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Титов В.Н.1, Ариповский А. В.2, Дмитриев Л.Ф.1,  Медведев О.С.3

СТАНОВЛЕНИЕ В ФИЛОГЕНЕЗЕ ТРЁХ ПУЛОВ КЛЕТОК С ВЫРАЖЕННО РАЗНЫМ 
ПОГЛОЩЕНИЕМ И МЕТАБОЛИЗМОМ ЖИРНЫХ КИСЛОТ. ИНСУЛИН И 
СРЕДНЕЦЕПОЧЕЧНЫЕ ЖИРНЫЕ КИСЛОТЫ

1Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии Минздрава РФ, 121552, Москва, Россия; 
2ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Госсанэпиднадзора РФ, 
142279, Оболенск Московской области; 
3Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, 119991, Москва

Соматические клетки на ранних ступенях филогенеза реализовали метаболизм длинноцепочечных жирных кислот (ЖК), 
в первую очередь пальмитиновой насыщенной ЖК. Она доминировала в построении бислойной мембраны клеток и как 
субстрат для окисления в митохондриях при  наработке энергии. Позднее полиеновые ЖК включились в построение 
клеточной мембраны, мембран внутриклеточных органелл и стали субстратом для синтеза  биологически активных 
эйкозаноидов. На более поздних ступенях филогенеза активированы метаболизм среднецепочечных ЖК и образование 
кетоновых тел как субстрата, который доступен для окисления митохондриями  формируемых клеток нервной ткани 
при отсутствии глюкозы. На поздних ступенях  филогенеза инсулин инициировал: а) превращение плотоядных предков  
вида Homo sapiens в океане в травоядный вид при жизни на суше; б)  становление биологической функции локомоции и в) 
доминирование олеинового варианта метаболизма длинноцепочечных ЖК с более высокими кинетическими параметра-
ми окисления. Метаболиты среднецепочечных ЖК стали гуморальными медиаторами метаболизма ЖК и формирования 
механизмов обратной связи в биологической функции трофологии и когнитивной биологической функции. Формирование 
при действии инсулина  олеинового варианта метаболизма  ЖК привело к совершенствованию обеспечения клеток энер-
гией и высоким кинетическим  параметрам многих видов травоядных  млекопитающих, в том числе и Homo sapiеns. 
Вид Homo sapiens не был всеядным (Omnivores); регуляторное действие инсулина при жизни на суше превратило его в 
травоядный вид (Herbivore), но с плотоядным (Сarnivore; рыбоядным) прошлым. Семь метаболических пандемий (ате-
росклероз и атероматоз; метаболическая артериальная гипертония;  метаболический синдром; синдром резистентно-
сти к инсулину; ожирение;  неалкогольная жировая болезнь печени и эндогенная гиперурикемия)  являются нарушениями 
только функциональными и могут быть в большинстве случаев устранены. С позиций филогенетической теории общей 
патологии атеросклероз и атероматоз артерий большого будущего не имеют. Как только большинство особей вида 
Homo sapiens осознают, что в филогенезе они сформировались как травоядные и перестанут поедать  избыточное 
количество мясной пищи, экзогенной пальмитиновой НЖК, частота заболевания в популяции начнёт снижаться. Паци-
енты все-таки обязаны  оправдывать бинарное, биологическое наименование вида – Человек разумный. Профилактику  и 
остальных метаболических пандемий, болезней цивилизации, можно  обсуждать. Требуется  время,  понимание  врачами 
того, что происходит, усердие и желание пациентов быть здоровыми.  

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  метаболические пандемии; жирные кислоты; глюкоза; кетоновые тела; атеросклероз.  
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лов клеток с выраженно разным поглощением и метаболизмом жирных кислот. Инсулин и среднецепочечные жирные 
кислоты. Клиническая лабораторная диагностика. 2018;  63(12):  732-740. DOI: http: //dx.doi.org/10.18821/0869-2084-
2018-63-12-732-740
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Somatic cells at the early stages of phylogenesis realized the metabolism of long-chain fatty acids (FA), primarily palmitic 
saturated FA. It dominated the construction of a bilayer cell membrane and as a substrate for oxidation in mitochondria during 
energy production. Later, polyene FAs became involved in the construction of the cell membrane, the membranes of intracellular 
organelles, and became the substrate for the synthesis of biologically active eicosanoids. At later stages of phylogenesis, the 
metabolism of medium-chain FAs is activated and the formation of ketone bodies as a substrate, which is available for oxidation by 
the mitochondria of the formed cells of the nervous tissue in the absence of first substrate glucose. In the later stages of phylogenesis, 
insulin initiated: a) the transformation of carnivorous ancestors of the species Homo sapiens in the ocean into a herbivorous species 
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while living on land; b) the formation of the new biological function of locomotion and c) the dominance of the oleic variant of 
the metabolism of long-chain fatty acids with higher kinetic parameters of mitochondria oxidation. Metabolites of medium chain 
FA have become humoral mediators of metabolism and the formation of feedback mechanisms in the function of trophology and 
cognitive biological function. The formation of an oleic variant of the metabolism of fatty acids under the action of insulin led to 
the improvement of the energy supply of cells and the high kinetic parameters of many species of herbivorous mammals, including 
Homo sapiens. The species Homo sapiens was not omnivorous (Omnivores); the insulin’s regulatory action during life on land has 
turned it into a herbivorous species (Herbivore), but with a carnivorous (Carnivore) (fish-eating) past. Seven metabolic pandemics 
(1. atherosclerosis and atheromatosis; 2. metabolic arterial hypertension; 3. metabolic syndrome; 4. insulin resistance syndrome; 
5. obesity; 6. nonalcoholic fatty liver disease and 7. endogenous hyperuricemia) are only functional disorders and can be, in most 
cases, eliminated. From the standpoint of the phylogenetic theory of general pathology, atherosclerosis and atheromatosis of the 
arteries have no great future. As soon, as the majority of individuals of the Homo sapiens species realize that in phylogenesis they 
have formed as herbivores and stop eating excessive amounts of meat food, exogenous palmitic FA, the incidence in the population 
will begin to decrease. Patients are still obliged to justify the binary, biological name of the species - reasonable man. Prevention 
and other metabolic pandemics, diseases of civilization, can be discussed. It takes time, an understanding of what happens by the 
doctors, diligence and the desire of patients to be healthy.

K e y w o r d s :  metabolic pandemics; fatty acids; glucose; ketone bodies; atherosclerosis.
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Согласно предложенной нами филогенетической тео-
рии общей патологии [1], на ступенях филогенеза далеко 
не одновременно, с интервалом в миллионы  лет, возмож-
но в иной последовательности, произошло  становление 
in vivo биологических функций. Мир, в котором мы жи-
вем, выраженно семеричен: семь цветов радуги, семь нот 
в музыке, семь дней в неделе, такова же длительность со-
творения мира (6 дней + выходной), семь-Я – структурная 
единица социального общества вида Homo sapiens. Био-
логических функций мы насчитали тоже семь: 

 биологическая  функция трофологии (питания); 
 биологическая функция гомеостаза; 
 биологическая функция эндоэкологии («чистота» 

межклеточной среды);
 биологическая функция адаптации; 
 биологическая функция продолжения вида (размно-

жения); 
 биологическая функция локомоции  и 
 когнитивная биологическая функция. Проявлением  

когнитивной функции   в апогее её является интеллект. 
Принципу семеричности соответствует и число мета-

болических пандемий, болезней «цивилизации», основу 
патогенеза которых составляет  нарушение в первую 
очередь метаболизма  жирных кислот (ЖК).  Функцио-
нальные нарушения  включают:

 атеросклероз и атероматоз;
 метаболическую артериальную гипертонию;
 метаболический синдром; 
 синдром резистентности к инсулину;
 ожирение;
 неалкогольную жировую болезнь печени и 
 эндогенную гиперурикемию.        
Если мы говорим о липидах, ими являются все ЖК 

и соединения, в состав которых ЖК входят [2]. ЖК в 
отличие от химиков мы подразделяем не на три, а на 
четыре группы: а) насыщенные ЖК (НЖК) двойных 
связей – ДС (С=С)  не содержат; б) мононенасыщенные 
ЖК (МЖК) с одной ДС; в) ненасыщенные ЖК (ННЖК) 

с двумя – тремя ДС и г) полиеновые ЖК (ПНЖК) с че-
тырьмя – шестью ДС. Биохимические реакции липидов 
позволяют формировать процессы метаболизма; физико-
химические свойства липидов с ранних ступеней фило-
генеза предопределили  биохимические их превращения 
при формировании как бислойных клеточных, плазма-
тических мембран in vivo, мембран митохондрий, так 
и монослойных мембран. Это мембрана ядра, лизосом, 
пероксисом, стенок канальцев эндоплазматического ре-
тикулума и монослойные мембраны «капель липидов». 

