системы кровообращения пул сбора и утили-
зации in situ биологических катаболитов расположился 
рядом, в поздней на ступенях филогенеза интиме арте-
рий эластического и мышечно-эластического  типа.  

Так, in vivo на поздних ступенях филогенеза интима 
артерий эластического типа стала местом сбора и утили-
зации in situ всего разнообразия эндогенных флогогенов 
и экзогенных патогенов, выводимых  из замкнутого пула 
кровотока.   Казалось  бы, излагаемое содержит элемен-
ты новизны; в то же время ещё в   1895 г. сотрудники  
лаборатории  Р. Коха, желая получить генерализованное 
поражение органов туберкулёзом, вводили взвесь палоч-
ки Коха в вену экспериментальным  животным. Обще-
го инфицирования in vivo не получилось;  все бактерии 
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- физиологичная денатурация эндогенных флогоге-
нов (формирование афизиологичных эпитопов)  путём  
воздействия активных форм О2; 

- выявление денатурированных молекул при дей-
ствии toll-подобных рецепторов иммунокомпетентных 
клеток; 

- биологическая реакция опсонизации, действие ком-
понентов комплемента в целях оптимизации активиро-
ванного выведения флогогенов и патогенов [23];

- биологическая реакция клатринового (активирован-
ного) трансцитоза  (эндо→ экзоцитоза) через молослой 
эндотелия в интиму артерий;

- активация реакции трансцитоза эндогенных фло-
гогенов и экзогенных патогенов в интиму путём повы-
шения артериального давления (АД) в позднем в фило-
генезе проксимальном отделе артериального русла при 
активации биологической реакции  эндотелийзависимой 
вазодилатации.  

Система комплемента – комплекс протеинов, функ-
ционально единого  каскада  протеинов плазмы крови. 
Реализуют они биологическую функцию эндоэкологии, 
биологическую реакцию воспаления как систему гумо-
ральной защиты организма от экзогенных инфекцион-
ных  протеинов, бактерий и вирусов. Система компле-
мента осуществляет комплекс реакций опсонизации в 
биологической реакции воспаления, в системе врож-
дённого  и приобретённого иммунитета, перед тем как 
вывести из кровотока в интиму и утилизировать in situ 
все эндогенные флогогены и экзогенные патогены, под-
держивая «чистоту» внутрисосудистого и единого пулов 
межклеточной среды. 

Образование и поддержание функции эндо- и экзоци-
тоза (трансцитоза) [24] обеспечивает синтез специфич-
ного протеина кавеолина. Это интегральный протеин 
плазматической мембраны клеток, в том числе и моно-
слоя эндотелия  с двумя  глобулярными доменами. В 
мембране его сдерживают  ассоциированные на С-конце 
белка молекулы пальмитиновой ЖК. Кавеолы задей-
ствованы в передаче клетками регуляторных сигналов в 
биологической реакции эндоцитоза;  в онкогенезе; в ин-
фицировании  клеток патогенами. Кавеолярный транс-
цитоз задействован в реализации биологической функ-
ции эндоэкологии, биологической реакции воспаления.

Особую роль в инициации, в регуляции биологиче-
ской реакции воспаления играет система гуморальных 
медиаторов -– цитокинов [25]; идентифицировано более 
50 цитокинов, инициирующие факторы роста иммуно-
компетентных клеток и РСТ [26]. Семейство цитоки-
нов включает как про-, так и противовоспалительные 
гуморальные медиаторы цитокины: концентрация их в 
кровотоке быстро возрастает в десятки раз. Регулятора-
ми биологической реакции воспаления являются также 
хемокины [27], молекулы адгезии клеток, белки острой 
фазы и семейство факторов роста [28]. Молекулы ад-
гезии клеток включают семейства иммуноглобулинов, 
селектины, интегрины, аднексины и т.д; все они явля-
ются активными участниками биологической реакции 
воспаления. Гуморальные медиаторы  инициируют ас-
социацию иммунокомпетентных клеток крови на по-
верхности монослоя эндотелия артерий эластического 
типа, затем обеспечивают выход клеток в очаг воспале-
ния путём perdia pedesis. Гуморальные медиаторы (про-
теазы)  запускают систему свертывания крови, реакции 
фибринолиза, активируют систему комплемента,  дегра-
нуляцию лейкоцитов [29]. Ранними в филогенезе медиа-

торами биологической реакции воспаления являются и 
эйкозаноиды, синтез которых осуществляют  клетки  из 
экзогенных эссенциальных ЖК. 

В клинике же и по настоящее время активированный 
сбор в интиме эндогенных флогогенов, инфекционных 
патогенов и выведение из крови в интиму,  в очаг фи-
зиологичного воспаления многих видов иммуноком-
петентных клеток определяют неподобающим словом  
– инфильтрация. Накопление в кровотоке как эндоген-
ных флогогенов, так и экзогенных патогенов в физио-
логичном стремлении активировать позднюю в фило-
генезе биологическую реакцию трансцитоза  с уровня 
сосудодвигательного центра инициирует повышение 
АД в проксимальном  отделе артериального русла, на-
рушает гидродинамическое давление в дистальном от-
деле артериол мышечного типа биологическую реакцию 
метаболизм ↔ микроциркуляция. Биологическая реак-
ция воспаления  реализует одновременно два разнона-
правленных синдрома: а) синдром системного противо-
воспалительного ответа и б) синдром компенсаторной 
противовоспалительной защиты  [30].

Реализация биологической реакции воспаления в 
интиме артерий. Поскольку биологическая реакция 
трансцитоза активна в обоих  направлениях, выведен-
ные флогогены (патогены) в матриксе необратимо свя-
зывают гликозаминогликаны интимы. Молекулы состоят 
из повторов кластеров, которые являются, в частности, 
остатками D-глюкуроновой кислоты и сульфатирован-
ных ацетилированных, ацилированных аминосахаров. 
In vivo глюкозаминогликаны ковалентно связаны с мо-
лекулами протеогликанов. Небольшое число ранних в 
филогенезе полифункциональных оседлых, резидент-
ных макрофагов в интиме реализуют столь же ранний на 
ступенях  филогенеза вариант внеклеточного пищеваре-
ния. Макрофаги выводят в матрикс интимы протеолити-
ческие ферменты – матричные металлопротеиназы-9. 

Это семейство Zn-зависимых эндопептидаз; они при-
званы осуществлять деструкцию матрикса и освободить 
связанные флогогены и патогены. Далее  путём биоло-
гической реакции эндоцитоза макрофаги поглощают 
все освобожденные флогогены, патогены и компоненты 
структуры матрикса [31]. В лизосомах оседлые макро-
фаги полностью утилизируют флогогены, патогены до 
олигопептидов, гидролизуют все липиды - эфиры ЖК, 
в том числе и холестериновые эфиры полиеновых ЖК 
(поли-ЭХС). Гладкомышечные клетки  медии артерий 
эластического типа далее изменяют фенотип. Из сокра-
тительных, они становятся секреторными и, реализуя 
биологическую реакцию пролиферации,  восстанав-
ливают протеогликаны матрикса интимы и гладкомы-
шечные клетки медии. Фактором, который физиологич-
но активирует пролиферацию клеток in vivo, является 
аполипопротеин(а). Апо(а) в составе ЛП(а) (в ЛП низкой 
плотности) векторно доставляет ко всем  клеткам, кото-
рые реализуют биологическую реакцию пролиферации, 
дополнительное количество экзогенных, эссенциальных 
ПНЖК. Без этого сформировать новые плазматические 
мембраны делящихся клеток  невозможно. 

Полифункциональные, резидентные макрофаги,  эф-
фективно реализуя биологическую функцию эндоэко-
логии, биологическую реакцию воспаления, постоянно 
поддерживают «чистоту» межклеточной среды много-
клеточного организма [32]. Полифункциональные ма-
крофаги интимы немногочисленны, однако функции 
их достаточно для утилизации в интиме in situ всего 
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физиологичного  количества  эндогенных флогогенов и 
экзогенных патогенов. В ситуациях, когда катаболиты, 
которые при активации биологической реакции транс-
цитоза скапливаются в интиме, функциональных воз-
можностей макрофагов становится явно недостаточно, 
макрофаги начинают синтез биологических медиаторов 
– хемоаттрактантов. Макрофаги по градиенту концен-
трации этих медиаторов инициируют активированное 
проникновение из кровотока в интиму моноцитов [33]. 

Освобождаемые из костного мозга моноциты  име-
нуют «рекрутами»; в разных тканях и серозных поло-
стях  они призваны исполнять несколько разные функ-
ции [34]. В интиме артерий эластического типа, после 
нескольких дней  активной специализации, моноциты 
становятся  моноцитами→макрофагами  и начинают  
утилизировать in situ биологические катаболиты – фло-
гогены и патогенны [35]. Казалось бы,  все проходит 
физиологично, но «дьявол кроется в мелочах» [36]. 
Моноциты→макрофаги, войдя в интиму, не экспрес-
сируют синтез всего-то одного фермента; это кислая 
гидролаза полиеновых ЖК, которые этерифицированы 
спиртом холестерином (ХС) [37]. При анализе ЖК в 
атероматозной массе липидов в интиме артерий, можно 
идентифицировать массу ЖК с длиной не более С17 в 
форме эфиров со спиртом ХС. Если же проанализиро-
вать положение в катаболитах ЖК двойных связей, мож-
но понять, что это частично катаболизированные ω-3 и 
ω-6 ПНЖК в форме поли-ЭХС. Получается, что столь 
необходимые клеткам с ранних ступеней  филогенеза 
эссенциальные ПНЖК, которые являются облигатными 
для клеток как субстрат для синтеза биологически ак-
тивных эйкозаноидов,  утилизированы in situ в интиме 
артерий при реализации биологической реакции воспа-
ления поздними на ступенях филогенеза моноцитами→ 
макрофагами [38].  

Участие  в биологической реакции воспаления столь 
большого количества  функционально разных клеток 
требует постоянного обеспечения их ЖК, субстратами 
для наработки митохондриями  энергии. На  ступенях 
филогенеза функцию вектора направленного  пере-
носа  ЖК к клеткам, которые  реализуют биологиче-
скую функцию воспаления, исполняет специфичный 
С-реактивный белок (СРБ) в форме пентамера. Биоло-
гическая функция апо(а)  и СРБ  подробно описана нами 
ранее [39]. В нескольких словах: специфичным физико-
химическим параметром СРБ является на порядки бо-
лее высокая аффинность к одному из фосфолипидов – к 
лизофосфатидилхолину. 

При действии ассоциированной с липопротеидами 
очень низкой плотности (ЛПОНП) фосфолипазы А2 в 
полярном монослое олеиновых ЛПОНП фермент на-
рабатывает лизофосфатидилхолин. С последним свя-
зывается СРБ; перекрывая физиологичный апоЕ/В-100 
лиганд в олеиновых ЛПОНП, СРБ сам становится ли-
гандом. СРБ переадресует поток ЖК в форме ТГ в со-
ставе ЛПОНП в первую очередь к клеткам,  которые 
реализуют биологическую реакцию воспаления. При 
этом все клетки, задействованные в реализации воспа-
ления, выставляют на мембрану специфичные рецепто-
ры к СРБ. При действии СРБ  порой в интиме артерий 
перегруженные ТГ макрофаги  становятся  похожими на 
пенистые (лаброциты), формируя в интиме «липидные 
пятна» [40]. Содержание СРБ пентамера в плазме крови 
при активации биологической реакции воспаления  по-
вышается порой на  порядки.  

Афизиологичное исполнение биологической функции 
эндоэкологии биологической реакции  воспаления – осно-
ва атероматоза. Анализ биологической функции эндо-
экологии, биологической реакции воспаления, процесса 
становления синдрома атероматоза даёт возможность 
понять, что атеросклероз – это патология, состоящая 
из нарушений физиологичных функций, атероматоз же 
– патология с ясно выраженной морфологической, де-
структивной составляющей. Рассмотрим эти процессы 
схематично, по  этапам.  

1. Согласно филогенетической теории общей пато-
логии,  вид Homo sapiens является не всеядным (Omni-
vores), природа таких видов не создавала, а  травоядным 
(Нerbivоres), но с плотоядным (Саrnivоres) прошлым. 
Травоядный вид Человек разумный может физиологич-
но поедать мясную пищи; однако количество её  огра-
ничено  особенностями переноса ЖК у травоядных ви-
дов в форме ТГ в составе ЛПОНП в кровотоке ко всем 
клеткам; Homo sapiens вид - плотоядный в прошлом и 
травоядный в настоящем. 

2. Травоядные виды  основное количество получен-
ной с пищей глюкозы используют в синтезе гепатоци-
тами ω-9 С18:1 олеиновой   ЖК;  этерифицируют  её 
в олеиновые  ТГ, и  апоВ-100 структурирует эти ТГ в 
состав олеиновых ЛПОНП, освобождая их в кровоток. 
Далее физиологичная постгепариновая липопротеинли-
паза (ЛПЛ) активно гидролизует часть  олеиновых ТГ, 
инициируя формирование  апоЕ/В-100 лиганда. Связы-
вая лигандные олеиновые ЛПОНП своими рецептора-
ми, все клетки поглощают олеиновые ЛПОНП. У тра-
воядных видов образования олеиновых ЛПНП в крови 
не происходит. 

3. Когда в пище травоядных в филогенезе пациентов 
с плотоядным прошлым количество  мясной пищи пре-
вышает физиологичные  возможности in vivo, гепатоци-
ты всю экзогенную С16:0 пальмитиновую  ЖК этерифи-
цируют в пальмитиновые ТГ,  далее апоВ-100 формиру-
ет пальмитиновые ЛПОНП и клетки секретируют их в 
кровоток.В крови:

 а)  постгепариновая ЛПЛ  медленно гидролизует не 
оптимальные для нее субстрат - пальмитиновые ТГ в 
одноимённых   ЛПОНП; 

б) формирования апоЕ/В-100 лиганда в пальмитино-
вых ЛПОНП не происходит и

в) большинство пальмитиновых ЛПОНП пре-
вращаются в одноимённые ЛПОНП→ЛПНП. Имен-
но пальмитиновые ЛПОНП→ЛПНП увеличивают в 
плазме крови содержание ХС-ЛПНП. Пальмитино-
вые  ЛПОНП→ЛПНП столь же медленно формируют 
и апоВ-100 лиганд, блокируя поглощение клетками 
ЛПОНП→ЛПНП путём апоВ-100 эндоцитоза со всеми 
переносимыми ими эссенциальными ПНЖК в форме 
поли-ЭХС. 

4. В результате нарушения биологической функции 
трофологии, биологической функции экзотрофии  фор-
мируется  синдром атеросклероза. Он включает: 

а) дефицит эссенциальных ω-6 и ω-3 ПНЖК и  ком-
пенсаторный синтез клетками афизиологичных эйкоза-
ноидов (простациклины, тромбоксаны, лейкотриены) с 
нарушением многих реакций метаболизма, биологиче-
ских реакций метаболизм↔ микроциркуляция; 

б) нарушение функции интегральных протеинов 
плазматической мембраны  при отсутствии ПНЖК и на-
рушении синтеза наименее гидрофобных, заряженных   
аминофосфолипидов;
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в) нарушение функционального взаимодействия кле-
ток in vivo, в частности агрегации тромбоцитов, системы  
свёртывания крови и 

г) формирование выраженной гиперлипопротеине-
мии, чаще типа IIб. 

5. Если избыточное потребление мясной пищи па-
циентами будет продолжаться, постепенно, вслед за по-
вышением в плазме крови содержания ТГ и ХС-ЛПНП,  
последует компенсаторное увеличение содержания в 
плазме крови апоС-III кофермента и синтез гепатоци-
тами более оптимальной для гидролиза пальмитиновых 
ТГ печёночной триглицеролгидролазы. Если потребле-
ние мясной пищи станет выраженно афизиологичным,  
в крови увеличится содержание апоВ-48 как тест под-
ключения к переносу клеткам  от энтероцитов больших 
количеств  пальмитиновой ЖК в составе хиломикро-
нов. Апогеем нарушения переноса  ЖК при питании 
пациента-мясоеда станет формирование гиперлипопро-
теинемии  (ГЛП) типа V, выявляемой при проведении 
электрофореза ЛП.

6. Формирование атеросклероза и выраженное «за-
мусоривание» внутрисосудистого  пула межклеточной  
среды безлигандными пальмитиновыми ЛПОНП+ЛПНП 
активирует биологическую функцию эндоэкологии и 
биологическую реакцию воспаления. Все клетки, кото-
рые вовлечены в реализацию биологической функции 
эндоэкологии,  начинают сбор   эндогенных флогогенов 
(безлигандных пальмитиновых ЛПОНП+ЛПНП)  и ути-
лизацию их in situ в интиме артерий  эластического типа. 
Пока количество эндогенных флогогенов  не превыша-
ет способности оседлых  макрофагов их утилизировать, 
всё происходит физиологично. 

Когда же возможностей  немногочисленных оседлых 
макрофагов, которые  неспособны пролиферировать, 
оказывается недостаточно, макрофаги «зазывают» в 
интиму моноциты→макрофаги гематогенного проис-
хождения. Именно они, неспособные экспрессировать 
синтез  кислой гидролазы эфиров холестерина, начи-
нают формировать атероматозные массы липидов в ин-
тиме артерий,  только частично исполняя катаболизм 
ПНЖК, этерифицированы ХС в форме поли-ЭХС.  Роль 
одноатомного, вторичного, циклического спирта ХС при 
формировании атероматоза интимы артерий  является 
явно пассивной [41].

 Стремление клиницистов нормализовать реакции 
переноса, поглощения клетками и метаболизма ЖК, 
контролировать состояние ГЛП, предотвратить форми-
рование атеросклероза,  атероматоза и ишемической бо-
лезни сердца (ИБС) вполне объяснимо, но и сам пациент 
должен «участвовать» в сохранении своего здоровья. 
Клиницисты, определяя в динамике тесты клинической 
биохимии, такие  как  содержание ТГ→ ХС-ЛПНП→ 
апоС-III→ апоВ-48→ ГЛП типа V, могут объективно 
оценить  характер питания пациента, не опираясь только 
на показания пациента -  «мясоеда» [42].

Одновременно каждому пациенту важно прочувство-
вать, что в настоящем он травояден и только в прошлом, 
при жизни в океане,   реально был, да и то не  мясоедом, 
а рыбоедом; мясоедом вид Homo sapiens никогда не был 
[43].  Каковыми бы ни были врождённые нарушения, 
которые у отдельных пациентов способствуют форми-
рованию ИБС, нормализация  биологической функции 
питания (трофологии), биологической реакции экзотро-
фии является основополагающим условием, которое 
понизит активность биологической функции эндоэколо-

гии, биологической реакции воспаления, предотвратит 
формирование атеросклероза и атероматоза интимы ар-
терий эластического типа. Можно полагать, что длитель-
ный период назначения   пациентам статинов в целях 
первичной профилактики атеросклероза,   атероматоза и 
ИБС, мы уже окончательно «проехали».        

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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АКТИВНОСТЬ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ФЕРМЕНТОВ СЛЮНЫ ПРИ НЕЙРОЭНДОКРИННЫХ 
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До настоящего времени остаются актуальными проблемы оптимизации методов диагностики и прогнозирования те-
чения рака легкого, занимающего лидирующие позиции в структуре онкологических заболеваний. Цель исследования: 
изучение особенностей активности метаболических ферментов слюны при НЭО легкого в зависимости от степени зло-
качественности. В исследовании случай – контроль приняли участие 156 человек, которые были разделены на 2 группы: 
основную (с диагнозом рак НЭО легкого, n=56) и контрольную группу (условно здоровые, n=100). Всем участникам было 
проведено анкетирование, биохимическое исследование слюны, гистологическая верификация диагноза. Межгрупповые 
различия оценены непараметрическим критерием. Показано, что на фоне НЭО легкого наблюдаются метаболические 
изменения, характеризующиеся уменьшением коэффициента де Ритиса (p=0.0350) и активности лактатдегидрогеназы 
(p=0.0492), а также увеличением активности аланинаминотрансферазы (p=0.0114), щелочной фосфатазы (p=0.0150) и 
α-амилазы (p=0.0328). Статистически достоверные отличия между НЭО разной степени злокачественности (G1+G2 
и G3) выявлены для аминотрансфераз (АЛТ – p=0.0421; АСТ – p=0.0472), щелочной фосфатазы (p=0.0454) и α-амилазы 
(p=0.0263). Показано уменьшение активности исследуемых ферментов на фоне прогрессирования заболевания, в том 
числе наличия отдаленного и регионарного метастазирования. Наиболее перспективным является изучение активности 
α-амилазы слюны для диагностики НЭО высокой степени злокачественности.

Ключевые слова:  слюна; ферменты; рак легкого; нейроэндокринные опухоли.
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ACTIVITY OF METABOLIC ENZYMES OF SALIVA WITH NEUROENDOCRINE TUMORS OF THE LUNG OF 
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Up to the present time, problems of optimizing the methods of diagnosis and predicting the course of lung cancer, which occupies the 
leading positions in the structure of oncological diseases, remain topical. The purpose of the study was to study the characteristics of 
the activity of metabolic salivary enzymes in neuroendocrine tumors of the lung, depending on the degree of malignancy. In the case-
control study, 156 people took part, divided into 2 groups: primary (neuroendocrine lung tumors, n=56) and control (conventionally 
healthy, n=100). All the participants went through a questionnaire survey, saliva biochemical counts, and a histological verification 
of their diagnosis. Between-group differences were measured with the nonparametric test. It is shown that against the background 
of neuroendocrine lung tumors, metabolic changes are observed characterized by a decrease in the de Ritis coefficient (p=0.0350) 
and lactate dehydrogenase activity (p=0.0492), as well as an increase in activity of alanine aminotransferase (p=0.0114), alkaline 
phosphatase (p=0.0150) and α-amylase (p=0.0328). Statistically significant differences between neuroendocrine tumors of different 
degrees of malignancy (G1+G2 and G3) were detected for aminotransferases (ALT - p=0.0421; AST - p=0.0472); alkaline phosphatase 
(p=0.0454) and α-amylase (p=0.0263). A decrease in the activity of the enzymes studied against the background of the progression 
of the disease, including the presence of distant and regional metastasis is shown. The most promising is the study of the activity of 
salivary α-amylase for the diagnosis of neuroendocrine lung tumors of high degree of malignancy.

K e y w o r d s :  saliva, enzymes, lung cancer, neuroendocrine tumors.
For citation:  Bel’skaya L.V., Kosenok V.K., Massard Zh. Activity of metabolic enzymes of saliva with neuroendocrine tumors of 
the lung of various degrees of malignancy. Klinicheskaya laboratornaya diagnostika (Russian Сlinical Laboratory Diagnostics). 
2018; 63 (11):  677-682 (in Russ.). DOI: http//dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-677-682
For correspondence: Bel’skaya L.V., PhD in Chemistry, Head of laboratory; е-mail: ludab2005@mail.ru
Information about authors: 
Bel’skaya L.V., http://orcid.org/0000-0002-6147-4854
Kosenok V.K., http://orcid.org/0000-0002-2072-2460 
Conflict of interest.  The authors declare no conflict of interest. 
Acknowledgment.  The study had no sponsorship. 

Received 14.08.2018
Accepted  15.09.2018

Для корреспонденции: Бельская Людмила Владимировна, канд. хим. наук; e-mail: ludab2005@mail.ru



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-677-682

БИОХИМИЯ

678

Группа нейроэндокринных опухолей (НЭО) объеди-
няет относительно редко встречающиеся эпителиаль-
ные новообразования, которые обладают способностью 
синтезировать биологически активные вещества и пеп-
тидные гормоны [1]. Наиболее часто новообразования 
данного типа возникают в различных отделах пищева-
рительного тракта и бронхопульмональной системе [2]. 
Среди всех нейроэндокринных новообразований 25-
30% составляют НЭО легкого [3]. Согласно общепри-
нятой классификации выделяют 4 основных подтипа 
НЭО легкого: типичный карциноид, атипичный карци-
ноид, крупноклеточный и мелкоклеточный рак легкого 
[4]. В соответствии с современными представлениями, 
НЭО легкого различают по степени дифференциров-
ки и степени злокачественности (G) [5, 6]. К группе с 
низкой степенью злокачественности (высокой степенью 
дифференцировки) относят типичные карциноиды (G1), 
промежуточной степени соответствуют атипичные кар-
циноиды (G2), тогда как группа низкодифференциро-
ванных НЭО высокой степени злокачественности объе-
диняет мелкоклеточный и крупноклеточный рак легкого 
(G3) [7, 8].

Диагностика НЭО легкого включает определение 
пептидных гормонов и биогенных аминов [9, 10], а так-
же универсальных маркеров, таких как хромогранин 
А и нейронспецифическая енолаза [1, 11]. При этом 
применение перечисленных маркеров зачастую огра-
ничивается мелкоклеточным раком легкого. Исследо-
вание биомаркеров не нейроэндокринной природы в 
отношении диагностики ограничено, в том числе мало 
внимания уделяется метаболическим ферментам [12]. В 
данном исследовании в качестве потенциально инфор-
мативных выбраны следующие ферменты: щелочная 
фосфатаза (ЩФ), лактатдегидрогеназа (ЛДГ), гамма-
глутамилтрансфераза (ГГТ), аминотрансферазы (АЛТ, 
АСТ) и α-амилаза. Следует отметить, что в литературе 
практически отсутствуют данные об активности данных 
ферментов как в общем, так и в зависимости от степени 
злокачественности НЭО легкого. 

Активность ферментов традиционно определяют в 
сыворотке и плазме крови, однако пер-
спективным является использования в 
качестве субстрата слюны [13]. Преиму-
щества слюны по сравнению с венозной 
или капиллярной кровью обусловлива-
ются неинвазивностью сбора и отсут-
ствием риска инфицирования при полу-
чении биоматериала [14-16]. При этом 
слюна не только адекватно отражает био-
химической статус и физиологическое 
состояние человека, но и является потен-
циально более информативной средой 
для использования ее как в клинической 
лабораторной диагностике, так и в спе-
циальных научных целях [17-19].

Цель исследования – изучение осо-
бенностей активности метаболических 
ферментов слюны при НЭО легкого в 
зависимости от степени злокачествен-
ности.

Материал и методы. В исследовании 
случай – контроль приняли участие до-
бровольцы, которые были разделены на 2 
группы: основную (с диагнозом рак НЭО 
легкого) и контрольную группу (условно 

здоровые). Включение в группы происходило парал-
лельно. В качестве критериев включения рассматрива-
лись: возраст пациентов 30–75 лет, отсутствие какого-
либо лечения на момент проведения исследования, в 
том числе хирургического, химиотерапевтического или 
лучевого, отсутствие признаков активной инфекции 
(включая гнойные процессы), проведение санации по-
лости рта. Критерии исключения: отсутствие гистоло-
гической верификации диагноза. Контрольная группа 
включала условно здоровых пациентов (n=100, возраст 
58,9±1,5 года), у которых при проведении плановой 
диспансеризации не было выявлено патологии легких. 
Оценка биохимических параметров слюны пациентов 
контрольной группы проведена без дополнительного 
разбиения на подгруппы. Исследования одобрены на за-
седании комитета по этике БУЗ Омской области «Кли-
нический онкологический диспансер» от 21 июля 2016 
г., протокол № 15.

У всех участников до начала лечения проводили за-
бор слюны в количестве 2 мл. Образцы слюны собирали 
утром натощак путем сплевывания в стерильные про-
бирки, центрифугировали при 7000 об/мин. Активность 
АЛТ и АСТ определяли колориметрическим динитро-
фенилгидразиновым методом по Райтману-Френкелю, 
ЩФ методом конечной точки по Бессею-Лоури-Броку, 
ЛДГ кинетическим УФ-методом по скорости окисле-
ния НАДН, ГГТ кинетическим методом с использова-
нием L-гамма-глутамил-3-карбокси-4-нитроанилида в 
качестве субстрата по Зейцу-Персину, α-амилазы ки-
нетическим методом по гидролизу CNP-олигосахарида 
с образованием 2-хлор-4-нитрофенола [20, 21]. Допол-
нительно оценивали значение коэффициента де Ритиса, 
рассчитанного как соотношение активности АСТ/АЛТ 
(у.е.).

Статистический анализ полученных данных вы-
полнен при помощи программ Statistica 10.0 (StatSoft) 
и пакета R (версия 3.2.3) непараметрическим методом 
с использованием в зависимых группах критерия Вил-
коксона, в независимых группах – U-критерия Манна-
Уитни. Описание выборки производили с помощью под-

Сравнительная динамика активности метаболических ферментов для карци-
ноидов, мелкоклеточного и крупноклеточного рака легкого.
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достоверно увеличивается активность ЩФ и α-амилазы 
(+35,7 и +70,7% соответственно), тогда как активность 
ГГТ не меняется, а ЛДГ снижается на 15,3%.

Анализ активности метаболических ферментов для 
групп НЭО легкого разной степени злокачественности 
показал, что активность аминотрансфераз статистически 
достоверно выше для группы G1+G2, при этом получен-
ные значения выше соответствующих показателей для 
контрольной группы, тогда как активность аминотранс-
фераз группы G3 и контрольной практически совпадают 
(табл.2, 3). Также показано, что активность ЛДГ, ГГТ и 
α-амилазы группы G1+G2 и контрольной группы не от-
личаются, однако активность ЩФ статистически досто-
верно выше значений, характерных как для контрольной 
группы (+78.6%), так и для группы G3 (+61,3%). Группа 
НЭО легкого высокой степени злокачественности отли-
чается уменьшением активности ЛДГ (-19,1%) и увели-
чением активности α-амилазы (+72,1%) при постоянном 
уровне ГГТ (табл. 2).

При более детальном рассмотрении группы НЭО 
с высокой степенью злокачественности установлено, 
что активность большинства исследуемых ферментов 
ниже, чем для группы G1+G2, исключение составляет 
активность α-амилазы, возрастающая в случае круп-
ноклеточного и мелкоклеточного рака на 31.0 и 80.7% 
соответственно (см.рисунок). Дополнительно следует 
отметить увеличение коэффициента де Ритиса для круп-
ноклеточного рака легкого (+17.7%) в основном за счет 
уменьшения активности АЛТ (-50.3%, р=0.0232). Для 
крупноклеточного рака легкого также характерно мак-
симальное значение активности ГГТ (22.4 Е/л). В целом 
для мелкоклеточного рака активность ГГТ, ЛДГ и ЩФ 
ниже, чем для крупноклеточного, тогда как для амино-
трансфераз и α-амилазы отмечена обратная тенденция.

На следующем этапе исследовано влияние фор-
мы роста НЭО легкого на активность метаболических 
ферментов слюны (табл.4). Показано, что минималь-
ная активность аминотрансфераз наблюдается для ме-
диастинальной формы роста и в этом случае значения 
максимально близки к контрольным, включая рассчи-
танный коэффициент АСТ/АЛТ. Активность ЩФ, ЛДГ 
и α-амилазы также минимальна, однако для ГГТ вы-
явлены максимальные значения активности среди всех 
исследуемых групп (+17,6% относительно контрольной 
группы). Для периферической формы роста отмечены 
максимальные значения активности всех ферментов за 
исключением α-амилазы. При этом в большинстве слу-
чаев выявленные различия с центральным раком легкого 
статистически достоверны, а для активности ЛДГ под-
тверждены отличия и от медиастинальной формы роста. 
Центральные НЭО лёгкого характеризуются минималь-
ным значением коэффициента де Ритиса (-18,5%) и мак-
симальной активностью α-амилазы (+172,2% по сравне-
нию с контрольной группой). 

При прогрессировании заболевания уменьшается 
активность аминотрансфераз до стадии Т3N0-3M0, затем 
остается примерно постоянной, при этом значение ко-
эффициента де Ритиса в этом же направлении растет, 
достигая максимума при Т3N0-3M0, а затем резко снижа-
ется (табл. 5). Также при увеличении размера первичной 
опухоли уменьшается активность ЩФ и ЛДГ, причем 
наиболее существенное уменьшение активности проис-
ходит вплоть до стадии Т3N0-3M0, а затем меняется не-
значительно. Для ГГТ отмечена обратная тенденция: до 
стадии Т3N0-3M0 активность практически не меняется, а 

Т а б л и ц а  1
 Описание исследуемой группы

Гистология Число пациентов , %

Типичный карциноид (G1) 12 (21,4%)
Атипичный карциноид (G2) 3 (5,4%)
Мелкоклеточный рак (G3) 34 (60,7%)
Крупноклеточный рак (G3) 7 (12,5%)

Форма роста
Центральный 21 (37,5%)

Периферический 24 (42,9%)
Медиастинальный 11 (19,6%)

pM
M0 42 (75,0%)
M1 14 (25,0%)

pT
T1 4 (9,5%)
T2 19 (45,2%)
T3 4 (9,5%)
T4 15 (35,8%)

pN
N0 14 (33,3%)

N1-3 28 (66,7%)

Т а б л и ц а  2
Активность метаболических ферментов при НЭО легкого

Показа-
тель, Е/л

Контроль, n=100 НЭО, n=56 p-value

АЛТ 3,46 [2,38; 4,85] 4,23 [2,77; 6,65] 0,0114

АСТ 5,67 [3,33; 7,75] 5,79 [3,71; 9,38] -
АСТ/АЛТ 1,51 [1,18; 2,06] 1,34 [1,08; 1,78] 0,0350
ЩФ 60,84 [43,46; 86,92] 82,57 [54,33; 117,34] 0,0150
ЛДГ 1366,0 [819,0; 2054,0] 1156,5 [574,6; 1777,3] 0,0492
ГГТ 21,0 [18,1; 25,2] 21,0 [19,1; 25,1] -
α-амилаза 233,4 [124,4; 480,4] 398,3 [175,7; 617,1] 0,0328

счета медианы (Ме) и интерквартильного размаха в виде 
25-го и 75-го процентилей [LQ; UQ]. Различия считали 
статистически значимыми при p˂0,05. Корреляционный 
анализ произведен методом Спирмена.

Результаты. В исследование включены 56 пациен-
тов Клинического онкологического диспансера г. Омска 
и 100 практически здоровых людей, выбранных в каче-
стве контрольной группы. Детальное описание основ-
ной группы представлено в табл.1.

В ходе проведенных исследований установлено, что 
на фоне НЭО легкого наблюдается изменение активно-
сти метаболических ферментов слюны (табл.2). В част-
ности, растет активность аминотрансфераз (АЛТ – на 
22.3%, АСТ – на 2.1%), в результате наблюдается умень-
шение коэффициента де Ритиса на 11,3% в основном за 
счет увеличения активности АЛТ. Также статистически 
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Т а б л и ц а  3
Активность метаболических ферментов в зависимости  

от степени злокачественности

Показа-
тель, Е/л

G1+G2 G3 p-value

АЛТ 4,31 [3,00; 6,46] 3,96 [2,23; 5,78] 0,0421
АСТ 7,00 [4,25; 9,25] 5,63 [3,63; 8,29] 0,0472
АСТ/АЛТ 1,37 [1,17; 1,80] 1,33 [1,05; 1,71] -
ЩФ 108,65 [73,88; 147,76] 67,36 [51,07; 102,13] 0,0454
ЛДГ 1405,0 [697,8; 2319,0] 1136,0 [481,9; 1596,5] -
ГГТ 21,3 [14,5; 23,6] 20,8 [19,2; 25,7] -
α-амилаза 242,3 [160,8; 599,0] 417,0 [250,4; 635,2] 0,0263

Т а б л и ц а  4
 Влияние формы роста НЭО легкого на активность ферментов

Показатель, 
Е/л

Медиастинальный 
(1)

Центральный (2) Периферический (3)

АЛТ 3,38 [1,38; 6,46] 4,31 [3,92; 6,77] 4,38 [3,23; 6,80]
- р1-2=0,0486 -

АСТ 5,50 [1,33; 10,25] 5,75 [4,20; 8,50] 6,75 [3,75; 9,42]
АСТ/АЛТ 1,54 [0,95; 1,90] 1,23 [1,07; 1,43] 1,52 [1,17; 1,86]

- - р2-3=0,0492
ЩФ 65,19 [54,33; 

86,92]
67,36 [39,11; 106,48] 99,96 [60,84; 134,73]

- - р2-3=0,0182
ЛДГ 1148,0 [482,8; 

1389,0]
906,8 [331,7; 1448,0] 1599,5 [1062,0; 2281,0]

- - р2-3=0,0438, р1-3=0,0409
ГГТ 24,7 [20,8; 31,1] 20,8 [18,5; 24,8] 20,5 [17,3; 23,6]

- - р1-3=0,0105
α-амилаза 300,0 [121,3; 

1107,0]
635,2 [417,0; 796,8] 317,4 [160,8; 530,1]

- - р2-3=0,0382

при высокой активности ЩФ [22, 23]. Известно, что ЩФ 
участвует в процессах трансмембранного фосфорили-
рования, обеспечивая наряду с гормональной системой 
вход и выход глюкозы в клетки, что напрямую влияет на 
уровень глюкозы в крови, играет роль в поддержании 
уровня фосфатов, необходимых для биоэнергетики. В 
связи с этим наблюдается торможение конечных путей 
обмена глюкозы, о чем говорит низкая активность АСТ, 
участвующая в понижении коэффициента де Ритиса. 
Подобные изменения ферментативной активности мо-
гут отражать стимуляцию периферических зон обмена, 
особенно белкового, на фоне торможения центральных 
путей метаболизма. В ряде исследований показано, что 
предоперационное значение коэффициента де Рити-
са представляет собой независимый прогностический 
фактор для рака почки [24, 25]. В частности, значение 
коэффициента более 1.50 считается прогностически не-
благоприятным признаком. Однако, при определении 
активности аминотрансфераз в слюне, а не сыворотке 
крови, нами получены противоположные данные. Пока-
зано, что на фоне НЭО легкого значение коэффициента 
де Ритиса статистически достоверно уменьшается, по-
добный эффект был ранее показан для немелкоклеточ-
ного рака легкого (1.27 [0.93; 1.70] для аденокарциномы 
и 1.19 [0.95; 1.61] для плоскоклеточного рака легкого) 
[21]. При этом максимальное уменьшение коэффициен-
та де Ритиса отмечено для распространенных форм рака 
легкого, а также на фоне отдаленного и регионарного 
метастазирования (табл.4-6).

Анализ активности ЛДГ показал, что НЭО легкого 
характеризуется понижением активности данного фер-
мента (табл.2), причем снижение активности в основ-
ном обусловлено вкладом мелкоклеточного рака легкого 
(табл.3). Максимальная активность ЛДГ соответствует 
периферической форме роста опухоли, при прогресси-
ровании заболевания равномерно уменьшается (табл. 4, 
5). Известно, что высокий уровень ЛДГ в сыворотке кро-
ви при раке легкого является прогностически неблаго-
приятным признаком и ассоциирован с незначительным 

ответом на проводимую терапию [26, 27]. Как 
фермент, участвующий в анаэробном метабо-
лизме, ЛДГ может влиять на злокачественный 
потенциал опухоли посредством различных 
механизмов, в частности увеличения проли-
ферации, жизнеспособности и инвазивной 
способности опухолевых клеток, а также 
уменьшения апоптоза [28, 29]. Расхождения с 
литературными данными могут быть связаны 
с использованием слюны в качестве биосуб-
страта, а также с определением суммарного 
содержания всех изоферментов ЛДГ, что не 
позволяет в полной мере оценить вклад ЛДГ5 
как наиболее перспективного в диагностиче-
ском плане [30]. 

Активность ЩФ статистически достовер-
но выше на фоне НЭО легкого, чем для кон-
трольной группы, что коррелирует с литера-
турными данными [31, 32]. Дополнительно 
показано различие уровня ЩФ между опу-
холями разной степени злокачественности, 
а именно: повышенная активность ЩФ для 
карциноидных опухолей легкого. Однако, как 
и в случае ЛДГ, максимальная активность от-
мечена для периферической формы роста, 
при прогрессировании заболевания актив-

затем резко увеличивается. Активность α-амилазы за-
кономерно увеличивается в направлении от Т2N0-3M0 до 
Т4N0-3M0 (табл. 5).

Наличие отдаленного и регионарного метастазиро-
вания вносит существенный вклад в изменение актив-
ности метаболических ферментов (табл. 6). Так, в обо-
их случаях снижается коэффициент де Ритиса (-14,7 и 
-13,5%), активность ЩФ (-38,0 и 43,0%), ЛДГ (-26,1 и 
-14,0% для N1-3M0 и N1-3M1 соответственно). Активность 
α-амилазы и в том, и в другом случае растет, однако при 
наличии как отдаленного, так и регионарного метаста-
зирования активность α-амилазы практически в 2 раза 
выше, чем только при метастазировании в лимфоузлы. 
Диспропорционально меняется активность ГГТ: растет 
при N1-3M0 (+8,1%) и снижается при N1-3M1 (-4,8%).  

Результаты. На фоне НЭО легкого наблюдаются 
метаболические изменения, характеризующиеся умень-
шением коэффициента де Ритиса за счет повышения 
активности АЛТ на фоне повышения активности ЩФ и 
α-амилазы, а также понижения активности ЛДГ (табл.2). 
Повышение активности АЛТ также можно рассматри-
вать как усиление роли аланинглюкозного пути с выбро-
сом из клеток глюкозы за счет ее дефосфорилирования 
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ность ЩФ снижается. Данный факт объясняется тем, 
что локальные стадии заболевания без регионарных и 
отдаленных метастазов составляют в основном опухоли 
типа G1+G2, для который активность ЩФ выше.

Известно, что клетки нормального легкого способ-
ны продуцировать α-амилазу, причем доказано, что речь 
идет именно о слюнной, а не панкреатической α-амилазе 
[33]. В частности, повышенная экспрессия α-амилазы 
характерна для аденокарциномы легкого [34, 35]. В 
подавляющем большинстве исследований активность 
α-амилазы определяли в ткани опухоли после хирурги-
ческого лечения или биопсии, в редких случаях в сыво-
ротке крови [36], однако ни в одном из исследований для 
этой цели не использовали слюну человека. В ходе дан-
ного исследования показано, что активность α-амилазы, 
определяемая в слюне, статистически достоверно увели-
чивается при НЭО легкого (p=0,0328). При этом наблю-
дается тенденция увеличения активности α-амилазы с 
ростом степени злокачественности, достигая максималь-
ных значений при мелкоклеточном раке легкого. Также 
установлено увеличение активности данного фермента 
при центральной форме роста опухоли и 
прогрессировании заболевания, в частно-
сти наличии отдаленного и регионарного 
метастазирования. Интересно, что при 
НЭО активность α-амилазы слюны на 
12,3% выше, чем на фоне аденокарцино-
мы, о чем имеются единичные сведения в 
литературе [21, 37]. Повышение активно-
сти слюнной α-амилазы может быть от-
ветом на развитие системной эндогенной 
интоксикации, которая более выражена в 
случае НЭО, в особенности мелкоклеточ-
ного рака легкого [38].

ГГТ также составляет одну из де-
токсицирующих систем организма, он 
принимает участие в разрушении серо-
тонина, гистамина, а также протеолизе 
денатурированных белков, что позволяет 
рассматривать его, как маркер интоксика-
ции [39]. Статистически достоверное по-

вышение активности ГГТ выявлено на стадии 
Т4N0-3M0, при наличии регионарного метаста-
зирования, а также при медиастинальной фор-
ме роста НЭО легкого (табл.4-6). Увеличение 
активности ГГТ может быть связано с повы-
шенным образование активных форм кислоро-
да опухолевой тканью [40, 41]. Тем не менее 
различий активности ГГТ слюны в зависимо-
сти от степени злокачественности рака легкого 
не выявлено (табл.2).

В целом, при прогрессировании заболева-
ния сохраняется общая тенденция в динамике 
исследуемых параметров (табл. 5, 6). Актив-
ность ферментов максимальна на ранних ста-
диях заболевания и уменьшается вплоть до по-
явления отделенных метастазов. Исключение 
составляют α-амилаза и ГГТ. Как было показа-
но ранее, это может быть связано с увеличени-
ем в данном направлении уровня эндогенной 
интоксикации [42].

Ограничения проведенного исследова-
ния связаны с небольшим числом ферментов, 
включенных в исследование, в частности пер-

спективным является рассмотрение активности анти-
оксидантных ферментов, а также изоферментов ЛДГ и 
ЩФ для уточнения и расширения выявленных законо-
мерностей. Интересным является обоснование приме-
нения полученных результатов для мониторинга тече-
ния заболевания, что требует изучения динамики иссле-
дуемых параметров на фоне различных видов лечения, в 
том числе химиотерапевтического и лучевого.  

Заключение. На фоне НЭО легкого наблюдается из-
менение активности метаболических ферментов. Ста-
тистически достоверные отличия между опухолями 
разной степени злокачественности выявлены для ами-
нотрансфераз, ЩФ и α-амилазы. Показано уменьшение 
активности исследуемых ферментов на фоне прогресси-
рования заболевания, в том числе наличия отдаленного 
и регионарного метастазирования. Наиболее перспек-
тивным, на наш взгляд, является изучение активности 
α-амилазы слюны для диагностики мелкоклеточного 
рака легкого. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Т а б л и ц а  5
 Активность метаболических ферментов в зависимости от размера опухоли

Показа-
тель, Е/л

Т1N0-3M0 Т2N0-3M0 Т3N0-3M0 Т4N0-3M0

АЛТ
8,33 

[4,96; 25,68] 
4,08 

[2,08; 7,92]
3,38 

[2,38; 5,88]
3,38 

[1,77; 5,38]
- - р=0,0492 р=0,0357

АСТ 13,82 
[5,54; 33,94]

6,17 
[3,58; 9,83]

5,42 
[2,92; 10,58]

5,50 
[2,33; 7,08]

АСТ/АЛТ 1,21 
[1,06; 1,55]

1,52 
[1,11; 1,80]

1,55 
[1,21; 1,79]

1,32 
[1,02; 1,86]

ЩФ 115,17 
[68,45; 161,89]

99,96 
[65,19; 134,73]

70,62 
[53,24; 91,27]

67,36 
[52,15; 117,34]

ЛДГ 1843,0 
[844,0; 2389,5]

1326,0 
[906,8; 1941,0]

1072,9 
[445,0; 1649,0]

996,9 
[400,8; 1407,0]

ГГТ 20,9 
[16,9; 24,0]

21,1 
[18,4; 25,2]

21,1 
[19,6; 22,9]

23,9 
[19,4; 30,8]

α-амилаза Нет данных 242,3 
[78,5; 379,5]

383,3 
[250,4; 796,8]

530,1 
[190,6; 599,0]

Т а б л и ц а  6 
Активность ферментов слюны в зависимости от наличия/отсутствия отдаленного 

и регионарного метастазирования

Показатель, 
Е/л

N0M0 (1) N1-3M0 (2) N1-3M1 (3)

АЛТ 4,46 [3,38; 6,46] 3,85 [2,08; 5,50] 4,88 [4,00; 6,46]
- - p2-3=0,0498

АСТ 6,50 [4,25; 9,25] 5,38 [3,04; 7,46] 6,54 [4,58; 9,33]
АСТ/АЛТ 1,56 [1,17; 1,80] 1,33 [1,08; 1,75] 1,35 [0,97; 1,59]
ЩФ 108,65 [82,57; 147,76] 67,36 [56,50; 117,34] 61,93 [36,94; 84,75]

- р1-2=0,0464 р1-3=0,0082
ЛДГ 1434,5 [1062,0; 2281,0] 1060,5 [441,8; 1613,0] 1233,0 [535,7; 1583,0]

- р1-2=0,0417 -
ГГТ 20,9 [18,4; 23,6] 22,6 [18,8; 26,5] 19,9 [19,2; 21,0]
α-амилаза 242,3 [160,8; 599,0] 349,6 [121,3; 477,1] 609,3 [458,8; 924,3]
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Сандаков Я.П.

НАРУШЕНИЯ МЕТАБОЛИЗМА ПРИ ХРОНИЧЕСКИХ НЕИНФЕКЦИОННЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ И СПОСОБЫ ИХ КОРРЕКЦИИ В ХОДЕ ДИСПАНСЕРИЗАЦИИ

Диагностический центр № 3 Департамента здравоохранения г. Москвы, 109444, Москва, Россия

Проведен сравнительный анализ до и после проведения воздушной криотерапии следующих показателей: общее количество 
холестерина с помощью набора реагентов CHOL_2 на автоматическом биохимическом анализаторе ADVIA 2400 (Siemens, 
США), глюкозы с помощью набора реагентов Glucose Hexokinase II на автоматическом биохимическом анализаторе ADVIA 
2400 (Siemens), холестерина липопротеидов низкой плотности с помощью набора реагентов L-HDL на автоматическом 
биохимическом анализаторе ADVIA 2400 (Siemens). Количество окисленных липопротеинов (ЛП) определяли по методу 
Музя Г.И., количество резистентных к окислению ЛП по  методу Рагино Ю.И. В клиническую группу вошли 30 человек с 
верифицированным диагнозом метаболический синдром, средний возраст которых составил 45,3±3,7 лет. Пациенты кли-
нической группы получали курс криотерапии по методике, включающей нахождение в предварительной камере при t0 –600С 
в течение 30 секунд, затем в основной камере при t0 –110–1200С в течение 180 секунд. Процедуры отпускались повторно с 
интервалом 20 минут, ежедневно в течение 10 дней. Статистическую обработку полученных данных проводили согласно 
общепринятым методам с определением средней арифметической, ошибки средней с использованием программы STADIA 
версия 6.0. О достоверности различия показателей клинической группы до и после коррекции судили по величине t-критерия 
Стьюдента после проверки распределения на нормальность. Статистически достоверными считали отличия, соответ-
ствующие оценке ошибки вероятности р<0,05. У пациентов клинической группы с метаболическим синдромом до лечения 
обнаружены повышенный уровень общего холестерина сыворотки на 24,3% и глюкозы на 12,8% относительно показателей 
нормы. После проведения курса общей воздушной криотерапии снизилось общее количество липопротеинов низкой плот-
ности на 15,47%, общего холестерина сыворотки на 32,3% при одновременном менее значимом снижении уровня глюкозы 
сыворотки на 11,8% относительно показателей, зарегистрированных в клинической группе до начала криотерапии. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  метаболический синдром; коррекция нарушений метаболизма; диспансеризация; криотерапия.
Для цитирования: Сандаков Я.П. Нарушения метаболизма при хронических неинфекционных заболеваниях и способы 
их коррекции в ходе диспансеризации. Клиническая лабораторная диагностика. 2018;63 (11):  683-685. DOI: http://dx.doi.
org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-683-685
Sandakov Ya.P.
METABOLIC DISORDERS IN CHRONIC NON-COMMUNICABLE DISEASES AND WAYS OF THEIR 
CORRECTION DURING THE MEDICAL EXAMINATION OF THE POPULATION
Diagnostic center № 3 of Moscow City Health Department, 109444, Russia, Moscow
In the study, comparative analysis before and after the air cryotherapy for the following parameters: total cholesterol (using a set of 
reagents CHOL_2, automatic biochemical analyzer ADVIA 2400( Siemens), glucose (using a set of reagents Glucose Hexokinase II, 
automatic biochemical analyzer ADVIA 2400 (Siemens), cholesterol of low-density lipoproteins (using the set of reagents of L-HDL, 
automatic biochemical analyzer ADVIA 2400 (Siemens). The number of oxidized lipoproteins (LP) was determined by the method of the 
Muzya G. I., the amount of LP resistant to oxidation was determined by the Ragino Yu.I. The clinical group consisted of 30 people with a 
verified diagnosis of metabolic syndrome, the average age of which was 45.3±3.7 years. Patients of the clinical group received a course 
of cryotherapy by the method, including the presence in the pre –chamber at t0 –600C for 30 seconds, then in the main chamber at t0–
110-1200C for 180 seconds. Procedures were released again with an interval of 20 minutes, daily within 10 days. Statistical processing 
of the obtained data was carried out according to conventional methods with the determination of the arithmetic mean, the mean error 
using the program STADIA version 6.0. The significance of differences in the clinical group before and after the correction was judged 
by the Student’s t-test value after checking the distribution for normality. Differences corresponding to the probability error p<0.05 were 
considered statistically significant. In patients of the clinical group with metabolic syndrome before treatment, elevated levels of total 
serum cholesterol by 24.3% and glucose by 12.8% relative to normal values were found. After the course of General air cryotherapy, 
the total number of low-density lipoproteins decreased by 15.47%, total serum cholesterol by 32.30%, while the serum glucose level 
decreased by 11.8% compared to the indicators registered in the clinical group before cryotherapy.
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Введение. С целью раннего выявления хрониче-
ских неинфекционных заболеваний (состояний), ко-
торые являются основной причиной инвалидности и 
преждевременной смертности населения Российской 
Федерации, а также основных факторов риска их раз-
вития (повышенный уровень артериального давления, 
повышенный уровень в крови общего холестерина, по-
вышенный уровень глюкозы в крови, курение табака, 
пагубное потребление алкоголя, нерациональное пита-
ние, низкая физическая активность, избыточная масса 
тела, ожирение) проводится углубленное обследование 
состояния здоровья граждан в рамках диспансеризации 
[1,2]. Классическим примером, в котором сочетаются 
указанные риски, является наличие у пациента мета-
болического синдрома (МС). Основным клиническим 
признаком МС является абдоминальное ожирение 
(окружность талии/объём бёдер у мужчин более 0,9 и 
у женщин более 0,85). Дополнительные критерии МС: 
артериальная гипертензия (АД более 140/90 мм.рт.ст.), 
повышение уровня холестерина липопротеидов низкой 
плотности (ХСЛПНП) более 3,0 ммоль/л, триглицери-
дов более 1,7 ммоль, уровня глюкозы натощак более 
6,1 ммоль/л. Наличие МС в 3–6 раз повышает риск 
развития как сахарного диабета 2 типа, так и артери-
альной гипертонии. МС ассоциируется с субклиниче-
ским поражением жизненно важных органов, что про-
является в снижении фильтрационной функции почек, 
микроальбуминурии, повышении жесткости артерий, 
гипертрофии миокарда левого желудочка, диастоличе-
ской дисфункции, увеличении размеров полости левого 
желудочка, утолщении стенки сонной артерии, причём 
многие из этих нарушений проявляются независимо от 
наличия артериальной гипертонии. В то же время эти 
изменения являются обратимыми, при соответствую-
щем лечении можно добиться уменьшения выраженно-
сти основных проявлений МС. Например, применение 
современных физиотерапевтических методов, таких 
как криотерапия в различных областях показало, что 
эта методика оказывает на организм неспецифичное 
корригирующее действие на адаптационный потен-
циал организма. Доказано, что криотерапевтическое 
воздействие вызывает в организме процесс автокор-
рекции, при котором выявляются и устраняются от-
клонения от физиологической нормы [3]. В этой связи 
целью исследования стала оценка результатов коррек-
ции метаболических нарушений путем неинвазивного 
метода воздушной криотерапии у лиц с хроническими 
неинфекционными заболеваниями, выявленными в хо-
де диспансеризации.

Материал и методы. В качестве способа коррекции 
нарушений метоболизма был предложен неинвазивный 
метод физиотерапевтического лечения в виде общей 
воздушной криотерапии. Клиническая группа была 
сформирована на основании результатов диспансери-
зации. В нее вошли 30 человек с верифицированным 
диагнозом метаболический синдром, средний возраст 
которых составил 45,3±3,7 лет. Пациенты клинической 
группы получали курс криотерапии по методике, вклю-
чающей нахождение в предварительной камере при t0 
–600С в течение 30 с, затем в основной камере при t0 
–110–1200С в течение 180 секунд. Процедуры общей 
воздушной криотерапии пациентам с МС проводили 
под врачебным контролем после проведения инструкта-
жа и оценки общего состояния пациентов. Процедуры 
проводились повторно с интервалом 20 мин, ежеднев-

но в течение 10 дней. Группа обследуемых была сфор-
мирована согласно правилам проведения клинических 
испытаний (GSP), после получения информированного 
согласия. Клинические исследования выполнены в со-
ответствии с Хельсинской декларацией. Материалом 
для исследования выбрана сыворотка венозной крови, 
взятая натощак. Забор крови осуществлялся до нача-
ла курса общей воздушной криотерапии и на 10-е сут 
от начала воздействия. Для достижения поставленной 
цели в сыворотке крови определяли общее количество 
холестерина с помощью набора реагентов CHOL_2 на 
автоматическом биохимическом анализаторе ADVIA 
2400 ( Siemens, США), глюкозы с помощью набора реа-
гентов Glucose Hexokinase II на автоматическом биохи-
мическом анализаторе ADVIA 2400 ( Siemens, США), 
холестерина липопротеинов низкой плотности с помо-
щью набора реагентов L-HDL на автоматическом био-
химическом анализаторе ADVIA 2400 (Siemens,США). 
Количество окисленных липопротеинов (ЛП) определя-
ли по методу Г.И. Музя  [4] и количество резистентных 
к окислению ЛП по Ю.И. Рагино [5]. Статистическую 
обработку полученных данных проводили согласно об-
щепринятым методам с определением средней арифме-
тической, ошибки средней с использованием програм-
мы STADIA версия 6.0 [6]. О достоверности различия 
показателей клинической группы до и после коррекции 
судили по величине t-критерия Стьюдента после про-
верки распределения на нормальность. Статистиче-
ски достоверными считали отличия, соответствующие 
оценке ошибки вероятности р<0,05.

Результаты. В ходе проведенной диспансеризации 
и последующего клинико-лабораторного исследования 
метаболического обеспечения установлено, что у па-
циентов клинической группы с метаболическим син-
дромом до лечения имеет место выраженный рост как 
окисленно-модифицированных липопротеинов (ЛП) на 
61,03%, так и резистентных к окислению ЛП – на 39% 
на фоне значительного повышения количества общих 
липопротеинов низкой плотности сыворотки на 25,2% 
относительно показателей нормы. Необходимо указать, 
что имеет место также повышенный уровень общего хо-
лестерина сыворотки на 24,3% и глюкозы на 12,8% от-
носительно показателей нормы.

После проведения курса процедур общей воздушной 
криотерапии у пациентов клинической группы с мета-
болическим синдромом отмечается продолжающийся 
рост уровня окислено-модифицированных ЛП на 74,1% 
на фоне менее выраженного роста резистентных к окис-
лению ЛП – на 18,33%. При этом общее количество ли-
попротеинов низкой плотности после проведения курса 
общей воздушной криотерапии снизилось на 15,47%. 
Выявлено также снижение общего холестерина сыво-
ротки на 32,3% при одновременном менее значимом 
снижении уровня глюкозы сыворотки на 11,8% относи-
тельно клинической группы до начала криотерапии.

Заключение. Ретроспективный анализ сведений из 
Единой медицинской информационно-аналитической 
системы за 2017 г. по ДЦ № 3 ДЗМ г. Москвы пока-
зал, что впервые выявленные болезни системы кро-
вообращения были верифицированы у 48% прошед-
ших диспансеризацию, а болезни эндокринной систе-
мы – у 17,7%. Высокий и очень высокий абсолютный 
суммарный сердечно-сосудистый риск установлен у 
22,6% из числа завершивших диспансеризацию. Наи-
более часто выявляются следующие факторы риска: 
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нерациональное питание – у 21,7% лиц, прошедших 
диспансеризацию; – избыточная масса тела – 13,9%; 
низкая физическая активность – 20,3%; - курение та-
бака – 9,4%; повышенный уровень артериального дав-
ления (повышенное кровяное артериальное давление 
при отсутствии диагноза гипертензии) – 1,5%; повы-
шенное содержание глюкозы в крови (неуточненная 
гипергликемия) – 1,6%; отягощенная наследственность 
по хроническим неинфекционным заболеваниям в се-
мейном анамнезе – 11,9%. Полученные результаты 
свидетельствуют о массовом раннем формировании 
метаболического синдрома, который характеризу-
ется, в частности, повышением уровня холестерина 
липопротеинов низкой плотности , триглицеридов, 
уровня глюкозы натощак. При этом криотерапия на-
правлена на стимуляцию собственных адаптивных 
механизмов защиты, повышение доступности био-
логических субстратов для химического термогенеза 
и усиление процессов липолиза, преимущественно за 
счет расхода атерогенных фракций ЛП, минуя стадию 
аутоагрессии эндотоксикоза. Накопление окисленно-
модифицированных ЛП приводит к разобщению окис-
лительного фосфорилирования и является экстренным 
аварийным механизмом увеличения теплопродукции в 
условиях холодового стресса. Результаты собственного 
исследования также подтверждают, что по мере воз-
действия холодового фактора усиливаются процессы 
окислительной деструкции ЛП-частиц. Менее значи-
мый рост резистентных к окислению ЛП, сочетающий-
ся с выраженным снижением атерогенных липопротеи-
нов свидетельствует о переключении метаболизма на 
использование липидных резервов в качестве субстра-
та для участия в процессе химического термогенеза в 
условиях низких температур. Полученные результаты 
позволяют рекомендовать проводить коррекцию мета-
болических нарушений в виде двукратного посещения 
криокамеры пациентам с выявленным метаболическим 
синдромом. 
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ской поддержки. 

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов.

Л И Т Е РАТ У РА
1.	 Приказ Министерства здравоохранения РФ от 26.10.2017 г. № 

869н «Об утверждении порядка проведения диспансеризации 
определенных групп взрослого населения».