В биологической функции трофологии (питания) 
различие биологических реакций экзо- и эндотрофии 
(внешнее и внутреннее питание) сформировано на ран-
них ступенях филогенеза, на аутокринном, клеточном 
уровне, первом уровне относительного «биологического 
совершенства». Большинство живущих на земле видов 
животных –- экзотрофы; все субстраты, которые необхо-
димы для реализации процессов жизнеобеспечения, они 
поглощают извне, из окружающей среды. Полными ав-
тотрофами, которые обеспечивают себя субстратами для 
формирования структур и потребностей клеток в энер-
гии, являются только  клетки растений. В биологической 
функции трофологии (функции питания) две биологи-
ческие реакции экзо- и эндотрофии – два разных этапа 
биохимических превращений экзогенных субстратов, 
метаболизма ЖК и липидов, протеинов и углеводов [3].

Биологическая функция трофологии, биологические 
реакции экзо- и эндотрофии. В биологической функции 
трофологии  первой реализована биологическая реакция 
экзотрофии, процесс пищеварения и метаболизм ЖК, 
усвоение экзогенных субстратов. Это деполимеризация 
(окисление) макромолекул пищи,  липолиз неполярных 
молекул, гидролиз надмолекулярных комплексов при 
переносе полярных и неполярных  липидов в межкле-
точной среде и при транспорте неполярных (поляр-
ных) липидов через плазматическую мембрану клеток. 
При переносе все ЖК и липиды в гидрофильной сре-
де, физико-химически связывают липидпереносящие, 
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специфичные протеины: альбумин  и  семейство аполи-
попротеинов (апо). 

Апо – семейство ранних, стационарных (апоА-I) на 
ступенях филогенеза функциональных протеинов и бо-
лее поздних (апоС-48 и апоС-100) со специфичной пер-
вичной, вторичной структурой и конформационными 
изменениями третичной структуры [4]. АпоА связыва-
ют только полярные липиды; апоВ –  неполярные ли-
пиды. В гидрофильной среде апо за счёт формирования 
β-складчатой структуры принимает дискообразную фор-
му; одна сторона «диска» становится гидрофильной, дру-
гая – гидрофобной. На гидрофобной стороне ὰ-спирали 
связывают липиды, преимущественно неполярные три-
глицериды (ТГ). На гидрофильной стороне диска форми-
руется домен-лиганд; связывая его рецепторами на плаз-
матической мембране, клетки активно поглощают ЖК  в 
основном в  форме неполярных липидов. Среди липидов 
доминируют: а)  эфиры ЖК с трёхатомным спиртом гли-
церином – ТГ и б) эфиры ЖК с одноатомным спиртом 
холестерином (ХС): ЖК, этерифицированные ХС, мо-
но- и полиеновые эфиры ХС (моно- и поли-ЭХС). Функ-
ционально все липопротеины (ЛП), липидпереносящие 
молекулы являются в принципе бислойной структурой 
белок:липид. В процессе переноса ЖК и липиды in vivo 
в гидрофильной межклеточной среде в составе ЛП под-
вержены биохимическим  превращениям [5].

Клетки поглощают ЖК и липиды путём пассивного, 
активированного и  активного (рецепторного) эндоцито-
за в форме неполярных ТГ – эфиров трёх ЖК со спир-
том глицерином и с одноатомным спиртом ХС в форме 
моно-ЭХС, поли-ЭХС. После переноса клетки  депо-
нируют ЖК в гидрофильной среде цитоплазмы в фор-
ме главным образом капель липидов. Состоят они  из  
гидрофобных ТГ и отделены от цитоплазмы монослой-
ной мембраной из фосфатидилхолина. Депонирование 
длинноцепочечных ЖК в функционально специализи-
рованных клетках рыхлой соединительной ткани (РСТ)  
происходит также во время реализации биологической 
реакции экзотрофии. На всём протяжении постпранди-
альной гиперлипопротеинемии (ГЛП), в биологической 
реакции экзотрофии все потребности  клеток в энергии 
обеспечивает метаболизм только экзогенных ЖК в фор-
ме неэтерифицированных ЖК (НЭЖК); в кровотоке их 
связывает липидпереносящий белок альбумин.  В био-
логической же реакции эндотрофии клетки в митохон-
дриях окисляют только эндогенно запасённые ЖК. 

Согласно особенностям структуры альбумин функ-
ционально предназначен для переноса С16–С18 длин-
ноцепочечных ЖК в двух гидрофобных каналах.  Аль-
бумин не может переносить более длинные С20–С22 
ПНЖК в силу их  специфичной конформации, простран-
ственной, стерической формы молекулы, при наличии 
четырёх – шести ДС в цепи атомов углерода. Альбу-
мин менее специфичными, лишь гидрофобными взаи-
модействиями может связывать ещё несколько НЭЖК. 
Основная масса  ЖК в форме неполярных ТГ in vivo де-
понирована в клетках; лишь малая доля ТГ циркулирует 
в межклеточной среде. Альбумин переносит только по-
лярные НЭЖК; неполярные же ТГ апо структурируют в 
ЛП. Большинство НЭЖК, которые альбумин переносит 
в крови в процессе реализации биологической реакции 
экзотрофии, являются экзогенными. При реализации 
биологической реакции экзотрофии: 

а) большая часть экзогенных ЖК в форме неполяр-
ных липидов  депонирована in vivo в двух функциональ-

но разных депо: висцеральных жировых клетках (ВЖК) 
сальника и  инсулинзависимых подкожных адипоцитах 
(ИПА) [6]; 

б) меньшая часть экзогенных НЭЖК, которые в 
межклеточной среде переносит альбумин, покрыва-
ет потребности клеток в энергии путём окисления их 
в митохондриях. Важно понять, что потребности всех 
клеток в энергии в реализации биологической реакции 
экзотрофии покрыты за счёт окисления только экзоген-
ных ЖК. На ступенях филогенеза в реакции экзотрофии 
у всех (от бактерий до млекопитающих) реализованы  
три варианта пищеварения: наиболее раннее – внекле-
точное пищеварение; более позднее – внутриклеточное 
и специфичный процесс мембранного, органного пи-
щеварения [7]. Эти варианты в биологической реакции 
экзотрофии реализованы у всех видов животных, в том 
числе и у Homo sapiens. 