2.	 Кочубей А.В., Ластовецкий А.Г., Цветкова Е.А. Особенности 
нормативного правового регулирования организации профилак-
тической помощи при реализации программ государственных 
гарантий оказания бесплатной медицинской помощи. Вестник 
Росздравнадзора. 2015; 3: 64-6.

3.	 Чернышев И.С. Криогенный физиологический стресс – универ-
сальный лечебный фактор. Иллюзии и реальность. М.: Медици-
на; 2010.

4.	 Музя Г.И., Куликов В.И., Пономарева И.В. Окисление липопро-
теинов в крови женщин при патологическом течении беремен-
ности. Клиническая лабораторная диагностика. 1999; 3: 8-10.

5.	 Рагино Ю.Н., Дудкин М.И. Резистентность к окислению гепари-
носажденных β-липопротеидов сыворотки крови при ишемиче-
ской болезни сердца. Клиническая лабораторная диагностика. 
1998; 11:3-5.

6.	  Кулайчев А.П. Методы и средства комплексного анализа дан-
ных. М.: Медицина; 2006. 

R E F E R E N C E S
1.	 Prikaz Ministerstva zdravoohraneniya RF ot 26.10.2017. № 869n 

«On approval of the procedure for clinical examination of certain 
groups of the adult population». (in Russian)

2.	 Kochubei A.V., Lastovetskiy A.G., Tsvetkova E.A. Features of the 
regulatory legal regulation of the organization of preventive care in 
the implementation of programs of state guarantees of free medical 
care.. Vestnik Roszdravnadzora. 2015; 3: 64-6. (in Russian)

3.	 Chernyshev I.S. Cryogenic physiological stress - a universal 
therapeutic factor. [Kriogennyj fiziologicheskij stress – universal’nyj 
lechebnyj faktor. Illyuzii i real’nost’]. Moscow: Meditsina; 2010. (in 
Russian)

4.	 Muzya G.I., Kulikov V.I., Ponomareva I.V. Oxidation of lipoproteins 
in the blood of women during the pathological course of pregnancy. 
Klinicheskaya laboratornaya diagnostika. 1999; 3: 8-10. (in 
Russian)

5.	 Ragino YU.N., Dudkin M.I. Resistance to oxidation of serum heparin-
deposited β-lipoproteins in coronary heart disease. Klinicheskaya 
laboratornaya diagnostika. 1998; 11: 3-5. (in Russian)

6.	 Kulaychev A.P. Methods and tools for integrated data analysis 
[ Metody i sredstva kompleksnogo analiza dannyh].  Moscow: 
Meditsina; 2006. (in Russian)

Поступила 07.11.18 
Принята к печати 29.11.18



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-686-690

БИОХИМИЯ

686

©КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2018

УДК 615.244.015.44:616.24-002.5

Рясенский Д.С., Гришкина Н.А.

ВЛИЯНИЕ ГЕПАТОПРОТЕКТОРА «ФОСФОГЛИВ®» НА СПЕКТР ФОСФОЛИПИДОВ 
МОНОНУКЛЕАРОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ

ФГБОУ  ВО  «Тверской государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 170100, Тверь, Россия

Применение в комплексной терапии пациентов с туберкулезом легких гепатопротектора «Фосфоглив®» позволяет опреде-
лить  влияние препарата на состав липидов мембран мононуклеаров в условиях проведения этиотропной химиотерапии по 1 
стандартному режиму. Определение соотношения классов фосфолипидов в мембранах мононуклеаров периферической крови 
позволит получить  представление о нарушении структурно функционального состояния  клеточного звена иммунитета у 
пациентов с  туберкулезом до лечения, на фоне интенсивной фазы основного курса химиотерапии, а так же изменение дан-
ных показателей при использовании в комплексной терапии препарата «Фосфоглив®». В исследование вошли 356 пациентов 
туберкулезом легких молодого и среднего возраста. Из них 308 пациентов получали этиотропную химиотерапию без исполь-
зования фосфоглива, а у 48 больных в комплексной терапии использовали комбинированную схему орально-парентерального 
введения препарата фосфоглив. Применение гепатопротектора «Фосфоглив®» в комплексной терапии больных туберкуле-
зом позволило уменьшить  побочное действие противотуберкулезных препаратов на мононуклеары периферической крови, 
снизить дезорганизацию их мембран и привести показатели спектра фосфолипидов ближе к соответствующим значениям 
контрольной группы. При анализе лабораторных данных и рентгенологической картины непосредственная положительная 
клинико-рентгенологическая динамика отмечена у 81,5% пациентов второй группы и 87,5% пациентов третей группы. Через 
2 месяца проведения интенсивной фазы противотуберкулезной химиотерапии без использования фосфоглива отсутствие 
бацилл туберкулеза  достигнуто у 61% пацментов, а в комплексной терапии которых применяли гепатопротектор «Фосфо-
глив®»,  у 81%. Более выраженная положительная рентгенологическая динамика (уменьшение зоны инфильтрации и умень-
шение очагов диссеминации) наблюдали у больных, которые  принимали  «Фосфоглив®».

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Фосфоглив; туберкулез; липидный спектр; клеточный иммунитет; противотуберкулёзная хи-
миотерапия.

Для цитирования: Рясенский Д.С., Гришкина Н.А.. Влияние гепатопротектора «Фосфоглив®» на фосфолипидный 
спектр мононуклеаров периферической крови  у больных туберкулезом легких. Клиническая и лабораторная диагности-
ка. 2018; 63 (11): 686-690. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-686-690
Riasenskii D.S., Grishkina N.A.
INFLUENCE OF PHOSPHOGLIV® HEPATOPROTECTOR ON PHOSPHOLIPID SPECTRUM OF PERIPHERAL 
BLOOD MONONUCLEARS IN PATIENTS WITH TUBERCULOSIS OF LUNGS
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Tver State Medical University” of the Ministry of 
Healthcare of the Russian Federation, 170100, Tver, Russia
The administration of the “Phosphogliv®” hepatoprotector in the comprehensive treatment of patients with pulmonary tuberculosis will 
allow determining its effect on the lipid composition of membranes of mononuclear cells under conditions of etiotropic chemotherapy 
according to 1 standard regimen. The determination of the ratios of the most important classes of phospholipids in membranes of 
peripheral blood mononuclear cells will give an idea of the structural-functional state violation of the most important representatives 
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Введение. По данным Всемирной организации здра-
воохранения в мире от туберкулеза ежегодно умирает 
более 1,4 млн человек. Россия названа страной с высо-
ким показателем «бремени туберкулеза» [1]. Несмотря 
на тенденцию к улучшению эпидемической ситуации 
заболевания туберкулезом, заболевание  по прежнему 
остается медицинской проблемой [2]. Эффективность 
противотуберкулезной терапии во многом определяет 
эффективность этиотропной химиотерапии и иммуно-
логической резистентностью пациента. Основой этио-
тропной терапии туберкулеза легких остаётся первый  
режим, который  включает назначение противотубер-
кулезных препаратов (ПТП) первого ряда (изониазид,  
рифампицин,  пиразинамид,  этамбутол, стрептомицин). 
В литературе подробно описано нежелательное побоч-
ное действие химиопрепаратов на гепатобилиарную, 
выделительную систему и желудочно-кишечный тракт  
организма [3-6]. Опубликованы  отдельные работы, по-
священные действию ПТП на разные звенья иммунной 
системы  [7, 8]. 

Ведущую роль в развитии иммунного ответа при 
туберкулезе играют клеточные реакции, важнейшим 
звеном которых являются мононуклеары. Токсическое 
действие  ПТП сказывается не столько на общей чис-
ленности мононуклеаров, сколько на особенностях 
организации их мембран и, следовательно, функцио-
нальной активности. Состав билипидного слоя имму-
нокомпетентных клеток является чувствительным мар-
кером нарушений иммунитета на молекулярном уровне. 
В основе патогенеза мембрандеструктивного действия 
ПТП лежит изменение соотношения отдельных классов 
фосфолипидов в плазматической мембране  мононукле-
арных клеток [9]. Определение нарушений соотноше-
ния  фосфолипидов и способов их коррекции позволит 
сократить длительность интенсивной фазы, улучшить 
переносимость ПТП, повысить иммунологическую ре-
зистентность и, за счет этого, улучшить эффективность 
этиотропной терапии. Гепатопротектор «Фосфоглив®» 
содержит не только основной  фосфолипид структуры 
биологических мембран – фосфатидилхолин, но и имму-
нотропное вещество – глицирризиновую кислоту, основ-
ной тритерпеновый сапонин экстракта корней солодки 
голой. Введение этого препарата отражается в первую 
очередь на составе фосфолипидов плазмы крови. Со-
вместное действие основных компонентов гепатопро-
тектора «Фосфоглив®» на соотношение фосфолипидов 
в плазме крови и в плазматических мембранах  моно-
нуклеаров периферической крови у больных туберку-
лезом легких, получающих химиотерапию в литературе 
не освещено. В литературе нет и данных об изменении 
эффективности этиотропной химиотерапии у больных 
туберкулезом легких при включении препарата  в ком-
плексную терапию. 

Оценка особенностей соотношения липидных фрак-
ций мембран мононуклеаров периферической крови у 
больных туберкулезом легких до лечения и на фоне про-
тивотуберкулезной химиотерапии позволит получить 
представление о мембранодеструктивном действии пре-
паратов первого ряда и позволит определить оптималь-
ные пути восстановления мембран мононуклеаров. При-
менение в комплексной терапии пациентов с туберкуле-
зом легких гепатопротектора «Фосфоглив®» позволит 
определить действие его на липидный состав мембран 
мононуклеаров в условиях проведения этиотропной хи-
миотерапии согласно первому  стандартному режиму. 

Определение соотношений классов фосфолипидов в 
мембранах мононуклеаров периферической крови даст 
представление о нарушении структурно функциональ-
ного состояния клеточного звена иммунитета у больных 
туберкулезом до лечения, на фоне интенсивной фазы 
основного курса химиотерапии, а так же изменение дан-
ных показателей при включении в комплексную тера-
пию препарата «Фосфоглив®».

Цель работы - oценить действие гепатопротектора 
«Фосфоглив®» на соотношение фосфолипидных фрак-
ций клеточных мембран мононуклеаров перифериче-
ской крови и значимость одновременной  этиотропной 
химиотерапии у больных туберкулезом легких  гепато-
протектором «Фосфоглив®».

Материал и методы. В исследование включили  356 
больных туберкулезом легких молодого и среднего воз-
раста, по градации всемирной организации здравоохра-
нения (от 25 до 60 лет). Все пациенты получали основ-
ной курс химиотерапии согласно первому стандартному 
режиму в Тверском областном клиническом противоту-
беркулезном диспансере. Обследованы лица обоих по-
лов в равном соотношении в соответствии с критерия-
ми включения и  исключения. Критерии включения: 
добровольное информированное согласие, отсутствие 
диагностированной сопутствующей соматической или 
инфекционной патологии, туберкулез легких без рас-
пада, лечение согласно первому стандартному режиму. 
Критерии исключения: отказ от продолжения лечения, 
выявление сопутствующей патологии, появление распа-
да легочной ткани, выявление устойчивости микобакте-
риальной флоры или индивидуальной непереносимости 
препаратов первого ряда. В  группу первую и вторую 
включены пацменты, обследованные до начала курса 
химиотерапии и после окончания интенсивной фазы 
основного курса, всего 308 человек. В 3 группу (группа 
3) включены пациенты после окончания интенсивной 
фазы основного курса, в комплексном лечении которых 
использовали гепатопротектор «Фосфоглив®»; всего 48 
человек. Контрольную группу составили 36 здоровых 
добровольцев, обследованных в поликлинике Тверского 
государственного медицинского университета.

Фосфоглив пациенты принимали в двух формах: па-
рентерально и в капсулах per os.  Первые 20 дней больные 
получали «Фосфоглив®» в виде раствора для внутри-
венных инъекций. Разовая доза содержала 120 мг фосфа-
тидилхолина и 60 мг глицирризиновой кислоты. Далее 
переходили на пероральное введение фосфоглива: по 2 
капсулы 4 раза в день в течении всего срока интенсив-
ной фазы противотуберкулезной химиотерапии.Кровь 
для исследования отбирали из периферической вены в 
объеме 10 мл в пробирки с цитратом натрия. Плазму от-
деляли от клеточных элементов центрифугированием, 
экстракцию липидов  проводили по Фолчу. Разделение 
основных фракций фосфолипидов проводили методом 
тонкослойной одномерной проточной хроматографии. 
В спектре фосфолипидов определяли следующие фрак-
ции: суммарные лизофосфолипиды (ЛФЛ), сфингомие-
лин (СМ), фосфатидилинозитол (ФИ), фосфатидилхолин 
(ФХ), фосфатидилсерин (ФС), фосфатидилэтаноламин 
(ФЭ). Окрашивание хроматографических зон прово-
дили в парах серной кислоты. Подсчет соотношений 
основных классов фосфолипидов проводили денсито-
метрически с использованием программно-аппаратного 
комплекса хромоскан [10]. Для расчета площади пиков 
с частичным наложением их друг на друга использова-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-686-690

БИОХИМИЯ

688

ли метод аппроксимации. Рассчитанные площади пиков 
пропорциональны содержанию липидов в соответству-
ющих фракциях. Для определения процентного содер-
жания липидов в каждой фракции сумма площади всех 
анализируемых пиков делили на площадь пика, соответ-
ствующего данной фракции.

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с использованием программных средств StatSoft 
«Statistica10.0» и Microsoft Excel 2016. Все результаты, 
полученные при обследовании,  проверялись на пред-
мет выявления эмпирических функций распределения 
и соответствие этих функций нормальной функции рас-
пределения Гаусса. Для обработки полученных значе-
ний  использовали среднее арифметическое (М), сред-
нее квадратичное отклонение (сигма), а для нормально 
распределенных параметров ошибку среднего арифме-
тического (м). Сравнение проводили с использованием 
t-критерия, который позволяет оценить различие между 
группами по разности выборочных средних. Различие 
двух сравниваемых величин считали достоверным при 
уровне значимости р<0,05 [11].

Результаты и обсуждение. Данные, полученные в 
результате обследования больных туберкулезом легких 
до начала проведения химиотерапии, после окончания 
интенсивного курса, а так же после лечения с исполь-
зованием гепатопротектора «Фосфоглив®» приведены в 
таблице. 

Так у больных до начала лечения содержание  ЛФЛ 
было несколько снижено относительно контрольной 
группы, однако различие не достоверно (p>0,05). От-
носительное содержание СМ в первой группе оказалось 
достоверно ниже контрольной группы (p<0,01). Фрак-

ция  ФИ более чем в 2 раза превышала группу контроля 
(p<0,01). Уровень ФХ у больных группы 1 снизился и 
был достоверно ниже контрольных значений (p<0,01). 
Фракция ФС, так же была снижено у пациентов с  тубер-
кулезом до начала лечения, по сравнению со здоровыми 
(p<0,01). Относительное содержание ФЭ, напротив,  по-
вышено относительно контрольных значений (p<0,01).

В группе больных туберкулезом, которые получа-
ли ПТП,  наблюдали выраженное изменение  спектра 
фосфолипидов мембран мононуклеаров, однако эти из-
менения носили иной характер и отражали мембрано-
токсическое действие  химиотерапии. Содержание ЛФЛ 
резко повышено, и достоверно отличался от контроль-
ных значений и от первой группы. Относительное со-
держание СМ оставалось сниженным, как у больных до 
приема ПТП, так и на фоне лечения. Достоверных раз-
личий по этому признаку между группой 1 и группой 2 
не выявлено (p>0,05). Кроме того, оставался повышен-
ным уровень ФИ, значение которого во второй группе  
в 2 раза выше контрольного значения и достоверно не 
отличалось от первой группы (p>0,05). Относительное 
содержание ФХ у пациентов второй группы  снижено, 
по сравнению с контрольной  (p<0,01) и первой группой 
(p<0,01). Уровень ФС повышался у больных туберкуле-
зом на фоне приема ПТП (p<0,01), однако оставался до-
стоверно ниже соответствующего значения в контроль-
ной группе (p<0,01). Относительное содержание ФЭ 
оставалось повышенным после приема ПТП, так же как 
и до начала химиотерапии (p>0,05) и достоверно отли-
чалось от уровня ФЭ контрольной группы (p<0,01).

В группе пациентов, которые получали в комплекс-
ной терапии гепатопротектор «Фосфоглив®», содер-

Фосфолипидный спектр мононуклеаров крови у больных туберкулезом легких

Фракции
фосфолипидов

Показатели липидов  (М  ±  m) в относительных процентах
PКонтроль

(n=36)
Группа 1
(n=308)

Группа 2
(n=308)

Группа 3
(n=48)

ЛФЛ 7,1 ± 0,3 6,8 ± 0,2 11,4 ± 0,1 6,1 ± 0,2 P1>0,05
P2<0,01
P3<0,01
P4<0,01
P5<0,01

СМ 18,6 ± 0,5 14,9 ± 0,4 14,7 ± 0,3 18,1 ± 0,4 P1<0,01 P2<0,01
P3>0,05

P4>0,05 P5<0,01
ФИ 5,3 ± 0,3 10,9 ± 0,1 10,6 ± 0,2 8,1  ± 0,2 P1<0,01 P2<0,01 

P3<0,01
P4>0,05 P5<0,01

ФХ 43,4 ± 0,8 38,9 ± 0,5 33,6 ± 0,5 52,0  ± 0,8 P1<0,01
P2<0,01 P3<0,01
P4<0,01 P5<0,01

ФС 5,1 ± 0,3 2,4 ± 0,2 3,6 ± 0,2 4,8 ± 0,2 P1<0,01
P2<0,01
P3<0,05
P4<0,01
P5<0,01

ФЭ 20,5 ± 0,5 26,1 ± 0,4 26,0 ± 0,4 10,9 ± 0,4 P1<0,01
P2<0,01
P3<0,01

P4>0,05 P5<0,01
П р и м е ч а н и е : P1 -  достоверность  различий показателей фосфолипидов  группы 1 по отношению  к контрольной группе;  P2 -  досто-

верность  различий показателей фосфолипидов  группы 2 по отношению  к  контрольной группе; P3 -  достоверность  различий показателей 
фосфолипидов  группы 3 по отношению  к  контрольной группе; P4 -  достоверность  различий показателей фосфолипидов  группы 1 по от-
ношению  к  группе 2;  P5 -  достоверность  различий показателей фосфолипидов  группы 2 по отношению  к  группе 3.
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жание ЛФЛ резко снизилось и было достоверно ниже 
соответствующего показателя в группе контроля, а так 
же в первой и второй группах (p<0,01). Относительное 
содержание СМ возросло и достоверно не отличалось 
от группы контроля (p>0,05), а так же достоверно вы-
ше относительного содержания СМ в группе 2 (p<0,01). 
Значения фракции ФИ снизились и оказались достовер-
но ниже соответствующего показателя во второй  группе 
(p<0,01), но выше чем группе контроля (p<0,01). Отно-
сительное содержание ФХ в мембранах мононуклеаров 
после применения гепатопротектора «Фосфоглив®» 
резко возросло и оказалось достоверно выше, чем соот-
ветствующий показатель в контроле и во второй	   груп-
пе (p<0,01). Значение фракции ФС так же увеличилось 
выше, чем во второй  группе (p<0,01), но ниже, чем в 
контрольной группе (p<0,01). Содержание ФЭ снизился 
по сравнению со второй  группой (p<0,01), но остава-
лось почти в 2 раза выше,  по сравнению с группой кон-
троля (p<0,01).

Таким образом, нами выявлены значительные изме-
нения спектра фосфолипидов мембран мононуклеаров у 
всех больных туберкулезом. В процессе противотубер-
кулезной химиотерапии эти изменения нарастили и при-
обрели новые черты. Содержание токсичной фракции 
ЛФЛ в мембранах лимфоцитов, в основном, определяет  
активностью фосфолипазы А2 цитоплазмы , которая ка-
тализирует гидродиз фосфатидилхолина с образованием 
лизофосфатидилхолина, основного компонента суммар-
ных ЛФЛ. Накопление этой фракции снижает устойчи-
вость мононуклеаров и их функциональную активность. 
После проведения интенсивной фазы противотуберку-
лезной химиотерапии активность фосфолипазы А2 до-
стигает  максимума, на что указывают высокие показа-
тели ЛФЛ и снижение содержания  ФХ. 

Глицирризиновая кислота, которая входит в состав 
гепатопротектора «Фосфоглив®» угнетает активность 
фосфолипазы А2. Нами  выявлено понижение содержа-
ния ЛФЛ при одновременном значительном повышении 
ФХ у больных туберкулезом, которые получали лечение 
«Фосфоглив®». Снижение уровня СМ у больных ту-
беркулезом до лечения и после интенсивной фазы хи-
миотерапии является компенсаторным и обусловлено 
действием сфингомиелиназы, которая гидролизует  СМ 
мембраны с образованием  ФХ и церамида. Активность 
сфингомиелиназы возрастает под влиянием фосфатид-
ной кислоты, которая накапливается при гидролизе 
фосфатидилхолина, и под влиянием фактора некро-
за опухоли-альфа, который продуцируют лимфоциты. 
Действие фосфоглива приводит к накоплению СМ в 
мембранах мононуклеаров. Это повышает устойчивость 
мононуклеаров и косвенно отражает повышение имму-
нологической резистенции организма, а так же снижа-
ет мембранодеструктивное действие ПТП. ФИ и ФС 
определяют и топологию встроенных протеинов. Физи-
ологический иммунный ответ клеток возможен только 
при определенной плотности этих липидов в мембране. 
Нарушение относительного содержания фракций фос-
фолипидов  отражает разнонаправленное действие пре-
паратов, что приводит к дезорганизации структуры кле-
точной мембраны мембранны, как следствие, приводит 
к угнетению функциональной активности мононуклеа-
ров. Такое  нарушение выявлено у пациентов первой т 
второй групп. Применение гепатопротектора «Фосфо-
глив®» значительно улучшает соотношение этих фрак-
ций. Повышение содержания  ФЭ происходит за счет 

декарбоксилирования ФС, уровень которого снижался. 
Применение препарата позволило понизить уровень ФЭ 
и повысить содержание  ФС.

Применение гепатопротектора «Фосфоглив®» в 
комплексной терапии больных туберкулезом в третьей 
группе снизило  токсическое действие  ПТП на монону-
клеары, степень дезорганизации их мембран и привело 
показатели спектра фосфолипидов ближе к значениям 
контрольной группы. При анализе лабораторных дан-
ных и рентгенологической картины,  непосредственная 
положительная клинико-рентгенологическая динамика 
отмечена у 81,5% пациентов второй группы и 87,5% па-
циентов третей группы. Через 2 месяца проведения ин-
тенсивной фазы противотуберкулезной химиотерапии 
без  фосфоглива, отсутствие туберкулезной палочки в 
мокроте удалось достичь у 61% пациентов, а у больных, 
в комплексной терапии которых применяли гепатопро-
тектор «Фосфоглив®»,  у 81%. Более выраженная поло-
жительная рентгенологическая динамика (уменьшение 
зоны инфильтрации и уменьшение очагов диссемина-
ции) наблюдали у больных третьей группы.

Заключение. Противотуберкулезная химиотерапия 
вызывает дезорганизацию липидных мембран монону-
клеаров периферической крови, приводит к накоплению  
лизофосфолипидов при одновременном снижении уров-
ня фосфатидилхолина. Применение гепатопротектора 
«Фосфоглив®» у больных туберкулезом легких, позво-
ляет нормализовать отношение фракций фосфолипидов 
в мембране иммунокомпетентных клеток и создать бо-
лее благоприятные условия для иммунного ответа орга-
низма. На  этом фоне эффективность этиотропной тера-
пии по выделению из мокроты бацилл Коха повысилась 
с 61% до 81% с позитивной динамикой   клинико- рент-
генологических данных.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 
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Соснин Д.Ю., Ховаева Я.Б., Подъянова А.И., Сыромятникова Т.Н., Ненашева О.Ю. 

ЭРИТРОПОЭТИН КАК ПОКАЗАТЕЛЬ ТЯЖЕСТИ ХРОНИЧЕСКОЙ ОБСТРУКТИВНОЙ 
БОЛЕЗНИ ЛЁГКИХ 

 ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет им. академика Е. А. Вагнера» Минздрава РФ, 
614990, Пермь, Россия 

Изучена концентрация эритропоэтина (ЭПО) в сыворотке крови. В исследование включены 122 человека, разделённых 
на две группы. Основную группу составили 102 пациента с хронической обструктивной болезнью лёгких (ХОБЛ). Кон-
трольную группу,  сопоставимую по возрасту и полу, составили 20 обследованных без признаков дыхательной недоста-
точности. Концентрацию ЭПО определяли методом твердофазного иммуноферментного анализа (ИФА) с использо-
ванием тест-системы Эритропоэтин – ИФА – БЕСТ (ЗАО «Вектор–Бест», Россия). Концентрация ЭПО в сыворотке 
пациентов основной группы достоверно превысила таковую в контрольной группе, медиана и интерквартильный диа-
пазон составили соответственно: 12,0 (7,4–16,1) мМЕ/мл в основной группе и 7,5 (5,65–8,1) мМЕ/мл в контрольной (p 
= 0,000454). Степень увеличения ЭПО коррелировала с тяжестью ХОБЛ по шкале GOLD. При попарном сравнении 
полученных результатов достоверные различия установлены между контрольной группой и подгруппой С по классифи-
кации GOLD (р(контроль и С) = 0,021578), а также  контрольной группой и подгруппой D по классификации GOLD (р(контроль 

и D) = 0,000721). Увеличение содержания ЭПО в крови, вероятно, обусловлено реакцией юкстагломерулярного аппарата 
нефрона на формирование гипоксии вследствие нарушения функции внешнего дыхания. Определение концентрации ЭПО 
можно использовать для оценки тяжести ХОБЛ; при оценке результатов лабораторного теста важно учитывать воз-
можность увеличения его концентрации вследствие нарушения функции внешнего дыхания.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронические обструктивные болезни лёгких; эритропоэтин; дыхательная недостаточность.
Для  цитирования: Соснин Д.Ю., Ховаева Я.Б., Подъянова А.И., Сыромятникова Т.Н., Ненашева О.Ю. Эритропоэтин 
как показатель тяжести хронической обструктивной болезни легких. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 
63 ( 11 ): 691-695. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63- 11- 691-695
Sosnin D.Yu., Khovaeva Yа.B., Podyanova A.I., Syromyatnikova T. N.,  Nenasheva O.Yu. 
ERITROPOETIN AS LABORATORY INDEX OF THE DEGREE OF RESPIRATORY INSUFFICIENCY IN 
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASES 
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Academician Ye. A. Vagner Perm State Medical 
University” of the Ministry of Healthcare of the Russian Federation, 614990, Perm, Russian Federation
The concentration of erythropoietin (EPO) in serum was studied. The study included 122 people divided into two groups. The 
main group (group 1) consisted of 102 patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD). The control group (group 
2), comparable in age and sex, was 20 surveyed, with no signs of respiratory failure. The concentration of EPO was determined 
by the method of solid-phase enzyme immunoassay (ELISA) using the test system “Erythropoietin-EIA-BEST” (ZAO Vector-Best, 
Russia). The concentration of EPO in the serum of the patients of the main group significantly exceeded its content in the control 
group, the median and interquartile range were respectively 12.0 (7.4 - 16.1) mIU / ml in the main group and 7.5 (5.65-8 , 1) mIU 
/ ml in the control group (p = 0.000454). The degree of increase in EPO correlated with the severity of COPD on the GOLD scale. 
In a pair comparison of the results obtained, significant differences were established between the control group and the G grade 
subgroup (p (control and C) = 0.021578), and the control group and subgroup D according to the GOLD classification (p (control and D) = 0, 
000721). An increase in the content of EPO in the blood is probably due to the reaction of the juxtaglomerular nephron apparatus 
to the formation of hypoxia due to a violation of the function of external respiration.
Thus, the study of the concentration of EPO can be used to assess the severity of COPD, and in interpreting the results of this laboratory 
test, the possibility of increasing its concentration due to impairment of the function of external respiration should be considered.
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Хроническая обструктивная болезнь лёгких 
(ХОБЛ) занимает ведущее место в структуре забо-
леваний органов дыхания у взрослого населения [1, 
2]. Причиной  патологических процессов, которые 
формируются при ХОБЛ, является в первую очередь 
нарушение функции внешнего дыхания [3]. Следует 
учитывать, что формирующаяся первичная альвео-
лярная гипоксия не только является основным факто-
ром, индуцирующим местное повреждение ткани, но 
она способно вторично активировать и усиливать си-
стемную воспалительную реакцию, провоцирующую 
дальнейшее повреждение ткани лёгкого [4], а также, 
в определённых условиях, влиять на функцию других 
систем, органов и тканей, например, проводящей си-
стемы миокарда [5]. Установлено, что при гипоксии 
происходит изменение метаболизма, проявляющееся 
не только в накоплении низкомолекулярных метабо-
литов анаэробного обмена (лак тата, пирувата), но и в 
компенсаторных реакциях организма, направленных 
на восстановление гомеостаза. Данные реакции могут 
рассматриваться как проявление общебиологической 
функции поддержания гомеостаза [6–8]. Гипоксия со-
провождается продукцией или изменением свойств 
ряда белковых соединений: фактора 1, индуцируе-
мого гипоксией (англ. HIF 1); его альфа субъединицы 
(HIF 1α); O2 и/или Fe2+ зависимой пролилоксидазы 
(англ. PHD), а также эритропоэтина (ЭПО, англ. EPO) 
[9–11]. 

ЭПО прочно вошёл в практику клинико-
диагностических лабораторий в качестве лабора-
торного теста, который используют в том числе для 
диагностики заболеваний и состояний, которые со-
провождает гипоксия [12–15].  В  литературе мы 
нашли одну публикацию, в которой приведены ре-
зультаты определения содержания ЭПО у пациентов 
при ХОБЛ без сопутствующей анемии или патологии 
почек [16]. Поиск выполняли в электронной библио-
теке https://elibrary.ru по фразе «эритропоэтин при 
хронической обструктивной болезни лёгких» и в базе 
данных https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed по фразе 
«erythropoietin by chronic obstructive pulmonarпровy 
disease». Недостаток публикаций по данной проблеме 
обусловливает  интерес  к проведению дальнейших 
исследований ЭПО у пациентов с  ХОБЛ разной сте-
пени тяжести.

Цель исследования – оценить и сравнить концен-
трацию ЭПО в  сыворотке крови у здоровых людей и 
у пациентов с ХОБЛ разной  степени тяжести. 

Материал и методы. Проведено одномоментное 
обсервационное исследование типа случай–контроль. 
Работа выполнена с соблюдением этических принци-
пов проведения медицинских протоколов с участием 
людей в качестве субъектов, согласно  Хельсинкской 
декларации ВОЗ. Проведение работы одобрено эти-
ческим комитетом ФГБОУ ВО «Пермский государ-
ственный медицинский университет им. академика 
Е. А. Вагнера» Минздрава России. В исследование  
включены 122 человека, разделённых на две группы 
(табл. 1). Основную группу составили 102 пациента 
ХОБЛ, разделённых по тяжести заболевания на четы-
ре подгруппы (А, B, C, D). Стратификацию подгрупп 
ХОБЛ провели  на основе интегральной оценки сим-
птомов, риска развития осложнений и спирометри-
ческой оценки функции внешнего дыхания по клас-
сификации GOLD 2017[17]. Контрольную группу 
составили 20 человек, которые проходили плановое 
обследование при периодическом профилактическом 
осмотре. Основная и контрольная группы были сопо-
ставимы по полу и возрасту (табл. 1) .

Критерии включения в исследование: 
1) пациенты с ХОБЛ разной степени тяжести по 

GOLD 2017 [17] в возрасте от 40 до 85 лет; 
2) наличие информированного согласия на участие 

в исследовании.
Критерии исключения: 
1) туберкулез лёгких и бронхоэктазы;
2) состояния, сопровождающиеся гипоксией, не 

связанной с ХОБЛ: анемии разного генеза со сниже-
нием концентрации гемоглобина менее 117 г/л, про-
живание в местности с низким парциальным давле-
нием кислорода во вдыхаемом воздухе в течение по-
следних 6 мес (высокогорье, Крайний Север); 

2) парентеральное введение ЭПО (терапия реком-
бинантным ЭПО); 

3) заболевания почек: хроническая почечная не-
достаточность III степени тяжести и выше (сниже-
ние скорости клубочковой фильтрации ниже 60 мл/
мин), поликистоз почек, патология почечных сосудов 
с формированием реноваскулярной артериальной ги-
пертензии;

4) индекс массы тела более 40 кг/м2;
5) печёночная недостаточ-

ность, хроническая сердечная 
недостаточность IV ФК (NY-
HA);

6) миелопролиферативные 
заболевания и злокачественные 
опухоли.

 Оценку функции внешнего 
дыхания проводили с помощью 
компьютерной спирометрии 
путём регистрации петли по-
ток/объём на аппарате SCHIL-
LER Spirovit SP-260 (SCHILL-
ER, Швейцария). Исследование 
проводили с 8 до 9 ч утра, нато-
щак, не ранее чем через 8 ч по-

Т а б л и ц а  1
Характеристика групп пациентов

Показатель Основная группа  (n = 102) Контрольная 
группа (n = 20)подгруппа  A подгруппа B подгруппа C подгруппа D

М/Ж 12/2 14/4 28/9 28/5 15/5  
Возраст, 
годы 

63,6 ± 5,0
63 (60 – 65) 

60 – 70

63,6 ± 5,8
65 (60 – 70) 

42 – 80

65,4 ± 7,84
62 (33 – 75) 

50 – 81

64,6 ± 10,2
67 (58 – 73) 

40 – 81

66,5 ± 9,6
66 (59,5 – 74,5) 

42 – 80
H-критерий 
Краскела 
–Уоллиса

H (4, n = 122) = 1,543405; p = 0,8189*

П р и м е ч а н и е . В числителе – среднее значение ± стандартное отклонение (M ± SD), в знаме-
нателе – медиана и интерквартильный диапазон (Me; 25% квартиль – 75% квартиль), под дробью 
результаты мин. – макс. 

* – различие между группами по H-критерию Краскела–Уоллиса).
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сле приёма короткодействующих бронходилататоров 
и через 12 ч после приёма длительно действующих 
бронходилататоров. Основными оцениваемыми пара-
метрами являлись: форсированная жизненная ёмкость 
лёгких (ФЖЕЛ, %), объём форсированного выдоха за 
первую секунду (ОФВ1, %), отношение ОФВ1/ФЖЕЛ 
(%), максимальные объёмные скорости в интервале 
от 25 до 75% объёма ФЖЕЛ (МОС25-75%,, %), пико-
вая скорость выдоха (ПСВ, %). Полученные данные 
сравнивали с нормативами, рассчитанными для лиц 
соответствующего пола, возраста, роста и массы те-
ла по R.Knudson [18]. Для определения  обратимости 
обструкции использовали стандартную пробу с брон-
холитиком (сальбутамол в дозе 400 мкг). Расчёт брон-
ходилатационного ответа выполняли в соответствии с 
рекомендациями [19]. 

Исследовали образцы крови, полученные в 
утренние часы. Кровь получали  методом венепунк-
ции кубитальной вены в пробирки с активатором 
свертывания крови Greiner VACUETTE®, (Greiner 
Bio-one, Austria). Сыворотку крови отделяли от 
форменных элементов путём центрифугирования 
при 3000 об/мин в течение 15 мин не позднее, чем 
через 2 ч после взятия биологического материала. 
Концентрацию ЭПО (в мМЕ/мл) определяли мето-
дом твёрдофазного иммуноферментного анализа 
(ИФА) с использованием тест-системы «Эритропо-
этин – ИФА – БЕСТ» (А 8776) («Вектор–Бест», Рос-
сия). Оптическую плотность проб регистрировали 
на вертикальном фотометре StatFax 3200 (Aware-
ness, США). 

Статистическую обработку результатов проводили 
с помощью пакета программ STATISTICA v. 7 (StatSoft 
Inc., США). Для каждого массива данных рассчиты-
вали параметры описательной статистики: среднюю 
арифметическую (М), стандартное отклонение (SD), 
медиану (Me) и интерквартильный диапазон (25%–
75% процентиля), а также минимальное (min) и макси-
мальное (max) значение. Массивы данных оценивали 
на наличие и степень выраженности выбросов. Харак-
тер распределения полученных результатов оценивали 
с использованием критерия Шапиро – Уилка (табл. 2). 
Полученные результаты позволили отвергнуть нуле-
вую гипотезу о нормальном характере их распределе-
ния. Это послужило основанием для   использования 
непараметрических методов при дальнейшем стати-
стическом анализе. Для сравнения двух независимых 
выборок использовали U-критерий Манна–Уитни, трёх 
и более – H-критерий Краскела–Уоллиса с последую-
щей оценкой внутригрупповых попарных сравнений. 
Количественную оценку линейной связи между двумя 
случайными величинами определяли путём расчёта 
коэффициента ранговой корреляции (R) Спирмена. За 
максимально приемлемую вероятность ошибки перво-
го рода (р) принимали величину уровня статистиче-
ской значимости, равную или меньшую 0,05. 

Результаты. Концентрация ЭПО в контроль-
ной группе составила 7,16 ± 3,32 мМЕ/мл и ко-
лебалась в диапазоне 1,9–13,0 мМЕ/мл; это соот-
ветствует референсным границам нормы, приве-
дённым в литературе [20]. Концентрация ЭПО в 

Т а б л и ц а  2
Концентрация эритропоэтина (ЭПО) в группах пациентов

Показатель
Основная группа 

Контрольная группа 
А B C D

Концентра-ция  ЭПО, мМЕ/
мл

9,76 ± 5,01
8,1(7,4– 3,0)

1,9–20,5

11,21 ± 5,76
9,8(6,9–15,1)

4,2–22,2

12,05 ± 5,18
12,1(8,2–14,1)

4,2–29,4

18,02 ± 13,97
14,9(8,4–21,6)

2,2–50,7

7,16 ± 3,32
7,5 (5,65–8,1) 

1,9–13,0
W - критерий Шапиро–Уилка  

p

0,94462

 0,48068

0,90039

0,05836

0,92586

0,01671

0,81996

0,00008

0,90137

0,04375
H – критерий Краскела 
–Уоллиса  

H (4, n = 1222) 17,093
р = 0,0019

П р и м е ч а н и е . В числителе – среднее значение ± стандартное отклонение (M ± SD), в знаменателе – медиана и интерквартильный диа-
пазон (Me; 25% квартиль – 75% квартиль), под дробью – результаты мин. – макс.
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Рис. 1.  Концентрация эритропоэтина (в мМЕ/мл) у здоровых 
обследованных (контроль) и у пациентов с хронической об-
структивной болезнью лёгких (основная группа).
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основной группе составила 13,51 ± 9,51 мМЕ/мл 
и колебалась в значительно более широком диапа-
зоне – от 1,9 до 50,7 мМЕ (рис. 1). Медианы содер-
жания ЭПО различались в 1,6 раза и составили с 
интерквартильным диапазоном соответственно 7,5 
(5,65–8,1) мМЕ/мл и 12,0 (7,4–16,1) мМЕ/мл (U = 513;  
р = 0,000454) (рис. 1). 

Результаты определения концентрации ЭПО в 
подгруппах пациентов с разной тяжестью ХОБЛ 
представлены в табл. 2. Увеличение концентрации 
ЭПО в основной группе зависело от степени тяже-
сти: наименьшее содержание ЭПО выявлено у па-
циентов с наиболее лёгким течением ХОБЛ (под-
группа А по классификации GOLD) и наибольшее 
– у пациентов с наиболее тяжёлым течением ХОБЛ 
(подгруппа D по классификации GOLD) (рис. 2). 
При попарном сравнении полученных результа-
тов достоверные различия установлены между 
контрольной группой и подгруппой С (р(контроль–С) 
= 0,021578), а также  контрольной группой и под-
группой D (р(контроль – D) = 0,000721). При попарном 
сравнении других подгрупп достоверных различий 
не обнаружено: р(контроль–A) = 1,000000; р(контроль–В) = 
0,475235;  р(А–В) = 1,00000; р(А–D) = 0,570861;  р(A–C) = 
1,000000; р(B–D) = 1,000000.  Таким образом, досто-
верное увеличение концентрации ЭПО обнаружено 
при тяжёлом течении ХОБЛ (подгруппы С и D по 
классификации GOLD).  

Обсуждение. Известно, что гипоксия вызывает 
резкие изменения в организме аэробов. Реакции 
на снижение доставки кислорода к тканям опосре-
дованы через разные механизмы, так называемые  
сенсорные механизмы дефицита кислорода [5, 21]. 

Углубление гипоксии сопровождается включением 
разных адаптационных механизмов, например, уве-
личением частоты и глубины дыхания, а также уве-
личением кислородной ёмкости крови (полиците-
мия, повышение содержания гемоглобина в эритро-
цитах и изменение диссоциации оксигемоглобина 
при снижении парциального давления кислорода). 
Многие из указанных эффектов реализуются путём 
изменения содержания или состояния различных 
биологических соединений [1, 5, 21, 22].  

Диагностика дефицита кислорода в организме яв-
ляется комплексной и включает оценку клинических 
признаков (частоту дыхания, цвет кожных покровов 
и видимых слизистых); функциональных показате-
лей, регистрируемых при исследовании функции 
внешнего дыхания [1, 3]; а также ряда лабораторных 
показателей [8, 22]. На сегодняшний день предло-
жено множество разных лабораторных признаков, 
которые характеризуют степень гипоксии организ-
ма: изменение параметров кислородпереносящей 
функции крови; изменение ферментативной актив-
ности ферментов и синтеза тканевых белков, а также 
содержание ряда соединений, например, молочной 
кислоты [22– 24]. 

Однако большинство лабораторных показателей 
характеризуют разные операционные показатели 
(диагностическая чувствительность, диагностиче-
ская специфичность и др.). На сегодняшний день  
актуально выявление потенциальных маркёров ги-
поксии по причине нарушения функции внешнего 
дыхания для диагностики и стратификации тяжести 
заболеваний, характеризующихся нарушением функ-
ции внешнего дыхания. Полученные результаты сви-
детельствуют о возможности выявления гипоксии у 
пациентов с ХОБЛ путём измерения концентрации 
ЭПО сыворотки крови для оценки нарушения функ-
ции внешнего дыхания. Обнаруженные изменения 
концентрации ЭПО в данной группе пациентов тре-
буют дальнейших исследований для уточнения ви-
да и характера зависимости от разных показателей, 
которые характеризуют степень тяжести нарушения 
внешнего дыхания.

Выводы. 
1. Концентрация ЭПО сыворотки крови у пациен-

тов с ХОБЛ выше таковой у здоровых людей.
2. Степень увеличения концентрации ЭПО зави-

сит от тяжести ХОБЛ: минимальна при лёгкой степе-
ни ХОБЛ (подгруппа A) и максимальна при наиболее 
тяжёлой степени ХОБЛ (подгруппа D).  

3. Эритропоэтин можно использовать как лабора-
торный тест, характеризующий тяжесть ХОБЛ. 

4. При интерпретации результатов определения 
содержания ЭПО следует учитывать вероятность 
возможного увеличения этого показателя у пациентов 
с ХОБЛ. 

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

Финансирование. Авторы выражают искреннюю 
признательность компании ООО «Вектор-Бест» за 
безвозмездное предоставление набора «Эритропоэ-
тин – ИФА – БЕСТ» (А 8776) («Вектор–Бест», Рос-
сия). 
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Рис. 2. Концентрация ЭПО (мМЕ/мл) в подгруппах пациен-
тов ХОБЛ в зависимости от тяжести (А-D) и здоровыми па-
циентами (контроль).
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Последние десятилетия ознаменовались резким 
снижением заболеваемости краснухой во всех ре-
гионах Земли, в которых была организована и регу-
лярно проводится вакцинация детей против этой ин-
фекции. Однако, ее медико-социальная значимость 
по-прежнему велика, а потребность в эффективных 
методах ее лабораторной диагностики не только не 
уменьшилась, но даже увеличилась в связи с необхо-
димостью дифференциации иммунологического ста-
туса, вызванного первичной инфекцией, от поствак-
цинальных состояний.

Для такой дифференциации может быть недоста-
точно использования иммуноферментных тест-систем 
(ИФТС), определяющих наличие в исследуемых об-
разцах антител разных классов к возбудителю, их 
содержание и аффинитет. В ряде случаев результаты 
таких исследований не дают оснований для однознач-
ного заключения о наличии или отсутствии инфекци-
онного процесса, тем более что, по данным Bouthry E. 
et al. [2], оценки одних и тех же исследуемых образ-
цов, полученные с использованием тест-систем раз-
ных производителей, могут не только количественно 
отличаться друг от друга, но быть прямо противопо-
ложными даже в качественном отношении.

В связи с этим существенно возрастает диагности-
ческое значение иммунного блоттинга (ИБ), позволя-
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ющего проводить исследование наличия антител к от-
дельным антигенам возбудителя, поскольку динамика 
антителообразования независимо от присутствия со-
ответствующих клинических проявлений тесно свя-
зана как с возникновением и развитием краснушной 
инфекции, так и с поствакцинальными процессами в 
организме [3, 5, 6, 8, 11, 13, 14, 17- 19, 22-24, 26, 27].

В вирионе краснухи выделены три иммунологиче-
ски значимых антигена – капсидный (С-белок) и два по-
верхностных гликопротеина оболочки (Е1 и Е2) [9, 12, 
21, 25].

Антиген С – негликозилированный белок, молеку-
лярная масса которого зависит от условий электрофо-
реза: при электрофорезе в восстановленных условиях 
(в присутствии β-меркаптоэтанола) она составляет 33 
килодальтон (кДа), а в невосстановленных условиях 
выделяется его димер с молекулярной массой около 
66 кДа [4, 16]. 

Молекулярная масса Е1 – 58 кДа, молекулярная 
масса Е2 – 42-48 кДа [10, 20].

Wilson K. M., Di Camillo C., Doughty L., and Dax E. 
M. [27], исследуя в ИБ (в формате «Western blot») сыво-
ротки сероконверсионной панели, которая состояла из 
девяти образцов, полученных через 19, 37, 43, 50, 57, 
71, 80, 88 и 107 дней после появления симптомов крас-
нушной инфекции, показали очевидную зависимость 
наличия и интенсивности окрашивания зон, соответ-
ствующих отдельным антигенам возбудителя, от ста-
дии инфекционного процесса, во время которой полу-
чены исследуемые образцы (рис. 1). Иначе говоря, под-
тверждена значимость ИБ для диагностики краснухи и 
оценки стадии текущего инфекционного процесса.

Однако на сегодняшний день для ИБ при диагно-
стике краснухи могут быть использованы только им-
портные тест-системы – наборы производства фирм 
«EUROIMMUN AG» (Германия) и «Microgen» (Гер-
мания), что делает безусловно актуальной задачу раз-
работки и внедрения в практику их отечественного 
аналога.

Целью данной работы явилась разработка имму-
ноферментной тест-системы (на основе нативного ли-
зата вируса краснухи) для выявления антител класса 
G к отдельным антигенам вируса краснухи методом 
иммунного блоттинга в формате «Western blot».

Материал и методы. Для получения иммуносор-
бента использовали лизат вируса краснухи фирмы 
«Biokit» (Испания). В качестве твердой фазы при изго-
товлении иммуносорбента была использована нитро-
целлюлозная мембрана фирмы «Sartorius» (Германия).

При получении иммуносорбента применяли сле-
дующие методы:

1. Вертикальный электрофорез лизата вируса крас-
нухи в полиакриламидном геле (ПААГ) в присут-
ствии додецилсульфата натрия (ДСН-электрофорез, 
денатурирующие условия по Laemmli U.K. [15]) и 
β-меркаптоэтанола (восстановленные условия), при-
водящий к разделению белков (антигенов) по молеку-
лярному весу.

2. Электроперенос разделенных антигенов лизата 
вируса краснухи из геля на нитроцеллюлозную мем-
брану (блоттинг).

3. Выявление нанесенных на мембрану антигенов 

с помощью иммунного блоттинга с последующей ви-
зуальной оценкой результатов исследования. 

Для детекции вирусспецифических IgG, связав-
шихся с антигенами иммуносорбента, использовали 
козьи антитела против IgG человека, конъюгиро-
ванные со щелочной фосфатазой, фирмы «Jakson» 
(США). Для индикации реакции использовали окра-
шивающий раствор фирмы «Kem-En-Tec» (Дания), 
содержащий 5-бром-1-хлор-3-индолилфосфат и ни-
троголубой тетразолий.

В качестве референсного материала при оценке 
чувствительности разработанной тест-системы бы-
ли исследованы сыворотки стандартной панели по-
ложительных образцов предприятия ЗАО «ЭКОлаб», 
содержащих IgG к отдельным антигенам вируса крас-
нухи (СОП+-Краснуха-G – 12 образцов). В качестве 
референсного материала при оценке специфичности 
разработанной тест-системы были исследованы сы-
воротки стандартной панели отрицательных образ-
цов предприятия ЗАО «ЭКОлаб», не содержащих 
антитела к вирусу краснухи (СОП–-Краснуха – 12 об-
разцов). Образцы данных панелей изготавливали из 
сывороток, полученных в коммерческой лаборатории 
«ИНВИТРО» (г. Москва) и предварительно исследо-
ванных на наличие или отсутствие IgG к вирусу крас-
нухи и подтвержденных в тест-системе «Anti-Rubella 
virus (IgG) WESTERNBLOT» фирмы «EUROIMMUN 
AG» (Германия). Дополнительным критерием отбора 
сывороток явилось отсутствие в них антител к воз-
будителю сифилиса – Treponema pallidum, вирусам 
иммунодефицита человека 1 и 2 типов (ВИЧ-1,2), ге-
патитов В и С, а также антигенов p24 ВИЧ-1 и HBsAg 
по результатам скринингового исследования в ИФА.

В качестве клинического материала при оценке 
диагностической чувствительности и специфичности 
разработанной тест-системы были использованы сы-
воротки, полученные из Федерального центра гигие-
ны и эпидемиологии Роспотребнадзора (г. Москва). 
Сыворотки были предварительно протестированы 
на наличие IgG к вирусу краснухи с помощью тест-
системы «ИФА-Краснуха-IgG» фирмы ЗАО «ЭКО-
лаб» (Россия).	

Статистическая обработка полученных результатов 
выполнена в соответствии с рекомендациями по стати-

Рис.1. Результаты иммунного блоттинга сывороток 
сероконверсионной панели [27].
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стической оценке результатов клинических испытаний 
медицинских изделий для in vitro диагностики [1].

Результаты и обсуждение. Для разработки новой 
тест-системы потребовалось решение следующих за-
дач: 

- определение оптимального количества лизата ви-
руса краснухи для нанесения на поверхность ПААГ;

- подбор условий электрофореза и электроперено-

са белков на нитроцеллюлозную мембрану;
- определение условий последующей обработки 

мембраны;
- оптимизация состава остальных компонентов 

тест-системы (буферные растворы для промывания 
стрипов и разведения сывороток, конъюгат и окраши-
вающий раствор);

- подбор оптимальных условий проведения анали-
за (разведение образца, время инкубаций). 

Первый этап в разработке новой тест-системы был 
связан с отработкой технологии изготовления имму-
носорбента. 

Электрофоретический анализ антигенного состава 
лизата вируса краснухи  ф. «Biokit» (Испания) показал 
наличие в нем всех основных высокоспецифичных 
антигенов: димера поверхностных гликопротеинов 
Е1 и Е2 (молекулярная масса 96-98 кДа), поверхност-
ного гликопротеина Е1 (58 кДа), поверхностного гли-
копротеина Е2 (42 кДа) и мономера капсидного белка 
вируса С (33 кДа). Результаты данного исследования 
представлены на рис. 2.

В ходе испытаний было установлено, что для бо-
лее четкого электрофоретического разделения белков 
по молекулярному весу необходимо использование 
двухфазного ПААГ с концентрацией акриламида 11,5 
% в нижней фазе и 4% в верхней фазе.

На втором этапе были подобраны оптимальный со-
став реагентов для проведения анализа (раствор для 
разведения сывороток, промывочный раствор, конъю-
гат) и отработана схема постановки ИБ. Были опреде-
лены оптимальное разведение исследуемого образца, 
время инкубации стрипов иммуносорбента с сыворот-
кой, конъюгатом и окрашивающим раствором.

Итогом разработки явилась тест-система «ИФА-
Блот-Краснуха-IgG» следующего состава:

1.	 Иммуносорбент – полоски (стрипы) из ни-
троцеллюлозной мембраны с сорбированными на них 
методом электропереноса отдельными антигенами 
вируса краснухи: gp 98 - gp 96 (димер гликопротеинов 
Е1-Е2), gр 58 (гликопротеин Е1), gр 42 (гликопротеин 
Е2), p 33 (С-белок); в виде контрольной линии нане-
сены антитела против IgG человека. 

Рис. 2. Результаты электрофоретического анализа антигенно-
го состава лизата вируса краснухи. 
1 – белковый маркер молекулярного веса;  2  – результат ИБ мембраны 
с нанесенными антигенами лизата вируса краснухи при исследовании 
сыворотки, положительной по наличию IgG к вирусу краснухи.

Т а б л и ц а  1
Интерпретация результатов ИБ в тест-системе «ИФА-Блот-Краснуха-IgG»

Наличие IgG к антигенам вируса краснухи Обозначение Результат
Выявлены антитела хотя бы к одному из гликопротеинов + Положительный
Не выявлены антитела ни к одному из антигенов - Отрицательный
Выявлены антитела к антигену p 33 при отсутствии антител к гликопротеинам +/- Неопределенный

Т а б л и ц а  2
Клиническая интерпретация результатов ИБ в тест-системе «ИФА-Блот-Краснуха-IgG»

Наличие IgG к поверхностным гликопротеинам Интерпретация
Е1 Е2
- - Отрицательный результат, возможна недавняя первичная инфекция или вакцинация
+ - Ранняя стадия краснухи или недавняя вакцинация. Не исключена поздняя стадия заболе-

вания с задержкой, низким уровнем или отсутствием образования IgG к Е2
+ + Перенесенная краснушная инфекция или вакцинация. Исключена ранняя стадия заболевания

+/- +/- Неопределенный результат. Необходимы дополнительные исследования через 2 недели
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2.	 Конъюгат – козьи антитела против IgG чело-
века, конъюгированные со щелочной фосфатазой.

3.	 Окрашивающий раствор – 5-бром-4-хлор-3-
индолилфосфат и нитроголубой тетразолий.

4.	 5-кратный концентрат промывочного раство-
ра [ПР(х5)].

5.	 Раствор для разведения сывороток (РРС).
6.	 Референс-стрип (или его фотография) – стрип 

с проявленным белковым профилем антигенов ви-
руса краснухи: gp 98 - gp 96 (димер гликопротеинов 
Е1-Е2), gр 58 (гликопротеин Е1), gр 42 (гликопротеин 
Е2), p 33 (С-белок).

Результаты теста оцениваются визуально, интер-
претация результатов для каждого исследованного 
образца осуществляется в зависимости от того, к ка-
ким антигенам были выявлены антитела (табл. 1).

Дифференциация первичной и ранее перенесенной 
инфекций достигается путем определения специфи-
ческих IgG к поверхностным гликопротеинам Е1 и Е2 
вируса краснухи. IgG к Е1 обнаруживаются через 4-6 

Т а б л и ц а  3
Результаты исследования сывороток стандартной панели положительных образцов предприятия ЗАО «ЭКОлаб» «СОП+-

Краснуха-G» в тест-системах «Anti-Rubella virus (IgG) WESTERNBLOT» и  «ИФА-Блот-Краснуха-IgG»

№  
образца

Результаты исследования в тест-системе…
«Anti-Rubella virus (IgG) WESTERNBLOT» «ИФА-Блот-Краснуха-IgG»

наличие антител к антигенам… оценка наличие антител к антигенам… оценка
1 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
2 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
3 Е1, С положительный Е1, С положительный 
4 Е1, С положительный Е1, С положительный 
5 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
6 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
7 Е1, С положительный Е1, С положительный 
8 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
9 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
10 Е1, С положительный Е1, С положительный 
11 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 
12 Е1, Е2, С положительный Е1, Е2, С положительный 

дней после инфицирования, в то время как выявление 
IgG к Е2 возможно только через 3-4 месяца после на-
чала инфекции (табл. 2). 

В случае подозрения на инфекцию, вызванную ви-
русом краснухи во время беременности, необходимы 
дальнейшие серодиагностические исследования, на-
пример определение специфических IgM и авидно-
сти специфических IgG. Выявление высокоавидных 
антител исключает возможность протекания острого 
инфекционного процесса в последние 4-6 недель.

Чувствительность разработанной тест-системы 
вначале была оценена на сыворотках стандартной 
панели положительных образцов предприятия ЗАО 
«ЭКОлаб», содержащих IgG к отдельным антигенам 
вируса краснухи (СОП+-Краснуха-G – 12 образцов). 
В качестве тест-системы сравнения была использова-
на тест-система «Anti-Rubella virus (IgG) WESTERN-
BLOT» фирмы «EUROIMMUN AG» (Германия). Ре-
зультаты данного исследования приведены в табл. 3.

Специфичность разработанной тест-системы бы-

Т а б л и ц а  4
Результаты исследования сывороток стандартной панели отрицательных образцов предприятия ЗАО «ЭКОлаб» «СОП–-

Краснуха-G» в тест-системах «Anti-Rubella virus (IgG) WESTERNBLOT» и  «ИФА-Блот-Краснуха-IgG»

№ 
образца

Результаты исследования в тест-системе…
«Anti-Rubella virus (IgG) WESTERNBLOT» «ИФА-Блот-Краснуха-IgG»

наличие антител к антигенам… оценка наличие антител к антигенам… оценка

1 - отрицательный - отрицательный
2 - отрицательный - отрицательный
3 - отрицательный - отрицательный
4 - отрицательный - отрицательный
5 - отрицательный - отрицательный
6 - отрицательный - отрицательный
7 - отрицательный - отрицательный
8 - отрицательный - отрицательный
9 - отрицательный - отрицательный
10 - отрицательный - отрицательный
11 - отрицательный - отрицательный
12 - отрицательный - отрицательный
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Т а б л и ц а  5
Результаты оценки диагностической чувствительности (с доверительной вероятностью 95%) тест-системы «ИФА-Блот-Краснуха-

IgG»

Исследованные образцы Число исследо-
ванных образцов

Результаты исследования в ИБ Диагностическая чувствительность, 
%, не менееПоложительный Отрицательный

Сыворотки, содержащие IgG к вирусу 
краснухи

764 764 0 99,60

Т а б л и ц а  6
Результаты исследования диагностической специфичности (с доверительной вероятностью 95%) тест-системы «ИФА-Блот-

Краснуха-IgG»

Исследованные образцы Число исследованных 
образцов

Результаты исследования в ИБ Диагностическая специфичность, 
%, не менееПоложительный Отрицательный

Сыворотки, не содержащие IgG 
к вирусу краснухи

31 0 31 90,78

Т а б л и ц а  7
Результаты сравнительных испытаний тест-систем «Anti-Rubella virus (IgG) WESTERNBLOT»  фирмы «EUROIMMUN AG» (Гер-

мания) и «ИФА-Блот-Краснуха-IgG» фирмы ЗАО «ЭКОлаб» на сыворотках, неопределенных по содержанию IgG к вирусу краснухи

Тест-система 
фирмы № образца

Результат ИБ
Наличие антител к антигенам…

Оценка образца
димер Е1-Е2 Е1 Е2 С

EUROIMMUN
1

+/- + - + Положительный
ЭКОлаб +/- + - + Положительный
EUROIMMUN

2
+/- + - - Положительный

ЭКОлаб +/- + - - Положительный
EUROIMMUN

3
+/- + - - Положительный

ЭКОлаб +/- + - - Положительный
EUROIMMUN

4
+/- + - - Положительный

ЭКОлаб +/- + - - Положительный
EUROIMMUN

5
+/- + - + Положительный

ЭКОлаб +/- + - + Положительный

ла оценена на сыворотках стандартной панели от-
рицательных образцов предприятия ЗАО «ЭКОлаб», 
не содержащих антитела к вирусу краснухи (СОП–-
Краснуха – 12 образцов). Результаты данного иссле-
дования приведены в табл. 4.

Результаты, приведенные в табл. 3 и 4, показыва-
ют полное совпадение оценок сывороток панелей, 
полученных в исследовании, с их исходными харак-
теристиками, что является свидетельством высокой 
диагностической чувствительности и специфичности 
разработанной тест-системы (нижние значения дове-
рительных интервалов полученных при этом значе-
ний показателей диагностической чувствительности 
и специфичности для вероятности 0,95 составили 
0,79).

Для более представительной оценки диагностиче-
ской (клинической) чувствительности и специфично-
сти тест-системы «ИФА-Блот-Краснуха-IgG» были ис-
следованы 800 сывороток, полученных в Федеральном 
центре гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора (г. 
Москва). Предварительное исследование на наличие 
IgG к вирусу краснухи в скрининговой тест-системе 
«ИФА-Краснуха-IgG» фирмы ЗАО «ЭКОлаб» показа-
ло наличие IgG в 764 образцах и отсутствие IgG в 31 
образце. 5 образцов были неопределенными (оптиче-
ская плотность в ИФА в пределах «серой зоны»).