Биологическая же реакция эндотрофии, внутреннего 
питания активна in vivo более длительно, в течение все-
го времени, кроме периода поедания пищи и постпран-
диальной ГЛП. В это время происходит усвоение пищи: 
липолиз, всасывание, перенос в среде и депонирование 
ЖК в  ВЖК сальника и ИПА. В реализации биологи-
ческой реакции эндотрофии все потребности in vivo в 
энергии покрывает окисление в митохондриях тех ЖК, 
которые депонированы ранее, в биологической реакции 
экзотрофии. Активна биологическая реакция эндотро-
фиии в условиях длительного голодания, а также в пе-
риод гибернации (зимней спячки) животных.

Ранний в филогенезе пул ВЖК предназначен для обе-
спечения всех клеток энергией при реализации шести 
(из семи) биологических функций. И только обеспече-
ние  энергией биологической функции локомоции осу-
ществляют ИПА. В формировании ИПА и реализации 
специфичной функции регуляторное действие осущест-
вляет инсулин. На ступенях филогенеза пул ВЖК сфор-
мировался до начала становления in vivo регуляторной 
функции инсулина; ВЖК на плазматической мембране 
активных рецепторов к инсулину не имеют.  

Перенос, поглощение соматическими клетками ЖК 
в форме НЭЖК в биологических реакциях  экзо- и эндо-
трофии.  Инсулин инициировал формирование биоло-
гической функции локомоции и систему поперечнопо-
лосатых, скелетных миоцитов, движение животных с 
высокими кинетическими параметрами [8]. В свою оче-
редь биологическая функция локомоции оказала влия-
ние  на  совершенствование иных функций in vivo. Био-
логическая роль инсулина состоит в том, что при жизни 
животных  в океане, когда синтеза инсулина не было:

а) все потребности организма в энергии обеспечи-
вал пальмитиновый вариант метаболизма ЖК; С16:0 
ЖК клетки окисляли в матриксе митохондрий, в  цикле 
Кребса и физико-химической дыхательной цепи,  по-
крывая все потребности в энергии. НЖК в цепи атомов 
углерода ДС не содержит;

б) при жизни на суше инсулин экспрессировал био-
химические реакции, которые обеспечили превращение 
всей синтезированной клетками  in situ de novo  пальми-
тиновой НЖК в  ω-9 С18:1 цис-олеиновую МЖК;

в) биологическое предназначение инсулина – превра-
щение плотоядных (рыбоядных) видов (Carnivore) при  
жизни в океане в травоядные  виды (Herbivore) при жизни 
на суше. Homo sapiens – не всеяден (Omnivore); биология 
таких видов не создала, это nonsence. Человек разумный 
в филогенезе  травояден, но с плотоядным (рыбоядным) 
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прошлым;  мясоедом человек  никогда не был.  При злоу-
потреблении  пациентами мясной  пищей, говядиной и 
жирными молочными продуктами с высоким  содержа-
нием пальмитиновой НЖК содержание её  в гепатоцитах, 
ВЖК и ИПА выраженно увеличивается и формируется 
пальмитиновый вариант метаболизма ЖК. 

Инсулин физиологично превращает в олеиновую 
МЖК только эндогенно синтезированную пальмитино-
вую НЖК, но не экзогенную пальмитиновую НЖК пищи. 
У пациентов  при избыточном поедании мясной и жирной 
молочной пищи можно наблюдать: а) пальмитиновый ва-
риант метаболизма ЖК и б) афизиологичное формирова-
ние гепатоцитами пальмитиновых липопротеинов очень 
низкой плотности (ЛПОНП). Химически неактивная 
пальмитиновая  НЖК активирует in vivo биологическую 
функцию эндоэкологии, биологическую реакцию воспа-
ления, экспрессию синтеза С-реактивного белка и факто-
ра некроза опухоли-ὰ (ФНОὰ) [9]. Такая пища является 
причиной повышения содержания в плазме крови ТГ, хо-
лестерина в составе ЛПНП (ХС-ЛПНП) и формирования 
выраженной ГЛП преимущественно      IIб типа с развити-
ем атеросклероза и атероматоза коронарных артерий.  Мы 
полагаем, на ступенях филогенеза последовательно прои-
зошло формирование трёх пулов функционально разных 
клеток, перенос, депонирование и потребление которыми 
ЖК имеет существенные различия.

Пул соматических клеток (производных архей) и ме-
таболизм ЖК. Наиболее ранним на ступенях филогене-
за пулом клеток, которые сформировались в глубинах 
океана, при высокой температуре, в темноте  являются 
потомки наиболее ранних одноклеточных, анаэробных 
архей; все они были гетеротрофами. Все что необходи-
мо, они поглощали извне: из внешней среды и из меж-
клеточной среды in vivo. Соматические клетки активно 
депонируют ЖК в каплях липидов цитоплазмы в фор-
ме неполярных ТГ. Археи – прародители соматических 
клеток и у вида Homo sapiens. Эти клетки  окисляли 
(окисляют) в митохондриях ацетил-КоА, который обра-
зован при метаболизме экзогенных, длинноцепочечных 
С16–С18 ЖК. Соматические клетки поглощают ЖК в 
форме ТГ в составе главным образом пальмитиновых 
липопротеинов низкой плотности (ЛПНП) путём  актив-
ного апоВ-100 эндоцитоза. Метаболизм ЖК в клетках 
регулирован на клеточном, аутокринном уровне, на пер-
вом уровне относительного биологического совершен-
ства. Каждая клетка запасает ЖК для себя, используя их 
в первую очередь как субстрат для наработки энергии 
(макроэргического АТФ) и построения структур.

ЖК, которые запасают соматические клетки в ка-
плях липидов,  являются преимущественно две: длин-
ноцепочечная пальмитиновая НЖК и олеиновая МЖК. 
Среди ЖК, запасание и метаболизм которых активно 
реализуют  соматические клетки, преобладают длинно-
цепочечные С16 НЖК, С18 МЖК и  С20–С22 ПНЖК с  
четырьмя – шестью ДС [10]. Наиболее рано на ступе-
нях филогенеза in vivo предшественники соматических 
клеток начали метаболизм длинноцепочечных НЖК, 
МЖК и ПНЖК. Гетеротрофы, анаэробы археи имели в 
цитоплазме  митохондрии; органеллы имеют отдельный 
от архей геном и бислойную мембрану: она затрудняет 
поглощение митохондриями пальмитиновой НЖК. Бу-
дучи анаэробами, митохондрии в цикле трикарбоновых 
кислот (цикле Кребса) и в физико-химических реакциях 
дыхательной цепи активно окисляли ЖК, нарабатывая 
оптимальные количества макроэргического АТФ.  

В филогенезе ни одна из клеток так и не отработала 
способ запасания энергии, хотя бы в форме АТФ. Сома-
тические клетки вынуждены депонировать субстраты для 
наработки энергии в форме гидрофобных ТГ в каплях ли-
пидов  в цитоплазме. Нарабатывать же АТФ клеткам при-
ходится extempore (Cito!), в момент, когда  потребность  в 
энергии возрастает и порой существенно.  И какие из кле-
ток (одноклеточных) нарабатывают в митохондриях АТФ 
с более высокой константой скорости реакции более эф-
фективно, те и доминируют на ступенях филогенеза. Про-
исходит это и в паракринно регулируемых  сообществах  
(ПС) функционально разных клеток, структурных  и функ-
циональных единиц каждого из органов in vivo на втором 
уровне относительного биологического совершенства.

Поглощение соматическими клетками in vivo  ЖК в 
форме ТГ в составе ЛП, в биологической функции тро-
фологии, в биологической реакции экзотрофии;  депо-
нирование их в каплях липидов и освобождение ЖК 
после липолиза ТГ  является сложным, многоэтапным 
процессом. В реакциях поглощение→ депонирование→ 
освобождение задействованы многие ферментные си-
стемы. Это дало авторам основание сравнивать  синтез 
биологически активных метаболитов в ВЖК и ИПА ед-
ва ли не с функцией эндокринных желез.  