Результаты оценки диагностической чувствитель-
ности и специфичности разработанной тест-системы 
приведены в табл. 5 и 6.

5 сывороток, неопределенных по содержанию IgG 
к вирусу краснухи в ИФА, были исследованы в разра-
ботанной тест-системе с целью оценки ее диагности-
ческой эффективности в качестве подтверждающего 
теста. Исследование проводили в сравнении с тест-
системой «Anti-Rubella virus (IgG) WESTERNBLOT» 
фирмы «EUROIMMUN AG» (Германия). Полученные 
результаты представлены в табл. 7.

Как следует из представленных в табл. 7 данных, 
все образцы, получившие в ИФА неопределенную 
оценку по наличию IgG к вирусу краснухи, в ИБ в 
обеих использованных тест-системах были оценены 
как положительные.

Таким образом, образцы, неопределенные в ИФА, 
получили в тест-системе  «ИФА-Блот-Краснуха-IgG» 
окончательные оценки по наличию IgG к вирусу 
краснухи, полностью совпадающие с оценками, по-
лученными в тест-системе  «Anti-Rubella virus (IgG) 
WESTERNBLOT»  фирмы «EUROIMMUN AG» (Гер-
мания), что подтверждает высокую диагностическую 
эффективность разработанной тест-системы как под-
тверждающего теста.

Выводы. Полученные результаты позволяют сде-
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лать вывод о том, что разработанная тест-система 
«ИФА-Блот-Краснуха-IgG», предназначенная для вы-
явления антител класса G к отдельным антигенам ви-
руса краснухи методом иммунного блоттинга в фор-
мате «Western blot», имеет высокую диагностическую 
эффективность, не уступающую характеристикам 
импортного аналога. 

Разработанная тест-система может быть использо-
вана для проведения подтверждающих и дифферен-
цирующих исследований в диагностике краснушной 
инфекции.

Финансирование. Работа выполнена в рамках 
научной работы на базе ЗАО «ЭКОлаб».
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Лаврова Д.П.1, Заводовский Б.В.2, Ахвердян Ю.Р.2, Полякова Ю.В.2, Сивордова Л.Е.2, Зборовская И.А.2, Яковлев А.Т.1

ИРИСИН КАК НОВЫЙ МАРКЕР РАННЕЙ ДИАГНОСТИКИ НИЗКОТРАВМАТИЧЕСКИХ 
ПЕРЕЛОМОВ ПРИ РЕВМАТОИДНОМ АРТРИТЕ

1ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 400131, Волгоград, Россия; 
2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной ревматологии им. А.Б. Зборовского», 
400138, Волгоград, Россия

Целью данного исследования было изучение взаимосвязи между уровнем ирисина в сыворотке крови и наличием низко-
травматических переломов костей у больных ревматоидным артритом (РА).
Было обследовано 170 человек, из них 110 пациентов с диагнозом РА и 60 здоровых лиц, составивших группу сравнения. 
Уровень ирисина сыворотки крови определялся методом твердофазного иммуноферментного анализа с помощью ком-
мерческой тест-системы ELISA Irisin (BioVendor, cat. № RAG018R).
Средний уровень ирисина в группе здоровых лиц составил 20,49±4,82 мкг/мл (μ±σ). Уровень нормальных значений, 
определяемый как М±2σ, составил 10,85-30,13 мкг/мл. Сниженный уровень ирисина был выявлен у 41 человека из 110 
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функциональной недостаточности суставов, более низкий уровень 25(ОН)-витамина D. Также была выявлена досто-
верная взаимосвязь между уровнем ирисина в сыворотке крови и наличием низкотравматических переломов костей в 
анамнезе.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ирисин; цитокины; миокины; ревматоидный артрит; остеопороз; низкотравматические пере-
ломы.

Для цитирования. Лаврова Д.П., Заводовский Б.В., Ахвердян Ю.Р. , Полякова Ю.В.,Сивордова Л.Е., Зборовская И.А., 
Яковлев А.Т. Ирисин как новый маркер ранней диагностики низкотравматических переломов при ревматоидном артри-
те. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (11): 702-706. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-
11-702-706

Lavrova D.P.1, Zavodovsky B.V.2, Akhverdyan Yu.R.2, Polyakova Yu.V.2, Sivordova L.E.2, Zborovskaya I.A.2, Yakovlev A.T.1

IRISIN AS A NEW MARKER OF EARLY DIAGNOSTICS OF LOW-TRAUMATIC FRACTURES IN 
RHEUMATOID ARTHRITIS
1Volgograd State Medical University, 400131, Volgograd, Russian Federation; 
2The research institute of clinical and experimental rheumatology them. A.B. Zborovsky, 400138, Volgograd, Russian 
Federation
The aim of this study was to study the relationship between serum irisin level and the presence of low-traumatic bone fractures in 
rheumatoid arthritis (RA) patients.
We examined 170 people including 110 RA patients and 60 healthy individuals as comparison group. The serum irisin level was 
determined with solid-phase enzyme-linked immunosorbent assay using ELISA Irisin test system (BioVendor, cat. No. RAG018R).
The average level of irisin in the group of healthy individuals was 20.49 ± 4.82 μg/ml (μ±σ). The level of normal values, defined 
as M ± 2σ, was 10.85-30.13 μg/ml. Decreased irisin level was detected in 41 of 110 patients with RA diagnosis (37% of cases). 
This group of patients had higher RA activity degree (DAS28), extra-articular manifestations, disease duration from 5 to 10 years, 
greater class of functional joint’s failure, lower level of 25 (OH) -vitamin D. There was also a reliable relationship between serum 
irisin level and presence of low-fracture bone fractures in the anamnesis.

K e y  w o r d s :  irisin; cytokines; myokines; rheumatoid arthritis; osteoporosis; low-fracture fractures.
For citation: Lavrova D.P, Zavodovsky B.V., Akhverdyan Yu.R., Polyakova Yu.V., Sivordova L.E., Zborovskaya I.A., Yakovlev 
A.T. Irisin as a new marker for the early diagnosis of low-traumatic fractures in rheumatoid arthritis. Klinicheskaya Labo-
ratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2018; 63 (11): 702-706  (in Russ.).  DOI: http:dx.doi.
org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-702-706
For correspondence. Lavrova D.P., post-graduate student of the Department of Clinical Laboratory Diagnostics; e-mail: DiaLav-
office@mail.ru
Information about authors:
Lavrova D.P., https://orcid.org/0000-0001-7931-8959                   Zavodovsky B.V., https://orcid.org/0000-0002-8864-9570
Akhverdyan Yu.R., https://orcid.org/0000-0001-8010-6777          Polyakova Yu.V., https://orcid.org/0000-0002-3022-4166
Sivordova L.E., https://orcid.org/0000-0002-0965-6060               Yakovlev A.T., https://orcid.org/0000-0001-5501-2461
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.

Received 08.07.2018
Accepted 01.10.2018

Для корреспонденции: Лаврова Диана Павловна, аспирант каф. клин. лаб. диагностики, мл. науч. сотр. лаб. методов лечения и профилак-
тики заболеваний суставов; e-mail: DiaLav-office@mail.ru



703

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-702-706

Immunology

Введение. На сегодняшний день РА является одним 
из наиболее грозных аутоиммунных ревматических 
заболеваний с неустановленной этиологией [1]. В 
28-77% случаев РА осложняется остеопорозом (ОП), 
который относится к вторичным метаболическим 
остеопатиям, обусловленным иммуноопосредован-
ным нарушением костного ремоделирования с преоб-
ладанием процессов костной резорбции, приводящих 
к снижению костной плотности и увеличению риска 
низкотравматических переломов [2].

В патогенезе ОП при РА большое значение игра-
ют антропометрические показатели, такие, как воз-
раст и женский пол (ранняя менопауза), низкие ин-
декс массы тела и минеральная плотность костной 
ткани (МПКТ), отягощённый семейный анамнез, 
дефицит витамина D и недостаточное потребление 
кальция. Другая группа факторов риска связана с тя-
жестью и активностью заболевания. К ним относят-
ся активация клеточного звена иммунитета и повы-
шенная продукция провоспалительных цитокинов, 
высокая активность РА и функциональная недоста-
точность суставов, снижение двигательной активно-
сти, гормональные нарушения, снижение клиренса 
креатинина, скорости клубочковой фильтрации, по-
вышение концентрации гомоцистеина в плазме кро-
ви, осложнения терапии глюкокортикоидами (ГК) и 
цитостатиками.

В многочисленных исследованиях было установ-
лено, что в патогенезе метаболических заболеваний ко-
стей большое значение играют адипокины и миокины, 
вырабатываемые жировой и мышечной тканью соот-
ветственно. Показано, что данные вещества обладают 
свойствами гормонов, активно принимают участие 
в развитии воспаления и иммунном ответе [3]. Так, 
адипокин адипонектин повышает чувствительность 
периферических тканей к инсулину [4]. Его дефицит 
ведёт к развитию синдрома инсулинорезистентности 
[5, 6]. Аналогичные эффекты были выявлены и у дру-
гих адипокинов: адипсина, висфатина, лептина, рези-
стина, фактора некроза опухоли-α (ФНО-α) [7-11].

В настоящее время показано, что миокины способ-
ны синтезироваться не только мышечной тканью, но и 
подкожной жировой клетчатой, лимфоидными органа-
ми, нервной тканью и даже клетками аденомы гипофиза 
[12].

Термин миокин был впервые предложен Р. Peder-
sen в 2008 г. [13]. Он же выдвинул концепцию морби-
домы (в оригинале - «diseasome») - нозологического 
кластера, который имеет в своей основе хроническое 
низкоактивное воспаление, являющееся общей чертой 
патогенеза многих метаболических заболеваний [14]. 
Первым обнаруженным и наиболее изученным мио-
кином является интерлейкин-6 (ИЛ-6) - провоспали-
тельный цитокин с широким спектром иммунорегуля-
торных свойств, а также медиатор образования, роста 
и прогрессии опухолей различной природы и локали-
зации [15]. В настоящее время семейство миокинов 
включает в себя: миостатин, декорин, интерлейкин-8, 
остеонектин, интерлейкин-15, мозговой нейротрофи-
ческий фактор (МНФ) [16-20].

Один из наиболее важных миокинов ирисин (irisin) 
был открыт в 2002 г. Было выявлено, что он облада-

ет свойствами цитокина и в связи с этим был назван 
в честь греческой богини Ириды (по-английски Iris), 
считавшейся вестницей богов. В последние годы по-
казана взаимосвязь между уровнем ирисина и состоя-
нием костной ткани. Установлено, что сниженные 
уровни ирисина обнаруживаются у женщин с пост-
менопаузальным остеопорозом (ОП) с низкотравма-
тическими переломами костей в анамнезе [21, 22]. 
Показано, что в присутствии этого миокина увели-
чивается функциональная активность остеобластов: 
повышается отложение кальция в культуре клеток, 
увеличивается активность щелочной фосфатазы. 

Исходя из этих данных можно сделать вывод о 
том, что изучение уровня ирисина у пациентов с РА, 
осложнённым ОП, является актуальным и представ-
ляет большой научный интерес.

Материал и методы. Для решения поставленных 
задач в исследование были включены 170 человек, 
разделённые на группу пациентов с диагнозом РА и 
здоровых лиц. Отбор по группам проводился в соот-
ветствии с рядом требований.

Критериями включения стали:
1. Наличие у больных диагноза РА, соответствую-

щего диагностическим критериям (согласно критери-
ям Американской коллегии ревматологов, ACR/EU-
LAB 2010 г.), установленным не менее, чем за месяц 
до планируемого скрининга.

2. Возраст от 18 до 90 лет.
3. Наличие письменного информированного со-

гласия пациента на участие в исследовании. 
Критериями исключения были:
1. Беременность и период лактации.
2. Острая и хроническая формы гепатита в анамне-

зе.
3. Хронические инфекции, признаки острой ин-

фекции в период наблюдения и за 3-4 недели до взя-
тия крови.

4. Тяжёлые сопутствующие патологии (сахарный 
диабет 1 и 2 типа, хроническая почечная недостаточ-
ность 3 и 4 функционального класса, хроническая 
почечная недостаточность в терминальной стадии, 
дыхательная недостаточность 2 и 3 степени), требую-
щие активного лечения.

5. Злокачественные образования на момент отбо-
ра.

В исследовании принимали участие пациен-
ты, проходящие амбулаторное лечение в клинико-
диагностическом отделении ФГБНУ «НИИ КиЭР им. 
А.Б. Зборовского» (Волгоград) и практически здо-
ровые лица, являющиеся донорами отделения пере-
ливания крови ГУЗ «ГКБСМП № 25» г. Волгограда, 
не имеющие жалоб на боли в суставах в течение всей 
жизни и без клинических проявлений РА. Исследова-
ние проводилось с 2015 по 2018 г.

В каждой группе было проведено полное клинико-
лабораторное обследование, состоявшее из сбора 
анамнеза, осмотра, клинических лабораторных и ин-
струментальных методов исследования:

– счетчика активности болезни (Disease Activity 
Score) для 28 суставов;

– определение минеральной плотности костной 
ткани и композитного состава тела проводилось с по-
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мощью DEXA-денситометра Lunar DPX-Pro (General 
Electric; США);

– общеклинические анализы крови и мочи;
– определение маркеров, отражающих активность 

заболевания: уровня ревматоидного фактора (РФ) 
(HUMATEX RF (Human GmbH; Германия)) и высо-
кочувствительного варианта иммуноферментного 
анализа для выявления С-реактивного белка (High 
sensitivity C-reactive protein enzyme immunoassay test 
Kit (Biomerica; США));

– измерение уровня маркеров костного обмена: 
С-телопептид коллагена I типа (AccuBind; США) и 
уровеня N-терминального пропептида проколлагена I 
типа (Procollagen I N-terminal peptide (PINP) (Cloud-
Clone Corp.; USA));

- определение маркера хрящевого обмена - про-
дукта деградации коллагена II типа urine CartiLaps 
(Immunodiagnostiosystems; Япония);

- количественное измерение уровня 25(ОН)-
витамина D (25-Hydroxy Vitamin D EIA (Immunodiag-
nostiosystems; Япония)).

Определение уровня ирисина в сыворотке крови 
проводилось методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа с помощью коммерческого набора 
Irisin ELISA BioVender (кат. № RAG018R) согласно 
инструкции производителя.

Группу больных РА составили 110 человек, из ко-
торых было 106 женщин и 4 мужчин в возрасте от 21 
до 81 года (53,58±12,32 лет (M±σ)). Большая часть об-
следованных были представлены лицами трудоспо-

собного возраста, что говорит о важной социальной 
значимости заболевания.

В контрольную группу вошли 60 практически здо-
ровых лиц, из них 54 женщины и 6 мужчин, не имею-
щих жалоб на боли в суставах в анамнезе и на момент 
исследования. Больные РА были сопоставимы с груп-
пой здоровых лиц по возрасту и полу.

Было получено заключение комитета по биомеди-
цинской этике ФГБОУ ВО ВолгГМУ МЗ РФ (прото-
кол №2096-2016 от 13 января 2017 г.).

Статистическая обработка данных клинического 
обследования была осуществлена с помощью про-
граммного пакета «STATISTICA 10.0 для Windows». 
Статистический анализ количественных данных про-
изведён с использованием критерия достоверности 
Стьюдента, качественных данных - с применением 
критерия достоверности «хи-квадрат». Достовер-
ность различий между группами определяли с по-
мощью дисперсионного анализа. Результаты считали 
статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и обсуждение. Для создания пред-
ставления о нормальных величинах изученных пара-
метров, характерных для здоровых людей, нами была 
произведена оценка уровня ирисина сыворотки крови 
здоровых лиц. 

В ходе исследования было установлено, что 
средний уровень ирисина у здоровых лиц составил 
20,49±4,82 мкг/мл (M±σ), при этом уровень нормаль-
ных значений ирисина, определяемый как M±2σ, со-
ставил от 10,85 до 30,13 мкг/мл.

Т а б л и ц а  1
Взаимосвязь между уровнем ирисина и лабораторными показателями, отражающими интенсивность обмена костной и хрящевой 

тканей

Лабораторные показатели

Уровень ирисина, (μ±σ)
Достоверность разли-

чий в группах F, p
Нормальный

≥10,85 мкг/мл;
n=66

Сниженный
<10,85 мкг/мл;

n=44

25(ОН)-витамина D (нг/мл) 53,16±18,62 46,13±16,13 F=4,166
p=0,044

Cartilaps/Creatinin urine 459,10±199,27 564,45±218,68 F=6,558
p=0,012

С-телопептид коллагена I типа (нг/мл) 0,64±0,35 0,74±0,41 F=1,925
p=0,168

N-терминальный пропептид проколлаген I типа (P1NP) (нг/мл) 61,39±37,91 57,98±55,50 F=0,127
p=0,722

Т а б л и ц а  2
 Взаимосвязь между уровнем ирисина в сыворотке крови и наличием переломов костей в анамнезе при РА

Переломы костей в анамнезе

Нормальный
уровень ирисина, 

≥10,85 мкг/мл 
(μ±σ); n=66

Сниженный
уровень ирисина, 

<10,85 мкг/мл 
(μ±σ); n=44

Достоверность 
различий в группах 

χ², p

Наличие любых переломов, % 26 (60,47%) 17 (39,53%) χ2=0,006
р=0,936Отсутствие любых переломов, % 40 (59,70%) 27 (40,30%)

Наличие низкотравматических переломов, % 5 (35,71%) 9 (64,29%) χ2=3,942
р=0,047Отсутствие низкотравматических переломов, % 61 (63,54%) 35 (36,46%)
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Уровень ирисина не зависел от пола, возраста, ан-
тропометрических данных, композитного состава и 
индекса массы тела как у здоровых лиц, так и у па-
циентов с РА. Нами не было выявлено у больных РА 
взаимосвязи между сывороточным уровнем ирисина 
и минеральной плотностью костной ткани (р=0,472). 
Снижение уровня ирисина у пациентов с РА также не 
зависело от степени активности заболевания и степе-
нью минеральной плотности костной ткани по дан-
ным DEXA-денситометрии (р=0,472).

Для выяснения клинико-патогенетического значе-
ния определения уровня данного миокина у пациентов 
с РА они были разделены на две группы с нормаль-
ным (более 10,85 мкг/мл) и сниженным (менее 10,85 
мкг/мл) уровнем ирисина. В группах проводилось 
измерение лабораторных маркеров костного обме-
на (С-телопептид коллагена I типа, N-терминальный 
пропептид проколлагена I типа в сыворотке крови), 
25-ОН витамина D, скорости деструкции суставного 
хряща (Cartilaps/Creatinin в моче), минеральной плот-
ности костной ткани, наличию и локализации пере-
ломов костей в анамнезе. Результаты представлены в 
табл. 1-3.

Нами было выявлено, что у больных РА со снижен-
ным уровнем ирисина наблюдаются меньшие уровни 
25(ОН)-витамина Д (р=0,044) в сыворотке крови и бо-
лее высокие - продукта деградации коллагена II типа 
CartiLaps в моче, отражающего скорость деградации 
хряща при РА (р=0,012).

Сниженный уровень изучаемого миокина был до-
стоверно связан с наличием низкотравматических 
переломов костей в анамнезе (р=0,047), но не зависел 
от типа этих переломов (центральные или перифери-
ческие) и их локализации (позвонки, проксимальный 
отдел бедренной кости или предплечье) (р=0,166).

Заключение. Из результатов нашего исследования 
следует, что средний уровень ирисина сыворотки кро-
ви у больных с РА достоверно ниже, чем у здоровых 
лиц, и не связан с активностью заболевания. Также 
уровень ирисина не коррелирует с минеральной плот-
ностью костной ткани.

Снижение уровня этого миокина при РА ассоции-
руется со сниженным уровнем 25(ОН)-витамина Д в 
сыворотке крови и повышением концентрации про-
дукта деградации коллагена II типа urine CartiLaps в 
моче, являющимся маркером деградации суставного 
хряща при РА. Нами была выявлена достоверная связь 
между уровнем ирисина и наличием низкотравмати-

ческих переломов костей в анамнезе вне зависимости 
от типа этих переломов и их локализации. Мы счи-
таем, что данный метод определения ирисина может 
использоваться в диагностике для прогнозирования 
низкотравматических переломов костей у больных 
РА. Мы также предполагаем, что уровень ирисина в 
сыворотке крови может отражать качество костной 
ткани у больных с РА.

Сфера возможного применения результатов ис-
следования. Взаимосвязь уровня 25 (ОН)-витамина Д 
сыворотки крови с уровнем ирисина при РА вероятно 
позволит выделить группу пациентов с РА с повышен-
ным риском развития низкотравматических переломов 
костей. Взаимосвязь между концентрацией ирисина 
и уровнем CartiLaps мочи может быть использована 
для прогнозирования скорости разрушения суставного 
хряща при РА.

Определение уровня ирисина сыворотки крови мо-
жет стать лабораторным показателем, позволяющим 
охарактеризовать качество костной ткани, что даст 
возможность прогнозировать низкотравматические 
переломы костей при данном заболевании.
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Среди женщин пожилого возраста рак яичников является распространенной патологией в структуре новообразований. 
Цель работы – выявление ведущих показателей интерлейкинового профиля для совершенствования диагностики рака 
яичников в пожилом возрасте.  Иммуноферментным анализом изучено содержание интерлейкинов в сыворотке крови у 
78 больных рака яичников IIB-IIIB стадии по классификации FIGO в возрасте 65-70 лет и 42 женщин аналогичного воз-
раста без рака яичников на момент исследования и в анамнезе. Дифференциация сравниваемых групп проведена с помо-
щью дискриминантного метода. Ведущими диагностическими интерлейкинами для рака яичников в пожилом возрасте 
являются IL-1α, IL-1β, IL-8 и TNF-α.  Построенные дискриминантные модели позволяют дифференцировать больных 
раком яичников и женщин контроля с точностью 93,2-93,8%. Применение иммуноферментного и дискриминантного 
анализа совершенствуют диагностику рака яичников у лиц пожилого возраста.
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Ovarian cancer is a common pathology in the structure of tumors among elderly women. The aim of the work is to identify the 
leading indicators of interleukin profile to improve the diagnosis of ovarian cancer in the elderly. Enzyme immunoassay studied 
serum levels of interleukins in 78 patients with ovarian cancer stage IIB-IIIB according to the classification of FIGO at the age 
of 65-70 years and 42 women of similar age without ovarian cancer at the time of the study and in history. The differentiation of 
the compared groups is carried out by means of discriminant method.  The leading diagnostic interleukins for ovarian cancer in 
the elderly are IL-1α, IL-1β, IL-8 and TNF-α.  The constructed discriminant models allow to differentiate patients with ovarian 
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Введение. В современной онкогинекологии рак яич-
ников (РЯ) объективно считается высокоактуальной 
проблемой [1- 4].  В 2012 г., согласно Всемирной базе 
данных GLOBOCAN, РЯ в мире заболели около 238 700 
женщин и 151 900 умерли от него [5]. По оценкам экс-

пертов, в 2015 г. число заболевших РЯ превысило 250 
000, а число умерших – 160 000 с ежегодным увеличени-
ем заболеваемости на 0,6% и смертности на 0,8%. 

По заболеваемости РЯ Российская Федерация в 2015 г.  
вышла на первое место в мире (17,9 случаев на 100 000 
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женщин). В 2015 г. в России более 14 000 женщин за-
болели РЯ и почти 8 000 умерли от него [6]. Среди 
злокачественных новообразований женских репродук-
тивных органов РЯ находится на 3-ем месте по числу 
заболевших и на 1-м месте – по числу умерших [1, 3, 
6]. Заболеваемость РЯ резко возрастает после 40 лет и 
достигает пика в пожилом возрасте (65-69 лет), состав-
ляя 40,6 случаев на 100 000 женщин данного возраста 
[3]. Средний возраст больных с впервые установленным 
диагнозом РЯ составляет 59-63 года [7]. Однако по ме-
ре увеличения доли пожилых женщин среди населения 
России, наблюдаемое в последние годы, заболеваемость 
и смертность вследствие РЯ будут увеличиваться [3].

Высокая заболеваемость и смертность при РЯ обу-
словлены отсутствием характерных симптомов, эффек-
тивных способов ранней диагностики; скрининговых 
методов, продемонстрировавших свою результатив-
ность в крупных клинических исследованиях; скрытым 
течением ранних этапов онкогенеза; выявлением 80% 
РЯ на поздних стадиях; низкой медицинской активно-
стью женщин пожилого возраста, снижением противоо-
пухолевого иммунитета в данном возрасте [4, 8]. В связи 
с этим перспективным методом диагностики считается 
иммунологический и, в частности, по изучению цитоки-
нового статуса пациентов [8-10].

Цель работы – выявление ведущих показателей ин-
терлейкинового профиля для совершенствования диа-
гностики РЯ в пожилом возрасте. 

Материал и методы. В Белгородском областном он-
кологическом диспансере проведено обследование 78 
больных РЯ в возрасте 65-70 лет, составивших основ-
ную группу. Контролем послужили 42 женщины анало-
гичного возраста, не имеющих на момент исследования 
и в анамнезе РЯ. В основной группе на основе клини-
ческого, лабораторного, иммуноферментного, гистоло-
гического и ультразвукового методов верифицирован РЯ 
IIB-IIIB стадии в соответствии с классификацией FIGO 
[11]. Определение уровня интерлейкинов в перифериче-
ской крови осуществлялось твердофазным иммунофер-
ментным анализом с набором реагентов ООО «Цито-
кин» ( Санкт-Петербург).

Статистическая обработка результатов исследования 
включала вычисление средних арифметических вели-
чин, ошибок этих величин, показателей дезинтеграции 
по ранее опубликованной методике [2] на ЭВМ типа 
«Pentium» по стандартной программе «Statistica 6.0». 

С помощью названного пакета прикладных программ и 
дискриминантного метода выполнена дифференциация 
больных РЯ и женщин без РЯ из контрольной группы. 

Результаты и обсуждение. Анализ концентрации 
интерлейкинов в периферической крови больных РЯ и 
в контроле выявил по большинству параметров досто-
верную разницу (табл. 1). Обращает внимание, что раз-
витие РЯ приводит к резкому увеличению содержания 
IL-1β, которое по отношению к группе сравнения воз-
росло в 21 раз. У больных РЯ значительно повысилась и 
концентрация IL-8, IL-1α. Концентрация TNF-α при зло-
качественных новообразованиях яичников репрезента-
тивно выросла, а в контроле практически не изменилась. 
Не установлено достоверных различий в сравниваемых 
группах концентрации в периферической крови IL-2, IL-
10 и IL-12. Содержание IL-4 при РЯ возросло (р<0,001), 
но в контрольной группе – понижено существенно.

В ранее выполненном исследовании сыворотки кро-
ви твердофазным иммуноферментным анализом у боль-
ных I-IV стадии РЯ (по FIGO) установлено существен-
ное повышение IL-1β до 216,7±49,35 пг/мл при I стадии 
и 230,9±15,09 пг/мл при IV стадии РЯ против 36,8±10,7 
пг/мл среди здоровых женщин-доноров крови [12, 13]. 
Сывороточный уровень IL-1β  статистически повышен 
во всех группах больных РЯ пожилого возраста T2-3 N0-1 
M0  стадий при сравнении с группой здоровых лиц [14]. 

Аналогичная закономерность характерна и для содер-
жания TNF-α в сыворотке крови [12, 13, 14]. Изучение 
содержания TNF-α выявило достоверное повышение его 
значений во всех исследуемых группах больных РЯ по 
сравнению с группой здоровых лиц [14]. Сывороточные 
уровни TNF-α статистически достоверно увеличены во 
всех группах больных при сравнении их между собой. 
Среди больных РЯ I стадии уровень TNF-α составляет 
55,0±9,53 пг/мл, а пациентов IV стадии – 93,8±9,96 пг/
мл [12]. Сравнительный анализ уровней TNF-α с груп-
пой здоровых лиц показал, что его содержание повыше-
но во 2-й группе больных в 5,7 раз [14]. 

Уровень IFN-γ также достоверно возрастает у боль-
ных РЯ уже на I стадии до 95,8±9,49 пг/мл против 
44,0±7,67 пг/мл в контроле (р<0,001), а максимального 
значения достигает на III стадии – 120,9±10,33 пг/мл 
[12]. Наблюдаемые изменения уровня IFN-γ и TNF-α об-
наруживают прямые корреляционные связи со стадией 
заболевания (r=+0,12 и r=+0,70 соответственно) [12]. 

Выявлено статистически значимое повышение в сы-
воротке крови IL-6 во всех группах больных РЯ пожило-
го возраста по сравнению с группой здоровых лиц [13, 
14]. По данным  С.В. Камышова [14], среди больных РЯ 
содержание IL-6 возрастает в 7,5 раз против контрольной 
группы. Медиана IL-6  в сыворотке крови, по результа-
там иммуноферментного анализа , значительно выше у 
больных РЯ (11,5 пг/мл, диапазон 3,4-62,6 пг/мл), чем в 
контрольной группе – 2,9 (1,1-12,3 пг/мл) (р<0,001) [15]. 
Показано, что увеличение содержания IL-6 непосред-
ственно способствует росту новообразования при РЯ и 
его распространению посредством нескольких механиз-
мов, включающих клеточную пролиферацию, ангиоге-
нез и снижение чувствительности к проапоптическим 
регуляторам [16, 17]. С повышенной экспрессией IL-6 
у больных РЯ коррелирует экспрессия TNF-α [17]. Кро-
ме того, считается, что повышение уровня IL-6, IL-8 в 
сыворотке крови ассоциируется со снижением общей 
выживаемости (р=0,003 и р=0,035) и безрецидивной вы-
живаемости (р<0,001 и р+0,026) соответственно.

Т а б л и ц а  1
Концентрация цитокинов в периферической крови у больных 

РЯ в пожилом возрасте и контрольной группе (М±m)

Цитокины, 
пг/мл

Рак яичников Контроль Различие, р

IL - 1α 254,3±7,2 28,7±2,2 <0,001
IL-1β 301,9±8,4 14,3±1,5 <0,001
IL-2 35,0±5,2 49,7±3,1 >0,05
IL-4 6,2±0,4 1,7±0,2 <0,001
IL-8 559,7±4,9 42,5±2,3 <0,001
IL - 10 7,2±1,1 6,7±0,9 >0,05
IL - 12 1,6±0,2 2,1±0,5 >0,05
TNF-α 48,7±2,9 6,2±1,1 <0,001
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Существенность изменений при РЯ нами подтверж-
дена и численным параметром дезинтеграции, сумма 
которого в вышеназванной клинической группе значи-
тельно превосходит таковую в контроле (табл. 2). Экс-
тремум показателя дезинтеграции у больных РЯ соот-
ветствует IL-1β. Кроме того, в данной группе пациен-
тов IL-8 имеет также высокий параметр дезинтеграции. 
Следует также указать на TNF-α со значительным пока-
зателем дезинтеграции и IL-1α. Минимально изменился 
в обеих группах IL-12, занявший последнюю ранговую 
позицию. В контроле первое место получил IL-1α и с не-
значительным различием IL-2. Значительные изменения 

претерпевает и концентрация IL-8. Заслуживают внима-
ния с дифференциально-диагностической точки зрения 
показатели дезинтеграции IL-1β и TNF-α, несмотря на 
то, что у пожилых женщин без РЯ они весьма ниже, чем 
при РЯ.

Для проведения дифференциальной диагностики 
больных РЯ пожилого возраста и женщин контрольной 
группы по ведущим интерлейкинам периферической 
крови разработаны дифференциальные модели. В обра-
ботку дискриминантным методом включены IL-1α, IL-
1β, IL-8 и TNF-α, что позволило для первого класса био-
объектов (больные РЯ) получить следующую модель:

у13 =-32,486х20+150,347x21+208,124х22+40,215х23-
28752,497, где

y13 - больные РЯ, 
х20 - концентрация IL-1α на системном уровне, 
x21 - концентрация IL-1β на системном уровне, 
х22 - содержание в периферической крови IL-8, 
х23 - содержание в крови TNF-α.
Для пожилых женщин без РЯ (второй класс) по тем 

же показателям цитокинового профиля на системном 
уровне разработана дискриминантная модель:

у14=98,437х20+405,164х21+70,232х22+32,957х23-
14372,751, где

у14 - пожилые женщины без РЯ,
х20-х23 — показатели интерлейкинового статуса на 

системном уровне, соответствующие обозначениям для 
первого класса.

Результативность созданных моделей оценена по 
расстоянию Махаланобиса (табл. 3), которому каче-
ство классификации рассматриваемых биообъектов со-
ответствует предъявляемым требованиям. Ошибочно 
классифицированных объектов первого класса, диффе-
ренцированных во второй класс, по данным математи-
ческим моделям удельный вес равен 6,8%. Удельный 
вес же пожилых женщин без РЯ, ошибочно включён-
ных в первый класс, составил 6,2%. Как видно, дис-
криминантные модели отличаются высоким качеством 
и могут применяться в клинической практике при диф-
ференциации больных РЯ и женщин без РЯ в пожилом 
возрасте.

Многомерный регрессионный анализ показал, что 
уровни IL-6 и IL-8 в сыворотке крови независимо про-
гнозируют выживаемость больных РЯ как общую, так 
и безрецидивную [15]. Поэтому сывороточные уровни 
IL-6 и IL-8 следует рассматривать как прогностические 
факторы при эпителиальном РЯ. Предоперационные же 
уровни IL-6 и IL-8 в сыворотке крови позволяют диффе-
ренцировать пациентов с эпителиальным РЯ от здоро-
вых женщин [15]. Высокая прогностическая значимость 
IL-1α, IL-1β и TNF-α позволила с использованием дис-
криминантного метода проводить дифференциальную 
диагностику РЯ и условно здоровых женщин старше 65 
лет без РЯ [18]. В этом контексте мониторинг IL-10 в 
крови больных РЯ позволяет прогнозировать исход опе-
рации и осуществить классификацию больных РЯ и здо-
ровых женщин [19].

Заключение. Иммуноферментный анализ сывороточ-
ных интерлейкинов выявил увеличение большинства 
исследованных цитокинов по сравнению с контролем 
от 3,6 раза для IL-4 до 21,1 раза для IL-1β с ведущей 
диагностической значимостью для РЯ у пожилых IL-1α, 
IL-1β, IL-8 и TNF-α.  Включение названных интерлейки-
нов в дискриминантный анализ позволило разработать 
диагностические модели, обеспечивающие с высокой 

Т а б л и ц а  2
Математическое ранжирование интерлейкинов крови по 

величине дезинтеграции у больных РЯ пожилого возраста и в  
контрольной группе

Цитокины, 
пг/мл

Рак яичников Ранговое 
место

Контроль Ранговое 
место

IL - 1α 26,2 3 29,4 1
IL- iβ 42,6 1 19,4 4

IL-2 15,4 6 28,3 2
IL-4 17,5 5 4,6 7
IL-8 30,7 2 22,5 3
IL- 10 8,3 7 5,7 6
IL- 12 6,1 8 2,8 8
TNF-α 23,8 4 14,7 5
Сумма 170,6 127,4 -

Т а б л и ц а  3
Расстояние Махаланобиса при классификации первого и вто-

рого класса по уровню интерлейкинов в крови

Код признака Observed G_1:0 G_2:l

1 G_1:0 2,228 42127,505

2 G_1:0 4,776 41084,361

3 G_1:0 1,346 41022,463

4 G_1:0 2,542 42181,780

5 G_1:0 2,784 42354,241

6 G_1:0 3,217 41261,653

7 G_1:0 0,008 42095,437

8 G_1:0 0,001 42273,058

9 G_2:l 0,018 1,874

10 G_2:l 41894,351 3,009

11 G_2:l 41625,436 8,115

12 G_2:l 40284,397 11,268

13 G_2:l 42357,690 3,584

14 G_2:l 42081,485 0,798

15 G_2:l 42115,278 1,351

16 G_2:l 42108,354 0,695
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точностью (93,2-93,8%) дифференциацию больных РЯ 
пожилого возраста и контрольной группы.
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Мурзабаева Р.Т., Шарифуллина Л.Д., Мавзютов А.Р., Гильманов А.Ж., Валишин Д.А., Мавзютова Г.А.

Иксодовый клещевой боррелиоз: КЛИНИКО-лабораторные ОСОБЕННОСТИ

ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Минздрава РФ,  450008,  Уфа, Россия

Для дифференцировки клинических форм иксодовых клещевых боррелиозов проведена клинико-лабораторная оценка 
особенностей наиболее часто определяемых показателей гемостаза. Иксодовый клещевой боррелиоз на территории 
Республики Башкортостан характеризовался преимущественно эритемным вариантом болезни со среднетяжелым те-
чением. При этом отмечалось некоторое увеличение количества тромбоцитов, что могло быть вызвано раздражением 
мегакариоцитарного ростка костного мозга в условиях инфекционного процесса и носить компенсаторный характер, 
тогда как другие показатели гемостаза при данной клинической форме практически не изменялись. Немногочисленные 
случаи безэритемных форм иксодовых клещевых боррелиозов клинически протекали более тяжело, с существенно более 
выраженным интоксикационно-воспалительным синдромом. Это одновременно сопровождалось большими сдвигами 
сывороточных биохимических параметров, показателей гемостаза и клеточного состава периферической крови. Вы-
явленные в результате проведенных исследований клинико-лабораторные особенности эритемной и безэритемной форм 
иксодовых клещевых боррелиозов отражают характер течения болезни и могут служить для оценки степени тяжести, 
прогноза боррелиозной инфекции и обоснования лечебных мероприятий при этом заболевании.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Borrelia burgdorferi sensu lato; клинические формы; эпидемиология; гемостаз.
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Введение. Иксодовые клещевые боррелиозы (ИКБ) 
объединяют большую группу этиологически и патоге-
нетически близких природно-очаговых трансмиссив-
ных заболеваний, которые регистрируются повсемест-
но. В России показатели заболеваемости боррелиозами 
за последние 5 лет в 2,5-3 раза превышали аналогичные 
показатели зарегистрированных случаев риккетсиозов и 
составляли 3,99 на 100 тыс. населения (5712 случаев). 
Среди диагностированных случаев ИКБ до 25,7% при-
ходилось на Центральный ФО; на Сибирский - 24,8%; 
Уральский – 15,9%; Приволжский – 14,1%; Северо-
Западный – 13,7%; Дальневосточный – 3,8%; Южный - 
1,4% и Северо-Кавказский – 0,6% [1].

Однако специфическая этиологическая диагностика 
инфекций, вызываемых Borrelia spp., до настоящего вре-
мени является серьёзной проблемой. Поскольку возбуди-
телями клещевых боррелиозов является свыше 30 видов 
этих факультативно-внутриклеточно паразитирующих 
бактерий, предполагается практическое применение как 
минимум такого же количества видоспецифичных диа-
гностических систем, разработка которых существенно 
осложнилась ввиду изменений действовавшей до недав-
него времени классификации Borrelia spp. В частности, 
на основании молекулярных исследований у представи-
телей семейства Borreliaceae порядка Spirochetales [2] 
выделяют уже не один, а два рода: Borrelia и Borreliella. 
При этом к роду Borrelia отнесены возбудители возврат-
ного тифа, а к Borreliella spp. – многочисленные виды 
возбудителей болезни Лайма из группы Borrelia burg-
dorferi sensu lato complex [3]. 

Исходя из этого, существенно возрастает диагно-
стическое значение клинико-лабораторных данных, 
позволяющих выявлять патогенетические особенности 
рассматриваемой группы заболеваний, что необходимо 
для их своевременной и эффективной терапевтической 
коррекции. 

Особенности патогенеза ИКБ, безусловно, связаны 
с вирулентностью этиологически значимых микроорга-
низмов. Известно, что Borrelia spp., являясь грамотрица-
тельными, отличаются от большинства представителей 
этой группы отсутствием в составе их клеточной стен-
ки липополисахаридов и значительным содержанием 
липопротеидов (до 8%), являющихся адгезинами и/или 
рецепторами для эндотелиальных клеток [4]. Патогене-
тически значимые компоненты клеточных стенок этих 
бактерий в основном представлены поверхностно распо-
ложенными белками, например, DbpA и DbpB, взаимо-
действующими с белковым компонентом протеогликана 
и, соответственно, повышающими эффективность коло-
низации боррелиями эпителиальных поверхностей [5]. 
Фибронектинсвязывающий белок BBK32 B.burgdorferi 
обеспечивает их взаимодействие с гликозаминоглика-
нами, в частности, с гепарином, гепарансульфатом, дер-
матансульфатом, хондроитин-6-сульфатом и другими, 
широко представленными в культурах клеток млекопи-
тающих [6]. Среди известных у Borrelia spp. адгезинов 
большее значение имеет белок P66, выступающий как 
порин и как медиатор взаимодействия B.burgdorferi с 
бета3-цепочечными интегринами, находящимися в мем-
бранах иммунокомпетентных клеток, тромбоцитов и 
клеток эндотелия, с которым связывают тканевую дис-
семинацию возбудителя [7, 8]. Указанное определяет тот 
факт, что одним из наиболее патогенетически весомых 
звеньев иксодовых клещевых боррелиозов является по-
вреждение эндотелия сосудов с последующим вовлече-

нием в патогенез системы тромбоцитарного и плазмен-
ного гемостаза [4]. 

Цель исследования - клинико-лабораторная оценка 
наиболее часто определяемых в клинике параметров ге-
мостаза и гематологических показателей при различных 
клинических формах иксодовых клещевых боррелио-
зов. 

Материал и методы. С 2014 по 2017 г. обследовано 
74 пациента с диагнозом ИКБ в возрасте от 16 до 75 лет 
(в среднем 47,8±17,5 лет). Контрольную группу соста-
вили 30 практически здоровых лиц, сопоставимых по 
возрасту и полу.

Кровь для лабораторных исследований у пациентов 
забирали до назначения антибактериальной терапии в 
вакуумные пробирки с цитратом натрия (для исследо-
вания гемостаза), с активатором свертывания (для по-
лучения сыворотки) и с ЭДТА (для подсчета гематоло-
гических показателей). Этиологическую диагностику 
осуществляли выявлением специфических IgM и IgG к 
B. burgdorferi sensu lato в сыворотке крови твердофаз-
ным иммуноферментным методом (ИФА) с использо-
ванием тест-систем фирмы Вектор-Бест (Россия) с рас-
четом коэффициента позитивности и интерпретацией 
результатов иммунологического исследования согласно 
инструкции производителя. 

В соответствии с действующими протоколами, в 
перечень проводимых исследований входили: подсчет 
клеток крови на гематологическом анализаторе Medonic 
CA-530 фирмы Boule Medical A.B. (Швеция), опреде-
ление биохимических показателей в сыворотке крови 
(мочевина, креатинин, билирубин, АЛТ, АСТ) на ана-
лизаторе Sapphire 400 фирмы Hirose Electronic System 
(Япония) с применением тест-наборов реактивов фир-
мы Вектор-Бест (Россия), ультразвуковое исследование 
(УЗИ) органов брюшной полости (ОБП), электрокардио-
графия (ЭКГ). Параметры плазменного гемостаза опре-
делялись на анализаторе АСКа-02 Астра с применением 
тест-наборов реактивов фирмы Технология-Стандарт 
(Россия); уровень D-димера - методом микролатексной 
агглютинации с использованием тест-систем фирмы 
Ренам (Россия). При выполнении лабораторных иссле-
дований выполнялись требования преаналитического 
этапа по ГОСТ 53079.4-2008 и регулярно проводились 
процедуры внутрилабораторного контроля качества.

Статистическая обработка полученных данных про-
водилась параметрическими методами с помощью про-
граммного пакета Statistica 6.0 [9].

Антибактериальную терапию (доксициклин, цеф-
триаксон) проводили в соответствии со стандартами 
оказания медицинской помощи. Основанием для начала 
лечения до завершения клинико-лабораторного обсле-
дования пациентов служили наличие лихорадки и уста-
новленные факты присасывания клеща.

Результаты и обсуждение. В ходе сбора данных 
эпидемиологического анамнеза у обследуемых было 
выявлено, что в 94,8% случаев укусы клещей имели ме-
сто в летние месяцы. Присасывание клещей у обследо-
ванных имело место в 96,5% всех случаев их обнаруже-
ния. В 68,1% укусы происходили в населенных пунктах 
по месту жительства заболевших, 23,2% случаев были 
связаны с выездом за пределы населенных пунктов во 
внерабочее время, 7,7% случаев явились результатом 
профессиональной деятельности инфицированных. Ука-
занное позволяет рассматривать такие очаги в качестве 
антропургических.
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В ходе первичного осмотра клинически превалировал 
среднетяжелый вариант течения боррелиоза (74 случая 
- 63,8% пациентов), из них в 56 случаях (75,7%) имела 
место эритемная форма, а в 18 (24,3%) – безэритемная. 
Следует отметить, что частота регистрации эритемных 
форм боррелиозной инфекции в различных регионах 
России варьирует от 31,2% до 92,2% случаев [10-12]. В 
нашем случае у 42 (36,2%) заболевших диагностирова-
ли эритемную форму инфекции с клинически легким 
вариантом её течения, которую ввиду незначительной 
клинической значимости для сравнительной оценки 
клинико-лабораторных данных не использовали.

При осмотре у больных с эритемной формой ИКБ 
элементы эритемы преимущественно обнаруживались 
на волосистой части головы, спине, шее, груди, реже на 
голенях и в области голеностопных суставов. Размеры 
очагов эритемы варьировали от 5 до 60 см, в 69% слу-
чаев не превышая 10 см. У одного из пациентов на коже 
была отмечена множественная кольцевидная эритема. 
Элементы сыпи сохранялись 3-18 дней, чаще 9-10 дней 
(94% случаев). У двух пациенток при случайном попа-
дании элементов клещей на конъюнктиву через 2 недели 
констатировали офтальмоборрелиоз. У пациентов с без-
эритемной формой ИКБ по сравнению с эритемной ста-
тистически значимо чаще развивался интоксикационно-
воспалительный синдром, сопровождавшийся лихорад-
кой, головной болью, ломотой в теле, а также органными 
поражениями (табл. 1).

Среди сопутствующих ИКБ клинических симптомов 
катаральные явления отмечались более чем у полови-
ны пациентов с безэритемной формой (55,6%) и лишь 
у единичных больных с эритемной формой основного 
заболевания (7,2%). Они проявлялись в виде гиперемии 
слизистой оболочки ротоглотки, ринита, першения в 
горле, сухого кашля (но без патологии лёгких). При без-
эритемном варианте болезни в 1,5 раза чаще, чем при 
эритемной форме, с первых дней болезни отмечались 

жалобы на кратковременные боли в коленных и голено-
стопных суставах, схожие по интенсивности с болями 
при реактивном артрите.

Нарушения деятельности сердечно-сосудистой си-
стемы при ИКБ, по данным электрокардиографии, наи-
более часто регистрировались у пациентов с безэри-
темной формой болезни (табл. 1) и характеризовались 
нарушениями реполяризации миокарда, синусовой та-
хикардией и замедлением внутрисердечной проводи-
мости у 2 больных (11,2%). В период реконвалесценции 
на протяжении 3 мес после перенесенного ИКБ отме-
чались изменения на ЭКГ в виде метаболических на-
рушений только у одного пациента (1,3%), через 6 мес 
- проявления астеноневротического синдрома у 2 (2,7%) 
пациентов с безэритемной формой заболевания. В ходе 
диспансерного наблюдения больных в течение 12 мес 
рецидивы и хронизация процесса не регистрировались.

Поражение нервной системы клинически имело ме-
сто только у одной пациентки (5,6%) с безэритемной 
формой боррелиозной инфекции на 10-й день болезни, 
и протекало в виде серозного менингита. 

Регионарный лимфаденит в качестве основно-
го проявления ИКБ с большей частотой выявлялся у 
больных с эритемой, в то время как субфебрильные и 
фебрильные (выше 38°С) лихорадочные состояния и 
интоксикационно-воспалительный синдром в целом на-
блюдались в течение более продолжительного времени 
у пациентов с безэритемной формой болезни (табл. 2). 
У этих же больных инкубационный период заболевания 
был существенно дольше.

По данным исследования биохимических показате-
лей крови у 4 пациентов (22,2%) с безэритемным вари-
антом болезни было отмечено существенное повышение 
активности аминотрансфераз - в 1,5-3 раза относитель-
но группы контроля (средние значения АЛТ - 89,6±12,53 
Ед/л, АСТ - 117,5±6,79 Ед/л). При эритемной форме ИКБ 
явные лабораторные признаки цитолиза наблюдались 
лишь в 2 случаях (3,6%). УЗИ органов брюшной поло-
сти, подтвердило гепатомегалию только у 4 из 74 паци-
ентов (5,4%) со среднетяжелым течением заболевания.

При оценке состояния тромбоцитарного звена гемо-
стаза среднее количество тромбоцитов в перифериче-
ской крови (табл. 3) в период разгара болезни при безэ-
ритемной форме ИКБ оказалось статистически значимо 
ниже, чем у пациентов с эритемной формой и у здоро-
вых лиц из контрольной группы (p<0,01). Среди показа-
телей плазменного звена гемостаза можно отметить ста-

Т а б л и ц а  1
Частота клинических проявлений иксодового клещевого борре-

лиоза при среднетяжелом течении болезни

Клинические симптомы 
и синдромы

Количество больных  /  % от общего числа

Эритемная 
форма, n=56

Безэритем-
ная форма, 

n=18

Достовер-
ность раз-
личий, p

Повышение темпера-
туры тела

38 (67,8) 18 (100) <0,0001

Слабость 47 (83,9) 18 (100) <0,0001
Ломота в теле 32(57,1) 18 (100) <0,0001
Головная боль 7 (33,3) 13 (72) <0,0001
Озноб 33 (58,9) 14(77,8) <0,0001
Головокружение - 7 (38,9) -
Катаральный синдром 4 (7,2) 10 (55,6) <0,0001
Поражение ЦНС - 1 (5,6) -
Изменения на ЭКГ 1 (1,8) 3 (16,7) <0,0001
Артромиалгический 
синдром

17 (30,3) 9 (50) <0,01

Регионарный лимфа-
денит

21 (37,5) 5 (27,7) >0,05

Т а б л и ц а  2
Продолжительность симптомов болезни у пациентов с эритем-
ной и безэритемной формой иксодового клещевого боррелиоза

Параметры / симптомы 
заболевания

Продолжительность сим-
птомов, дни Досто-

верность 
разли-
чий, p

Эритемная 
форма, 
n=56

Безэритем-
ная форма, 

n=18

Икубационный период 7,47 ± 0,79 12,61 ± 2,03 <0,05
Интоксикационно-
воспалительный синдром 5,93 ± 0,22 8,39 ± 1,11 <0,01

Лихорадка выше 380С 3,68 ± 0,25 8,10 ± 1,18 <0,05
Субфебрилитет 5,52 ± 0,41 7,25 ± 0,67 <0,05
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тистически значимое удлинение АЧТВ в остром перио-
де эритемной и особенно безэритемной форм ИКБ по 
сравнению со здоровыми лицами (p<0,01). Аналогичная 
тенденция проявлялась в отношении показателей тром-
бинового времени: у больных с безэритемной формой 
заболевания оно значительно превышало ТВ при эри-
темной форме болезни и в группе контроля (p<0,01). От-
меченные сдвиги развивались на фоне явной тенденции 
к увеличению содержания фибриногена в плазме крови, 
вероятно, имеющей острофазный характер.

Кроме отмеченных сдвигов, наблюдалась некото-
рая тенденция к возрастанию уровня D-димера в кро-
ви у пациентов с безэритемной формой боррелиозной 
инфекции в период разгара заболевания в сравнении с 

группой контроля и больными с эритемной формой ИКБ 
(p<0,01). 

При исследовании клеточных показателей перифери-
ческой крови в период разгара заболевания у пациентов 
с эритемной и безэритемной формами боррелиозной ин-
фекции (табл. 4) определялись более высокие показате-
ли лейкоцитов, чем у лиц из группы контроля (p<0,01). 
При безэритемной форме ИКБ среднее количество лей-
коцитов было значимо выше, чем при эритемной форме 
(p<0,05), что может свидетельствовать о большей актив-
ности системного воспалительного процесса в организ-
ме пациентов данной группы.

Повышение относительного и абсолютного количе-
ства моноцитов (средней субпопуляции клеток при 3-diff 
анализе) в крови пациентов с эритемной формой ИКБ, 
по-видимому, может быть связано с более значительной 
выраженностью местной воспалительной реакции в ко-
же и в подкожных образованиях при наличии эритемы. 
Подобные тенденции в гемограмме у больных ИКБ от-
мечалась и другими исследователями [13-15]. 

Через 3 и 6 мес диспансерного наблюдения у рекон-
валесцентов иксодового клещевого боррелиоза, незави-
симо от его клинической формы (эритемная, безэритем-
ная), значимых отличий показателей гемостаза (АЧТВ, 
ТВ, D-димер) и периферической крови (эритроциты, 
гемоглобин, гранулоциты, моноциты, тромбоциты) от 
группы контроля не наблюдалось.

Таким образом, в нашем исследовании у пациентов 
превалировал эритемный вариант болезни Лайма со 
среднетяжелым течением заболевания. Вместе с тем, 
статистически значимые различия частоты, продол-
жительности и выраженности основных клинических 
симптомов свидетельствуют о более тяжелом течении 
безэритемной формы заболевания, для которой харак-
терными были: длительный инкубационный период, вы-
сокая продолжительная лихорадка и другие проявления 
интоксикационно-воспалительного синдрома, органные 
поражения в виде катарального (7,2% и 55,6% случаев) 
и артромиалгического (30,3% и 50%) синдрома, цито-
литический синдром (3,6% и 22,2%), отражающий раз-
витие безжелтушного гепатита, нарушения сердечного 
ритма и процессов реполяризации в миокарде (1,8% и 
16,7%), редкого вовлечения в патологический процесс 
нервной системы (0 и 5,6%, соответственно), значимый 
лейкоцитоз. 

Приведенные особенности клиники безэритемной 
формы ИКБ можно объяснить особенностями проник-
новения боррелий из места присасывания клеща в кро-
веносное русло. В отличие от других бактерий, борре-
лии не синтезируют ферменты (коллагеназа, эластаза, 
гиалуронидаза), способствующие преодолению ткане-
вых защитных барьеров. Для этих целей боррелии при 
помощи белка OspA связываются с плазминогеном / 
плазмином и активируют металлопротеиназы хозяина, 
что приводит к инициированию воспалительных реак-
ций в сосудах [16-18]. Кроме того, боррелии могут свя-
зываться с компонентами экстрацеллюлярного матрикса 
– фибронектином и некоторыми интегринами [18,19], 
а также с протеогликаном декорином посредством 
декорин-связывающих белков (Dbp А и Dbp B), обе-
спечивая диссеминацию и выживание в тканях, богатых 
декорином (кожа, ткани опорно-двигательной (суставы) 
и сердечно-сосудистой системы) [16,19-21], что спо-
собствует большей выраженности интоксикационно-
воспалительного синдрома и более частым органным 

Т а б л и ц а  3
Некоторые показатели гемостаза (M±m) в остром периоде 

болезни при эритемной и безэритемной форме иксодового кле-
щевого боррелиоза среднетяжелого течения

Показатели 
(референcные 

интервалы)

Эритемная 
форма,
n=56

Безэритемная 
форма,
n=18

Здоровые,
n=30

Тромбоциты, 
×109   
(150 - 370)

211,2 ± 7,89 ** ** 170,2 ± 8,5 199,1 ± 5,9

Фибриноген, 
г/л (2 - 4)

3,42 ± 0,34 3,38 ± 0,15 2,70 ± 0,46

АЧТВ, сек   
(22,5 - 35,5)

* 28,8 ± 1,34 * ** 33,7 ± 1,54 * 24,9 ± 0,92

ТВ, сек   
(14 - 21)

14,6 ± 0,84 ** 24,9 ± 1,91 ** 14,2 ± 0,97

ПВ, сек   
(11 - 15)

14,2 ± 0,51 14,3 ± 0,65 14,9 ± 0,72

D-димер при 
поступлении

513,3±9,3 ** 559,4 ± 14,4 **

495,9 ± 10,9
D-димер при 
выписке

487,6±11,3 473,4 ± 15, 3

П р и м е ч а н и е . Oтмечена достоверность различий  с группой 
контроля * p<0,05;  ** p<0,01;  между эритемной и безэритемной 
формами ИКБ p<0,05* и p<0,01** .

Т а б л и ц а  4
Показатели периферической крови (M±m) в период разгара 

заболевания при эритемной и безэритемной формах иксодового 
клещевого боррелиоза средней тяжести

Показатели Эритемная фор-
ма ИКБ, n=56

Безэритем-
ная форма 
ИКБ,  n=18

Здоровые 
лица,
n=30

Эритроциты, ×1012  
(4,3–4,8)

4,32 ± 0,07 4,45 ± 0,10 4,5 ± 0,04

Гемоглобин, г/л  
(130-150)

135,4 ± 1,96 134,0 ± 2,21 132 ± 1,91

Лейкоциты, ×109  

(5,5–8,5)
** 6,9 ± 0,03 * ** 8,0 ± 0,07 5,5 ± 0,15

Лимфоциты, % 
(17-30)

26,1 ± 1,49 30,9 ± 0,63 28,2 ± 0,75

Гранулоциты, % 
(50-70)

63,6± 1,7 62,0± 3,13 60,3 ± 1,13

Моноциты, % (5-8) ** 10,3 ± 0,82 * ** 8,3 ± 0,47 5,1 ± 0,36
Примечание. Oтмечена достоверность различий  с группой кон-

троля  - * p<0,05;  ** p<0,01;  между эритемной и безэритемной фор-
мами ИКБ p<0,05* и p<0,01**. 
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поражениям. Последнее, однако, не имеет клинической 
специфики и может встречаться и при другой патологии, 
в частности, ассоциированной с липополисахаридами 
грамотрицательных бактерий [22]. 

Наряду с выраженной клинической симптоматикой, 
у пациентов с безэритемной формой ИКБ в нашем ис-
следовании отмечались большие сдвиги сывороточных 
биохимических параметров, показателей гемостаза и 
клеточного состава периферической крови.

Молекулярные механизмы изменений показателей 
гемостаза у больных ИКБ могут быть связаны с нали-
чием у Borrelia spp. значительных количеств мембран-
ных липопротеидов, способных инициировать адгезию 
микроорганизмов к эндотелиальным клеткам [4]. Ад-
гезия Borrelia spp. может сопровождаться частичной 
нейтрализацией нормального отрицательного заряда 
неповрежденного эндотелия [23], в результате чего по-
является возможность вторичной адгезии тромбоцитов 
и других клеток крови к эндотелию, их последующей 
активации и агрегации на внутренней поверхности со-
судистой стенки. Указанное в известной степени объ-
ясняет снижение количества тромбоцитов в крови об-
следованных при безэритемной форме болезни Лайма. 
Сходный механизм может играть определенную роль в 
развитии иных, связанных с микроорганизмами, нару-
шений системы гемостаза [24], например, при развитии 
ЛПС-обусловленной гиперкоагуляции вплоть до ДВС 
крови [25]. В то же время, некоторое увеличение коли-
чества тромбоцитов при эритемной форме ИКБ могло 
быть вызвано раздражением мегакариоцитарного рост-
ка костного мозга в условиях инфекционного процесса 
и иметь компенсаторный характер, что подтверждается 
менее значительными изменениями других показателей 
гемостаза при данной клинической форме заболевания.

При развитии васкулита вследствие повреждения эн-
дотелия сосудов боррелиями, иммунными комплексами, 
провоспалительными цитокинами и тромбином, кроме 
гиперагрегации тромбоцитов, в кровь высвобождаются 
тромбопластические субстанции, которые запускают 
каскад патологического микросвертывания. Активиру-
ются фибринообразование и, одновременно, фибрино-
лиз [26]; в результате которого происходит накопление 
продуктов деградации фибрина и фибриногена, в том 
числе D-димера [27]. Активация коагуляционного звена 
гемостаза и процессов фибринолиза при ИКБ подтверж-
дается обнаруженными сдвигами АЧТВ, ТВ и уровня 
D-димера в крови, более выраженными при безэритем-
ной форме заболевания. Вместе с тем, следует отметить 
парадоксальное удлинение тромбинового времени на 
фоне, вероятно, острофазового возрастания концентра-
ции фибриногена у пациентов с безэритемной формой 
ИКБ. Этот феномен может быть связан с изменением 
свойств молекул фибриногена либо, скорее, с появлени-
ем в крови ингибиторов фибриногенеза, в роли которых 
могут выступать ПДФ или даже компоненты самих бор-
релий. Отсутствие существенных сдвигов ПВ и разно-
направленные изменения АЧТВ при различных формах 
заболевания позволяют также судить о вовлечении в 
патологический процесс как тромбоцитов, так и компо-
нентов «внутреннего» пути активации протромбиназы в 
условиях действия инфекционных факторов, что требу-
ет дополнительных исследований.