Липолиз активно происходит  в небольших липидных 
каплях с большой поверхностью монослойной мембра-
ны; в крупных каплях, особенно если капля занимает всю 
клетку, гидролиз ТГ практически не происходит. В таких 
жировых клетках формируется  афизиологичный процесс 
– стресс эндоплазматического ретикулума. Такие  жиро-
вые клетки погибают по типу  апоптоза и их утилизируют 
in situ оседлые макрофаги, реализуя биологическую реак-
цию воспаления, биологическую функцию эндоэкологии. 
Освобождение из жировых клеток  олеиновой МЖК про-
исходит с более высокой константой скорости реакции, 
по сравнению  с таковым у пальмитиновой НЖК. 

Когда соматические клетки начали синтез пальмити-
новой НЖК in situ de novo из активированного ацетил-
КоА, они использовали раннюю на ступенях филогенеза, 
специфичную синтетазу ЖК. Мультиферментный ком-
плекс реализует синтез по принципу: один субстрат С2 
ацетил-КоА→ один продукт С16:0 пальмитиновая НЖК. 
Освобождение  в синтезе среднецепочечных С8–С14 ЖК 
не происходит. Можно полагать, что на ранних ступенях 
филогенеза у соматических клеток  при  доминировании 
длинноцепочечных ЖК потребности в  ЖК со средней 
длиной цепи не было, как, вероятно, и потребности в  
короткоцепочечных С4–С6 ЖК [11]. В глубинах океана 
единственным субстратом для наработки клетками энер-
гии  были  ЖК; в темноте синтез глюкозы ещё не начат. 

Пул клеток нервной системы – производных от фо-
тосинтезирующих автотрофов: глюкоза, кетоновые 
тела и среднецепочечные ЖК. Через миллион лет, когда  
сформированный в глубинах океана «первичный бульон» 
из органических молекул достиг освещаемых солнцем 
участков на поверхности океана, более поздние на ступе-
нях филогенеза клетки поверхностных вод сформировали 
иной пул бактерий автотрофов. В отличие от архей бакте-
рии автотрофы, используя воду, углекислый газ и кванты 
энергии солнца отработали физико-химические реакции 
фотосинтеза и стали синтезировать глюкозу, используя её 
как субстрат для наработки энергии. Длительное время 
автотрофы синтезировали макроэргический АТФ в реак-
циях брожения. В процессе фотосинтеза глюкозы авто-
трофы одновременно выделяли  атомарный О

2.
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одноклеточные организмы – растения, пластиды с подо-
бием хлорофилла – осуществили фотосинтез  глюкозы 
и О2 из Н2О + СО2 + фотоны солнечного свете. Сомати-
ческие же клетки с  самых начальных ступеней филоге-
неза (филогенез – единый анамнез всего живого на пла-
нете Земля) пребывали в насыщенной органическими 
молекулами глубоководной среде океана при высоком 
содержании длинноцепочечных ЖК, преимущественно 
ПНЖК. Только из них в составе полярных липидов (гли-
церидов – фосфолипидов) можно сформировать  бис-
лойную клеточную мембрану. 

Когда у травоядных видов, в том числе у Homo sapiens, 
глюкоза в биологической реакции экзотрофии (питания) 
является основным субстратом для наработки клетками 
энергии и синтеза ЖК, проблем с субстратом для нара-
ботки нервными клетками энергии нет. Однако в условиях 
голодания и реализации  биологической реакции эндотро-
фии, во время биологической гибернации (зимняя спячка) 
запасы глюкозы нервные клетки не формируют; в этих 
условиях образование дефицита глюкозы и АТФ в пуле 
спинномозговой жидкости становится реальностью. 

Если соматические клетки и запасают глюкозу, то 
делают они это, согласно аутокринной регуляции, «для 
себя»; депонированной глюкозой соматические клетки  
не делятся. Пул глюкозы, который в условиях гипогли-
кемии при действии глюкагона может быть освобождён 
в кровоток, далеко не на ранних ступенях филогенеза, 
депонируют только перипортальные гепатоциты. Осво-
бождение глюкозы в межклеточную среду регулирует 
гормон глюкагон [12], активируя реакции гликогенолиза 
– гидролиз гидрофильного полимера глюкозы гликогена. 
Синтезируют глюкагон ὰ-клетки островков поджелудоч-
ной железы; происходило это на миллионы лет раньше, 
чем β-клетки начали  синтез инсулина.

Могут ли митохондрии клеток нервной системы 
окислять ЖК, сказать трудно; в спинномозговой жидко-
сти ни средне-, ни длинноцепочечных ЖК нет. Можно 
прочитать, что гематоэнцефалический барьер является 
преградой для перехода ЖК из единого пула межклеточ-
ной среды, из локального внутрисосудистого пула в пул 
спинномозговой жидкости [13]. Реально же преградой 
для перехода ЖК в нервные клетки является, мы полага-
ем, сама спинномозговая жидкость. В столь  гидрофиль-
ной среде стабильно растворимыми могут быть только 
С4 ЖК – полярные кетоновые тела (КТ). Надо признать, 
что всё количество даже очень  длинноцепочечных ЖК 
(вплоть до С36 ЖК с двенадцатью ДС) нервные клетки   
синтезируют только из С4 кетоновых тел [14]. 

Митохондрии  клеток нервной ткани эффективно по-
глощают и окисляют КТ,  нарабатывая оптимальное ко-
личество АТФ. В условиях дефицита глюкозы опять-таки 
соматические клетки, выполняя биологическую функ-
цию адаптации, биологическую реакцию компенсации, 
активируют биохимические реакции глюконеогенеза из 
аминокислот (из аланина), из КТ, из среднецепочечных 
ЖК. Некоторые виды  млекопитающих (не Homo sapi-
ens) реализуют биохимические реакции глюконеогенеза 
из ЖК, из КТ [15]. Происходит это в гепатоцитах в по-
следовательности реакций: ацетоацетат→ ацетон→ аце-
тол→ метилглиоксаль→ глиоксаль→ D-глюкоза [16].  

Если уровень глюкозы в спинномозговой жидкости 
становится низким, гуморальные медиаторы активи-
руют компенсаторные реакции на втором уровне от-
носительного биологического совершенства, на уровне 
функционального единения органов, систем и синтез КТ 

Производными от автотрофов являются астроциты, 
нейроны, глиальные клетки нервной ткани. Несмотря 
на то что с позиций физической химии   автотрофы в 
филогенезе являются более «продвинутыми», они на 
миллионы лет более поздние, чем гетеротрофы, и мито-
хондрий в цитоплазме они  не имели. Продуцируемый 
автотрофами кислород явно не способствовал функции 
анаэробных архей. Противоречия в условиях существо-
вания анаэробных архей и аэробных автотрофов в еди-
ной среде решены «историческим» в филогенезе сим-
биотическим слиянием бактерий автотрофов и архей. В 
результате,  в течение миллионов лет автотрофы симбио-
тически «приватизировали» митохондрии с их геномом. 
Далее для наработки энергии (макроэргического АТФ) 
автотрофы стали использовать не реакции брожения 
глюкозы (гликолиза), а реакции цикла трикарбоновых 
кислот и физико-химические реакции дыхательной цепи 
митохондрий. Последующие поколения соматических 
клеток, потомков архей, из анаэробов стали аэробами; 
они, как и прежде, нарабатывали в митохондриях макро-
эргический АТФ, но уже в аэробных условиях. 