Можно полагать, что степень тяжести инфекционно-
го процесса, выраженности и распространенности вос-
палительной реакции при внедрении боррелий в орга-

низм во многом определяется количеством агента и ско-
ростью его попадания в общий кровоток (что зависит от 
состояния местных защитных барьеров), а также реак-
тивностью организма. При более массивной и быстрой 
инвазии микробов местная эритемная реакция может 
быть не столь выраженной, но развивается системный 
воспалительный процесс с неизбежным повреждением 
эндотелия – как первичным (связанным с боррелиями), 
так и, в основном, вторичным, вызванным действием 
воспалительных агентов - цитокинов, реактантов острой 
фазы и др. Последующие сдвиги параметров тромбоци-
тарного и плазменного гемостаза зависят от степени по-
вреждения эндотелия и выраженности системной воспа-
лительной реакции, и поэтому могут отражать тяжесть 
инфекционного процесса. Определение упомянутых 
скрининговых и уточняющих параметров плазменного 
гемостаза, а также активности тромбоцитов (адгезии, 
индуцированной агрегации) и маркеров повреждения 
эндотелия (активности фактора Виллебранда, тканево-
го активатора плазминогена tPA и его ингибитора PAI-1) 
может применяться для оценки нарушений в свертыва-
ющей системе крови [26] на фоне инфекционного про-
цесса, ассоциированного с боррелиями.

Заключение. Иксодовый клещевой боррелиоз на тер-
ритории Республики Башкортостан характеризуется пре-
имущественно эритемным вариантом болезни с клини-
чески среднетяжелым течением. У пациентов отмечался 
умеренный лейкоцитоз с выраженным моноцитозом, а 
также некоторое возрастание количества тромбоцитов, 
что могло быть вызвано раздражением мегакариоцитар-
ного ростка костного мозга в условиях инфекционного 
процесса и носить компенсаторный характер, в то время 
как другие показатели гемостаза и клеточного состава 
крови при данной клинической форме практически не 
изменялись. Менее многочисленные случаи безэри-
темных форм ИКБ клинически протекали тяжелее, с 
существенно более выраженным интоксикационно-
воспалительным синдромом, и сопровождались более 
выраженными сдвигами сывороточных биохимических 
параметров, клеточного состава периферической крови 
(лейкоцитоз, моноцитоз) и показателей гемостаза (тен-
денция к гиперкоагуляции и тромбоцитопении). Выяв-
ленные клинико-лабораторные особенности эритемной 
и безэритемной форм ИКБ отражают характер течения 
болезни и могут служить для оценки степени тяжести, 
прогноза боррелиозной инфекции и обоснования лечеб-
ных мероприятий при этом заболевании. 
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Впервые дана сравнительная характеристика клинико-лабораторных показателей у пациентов с клиническими при-
знаками клещевого риккетсиоза в природном очаге с низким риском заражения R. sibirica и циркуляцией R. raoultii в 
зависимости от результатов серологической верификации диагноза. Установлено почти полное совпадение клинико-
лабораторных показателей у больных КР вне зависимости от наличия антител к R. sibirica и/или R. raoultii.
Показано, что даже комплексное применение РСК, РНИФ, ИФА для обнаружения антител к R. sibirica не позволяет 
верифицировать диагноз у третьей части больных с патогномоничными признаками клещевого риккетсиоза. У серопо-
зитивных пациентов преобладали антитела к R. sibirica, что не позволяет дифференцировать случаи КР разной видовой 
этиологии.
Обсуждаются возможные причины феномена «серонегативности» больных КР и подходы к его изучению.
Даётся заключение, что при существующем разнообразии и недостаточной изученности риккетсий, циркулирующих в 
природных очагах, и современном состоянии лабораторной диагностики КР, основанием для постановки диагноза «кле-
щевой риккетсиоз» должны быть клинико-эпидемиологические признаки данного инфекционного заболевания, которое 
необходимо регистрировать в установленном порядке даже при отсутствии серологической верификации. Для таких 
случаев в МКБ-10 предусмотрено два варианта кодировки: А 79.9 – Риккетсиоз неуточненный (инфекция, вызываемая 
риккетсиями, БДУ) и А 77.9 – Пятнистая лихорадка неуточненная (клещевой тиф, БДУ) [mkb-10.com].
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For the first time, a comparative description of clinical and laboratory parameters in patients with clinical signs of tick-borne 
rickettsiosis in a natural focus with a low risk of infection with R. sibirica and circulation of R. raoultii is given, depending on the 
results of serological verification of the diagnosis. Established almost complete coincidence of clinical and laboratory parameters 
in patients with tick-borne rickettsiosis, regardless of the presence of antibodies to R. sibirica and / or R. raoultii.
It was shown that even the complex use of complement fixation test, indirect immunofluorescent test and ELISA for the detection of 
antibodies to R. sibirica does not allow verification of the diagnosis in a third part of patients with pathognomonic signs of tick-
borne rickettsiosis. In seropositive patients, antibodies to R. sibirica prevailed, which makes it impossible to differentiate cases of 
tick-borne rickettsiosis of different species etiology.
The possible reasons of the phenomenon of «seronegativeness» of patients with tick-borne rickettsiosis and approaches to its study 
are discussed.
It is concluded that with the existing diversity and insufficient knowledge of rickettsiae circulating in natural foci, and the current 
state of laboratory diagnostics, the basis for the diagnosis of «Tick-borne rickettsiosis» should be the clinical and epidemiological 
signs of this infectious disease, which must be recorded in the established order even no serological verification. For such cases, 
ICD-10 has two encoding options: A 79.9 - Rickettsiosis, unspecified (infection caused by rickettsia, no other indication) and A 
77.9 - Spotted fever, unspecified (tick-borne fever, no other indication) [mkb-10.com].
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На территории России и Казахстана циркулируют не 
менее восьми видов риккетсий группы клещевой пятни-
стой лихорадки (КПЛ), патогенность, иммуногенность 
и широта распространения которых изучены недоста-
точно [1]. Одна из причин - крайне ограниченные воз-
можности лабораторной диагностики клещевых риккет-
сиозов (КР), в том числе давно известного сибирского 
клещевого тифа (СКТ), в условиях рутинной медицин-
ской практики. В качестве серологических тестов для 
подтверждения диагноза КР могут быть использованы 
реакция связывания комплемента (РСК) и реакция не-
прямой иммунофлюоресценции (РНИФ). РСК с рас-
творимым антигеном R. sibirica (этиологический агент 
СКТ) позволяет определять антитела к группоспецифи-
ческим антигенам риккетсий группы КПЛ. Более чёткая 
видовая дифференциация внутри группы возможна с по-
мощью РНИФ. Однако коммерческий выпуск корпуску-
лярных антигенов для постановки РНИФ никогда не был 
налажен, а выпуск препарата «Диагностикум риккетси-
озный Сибирика для РСК» практически отсутствует. Да-
же при его наличии, РСК, как и РНИФ, характеризуется 
невысокой чувствительностью и поздним выявлением 
маркёров риккетсиальной инфекции (не ранее 13-15 
дня от начала заболевания, чаще значительно позднее) 
[2]. Этого недостатка лишены иммуноферментный ана-
лиз (ИФА) с использованием экспериментальных серий 
тест-систем для выявления IgM и IgG к риккетсиям [3; 
4] и полимеразная цепная реакция (ПЦР), которая по-
зволяет обнаруживать ДНК риккетсий в биоптате пер-
вичного аффекта кожи или в отдельных случаях в крови 
больного [5; 6]. Тест-системы для лабораторной диагно-
стики КР методами ПЦР или ИФА в практической рабо-
те малодоступны.

Вышеперечисленное становится причиной непол-
ной регистрации случаев КР в официальных формах 
статистической отчётности. Ежегодно остается нерас-
шифрованной этиология заболеваний, как минимум, у 
30% госпитализированных больных с общеинфекци-
онным синдромом и контактом с клещами в анамнезе, 
несмотря на использование современных лабораторных 
методов диагностики наиболее распространённых кле-
щевых трансмиссивных инфекций (КТИ) - клещевого 
энцефалита (КЭ), иксодового клещевого боррелиоза 
(ИКБ), гранулоцитарного анаплазмоза человека (ГАЧ), 
моноцитарного эрлихиоза человека (МЭЧ) [7]. В при-
родных очагах с высоким уровнем заболеваемости СКТ 
у 35% больных с типичной клинической картиной КР 
с помощью РСК не удается серологически верифици-
ровать диагноз [8]. Недавние исследования показали, 
что даже комплексное использование РНИФ и ПЦР в 
классических очагах СКТ в Алтайском крае c высоким 
риском инфицирования R. sibirica не позволяет полу-
чить подтверждение диагноза почти в каждом третьем 
клиническо-эпидемиологически верифицированном 
случае СКТ. При этом отсутствуют достоверные отли-

чия в частоте встречаемости и длительности основных 
проявлений СКТ между группой больных с серологиче-
ским (РНИФ) и/или молекулярно-биологическим (ПЦР-
РВ) подтверждением диагноза и группой больных, у 
которых диагноз СКТ выставлен только на основании 
клинико-эпидемиологических данных [9].

Особый интерес представляют территории, на кото-
рых, несмотря на расположение в пределах обитания 
иксодовых клещей – переносчиков КТИ, крайне редко 
регистрируют заболеваемость этими инфекциями, на-
пример, Называевский район Омской области, где за 
период с 2000 по 2014 г. зарегистрированы 1 случай КЭ 
(в 2008 г.), 1 случай ИКБ (в 2011 г.), 1 случай КР (в 2011 
г.). Ежегодно в весенне-осенний период в Называевскую 
ЦРБ госпитализируют не менее двух десятков больных 
с клинико-эпидемиологическими признаками клещево-
го риккетсиоза. «Местное» происхождение КР доказано 
в 2014 г., когда на данной территории установили нали-
чие природного очага клещевых риккетсиозов группы 
КПЛ с циркуляций двух видов риккетсий – классиче-
ского патогена R. sibirica и потенциально патогенного 
вида R. raoultii. Иксодофауна мест заражения людей 
представлена двумя видами переносчиков - клещами 
Dermacentor marginatus и D. reticulatus. Циркуляция R. 
sibirica подтверждена изоляцией штамма из переносчи-
ков, сероконверсией сывороток крови пациентов и био-
пробных животных в РСК с антигеном R. sibirica, иден-
тификацией этого вида риккетсий в органах биопроб-
ных животных молекулярно-биологическими методами. 
Изолированный штамм R. sibirica отличался низкой 
иммуногенностью и вирулентностью, что характерно 
для штаммов, циркулирующих на периферии нозоареа-
ла СКТ [2]. Присутствие в очаге R. raoultii установлено 
методом ПЦР с последующим секвенированием ампли-
конов ДНК риккетсий из иксодовых клещей, снятых с 
людей [10].

Цель работы – дать сравнительную характеристику 
клинико-лабораторных показателей у пациентов с кли-
ническими признаками клещевого риккетсиоза в при-
родном очаге с низким риском заражения R. sibirica и 
циркуляцией R. raoultii в зависимости от серологиче-
ской верификации диагноза.

Материал и методы. Материалом для клинико-
лабораторного анализа были «Медицинские карты ста-
ционарного больного» (истории болезни), результаты 
серологического обследования 72 больных, госпитали-
зированных с подозрением на клещевой риккетсиоз в 
инфекционное отделение Называевской ЦРБ в период 
2012-2015 г. Возраст пациентов: дети от 1 до 18 лет - 8 
человек; взрослые от 36 до 60 лет – 40 человек, старше 
60 лет - 24 человека. Клиническая картина заболевания 
была типичной для КР с первичным аффектом в месте 
входных ворот инфекции, розеолезной и розеолезно-
папулезной сыпью, лихорадкой, симптомами инток-
сикации, гепато- и спленомегалией у части больных. 
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Характерная клиническая картина, в сочетании с 
весенне-осенней сезонностью заболеваний и наличием 
у подавляющего большинства факта присасывания кле-
ща позволяло устанавливать диагноз «клещевой рик-
кетсиоз» на основании клинико-эпидемиологических 
данных.

В исследование включены все пациенты с диагнозом 
клещевой риккетсиоз, прошедшие обследование на на-
личие серологических маркёров риккетсиозной инфек-
ции несколькими методами (ИФА, РСК, РНИФ). От 27 
больных исследовали парные сыворотки в динамике ин-
фекционного процесса, от 45 больных - одиночные сы-
воротки крови. Группоспецифическую диагностику КР 
проводили с растворимым антигеном R. sibirica двумя 
методами: РСК и ИФА. Для видовой дифференциации 
R. raoultii и R. sibirica использовали РНИФ.

РСК выполняли микрометодом по общепринятой 
методике с «Диагностикумом риккетсиозным «Сибири-
ка» сухим для РСК» производства НПО «БИОМЕД», г. 
Пермь. Для выполнения РНИФ по стандартной методи-
ке использованы: корпускулярные антигены R. sibirica 
и R. raoultii, приготовленные из клеточных культур, 

инфицированных штаммами риккетсий из рабочей кол-
лекции Омского НИИ природно-очаговых инфекций; 
иммуноглобулины диагностические флюоресцирующие 
антивидовые против иммуноглобулинов человека, сухие 
(НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи РАМН, Москва); альбумин 
бычий, меченым родамином, сухой («МЕДГАМА» ГУ 
НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи,  Москва). Обнаружение 
специфических к риккетсиям IgM и IgG с помощью 
ИФА проводили экспериментальными тест-системами, 
разработанными в Омском НИИ природно-очаговых 
инфекций [4]. Для обнаружения IgM и IgG к возбудите-
лям КЭ и ИКБ применяли коммерческие тест-системы 
для ИФА производства ЗАО «Вектор-Бест» и ООО 
«Омникс». Статистическая обработка данных проведена 
в программе Microsoft Excel.

Результаты. Антириккетсиальные антитела выявлены 
у 50 больных (серопозитивная группа), в том числе двумя 
или тремя методами – у 36 человек. У 14-ти пациентов 
клинический диагноз подтвержден только ИФА на осно-
вании обнаружения антириккетсиозных IgM (9 человек) 
или сероконверсии специфических IgG (5 человек). У 22 
больных (серонегативная группа) не удалось обнаружить 

Сравнительная характеристика клинико-лабораторных показателей у больных с клинической картиной клещевого риккетсиоза в 
зависимости от серологической верификации диагноза

Показатели
Исследуемые группы

Всего (n=72)серонегативная (n=22) серопозитивная (n=50)
n M±m n M±m n M±m

Длительность инкубационного периода, дни 14 5,2±4,5 38 5,9±7,7 52 5,7±6,9
Длительность болезни, дни 22 13,6±3,0 50 12,2±3,3 72 12,6±3,2
Длительность лихорадки, дни 22 4,5±2,2 50 5,1±2,7 72 5,0±2,6
Максимальное повышение температуры тела (оС) 22 39,0±0,5 50 38,9±0,8 72 39,0±0,7

Первичный 
комплекс,%

Наличие первичного комплекса 18 81,8±8,2 39 78,0±5,9 57 79,2±4,8
Корочка 9 40,9±10,5 28 56,0±7,0 34 47,2±5,9
Инфильтрат 13 59,1±10,5 31 62,0±6,9 40 55,6±5,9
Лимфаденит 11 50,0±10,7 24 48,0±7,1 33 45,8±5,9

Кожная розеолезная сыпь, % 21 95,5±4,4 47 94,0±3,8 68 94,4±2,7

Локализация 
сыпи

Туловище и конечности 15 68,2±9,9 28 56,0±7,0 43 59,7±5,8
Только туловище 6 27,3±9,5 14 28,0±6,3 20 27,8±5,3
Только конечности 0 0±4,0 5 10,0±4,2 5 6,9±3,0

Головная боль, % 18 81,2±8,2 44 88,0±4,6 62 86,1±4,1
Слабость, % 20 90,9±6,1 49 98,0±2,0 69 95,8±2,4
Снижение аппетита, % 15 68,2±9,9 39 78,0±5,9 54 75,0±5,1

Изменения 
гемограммы,
%

Лейкоцитоз 1 4,5±4,5* 23 46,0±7,0* 24 33,3±5,6
Лейкопения 0 0±4,0 2 4,0±2,8 2 2,8±1,9
Нейтрофилез 2 9,1±6,3 9 18,0±5,4 11 15,3±4,2
Нейтропения 0 0±4,0 6 12,0±4,6 6 8,3±3,3
Лимфоцитоз 2 9,1±6,3 12 24,0±6,0 14 19,4±4,7
Лимфопения 3 13,6±7,3 6 12,0±4,6 9 12,5±3,9
Моноцитоз 1 4,5±4,4 3 6,0±3,4 4 5,6±2,7
Увеличение СОЭ 9 40,9±10,5 31 62,0±6,9 40 55,6±5,9

Увеличение печени, % 4 18,2±8,2 12 24,0±6,0 16 22,2±4,9
Увеличение селезенки, % 1 4,5±4,5 2 4,0±2,8 3 4,2±2,4
Повышение активности АЛТ,% 6 27,3±9,5 20 40,0±6,9 26 36,1±5,7
Повышение активности АСТ,% 3 13,6±7,3 7 14,0±4,9 10 13,9±4,1
Антитела к 
другим КТИ

IgM к вирусу КЭ,% 1 4,5±4,5 1 2,0±2,0 2 2,8±1,9
IgG к ИКБ,% 0 0±4,0 2 4,0±2,8 2 2,8±1,9

П р и м е ч а н и е . n – количество больных, у которых определен показатель; M – средняя арифметическая (для абсолютных величин) или 
доля больных, у которых определен показатель, от числа n (%); m – стандартная ошибка; КТИ – клещевые трансмиссивные инфекции.
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серологические маркёры риккетсиальной инфекции ни 
одним из трёх методов. У одного пациента серонегатив-
ной группы и одного больного из серопозитивной группы 
обнаружены IgM к вирусу КЭ. В серопозитивной группе 
у двух больных выявлены IgG к возбудителю ИКБ.

Все положительные в РНИФ с антигеном R. sibirica 
сыворотки крови больных в 100% случаев были поло-
жительны в РСК и ИФА. У одного пациента проба сыво-
ротки положительна к антигену R. raoultii и отрицатель-
на к R. sibirica, при типичной клинической картине КР. 
Данный факт свидетельствует о том, что, в природных 
очагах КР с циркуляцией штаммов, отличающихся по 
вирулентности, достаточно трудно имеющимися серо-
логическими методами дифференцировать случаи КР, 
вызываемые разными видами риккетсий.

Возраст пациентов варьировал: в серопозитивной 
группе от 3-х до 84-х лет (7 человек - до 18 лет, 28 че-
ловек – от 19 до 60 лет, 15 человек – старше 60 лет), в 
серонегативной – от 12-ти до 76-ти лет (2 человека - до 
18 лет, 12 человек – от 19 до 60 лет, 8 человек – старше 
60 лет). Лица мужского пола в серопозитивной группе 
составили 34 человека, женского – 16 человек; в сероне-
гативной группе – 12 и 10 человек соответственно.

Характеристика клинико-лабораторных показателей 
у больных КР из серонегативной группы в сравнении с 
аналогичными показателями больных из серопозитивной 
группы представлены в таблице. Обращает на себя внима-
ние отсутствие статистически значимых отличий между 
сравниваемыми группами по всем анализируемым пока-
зателям, за исключением содержания лейкоцитов в гемо-
грамме. В серопозитивной группе отмечен лейкоцитоз у 
46% больных, в серонегативной группе – только у 4,5% 
больных (t=5,00, р˂0,01). У пациентов с серологическими 
маркёрами КР имела место выраженная тенденция к сниже-
нию доли нейтрофильных лейкоцитов на фоне повышения 
доли лимфоцитов. В серопозитивной группе у 12,0±4,6% 
больных отмечена нейтропения, у 24,0±6,0% больных – 
лимфоцитоз, в серонегативной группе - 0±4,0% и 9,1±6,3% 
соответственно. Учитывая равную степень выраженности 
общеинфекционного синдрома в обеих группах, можно 
предположить наличие некоторых особенностей формиро-
вания адаптивного иммунитета у серонегативных пациен-
тов, что нуждается в специальном изучении.

Длительность инкубационного периода в обеих груп-
пах варьировала от 2-х до 30 дней, составляя в среднем 
около 6 дней. Средняя продолжительность заболевания - 
12-13 дней, госпитализации – 10 дней. Температура тела 
в разгар болезни достигала 39-40о С. В серопозитивной 
и в серонегативной группах лихорадка по длительности, 
как правило, не превышала 5-6 дней и сопровождалась 
слабостью (98,0±2,0% и 90,9±6,1% случаев соответ-
ственно), головной болью (88,0±4,6% и 81,2±8,2% слу-
чаев соответственно), снижением аппетита (78,0±5,9% и 
68,2±9,9 случаев соответственно). На высоте заболевания 
у больных обеих групп отмечали увеличение размеров 
печени (у 24,0±6,0% больных серопозитивной группы 
и у 18,2±8,2% больных серонегативной группы) и селе-
зёнки (4,0±2,8% и 4,5±4,5% соответственно). Чаще, чем 
увеличение размеров печени, обнаруживали повышение 
активности печёночных ферментов: АЛТ – в 40,0±6,9% 
случаев серопозитивного КР и в 27,3±9,5% случаев се-
ронегативного КР; АСТ – в 14,0±4,9% и 13,6±7,3% слу-
чаев соответственно. В среднем у половины пациентов 
обеих групп отмечали повышенный уровень СОЭ.

Нормализация температуры тела и уменьшение сим-

птомов интоксикации в обеих группа проходило на фоне 
антибактериального лечения доксициклином.

Патогномоничным признаком КР является развитие 
первичного комплекса, включающего первичный аффект и 
регионарный лимфаденит. Первичный аффект (геморраги-
ческая корочка на возвышающемся участке кожи - инфиль-
трате) считают специфической реакцией на внедрение R. 
sibirica, что подтверждено, в том числе, работами по вы-
делению и идентификации возбудителя из первичного аф-
фекта молекулярно-биологическими методами [11].

В обеих группах первичный комплекс в виде короч-
ки, инфильтрата, регионарного лимфаденита не всегда 
представлен всеми его признаками, и в целом отсутство-
вал у 18,2% пациентов серонегативной группы и 22% 
пациентов серопозитивной группы. Согласно наблюде-
ниям разных авторов, первичный комплекс может от-
сутствовать у 25-30% больных КР в отличие от сыпи, 
которую считают наиболее постоянным признаком кле-
щевого риккетсиоза [8].

У подавляющего большинства больных обеих групп 
(94,0±3,8% серопозитивных и 95,5±4,4% серонега-
тивных) наблюдали розеолезную, иногда розеолезно-
папулезную сыпь (от единичных элементов до обильно-
го высыпания) чаще на туловище и конечностях, реже 
– только на туловище или только на конечностях. Сыпь 
держалась 1-7 дней (в среднем 4) и исчезала, оставляя 
нестойкую пигментацию.

Заключение. Впервые проведён сравнительный ана-
лиз клинико-лабораторных показателей у больных с раз-
личным иммунным ответом к риккетсиям в очаге КР с 
низким риском заражения R. sibirica и циркуляцией R. 
raoultii. У серопозитивных пациентов преобладали ан-
титела к R. sibirica, что не позволяет дифференцировать 
случаи КР разной видовой этиологии. Установлено поч-
ти полное совпадение клинико-лабораторных показате-
лей у больных КР вне зависимости от наличия антител 
к R. sibirica и/или R. raoultii.  Показано, что даже ком-
плексное применение РСК, РНИФ, ИФА для обнаруже-
ния антител к R. sibirica не позволяет верифицировать 
диагноз у третьей части больных с патогномоничными 
признаками клещевого риккетсиоза.

Причинами феномена «серонегативности» больных 
КР могут быть ранние сроки серологического обследо-
вания; недостаточная чувствительность используемых 
методов; циркуляция в очаге других, неизвестных1 или 
менее патогенных риккетсий группы КПЛ, например, 
R. raoultii – одного из этиологических агентов синдрома 
TIBOLA или DEBONEL. Общность патогенетических 
закономерностей развития заболеваний клещевыми 
риккетсиозами обусловливает схожесть их клинической 
картины [12]. По сравнению с «классическим» клеще-
вым риккетсиозом, вызванным R. sibirica, при инфици-
ровании R. raoultii генерализация процесса, клиниче-
ские проявления и выработка антител могут быть менее 
выражены [13,14]. Причиной «серонегативности» паци-
ентов с диагнозом КР может быть тот факт, что в форми-
ровании специфической невосприимчивости к риккет-
сиям как внутриклеточным паразитам ведущее значение 
имеет не гуморальный, а клеточно-опосредованный им-
мунитет, для оценки которого в начале 1990-х годов ис-

1В этой связи можно провести историческую аналогию с иксодо-
выми клещевыми боррелиозами, которые долгое время считали 
серонегативным клещевым энцефалитом.
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пользовали запрещённую впоследствии внутрикожную 
аллергическую пробу [1].

При существующем разнообразии и недостаточной из-
ученности риккетсий, циркулирующих в природных оча-
гах, и современном состоянии лабораторной диагностики, 
основанием для постановки диагноза «клещевой риккет-
сиоз» должны быть клинико-эпидемиологические при-
знаки данного инфекционного заболевания, которое не-
обходимо регистрировать в установленном порядке даже 
при отсутствии серологической верификации. Для таких 
случаев в МКБ-10 предусмотрено два варианта кодировки: 
А 79.9 – Риккетсиоз неуточненный (инфекция, вызывае-
мая риккетсиями, БДУ2) и А 77.9 – Пятнистая лихорадка 
неуточненная (клещевой тиф, БДУ) [mkb-10.com].

С развитием современной риккетсиологии и расши-
рением знаний об особенностях формирования имму-
нитета при инфицировании внутриклеточными возбу-
дителями бактериальной природы, причина феномена 
«серонегативности» клещевых риккетсиозов будет рас-
шифрована.
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Многие патологические состояния сопровождаются характерными изменениями  профиля в клетках микроРНК – малых 
молекул, которые регулируют экспрессию генов на посттранскрипционном уровне. Это даёт возможность  рассматривать 
микроРНК как перспективный класс биологических маркёров. Осуществлено прямое сравнение трёх методов проведения ОТ-
ПЦР (s-Loop, u-Elong и 2-Tail) для анализа микроРНК с применением синтетического аналога микроРНК-451 для определения 
эффективности детекции молекул микроРНК и проведён анализ профиля миРНК-29b, миРНК-375 и миРНК-451 в стабиль-
ных клеточных линиях OAW42 и HT29. Методами 2-Tail и s-Loop также был проведён анализ семи разых микроРНК в 13 
клинических образцах. Результаты показывают, что в подходах 2-Tail и s-Loop проведение ОТ-ПЦР демонстрирует высо-
кую воспроизводимость результатов анализа микроРНК и линейную зависимость эффективности детекции синтетической 
микроРНК-451 в диапазоне 107–103 молекул на реакцию. По ряду значимых критериев две технологии оказались относительно 
равноценными, т.е. обе могут быть использованы в качестве основы для метода клинической диагностики.
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Many pathological states are accompanied by characteristic changes in the cellular profile of microRNAs – small molecules that 
regulate gene expression at the posttranscriptional level. This allows us to consider miRNA as a promising class of biological markers. 
In the work, a direct comparison of three RT-qPCR methodologies (s-Loop, u-Elong and 2-Tail) for miRNA analysis was performed. 
A synthetic miRNA-451 analog was used to determine the efficiency of miRNA molecule detection and analysis of the miRNA-29b, 
miRNA-375 and miRNA-451 profiles in OAW42 and HT29 cell lines was carried out. By the methods of 2-Tail and s-Loop, seven 
different miRNA were also analyzed in 13 clinical specimens. The results of the study show that in the 2-Tail and s-Loop approaches, 
RT-qPCR demonstrated high reproducibility in results of miRNA analysis, and a linear dependence of the mimic миРНК-451detection 
efficiency in the range of 107 to 103 molecules per reaction was registered. On a number of significant criteria, the two technologies 
turned out to be relatively equivalent, i.e. any of them can be used as a basis for the method of clinical diagnostics.

K e y w o r d s :  microRNA (miRNA); RT-qPCR; biomarkers; molecular diagnostics.
For correspondence: Malek A.V., PhD, Head of Oncoendocrinology Lab, N.N. Petrov Research Institute of Oncology, 197758 
Saint Petersburg, Russia; e-mail: anastasia@malek.com
For citation: Korobkina E.A., Knyazeva M.S., Kil Yu.V., Titov S.E., Malek A.V. Comparative analysis of RT-qPCR based meth-
odologies for microRNA detection. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2018; 
63 (11 ):  722-728. (in Russ.) DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-722-728

Для корреспонденции:  Малек Анастасия Валерьевна, канд. мед. наук, зав. лаб. онкоэндокринологии, НМИЦ онкологии им. Н.Н. Петрова; 
e-mail: anastasia@malek.com



723

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-722-728

Clinical molecular studies

Information about authors:
Malek A.V. https://orcid.org/0000-0001-5334-7292
Kil Yu.V. https://orcid.org/0000-0003-4603-5885
Titov S.E. https://orcid.org/0000-0001-9401-5737
Conflict of interest. The author declare the absence of conflict of interests.
Acknowledgment. This work was conducted in frame of the State Assignment from Russian Ministry of Health “Development 
of a test system for non-invasive early diagnostics and monitoring the efficiency of prostate cancer treatment” (ID 1129) with 
financial support of “Oncosystem” Ltd.

Received 01.08.2018
Accepted 04.10.2018

Введение. МикроРНК – класс молекул РНК, строение и 
биологические функции которых  описаны относительно не-
давно [1]. Это короткие одноцепочечные молекулы, которые 
регулируют экспрессию генов на посттранскрипционном 
уровне путём комплементарного взаимодействия с молеку-
лами информационной (матричной) РНК. Таким образом, в 
клетке регулирован синтез большинства белковых молекул, 
вовлечённых в разные аспекты клеточной биологии. К насто-
ящему времени у человека описано около трёх тысяч разных 
микроРНК. Профиль экспрессии микроРНК,  отражающий 
количественный уровень каждой из них, специфичен для кле-
ток разных тканей и характеризуется несколькими десятками 
(или сотнями) так называемых мажорных молекул. Многие 
патологические состояния сопровождаются характерными 
изменениями клеточного профиля микроРНК, что позволяет 
рассматривать эти молекулы как перспективный класс био-
логических маркёров. На основе  анализа микроРНК активно 
идёт разработка  новых методов диагностики разных заболе-
ваний. Очевидный прогресс достигнут в онкологии [2, 3], где 
такие диагностические системы находятся на стадиях раз-
работки, испытаний или их уже применяют в клинической 
практике для выявления  онкологических заболеваний, вклю-
чая рак предстательной железы [4], щитовидной железы [5], 
колоректальный рак [6]. 