Казалось бы, имеющиеся различия в реакциях син-
теза макроэргического АТФ в митохондриях потомков 
автотрофов (клетками нервной ткани)  и потомков ар-
хей (соматических клеток) были устранены, однако не в 
полной мере. Несмотря на сходные условия для сомати-
ческих клеток и клеток нервной ткани in vivo в едином 
пуле межклеточной среды, существенные различия в 
обеспечении клеток энергией остались. Несмотря на то, 
что функция митохондрий в соматических клетках и в 
клетках нервной системы является единой, обеспечение 
органелл субстратами для наработки АТФ осталось раз-
ным. Разными остались и физико-химические параме-
тры межклеточной среды клеток: а) единый пул межкле-
точной среды соматических клеток и б) локальный пул 
спинномозговой жидкости для клеток нервной ткани. 

Если митохондрии соматических клеток окисляют 
главным образом длинноцепочечные С16–С18 НЖК и 
МЖК в реакции, к примеру,  С18:1 олеиновая МЖК→ ми-
тохондрии→ АТФ, то митохондрии астроцитов и нейронов 
окисляют ацетил-КоА, который образован из глюкозы. 
Происходит это в реакциях: глюкоза→ гликолиз (9 реак-
ций)→ лактат→ пируват→ пируватдегидрогеназный ком-
плекс цитоплазмы→ ацетил-КоА→ митохондрии→ АТФ. 
В принципе соматические клетки, потомки архей, окисля-
ют в митохондриях ЖК, а  клетки нервной ткани, потомки 
автотрофов, окисляют по большому счету глюкозу.  

Сколько миллионов лет соматические и нервные 
клетки сосуществовали in vivo в едином пуле межкле-
точной среды в приватизированном каждой особью  
кусочке третьего мирового океана при выходе на сушу, 
сказать трудно. Столь же проблематично назвать ис-
тинную причину того, какие несогласованные физико-
химические параметры послужили основой формиро-
вания гематоэнцефалического барьера -– бислойной 
структуры астроциты:эндотелий и отделила от едино-
го пула межклеточной среды малый пул спинномозго-
вой жидкости. По физико-химическим параметрам пул 
спинномозговой жидкости, в которой  функционируют 
все нервные клетки, почти идентичен первичной моче, 
т. е. плазме крови, профильтрованной через базальную 
мембрану гломерул нефрона.  

Вероятно, такая среда больше соответствовала (на-
поминала) поверхностным слоям океана, в которых про-
изошло формирование первых автотрофов. Вероятно, 
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[17]. Для этого соматические клетки активируют синтез 
de novo среднецепочечных ЖК; ранее они эти ЖК не де-
лали. Возможно, для синтеза среднецепочечных ЖК ге-
патоциты используют и избыточное количество ацетил-
КоА, которые могут нарабатывать клетки в последо-
вательности компенсаторных реакций ацетил-КоА→ 
ацетоацетил-КоА→ малонил-КоА→ среднецепочечные 
ЖК. Оптимально, видимо, синтез большого количества 
КТ из длинноцепочечных ЖК in vivo не происходит. Не 
реально считать, что образование КТ из длинноцепочеч-
ных ЖК происходит путём β-окисления ЖК с карбок-
сильного конца молекулы по типу С16:0 ПНЖК→ С14:0 
миристиновая НЖК→ С12:0 лауриновая НЖК и т. д. 

Синтетазы ЖК in vivo представлены двумя функцио-
нальными вариантами: первый из них – полиферментный 
комплекс с мол. массой ≈ 500 кДа  компактной структу-
ры, из которого не удаётся фракционировать отдельные 
энзимы. Эту синтетазу и используют  соматические клет-
ки  при синтезе ЖК  как С2 ацетил-КоА→ С16:0 ПНЖК 
[18].  Вторая группа включает синтетазы ЖК, в которых,  
при фракционировании протеинов можно выделить от-
дельные энзимы; все ферменты синтетазного комплекса 
ЖК функционируют в виде отдельных полипептидов. 
Можно полагать, что на ранних ступенях филогенеза все 
соматические клетки (производные от архей) в синтезе  
ацетил-КоА→ С16:0 пальмитиновая НЖК  использовали 
первую синтетазу ЖК. На  более поздних ступенях фило-
генеза при синтезе среднецепочечных ЖК соматические 
и нервные клетки  задействовали второй вариант синте-
тазы. Это соответствует в биологии методологическому 
принципу биологии – единая технология становления в 
филогенезе функциональных систем. 

Субстратом для синтеза КТ при физиологичном уров-
не глюкозы в кровотоке является вновь синтезированный, 
далеко не ранний, пул среднецепочечных ЖК. Наиболее 
ранним субстратом для наработки энергии клетками это-
го пула является глюкоза, компенсаторным пулом для 
наработки нервными клетками энергии при окислении 
в митохондриях являются КТ; формируют их соматиче-
ские клетки при метаболизме среднецепочечных ЖК. 
Для компенсации обеспечения энергией клеток нервной 
системы в соматических клетках in vivo образование КТ 
происходит при метаболизме сформированного на далеко 
не ранних ступенях филогенеза пула кетогенных ЖК. Это 
среднецепочечные ЖК: С8 каприловая ЖК, С10 каприно-
вая ЖК, С12:0 лауриновая  и С14:0 миристиновая ЖК. 

В рамках биологической функции адаптации, биоло-
гической реакции  компенсации, соматические  клетки 
формируют субстраты и для наработки  энергии нервны-
ми клетками; происходит это  в процессе синтеза и мета-
болизма среднецепочечных ЖК. Реализуют эти реакции, 
вероятно,  более поздние на ступенях  филогенеза пери-
портальные гепатоциты и, возможно,  оседлые макрофа-
ги Купффера в печени [19].  Все нервные клетки in vivo 
регулированы на уровне полиорганной нервной системы;  
формирование её происходило в несколько этапов. На это 
указывают, мы полагаем, многие анатомические образо-
вания головного мозга. Наиболее ранним  субстратом для 
наработки энергии нервными клетками является глюкоза, 
компенсаторным, дополнительным пулом  для наработки 
нервными клетками энергии при окислении в митохон-
дриях являются КТ; формируют кетоновые тела сомати-
ческие клетки при метаболизме С8–С12 ЖК. 

И хотя в полной мере действие среднецепочечных 
ЖК  и одноимённых ТГ in vivo пока не понято, пища,  

обогащённая ими, эффективна у пациентов с диабетом 
1-го типа, при синдроме резистентности к инсулину и  
при нейродегенеративной патологии. Лауриновая С12:0 
ЖК составляет половину всех ЖК в кокосовом масле. В 
популяции жителей юго-востока Азии, которые посто-
янно используют кокосовое масло в пищу, низка частота 
патологии сердечнососудистой системы. При регуля-
торном приёме с пищей лауриновой ЖК в организме 
формируется состояние умеренного ацидоза (пониже-
ние величины рН межклеточной среды ) и выраженное 
нейропротективное действие [20]. 

В отличие от длинноцепочечных ЖК, клетки не депо-
нируют среднецепочечные ТГ ни в ВЖК  сальника, ни в 
инсулинзависимых подкожных адипоцитах. Среднецепо-
чечные ЖК быстро окисляют митохондрии; образование 
ацетил-КоА клетки используют для образования КТ, акти-
вируя и реакции термогенеза в оранжевых и бурых адипо-
цитах. Среднецепочечные ЖК и одноимённые ТГ не явля-
ются компонентами апоВ-100 ЛП и редко депонированы 
в ВЖК; вместе с тем в ВЖК  свиней запасена в основном 
С14:0 миристиновая НЖК. Эксперименты с животными и  
наблюдения в клинике показали: приём с пищей среднеце-
почечных ТГ более физиологичен, чем приём длинноце-
почечных ТГ, поскольку повышает содержание ХС-ЛПВП. 
Пища, обогащённая среднецепочечными ТГ, является 
оптимальной для повышения содержания КТ в крови, в 
спинномозговой жидкости независимо от содержания в 
пище глюкозы. Формирование КТ клетками можно реа-
лизовать при  активации метаболизма среднецепочечных 
ЖК [21]. Кокосовое масло  оказывает позитивное  дей-
ствие на функцию сердечно-сосудистой системы, предот-
вращая формирование атеросклероза и атероматоза арте-
рий. Эффективным в профилактике патологии сердечно-
сосудистой системы является снижение в пище количества 
пальмитиновой ЖК, увеличение олеиновой ЖК, полиено-
вых  и  среднецепочечных ЖК [22]. 

С8-С12 ЖК – более водорастворимы, чем ЖК с длин-
ной цепью С16-С22; в гидрофильной среде содержимого 
кишечника, в среде с эндогенными детергентами (желчны-
ми кислотами) они не формируют мицелл; это обеспечи-
вает быстрое всасывание их энтероцитами тонкой кишки 
[23]. Среднецепочечные ЖК являются слабыми электроли-
тами; они,  как правило, ионизированы при нейтральном 
значении рН; это  увеличивает их  растворимость. Средне-
цепочечные ТГ имеют общее число атомов углерода  C24-
C30; только несколько процентов ТГ в кокосовом масле 
имеют такую ​длину. Позиционные формы ТГ с лаурино-
вой С12 ЖК имеют большее число атомов С, и метаболизм 
их в клетках происходит иначе. Более низкая молекулярная 
масса ТГ со средней длиной цепи ЖК является оптималь-
ным субстратом для гидролиза панкреатической липазой. 
Эпидемиологические данные показали, что  поедание ко-
косового масла позитивно сказывается на функции сердеч-
нососудистой системы.

В последнее время полагают, что  С14:0 миристино-
вую  НЖК  на поздних ступенях филогенеза млекопитаю-
щие, но не Homo sapiens, используют в реакциях элонга-
ции при синтезе in vivo ПНЖК из субстратов [24], из рас-
тительных,  экзогенных ω-6 С18:2 линолевой и ω-3 С18:3 
ὰ-линоленовой ННЖК [25]. Кроме того, полагают, что не 
только С16:0 пальмитиновая, но и С14:0 миристиновая 
НЖК может участвовать в реакции миристоилирования 
протеинов для: а) увеличения  их гидрофобности; б) эф-
фективного связывания с липидами и в) формирования 
специфичных липидов – гуморальных медиаторов [26].
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Грелин – пептидный гормон регуляции метаболизма, 
эндокринной регуляции функции желудочно-кишечного 
тракта [27]. Синтезируют его клетки слизистой оболоч-
ки фундального (fundus) отдела желудка. Содержание 
грелина в плазме крови возрастает перед приёмом пи-
щи и уменьшается после еды. Возможно,  имеет место 
функциональное единение действия грелина с лептином, 
гуморальным медиатором ВЖК и с адипонектином, ко-
торый секретируют  ИПА [28]. 

Мы полагаем, что в когнитивной биологической функ-
ции, они вместе регулируют позиционирование особи 
одновременно в окружающей, внешней среде и единение 
с внутренней средой организма. Гуморальные медиаторы 
из среднецепочечных ЖК регулируют количество  погло-
щаемой пищи, в том числе и чувство голода [29]. Вероятно, 
они  являются компонентами единого, не до конца сформи-
рованного механизма обратной связи (feedback mechanism) 
в реализации биологической функции трофологии. Грелин 
секретирует и дугообразное ядро  гипоталамической обла-
сти головного мозга, исполняя, возможно, роль тропного 
гормона, который  регулирует синтез соматотропного гор-
мона (гормона роста) базофилами гипофиза [30]. Рецепто-
ры к грелину  расположены в вентромедиальном отделе 
гипоталамуса [21]. Они, полагают, реализуют действие гу-
морального медиатора, начиная с метаболизма субстратов 
обеспечения потребности клеток в энергии (ЖК, глюкоза 
и АТФ) и заканчивая регуляцией сокращения гладкомы-
шечных клеток в органах желудочно-кишечного тракта 
[31]. Грелин характеризуют как гормон функционального 
состояния голода [32]. Ещё предстоит  обобщить позитив-
ное действие  in vivo приёма экзогенных С8-С14  жирных 
кислот и ТГ [33], включая, возможно,  функциональное 
различие действия каприловой, каприновой, лауриновой и 
миристиновой среднецепочечных ЖК.

Пул поперечнополосатых, скелетных миоцитов, дей-
ствие инсулина, депонирование  и метаболизм.  На позд-
них ступенях филогенеза произошло формирование тре-
тьего пула функционально специализированных клеток 
– скелетных миоцитов; реализуют они  биологическую 
функцию локомоции, движения за счёт сокращения попе-
речнополосатых  миоцитов. На поздних ступенях фило-
генеза биологическую функцию локомоции инициировал 
вновь экспрессированный гормон инсулин. Становление 
биологической функции инсулина, формирование био-
логической функции локомоции, мы полагаем, это суще-
ственное звено в превращении плотоядных (рыбоядных) 
видов океана в травоядные  при жизни на суше [34]. 

Биохимическое предназначение инсулина – обеспе-
чение энергией большого пула инсулинзависимых кле-
ток; гормон призван реализовать биологическую функ-
цию локомоции. Все зависимые от гормона клетки на 
плазматической мембране имеют активные рецепторы 
к инсулину. Инсулинзависимыми in vivo клетками стали: 
поперечнополосатые, скелетные миоциты; синцитий кар-
диомиоцитов; перипортальные гепатоциты; подкожные 
адипоциты;оседлые специализированные макрофаги  Куп-
ффера в печени. Становление  биологической функции 
локомоции повлекло совершенствование  in vivo и иных 
биологических функций. Для всех зависимых от инсулина 
клеток гормон сформировал  единую систему снабжения  
субстратами – длинноцепочечными ЖК. Основу совер-
шенства инсулином метаболизма длинноцепочечных ЖК 
составляет замена in vivo менее эффективного пальмити-
нового варианта метаболизма ЖК на  высокоэффективный 
олеиновый вариант. При действии инсулина: 

а) гепатоциты из экзогенной глюкозы,  как и прежде,  
синтезируют in situ de novo  пальмитиновую НЖК, но 
тут же  превращают её в олеиновую МЖК; 

б) апоВ-100 в гепатоцитах  структурирует олеино-
вую МЖК в форме олеиновых ТГ в составе олеиновых 
ЛПОНП, секретируя их в кровоток; 

в) в крови постгепариновая липопопротеинлипаза 
гидролизует часть ТГ в составе олеиновых ЛПОНП, 
формируя апоЕ/В-100 лиганд;

г) зависимые от инсулина клетки,   связывая лиганд 
своими апоЕ/В-100 рецепторами,  поглощают лигандные, 
олеиновые ЛПОНП путём апоЕ/В-100  эндоцитоза. Напом-
ним, что до действия инсулина пальмитиновые ЛПОНП  
поглощали клетки в форме одноимённых ЛПНП путём 
апоВ-100 эндоцитоза. И если до инсулина перенос паль-
митиновых ТГ проходил  по пути гепатоциты→ паль-
митиновые ЛПОНП→  ЛПНП→ апоВ-100 эндоцитоз→ 
клетка, то при действии инсулина перенос олеиновых ТГ 
осуществлён по иному пути: гепатоциты→ олеиновые 
ЛПОНП→ апоЕ/В-100 эндоцитоз→ клетка. Обеспечение 
субстратами клеток, которые  реализуют биологическую 
функцию локомоции, осуществлено in vivo в два этапа.    