Для количественного анализа микроРНК принципиально 
применимы те же методы, которые традиционно используют 
для анализа микроРНК; это технология микрочипов (micro-
arrays) [7], секвенирование, включая полногеномное секвени-
рование РНК (RNA-seq) [8] и метод обратной транскрипции 
(ОТ) с последующей полимеразной цепной реакцией –ПЦР 
(RT-qPCR) [9]. Существует ряд альтернативных методик ко-
личественной оценки микроРНК на основе реакции ампли-
фикации; однако пока они не нашли широкого применения 
[10-12]. В настоящее время метод ОТ-ПЦР является наибо-
лее часто используемым в силу  надёжности и относительно 
низкой стоимости. 

Несмотря на широкое распространение, практическое ис-
пользование метода ОТ-ПЦР, получение воспроизводимых 
результатов и их клиническая интерпретация не является 
тривиальной задачей. Результаты анализа микроРНК в боль-
шой мере  зависят от качества выделяемых из биологических 
образцов препаратов общей РНК [13]. Кроме того, при ра-
боте с микроРНК имеют значение такие аспекты, как нали-
чие незрелых форм [14] и небольшой размер зрелых моле-
кул [9]. Длина зрелой молекулы микроРНК сопоставима по 
размерам с длиной праймеров, пара которых должна иметь 
места посадки на протяжении определяемой  молекулы для 
инициации ПЦР. Поэтому перед проведением аналитической 
ПЦР необходимо удлинить молекулу микроРНК. Этот этап 
синтеза молекулы ДНК, которая должна иметь длину как 
минимум 50-60 оснований и часть которой комплементарна 
определяемой микроРНК, является  критичным аспектом ме-
тода анализа микроРНК с помощью ОТ-ПЦР. 

В 2005 г. предложен метод ОТ микроРНК с помощью прай-
мера, формирующего так называемую петлю (stem-loop primer) 
[15]. Такой подход позволял в результате реакции ОТ получить 

ДНК длиной 50–60 оснований; это обеспечивает возможность 
использовать такую молекулу в качестве матрицы для после-
дующей ПЦР (рис 1, а). В течение нескольких  лет этот метод  
оптимизирован  и  его широкое использование позволяет полу-
чать достоверные результаты [16]. Важной особенностью этого 
подхода является молекулярная специфичность проведения ре-
акции ОТ: для каждого типа детектируемых микроРНК синте-
зирован и использован соответствующий ОТ-праймер. Позднее 
предложены еще несколько методов синтеза кДНК, основной 
особенностью которых являлось неспецифическое удлинение 
всех присутствующих в образце молекул микроРНК. После-
дующую реакцию ОТ инициирует праймер, комплементарный 
добавленному участку. Такая реакция неспецифична и теорети-
чески позволяет получить пул разных кДНК, соответствующих 
набору микроРНК в исследуемом образце. Этот подход, с одной 
стороны, позволяет экономно использовать биологический ма-
териал для анализа большого числа молекул микроРНК. С дру-
гой стороны, чувствительность этого метода ниже, так как ре-
акция ОТ инициирована  с помощью универсального праймера 
равновероятно для всех молекул микроРНК; это, однако, может 
затруднять определение молекул с низкой мерой копирования. 
Методы удлинения микроРНК, которые предшествуют ОТ, мо-
гут быть разными: синтез поли-А [17] или поли-U [18] цепоч-
ки на 3’-конце микроРНК или ферментативное присоединение 
(лигирование) ДНК молекулы – адаптера [19] (рис. 1, б). 

Оригинальный метод удлинения и ОТ предложен груп-
пой чешских исследователей [20]. Этот метод предполагает 
использование для ОТ относительно длинного праймера, 
который формирует петлю в середине молекулы, а два его 
конца комплементарно связывают концы детектируемой ми-
кроРНК, располагаясь навстречу друг другу (рис. 1, с). Реак-
ция ОТ инициирует один из концов (3’-) праймера, при этом 
в процессе транскрипции происходит диссоциация второго 
конца (5’-) и синтез фрагмента кДНК, комплементарного пол-
норазмерной молекуле микроРНК. Таким образом, образует-
ся  молекула кДНК достаточной длины и оба конца её имеют 
участки, комплементарные детектируемой микроРНК; это 
позволяет использовать два микроРНК-специфичных прай-
мера для ПЦР. Влияние специфической структуры олигону-
клеотида – праймера ОТ на эффективность (специфичность 
и чувствительность) предложенного метода детектирования 
микроРНК детально обсуждено авторами в ранее опублико-
ванной работе [20].

Цель  исследования – определение наиболее приемлемого 
метода для использования в клинической практике. Для это-
го проведено прямое сравнение нескольких ОТ-ПЦР техно-
логий анализа микроРНК, схематически представленных на 
рис. 1 и обозначенных в тексте как s-Loop, u-Elong и 2-Tail. 

Материал и методы. Стабильные линии клеток колорек-
тального рака HT-29 [21] и рака яичников OAW-42 [22] куль-
тивировались в стандартных условиях (среда RPMI-1640 с 
L-глутамином и 10% эмбриональной сыворотки телят (БиоЛот, 
СПб) при 37°С и 5% СО2. Образцы цитологических препаратов, 
которые  содержат материал тонкоигольной, аспирационной би-
опсии узлов щитовидной железы, получены в ФГБУ «НМИЦ 
онкологии им. Н.Н. Петрова». Протокол исследования  утверж-
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дён Комитетом по этике при «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Пе-
трова» (№1/66 из протокола заседания №7 от 17.05.2018). Для 
выделения РНК из препаратов использовали наборы для вы-
деления на основе спин-колонок производства компании «Био-
Силика» (Новосибирск, Россия). РНК из биопсийного материа-
ла выделяли по ранее описанному протоколу [23]. 

Дизайн олигонуклеотидов для анализа трёх молекул ми-
кроРНК представлен в табл. 1. В системе stem-loop с целью 
оптимизации температуры отжига праймеров в ходе ПЦР  от-
дельные нуклеотиды в их составе  модифицированы (Locked 
Nucleic Acid, LNA). Дизайн олигонуклеотидов для методов 
u-Linker и 2-Tail  выполнен согласно рекомендациям авторов 
[19, 20]. Олигонуклеотиды, использованные в реакциях ОТ-
ПЦР-анализа трёх миРНК (миРНК-29b, миРНК-375 и миРНК-
451), были синтезированы АО «Вектор Бест» (Новосибирск, 
Россия), ООО «Праймтех» (Минск, Република Беларусь) и 
компанией «IDT» (Skokie, США). Синтетическая олигоРНК, 
имитирующая микроРНК-451, синтезирована компанией 
ООО «БИОСАН» (Новосибирск, Россия). Информация по 
остальным олигонуклеотидам может быть предоставлена по 
запросу. Анализ миРНК методом ОТ-ПЦР проводили с ис-
пользованием амплификатора Real-Time CFX96 производ-
ства компании Bio-Rad Laboratories (Hercules, США) на 96-
луночном планшете согласно трём протоколам: 

1. s-Loop. Реакционная смесь для ОТ содержала: 2 мкл 
раствора выделенной РНК, 16,2 мкл 40% раствора трегало-
зы, 3 мкл 10× буфера для ОТ (АО «Вектор-Бест»), 3 мкл 4 мМ 
раствора дезоксинуклеозидтрифосфатов, 3 мкл 10% раствора 
BSA, 100 е.а. M-MLV обратной транскриптазы (АО «Вектор-
Бест»), 1,5 мкл 10 мкМ раствора соответствующего праймера 

для ОТ. Реакцию проводили в течение 30 мин при 42◦С, по-
сле чего обратную транскриптазу инактивировали 2 мин при 
95◦С. 2 мкл смеси  использовали для ПЦР. Объём реакцион-
ной смеси для каждой реакции ПЦР составлял 30 мкл: 2 мкл 
полученной кДНК, 15 мкл H2O, 3 мкл 10× буфера для ПЦР 
(АО «Вектор-Бест»), 3 мкл 4 мМ раствора дезоксинуклеозид-
трифосфатов (ООО «Биосан»), 3 мкл 10% раствора BSA, 1 
е.а. Taq-полимеразы (АО «Вектор-Бест») в комплексе с моно-
клональными антителами к её активному центру (Clontech, 
США), 3 мкл раствора прямого и обратного праймеров (5 
мкМ) и зонда (2,5 мкМ). Протокол ПЦР: предварительный 
прогрев при 94ºС – 2 мин, 50 основных циклов: денатурация 
при 94º С – 10 с, отжиг и элонгация: 60ºС – 20 с.

2. u-Elong. Стадии лигирования линкера и реакцию ОТ 
проводили в полном соответствии с предложенной методи-
кой [19], включая использование рекомендованных фермен-
тов: T4 RNA Ligase 2, truncated K227Q (New England Biolabs) 
в лигазной реакции и PrimeScriptTM 1st strand cDNA Synthesis 
Kit (TaKaRa/Clontech) для проведения ОТ. ПЦР в реальном 
времени  с использованием стандартного набора БиоМастер 
HS-qPCR SYBR Blue (2×) (БиоМастер, Новосибирск) про-
вдили по следующему протоколу: за прогревом реакции при 
95°С в течение 6 мин следовали 45 циклов, состоящих из по-
второв по 10 с при 95°С и 35 с при 64°С. Стандартная реак-
ция (20 мкл) содержала 2 пмоль микроРНК-специфического 
и универсального Upm2A праймеров каждого и 2 мкл раство-
ра кДНК, полученной на первой стадии. 

3. 2-Tail. Все стадии ОТ-ПЦР в рамках этого метода выпол-
няли в соответствии с оригинальным протоколом [20] за исклю-
чением того, что объёмы всех реакций были увеличены до 20 

Рис. 1. Схема детекции молекул микроРНК тремя разными подходами проведения ОТ-ПЦР: методы s-Loop, 
u-Elong и 2-Tail (пояснения в тексте).
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мкл и в анализе использовали стандартные наборы российско-
го производства от компании БиоМастер: OT-M-MuLV-RH для 
проведения реакции ОТ и HS-qPCR SYBR Blue (2×) для про-
ведения ПЦР. Во всех анализах в ПЦР использовали десятую 
часть (2 мкл) кДНК, полученной в результате реакции ОТ. 

Результаты. Мы провели сравнение эффективности трёх 
разных подходов ОТ-ПЦР для количественной оценки семи 
вариантов микроРНК. Для определения динамического диапа-
зона регистрируемых концентраций микроРНК разными мето-
дами ОТ-ПЦР  использован аналог микроРНК-451 с известной 
концентрацией. Для анализа микроРНК в биологическом мате-
риале использованы образцы тотальной РНК, выделенной из 

клеток двух линий и 13 клинических образцов (тонкоигольной 
аспирационной биопсии узлов щитовидной железы). При про-
ведении ОТ-ПЦР методами u-Elong и 2-Tail детекцию сигнала 
проводили с помощью  красителя SYBR Green I. В методике 
s-Loop использовали флуоресцентный зонд с красителем HEX, 
что обеспечивало повышение специфичности метода. 

Динамический диапазон регистрации синтетической 
миРНК-451. На основе исходного препарата синтетической 
миРНК-451 с концентрацией 100 пкМ мы создали серию по-
следовательных десятикратных разведений таким образом, 
чтобы реакция ОТ-ПЦР стартовала в каждом случае в диа-
пазоне от 107 до 10 молекул микроРНК на реакцию. Согласно 
полученным результатам (рис. 2, а), линейную зависимость 
между концентрацией детектируемой микроРНК молекулы и 
данными ОТ-ПЦР наблюдали в случае использования систем 
s-Loop и 2-Tail в диапазоне концентраций 107–103 молекул на 
реакцию. При снижении концентрации детектируемой мо-
лекулы наблюдалась стабилизация значения Ct на 33–33,5 
(2-Tail) или 35–36 (s-Loop) циклах. Результаты, полученные 
методом универсальной элонгации (u-Elong), слабо зависели 
от концентрации детектируемой молекулы, что не позволяет 
расценивать этот метод как подходящий для количественно-
го анализа, по крайней мере в случае микроРНК-451.

Кроме того, кривые плавления (melting curve) при про-
ведении ПЦР, которые являются контролем специфичности 
проводимой реакции, в случае анализа микроРНК-451 ме-
тодом u-Elong показали  наличие побочных продуктов (рис. 
2, в) в виде дополнительных пиков. На кривой денатурации 
продукта ОТ-ПЦР по методике 2-Tail мы выявили  лишь один 
узкий пик с температурой плавления 76,5оС (см. рис. 2, б), 
что соответствует характеристикам ожидаемого продукта 
ПЦР (70 нуклеотидных пар с 46% GC-составом).

Анализ экспрессии разных микроРНК в культивируемых 
клеточных линиях. Для сравнения  эффективности трёх ме-
тодик в ряде параллельных экспериментов  проведена оценка 
концентрации трёх молекул (микроРНК-29b, микроРНК-375, 
микроРНК-451) в препаратах РНК, выделенных из куль-
тур клеток рака яичников (OAW42) и колоректального рака 
(HT29). Выбранные микроРНК (рис. 3) имеют лишь по одной 
биологически активной изоформе, но отличаются особенно-
стями биогенеза (для микроРНК-29b и микроРНК-375 био-
логически активной является форма 3p, a для микроРНК-451 
– 5p), а также гуанин-цитозиновым составом (микроРНК-29b 
и микроРНК-451 – 35-36% GC; микроРНК-375 – 55% GC). 
Перечисленные особенности могут оказывать  влияние на 
эффективность детекции методом ОТ-ПЦР. 

Все реакции ОТ-ПЦР для трёх микроРНК (микроРНК-
29b, микро РНК-375, микроРНК-451) тремя системами де-
тектирования  (s-Loop; u-Elong; 2-Tail) с использованием 
двух препаратов тотальной РНК (OAW42, HT29) проведены 
с тройными повторами. Результаты, представленные на рис. 
4 в виде значений Ct, отражают хорошую воспроизводи-
мость всех трёх методов: стандартные отклонения по трём 
измерениям не превышали 2,5% от среднего значения. При 
этом можно заметить, что эффективность детектирования  
микроРНК-375 с высоким содержанием GC изменяется в 
ряду тестируемых методов как s-Loop >> u-Elong >> 2-Tail. 
Для молекул с низким содержанием GC, микроРНК-29b и 
микроРНК-451, отметили обратную тенденцию. 

В ходе каждого эксперимента, кроме анализа пиков кри-
вой плавления конечных продуктов ПЦР, проводили реакцию 
ПЦР с реакционной смесью, не содержащей кДНК (безма-
тричный контроль; англ. NTC – No Template Control), с це-
лью оценки вероятности формирования в реакции ПЦР так 
называемых «праймерных димеров» в результате их взаимо-
действия друг с другом. Такой контроль часто давал позитив-
ный результат при использовании системы u-Elong, причём 
кривая флуоресценции в безматричной реакции пересекала 
пороговую линию (Ct) лишь на 1–3 цикла позднее, чем в ре-

Рис. 2. Результаты детектирования  синтетической микроРНК 
(микроРНК-451) тремя подходами проведения ОТ-ПЦР.
 а – динамический диапазон регистрируемых концентраций микроРНК; 
кривые плавления конечного продукта ПЦР, получаемого методами 
2-Tail (б) и u-Long (в).
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акции, содержащей кДНК. Это говорит о том, что структура 
праймеров в системе u-Elong допускает их комплементарное 
взаимодействие, которое может инициировать неспецифиче-
скую ПЦР и приводить к ложноположительным результатам. 
Образование праймерных димеров или иных неспецифиче-
ских продуктов в процессе проведения ПЦР подтверждается 
анализом кривой плавления, полученной в эксперименте с 
синтетическим аналогом микроРНК-451 (см. рис. 2, в).

В линии клеток колоректального рака HT29 удалось 
определить  микроРНК-29b методом s-Loop (Ct = 32,9), две 
другие методики оказались неэффективны. При этом резуль-
таты анализа двух других молекул были сопоставимы. Бо-

лее того, микроРНК-451, которую мы определяли методом 
s-Loop на более поздних циклах (т.е. менее эффективно), чем 
микроРНК-29b, можно было определить и методами u-Elong 
и 2-Tail. Согласно полученным результатам, эффективность 
определения зависит не только от метода, но и от особен-
ностей детектируемой молекулы микроРНК и структуры ис-
пользуемых праймеров.

Анализ экспрессии разных микроРНК в клинических об-
разцах. С учётом результатов, полученных методом элонга-
ции микроРНК и последующей неспецифической ОТ (от-
сутствие зависимости эффективности ПЦР от концентрации 
детектируемой микроРНК и высокий уровень сигнала в без-
матричной  контрольной пробе), мы отказались  от использо-
вания метода u-Elong как минимум в предложенном варианте 
исполнения. 

Детальное сопоставление эффективности методов s-Loop 
и 2-Tail было проведено с использованием 13 образцов РНК, 
выделенной из материала тонкоигольной биопсии узлов щи-
товидной железы. Анализ концентрации семи микроРНК  
проведён параллельно двумя методами; каждая реакция  про-
ведена в трёх повторах. В качестве примера репрезентатив-
ные результаты анализа трёх биологических образцов пред-
ставлены на рис. 5. Как и в предшествующих экспериментах, 
низкие значения стандартных отклонений выявили хорошую 
воспроизводимость результатов. При этом эффективность 
детекции разных молекул методами s-Loop и 2-Tail суще-
ственно различалась. Анализ результатов, полученных для 
отдельных микроРНК, показывает, что соотношение значе-
ний Ct повторяется в ряду разных биологических образцов. 
Для верификации этого наблюдения соотношение значений 
Ct(s-Loop) / Ct(2-Tail) мы  подсчитали для каждой тестируе-
мой микроРНК. Эти соотношения для разных молекул ми-
кроРНК  разные, но для каждой молекулы они сохранялись в 
ряду биологических образцов. В табл. 2 представлены усред-
нённые (для 13 образцов РНК) значения Ct(s-Loop) / Ct(2-
Tail) и соответствующие значения стандартных отклонений. 
Низкие значения стандартных отклонений подтверждают на-
ше предположение о том, что получаемые разными метода-
ми ОТ-ПЦР результаты анализа концентрации (экспрессии) 
микроРНК зависят от метода и от структуры детектируемой 
молекулы, т.е. результаты, полученные одним методом, могут 
быть не  воспроизведены другим. Но при этом соотношение 
данных, полученных методами s-Loop и 2-Tail, сохраняется 
постоянным при анализе разных биологических образцов. 

Обсуждение. В обозримом будущем методы анализа 
микроРНК в биопсийном материале войдут в клиническую 
практику. Наборы для предоперационной диагностики узло-
вых образований щитовидной железы, предлагаемые рядом 

Рис. 3. Структура незрелых микроРНК по данным сайта www.mirbase.org. Представлены последовательности микроРНК-29b, микроРНК-451a и 
микроРНК-375 с указанием процентного содержания GC-пар в их составе. Вертикальными барами отмечены биологически активные последователь-
ности зрелых микроРНК: 5p в случае микроРНК-451a и 3p в случае микроРНК-29b и микроРНК-375. 

Рис. 4. Результаты анализа микроРНК-29b, микроРНК-375 и 
микроРНК-451a  в образцах РНК, выделенных из клеточных 
культур. OAW42 – линия клеток рака яичников; HT29 – ли-
ния клеток колоректального рака.



727

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(11)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-11-722-728

Clinical molecular studies

зарубежных компаний, уже использую в клинике в качестве 
дополнения к стандартным диагностическим алгоритмам 
(«Rosetta GXReveal» / Rosetta Genomics; «ThyraМИРНК» 
/ Interpace diagnostics). Методы прогнозирования течения 
или ответа на гормональную терапию рака предстательной 
железы проходят клинические испытания (NCT02964351, 
NCT01220427, NCT02366494). Успех внедрения этих мето-
дов в клиническую практику зависит от двух факторов: диа-
гностической значимости изменений экспрессии микроРНК, 
выявленных в ходе научных исследований, во-первых, и 
доступности лабораторных технологий анализа микроРНК, 
во-вторых. Результаты нашего исследования подтверждают  
возможность использовать метод ОТ-ПЦР для анализа ми-
кроРНК в клинических образцах. Описанные методы имеют 
стоимость, сопоставимую со стоимостью рутинных ПЦР-
тестов, которые используют для определения  инфекций или 
генетических мутаций, и теоретически могут быть воспроиз-
ведены в  клинико-диагностической лаборатории.  

В рамках  исследования нам не удалось показать диагно-
стическую значимость технологии u-Elong, которая включает 
этап лигирования всех молекул микроРНК и не микроРНК - 
специфическую реакцию обратной транскрипции. Наши ре-
зультаты расходятся с данными, представленными авторами 
методики [19], что не ставит под сомнение их достоверность, 
но указывает на нетривиальность  задачи воспроизведения 
или внедрения в практику этой технологии. Следует учиты-
вать, что данная методика является оптимальной для прове-
дения «профайлинговых» исследований с целью поиска диа-
гностически значимых молекул микроРНК в рамках научных 
проектов, но не в клинической диагностике. Таким образом, 
воспроизведение методики u-Elong является скорее задачей 
для научных лабораторий. Кроме того, наборы для «про-
файлингового» анализа микроРНК на основе аналогичных 
технологий разработаны рядом биотехнологичеких компа-
ний («for research only») – микроРНКCURY LNA™ Universal 
RT microRNA PCR panels / Qiagen или TaqMan™ Advanced 

Рис. 5. Примеры детектирования семи разных микроРНК мето-
дами 2-Tail и s-Loop для трёх клинических образцов: 1, 8 и 12. 

Т а б л и ц а  1 
Последовательности олигонуклеотидов

ми
РН

К
-2

9b
-1

s-Loop

Loop primer RT gtcgtgtctgaggctcactgagacctttcgac
cctcgacacgacaa(c)ac(t)gat

PCR-forward cagcactagcaccatttgaa
PCR-reverse ctgaggctcactgagacct
Probe ttcgcaccctcgacagacaacactgat

u-Elong

Adaptor ggccgaactacgacctgcataaacgg
mQ-RT cccagttatggccgtttatgcaggt
PCR-forward-sp tagcaccatttgaaatcagtgtt
PCR-reverse Upm2A cccagttatggccgttta

2-Tail

RT tggtgctagcttgagtcctcgtagagttgc-
tacgagatatgataaaacact

PCR-forward tggtgctagcttgagtcc
PCR-reverse tagcgccatttgaaatcagtg

ми
РН

К
-3

75

s-Loop

Loop primer RT gtcgtgtcagaggctcactgagacctattcgc
acctcgacacgact(c)acg(c)ga

PCR-forward acagctttgttcgttcggc
PCR-reverse ctgaggctcactgagacct
Probe cgacacgactcacgcga

u-Elong

Adaptor ggccgaactacgacctgcataaacgg
mQ-RT cccagttatggccgtttatgcaggt
PCR-forward-sp ttgttcgttcggctcgc
PCR-reverse Upm2A cccagttatggccgttta

2-Tail

RT cgaacaactcaagctctccaggtacagttg-
gtacctgactccacgctcacgc

PCR-forward cgaacaaatcaagctctccag
PCR-reverse cggtttgttcgttcggctc

ми
РН

К
-4

51

s-Loop

Loop primer RT gtcgtgctgaggctcactgagacctattcgca
cctcgacacgacaa(c)t(c)agt

PCR-forward ccagcaaaccgttaccatt
PCR-reverse ctgaggctcactgagacct
Probe cgcacctcgacacgacaactcagta

u-Elong

Adaptor ggccgaactacgacctgcataaacgg
mQ-RT cccagttatggccgtttatgcaggt
PCR-forward-sp aaaccgttaccattactgagtt
PCR-reverse Upm2A cccagttatggccgttta

2-Tail

RT aacggtttcgacgaatactgctagagt-
tgctagcagagcccttaaaactca

PCR-forward caacggtttcgacgaatac
PCR-reverse ggaaaccgttaccattactg

П р и м е ч а н и е . Нуклеотиды в скобках в составе Loop primer 
RT (s-Loop) имеют структуру LNA (locked nucleic acid)
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миРНКNA Human Cards / ThermoFischer Scientific. Использо-
вание этих  наборов может обеспечить получение достовер-
ных результатов в рамках исследовательской работы. 

Сравнение двух других методов анализа специфических 
молекул микроРНК (s-Loop и 2-Tail) показало сопоставимые 
результаты. Особое внимание привлекает факт высокой вос-
производимости результатов, которые получены каждым из 
этих методов. В относительно широком диапазоне концен-
траций миРНК-451 (107-103 молекул на реакцию) оба метода 
выявили хорошую линейную зависимость. Сопоставимой 
оказывается и стоимость исследований, проведенных метода-
ми s-Loop и 2-Tail. Так, по ряду значимых критериев две тех-
нологии оказались относительно равноценны, т.е. любую из 
них можно использовать в качестве основы для метода клини-
ческой диагностики. Особого внимания требует факт система-
тического (воспроизводимого) расхождения результатов, по-
лученных двумя технологиями, для ряда молекул микроРНК. 
Можно предполагать, что особенности конкретной микроРНК 
(нуклеотидная последовательность, GC-состав, вторичная 
структура) определяют эффективность определения  этой 
микроРНК тем или иным методом. Понимание наблюдаемого 
феномена требует дополнительных исследований. Результаты 
представленной работы позволяют лишь сделать вывод о том, 
что использование разных технологий потребует особой осто-
рожности в ходе клинического применения  результатов.

Заключение Методы 2-Tail и s-Loop, применённые нами 
как для  анализа эффективности определения  разных кон-
центраций синтетической  микроРНК-451, так и для опреде-
ления профилей семи микроРНК для культивируемых линий 
и клинических образцов щитовидной железы, в целом пока-
зали высокий уровень соответствия результатов, что говорит 
о возможности их применения в клинической диагностике. 

Финансирование. Исследование проведено в рамках те-
мы государственного задания Минздрава России «Разработ-
ка тест-системы для малоинвазивной ранней диагностики и 
мониторинга эффективности лечения рака предстательной 
железы» (ID 1129) при финансовой поддержке ООО «Онко-
система».
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Т а б л и ц а  2 
Соотношение результатов ОТ-ПЦР, полученных методами 

2-Tail и s-Loop

миРНК
Средние значения со-

отношения результатов 
2-Tail / s-Loop

Стандартное от-
клонение

миРНК-30 0,77 0,04
миРНК-21 0,89 0,04
миРНК-1246 0,25 0,03
миРНК-146b 0,65 0,08
миРНК-451 0,84 0,14
миРНК-375 1,08 0,18
миРНК-29b-1 0,95 0,12



НЕКРОЛОГ

Памяти  Василия Ивановича Нигуляну

Молдавская ассоциация врачей и специалистов по 
лабораторной медицине с глубоким прискорбием сооб-
щает, что 10 августа 2018 г. на 78-м году жизни скон-
чался выдающийся учёный, заслуженный деятель науки 
Республики Молдова, доктор медицинских наук, про-
фессор, лауреат Государственной премии Молдовы в об-
ласти науки и техники Василий Иванович Нигуляну. 

В.И. Нигуляну  родился 8 августа  1940 г. в селе Ру-
сяны Единецкого района Молдавской ССР. Детство его  
было омрачено гибелью  отца на полях сражений Ве-
ликой Отечественной войны, -- в похоронке, получен-
ной с фронта, было написано: «рядовой Иван Нигуляну 
пал смертью храбрых в сражениях за  освобождение 
Cоветской Родины». В 1947 г. Василий пошёл в школу. 
Благодаря своей матери, он получил хорошее образова-
ние: семилетняя школа в родном селе,  Бельцское ме-
дучилище, а в 1957 г. -- лечебный факультет Кишинев-
ского государственного медицинского института (ныне 
Государственный университет медицины и фармации 
им. Николая Тестемицану), который окончил с отличи-
ем в 1963 г. Что касается преподавателей, то можно ска-
зать, что ему повезло. Он застал многих преподавателей 
Первого Ленинградского медицинского института, кото-
рый считают одним  из ведущих медицинских вузов не 
только в СССР, но и в Европе. Эвакуированный в годы 
Великой Отечественной войны в Кисловодск,  в 1945 г. 
вуз был переведён в Кишинев в полном составе. Пре-
подаватели вуза --  это элита медицинских вузов того 
времени. Это были необыкновенные, особенные, интел-
лигентные люди, чьи имена знал весь Советский Союз и 
многих из которых всё ещё помнят. Среди них профес-

сор физиолог А.А. Зубков, патологоанатом Ф.Е. Агей-
ченко, невропатолог Б.И. Шарапов -- ученик известного 
в мире физиолога  И.П. Павлова, анатом академик В.В. 
Куприянов и многие другие.

После окончания  института в 1963 г. В.И. Нигуля-
ну поступил в аспирантуру на кафедре патофизиологии, 
которой руководил крупный ученый – патофизиолог 
ленинградской школы, профессор Андрей Андреевич 
Зорькин. В 1967 г. Василий Иванович Нигуляну под ру-
ководством А. А. Зорькина успешно защитил кандидат-
скую диссертацию, в 1984 г. -- докторскую диссертацию 
по специальности «патофизиология». 

В 1986 г. В.И .Нигуляну избран на должность заве-
дующего кафедрой клинической лабораторной диагно-
стики. В 1988 г. получил учёное звание профессора и 
в 1995 г. -- звание заслуженного деятеля науки Молдо-
вы. За разработку фундаментальных основ патогенеза 
травматического шока и внедрение методов гомеоста-
тической коррекции в клинику в 1989 г. В. И. Нигуля-
ну присуждена Государственная премия Молдовы в об-
ласти науки и техники. За время руководства кафедрой 
проведена большая работа по усовершенствованию 
лабораторной службы в республике, внедрению новых 
методов исследования. Итогом большой, многогранной 
работы явились публикации более 150 научных работ, 
четырёх монографий, подготовка четырёх кандидатов 
наук. Высокая работоспособность, широкая эрудиция, 
принципиальность, доброжелательность, организатор-
ский талант позволили В.И. Нигуляну быть председа-
телем Молдавской ассоциации врачей и специалистов  
клинической лабораторной диагностики, председателем 
центральной методической комиссии института, членом 
редакционного cовета журнала «Клиническая лабора-
торная диагностика».

За успешную плодотворную научную и педагогиче-
скую деятельность он был награждён  орденом «Трудо-
вая слава», медалями, имел благодарности Министер-
ства здравоохранения Республики Молдова.

Светлая память о В.И. Нигуляну, эрудированном, 
энергичном, трудолюбивом человеке, выдающемся учё-
ном, педагоге навсегда останется в сердцах коллег и уче-
ников, всех тех, кто его знал.

Молдавская ассоциация  врачей и специалистов  ла-
бораторной медицины

Председатель Молдавской ассоциации,
доктор мед. наук,  профессор        А.М. Вишневский

Председатель
специализированной комиссии 
лабораторной медицины Минздрава 
Республики Молдова,
доктор мед.  наук, профессор                В.С.  Гудумак
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