Первый этап в реализации биологической реакции 
экзотрофии – перенос эндогенной олеиновой МЖК в 
форме олеиновых ТГ в составе одноимённых ЛПОНП 
и поглощение их в первую очередь инсулинзависимыми 
подкожными адипоцитами путём апоЕ/В-100  эндоцито-
за. Поскольку вид Homo sapiens на ступенях филогенеза  
сформировался как травоядный с плотоядным прошлым, 
инсулинзависимые олеиновые ЛПОНП физиологично 
переносят к клеткам и  оптимальное количество пальми-
тиновой НЖК. Позиционными формами ТГ в  олеиновых 
ЛПОНП являются: олеил-олеил-олеат глицерол (ООО), 
олеил-олеил-пальмитат (ООП), пальмитоил-олеил-олеат 
(ПОО) и пальмитоил-олеил-пальмитат (ПОП); сумми-
ровано это ООО–ООП–ПОО-ПОП. Так,  первым этапом 
обеспечения  субстратами энергии скелетных миоцитов, 
кардиомиоцитов является централизованное депониро-
вание ЖК в форме преимущественно олеиновых ТГ в 
зависимых от инсулина подкожных адипоцитах.

Вторым этапом переноса к миоцитам ЖК является: 
а) симпатическая, эфферентная активация липолиза 

преимущественно олеиновых ТГ в составе капель липи-
дов в ИПА;

б) освобождение адипоцитами ЖК в форме НЭЖК 
и перенос их в кровотоке в ассоциации с альбумином к 
поперечнополосатым миоцитам; 

в) поглощение ЖК скелетными, поперечнополосаты-
ми  миоцитами в форме полярных НЭЖК при действии 
CD36-транслоказы в условиях высокого градиента кон-
центраций межклеточная среда:цитоплазма миоцитов 
[35]. Физиологично концентрация НЭЖК в цитоплазме 
миоцитов составляет лишь следовые количества. Актив-
но поглощая лишь полярные НЭЖК, ни поперечнопо-
лосатые  миоциты, ни кариомиоциты не запасают ЖК 
в форме ТГ и не формируют капель липидов между со-
кратительными мышечными волокнами [36]. 

Не запасая ЖК в форме капель липидов, все скелетные 
миоциты и синцитий кардиомиоцитов запасают большое 
количество гидрофильного гликогена – полимера глюко-
зы. При микроскопии более 40% площади цитоплазмы 
скелетных миоцитов заняты глобулами гидрофильного 
гликогена; после физической нагрузки  содержание гли-
когена уменьшается на порядок. И даже при наличии ге-
нетически обусловленной патологии митохондрий, как и 
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у пациентов мясоедов при высоком содержании в крови 
экзогенной пальмитиновой НЖК [37], скелетные миоци-
ты и кардиомиоциты  формируют лишь микрокапли ТГ в 
форме опалесценции цитоплазмы при микроскопии [38].  
Это так называемый эктопический жир [39]. На фоне та-
кой опалесценции ЖК, если она становится постоянной, 
формируется  дилатационная кардиомиопатия [40].  

Вне сомнения, ретроспективно в филогенезе трудно 
проследить последовательное  преобладание  метабо-
лизма ЖК в зависимости от длины  цепи и числа ДС 
[41]; в то же время филогенетическая теория общей па-
тологии даёт основание полагать следующее.

1. Первым на ступенях филогенеза в глубинах океана 
при формировании  мембран соматических клеток, по-
томки ранних гетеротрофов архей, сформировали мета-
болизм длинноцепочечных ЖК; доминировали  пальми-
тиновая НЖК и пальмитиновый вариант метаболизма 
С16:0 НЖК и С18:0 МЖК [42]. Все клетки синтезиро-
вали пальмитиновую НЖК по пути С2 ацетил-КоА→ 
С16:0 пальмитиновая НЖК, без освобождения и мета-
болизма среднецепочечных ЖК. Далее в темноте глубин 
океана первичные  сине-зеленые растительные клетки  
и соматические клетки животных  стали синтезировать 
С20-С22  ННЖК и выраженно активные ПНЖК [43].  

2. Через миллионы лет в поверхностных водах океана 
аэробные   автотрофы, которые осуществили фотосин-
тез глюкозы, после исторического симбиотического сли-
яния с анаэробами археями стали прародителями всех 
клеток нервной ткани. Все астроциты, глиальные клетки 
и нейроны окисляли в митохондриях  ацетил-КоА, об-
разованный только из  глюкозы, в то время как депони-
рование глюкозы отработано не было. In vivo, в порядке 
реализации биологической функции алаптации, биоло-
гической реакции компенсации, соматические клетки 
начали синтез среднецепочечных ЖК и при липолизе 
формировать далее С4 КТ. Только КТ могут преодолеть 
гидрофильную среду спинномозговой жидкости. 

3. Через следующие миллионы лет океан отступил, пло-
тоядные (рыбоядные)  животные оказались на суше при 
обилии  растительной пищи как источнике глюкозы. Вновь 
экспрессированный инсулин инициировал синтез клетка-
ми из экзогенной глюкозы не пальмитиновой НЖК, как это 
ранее реализовали соматические клетки, а синтез олеино-
вой МЖК. Специфичное действие инсулина осуществлено 
в реакциях: С16:0 пальмитиновая НЖК→ С18:0 стеарино-
вая НЖК→ ω-9 С18:1 цис- олеиновая МЖК [44]. Инсулин 
заменил  малоэффективный  пальмитиновый вариант мета-
болизма ЖК на  олеиновый высокоэффективный вариант. 
В экспериментах in vitro  озон окисляет олеиновую НЖК  
с константой скорости реакции в 5 раз более высокой, чем  
пальмитиновую НЖК [45, 46].

Можно обоснованно полагать, что на самых ран-
них ступенях филогенеза клетки реализовали преиму-
щественно метаболизм длинноцепочечных ЖК с пре-
обладанием  пальмитиновой НЖК.  На более поздних 
ступенях филогенеза  активирован метаболизм средне-
цепочечных ЖК и синтез кетоновых тел как  субстрата 
для окисления митохондриями  клеток нервной ткани. 
На более поздних ступенях филогенеза инсулин ини-
циировал: а) превращение плотоядных в океане предков  
вида Homo sapiens в травоядный вид на суше; б) регу-
ляцию становления биологической функции локомоции 
и в) доминирование олеинового варианта метаболизма 
длинноцепочечных ЖК с выраженным повышением ки-
нетических параметров организмов. 

В биохимических реакциях in vivo на ранних ступенях 
филогенеза длинноцепочечная пальмитиновая НЖК до-
минировала в построении бислойных мембран клеток и 
в качестве субстрата для окисления в митохондриях при  
наработке энергии. Позднее ПНЖК стали элементом по-
строения мембран внутриклеточных органелл [47] и суб-
стратом для синтеза  биологически активных  гумораль-
ных медиаторов – эйкозаноидов. На более поздних ступе-
нях филогенеза начат синтез среднецепочечных ЖК; это  
субстрат для формирования кетоновых тел, единственно-
го С4 липида, который доступен для митохондрий клеток 
нервной ткани; только кетоновые тела могут  преодолеть 
гидрофильную среду спинномозговой жидкости. Произ-
водные среднецепочечных ЖК стали гуморальными ме-
диаторами метаболизма ЖК и формирования механизмов 
обратной связи (feed back mechanism) в биологической 
функции трофологии. Формирование при регуляторном 
действии инсулина  олеинового варианта метаболизма  
ЖК привело к совершенству обеспечения клеток энерги-
ей и кинетических  параметров многих видов травоядных  
млекопитающих, в том числе и Homo sapiеns.

Приведённые выше семь  метаболических пандемий, 
являются нарушениями только функциональными и мо-
гут быть, в значительной мере, устранены. С позиций 
филогенетической теории общей патологии мы пола-
гаем, что ишемическая болезнь сердца, атеросклероз и 
атероматоз артерий большого будущего не имеют. Как 
только большинству особей вида Человек разумный мы 
в плане профилактики поможем осознать, что на ступе-
нях филогенеза они сформировались как  травоядные с 
плотоядным прошлым и перестанут поедать  избыточ-
ное количество мясной пищи, экзогенной пальмити-
новой НЖК, частота ИБС в популяции начнёт быстро 
снижаться. Пациенты всё-таки обязаны  оправдывать  
биологическое, бинарное наименование вида – Человек 
разумный. Более детально вопросы профилактики мож-
но обсуждать и в отношении иных метаболических пан-
демий, болезней цивилизации. Требуется только время,  
понимание происходящего врачами и большое желание 
самих пациентов быть здоровыми [48]. 
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Горошинская И.А., Франциянц Е.М., Зудерман Н.Е., Ушакова Н.Д., Погорелова Ю.А., Черярина Н.Д.,  
Лысенко И.Б., Шульга А.В.

ПОКАЗАТЕЛИ ПОВРЕЖДЕНИЯ ПОЧЕК У БОЛЬНЫХ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМОЙ  
В ПРОЦЕССЕ ХИМИОТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО ЛЕЧЕНИЯ 

ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологический институт» Минздрава РФ, 344037, Ростов-на-Дону, 
Россия

Цель работы – изучение уровня маркёров острого повреждения почек цистатина С, молекулы поражения почек-1 (KIM-1), 
интерлейкина-18 (ИЛ-18), нейтрофил-желатиназа-ассоциированного липокалина (neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin – NGAL) и L-типа белка, связывающего жирные кислоты (L-FABR), в крови и моче больных первично выявленной 
секретирующей множественной миеломой (ММ) до начала и в процессе химиотерапевтического лечения. Содержание 
почечных маркёров исследовали методом ИФА с использованием коммерческих наборов. В исследование включено 23 
больных ММ, которые получали 6–8 21-дневных циклов химиотерапии (ХТ) по схеме VCD. Сопоставлены результаты 
в основной группе – 13 больных, которым перед каждым из циклов ХТ за сутки проводился селективный плазмообмен с 
использованием плазмосепаратора “Evaclio”, и в контрольной группе – 10 больных, получавших лечение без применения 
методов экстракорпоральной детоксикации. У больных ММ до начала лечения выявлено повышение в крови уровня ИЛ-18 
в 8,6 раза, KIM-1 – в 3,1 раза, L-FABR – на 57,4% и цистатина С – на 48,4% и снижение уровня NGAL у 75% больных на 
74,3% по сравнению с уровнем в группе здоровых, а в моче исходно увеличенным оказалось лишь содержание KIM-1 – в 2,4 
раза и NGAL – в 2,6 раза. Проведение многокурсовой ХТ с предшествующим плазмообменом оказывало более щадящее 
действие на больных ММ, о чём свидетельствовал более низкий уровень KIM-1 в крови и моче после 1-го и 2-го курсов ХТ, 
а также ИЛ-18 в крови и моче после 1-го курса ХТ у больных основной группы по сравнению с контрольной группой. Для 
больных с летальным исходом характерно резкое увеличение содержания цистатина С, NGAL и L-FABR. Анализ дина-
мики исследованных показателей почечного повреждения указывает на связь их уровня с клиническими особенностями 
состояния отдельных больных, успешностью и переносимостью химиотерапевтического лечения ММ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  первично выявленная секретирующая множественная миелома; маркёры повреждения почек; 
цистатин С; KIM-1; ИЛ-18; NGAL; L-FABR.

Для цитирования: Горошинская И.А., Франциянц Е.М., Зудерман Н.Е., Ушакова Н.Д., Погорелова Ю.А., Черярина Н.Д.,  
Лысенко И.Б., Шульга А.В. Показатели повреждения почек у больных множественной миеломой в процессе химиотера-
певтического лечения. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (12): 741-749.  
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Goroshinskaya I.A., Franzintz E.M., Zuderman N.E., Ushakova N.D., Pogorelova Yu.A., Cheryarina N.D., Lysenko I.B., Shulga A.V.
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В настоящее время отмечается неуклонное увеличение 
числа онкологических больных с хронической 
почечной недостаточностью (ХПН). При этом ХПН 
может быть как самостоятельной патологией, так и 
связанной с основным заболеванием, как, например, 
при множественной миеломе (ММ), или может быть 
обусловлена предшествующим лечением с применением 
нефротоксичных противоопухолевых препаратов [1–3]. 

Патология почек наблюдается более чем у половины 
больных ММ. Миеломная нефропатия (cast nephropathy) 
– поражение почек при ММ – может быть обусловлена 
нефротоксичностью лёгких цепей иммуноглобулинов, 
гиперкальциемией, гиперурикемией и отложением ано-
мального парапротеина [4–6].Острое и особенно хрони-
ческое заболевание почек является основной клиниче-
ской характеристикой пациентов с ММ [7–9]. Согласно 
данным, представленным в обзоре D. Katagiri и соавт. 
[7] у пациентов с ХПН заболеваемость ММ и смерт-
ность после лечения выше, чем у пациентов с нормаль-
ной функцией почек. Сочетание химиотерапевтического 
лечения и  гемодиализа приводило к устойчивому сни-
жению концентрации свободных лёгких цепей монокло-
нального иммуноглобулина в крови большинства паци-
ентов.

Актуальным остаётся поиск новых мочевых маркё-
ров, имеющих высокую чувствительность и специфич-
ность для ранней диагностики острого повреждением 
почек (ОПП), мониторинга ХПН, оценки их тяжести, а 
также изучение информативности использования мар-
кёров у онкологических больных. Особое внимание 
уделяется маркёрам раннего повреждения почек, кото-
рые представлены специфическими белками, продуци-
руемыми в канальцевом аппарате почек, и при развитии 
острого повреждения в повышенном количестве вы-
деляются в кровь и мочу. К ним относятся нейтрофил-
желатиназа-ассоциированный липокалин (neutrophil 
gelatinase-associated lipocalin – NGAL), молекула пора-
жения почек-1 (KIM-1), цитокины и хемокины, в том 
числе интерлейкин-18 (ИЛ-18), L-тип белка, связываю-
щий жирные кислоты (L-FABR), и ряд других белков 
[10–12]. К маркёрам ОПП относят также белки с низ-
кой молекулярной массой, в том числе цистатин С, об-
ладающий рядом преимуществ для оценки функции по-
чек. Это цистеиновый ингибитор протеаз с мол. массой 
13 400 Dа, который синтезируется всеми содержащими 
ядра клетками организма. В отличие от креатинина его 
продукция в меньшей степени зависит от мышечной 
массы, пола, возраста, антропометрических данных. 
Уровень цистатина С в крови обратно пропорционален 
скорости клубочковой фильтрации (СКФ). Разработан 

ряд формул, позволяющих точнее оценивать СКФ по 
уровню цистатина С в крови, чем по уровню креати-
нина. При ОПП  уровень цистатина С сыворотки повы-
шается значительно раньше, чем уровень креатинина, а 
его повышенная экскреция отражает тяжесть поражения 
канальцев [13, 14].

Цель данной работы – изучение уровня маркёров 
ОПП цистатина С, KIM-1, ИЛ-18, NGAL и L-FABR в 
крови и моче больных первично выявленной секрети-
рующей ММ до начала лечения и в процессе химиотера-
пии (ХТ) с предшествующим селективным плазмообме-
ном (основная группа) и без него (контрольная группа).

Материал и методы. Проведение данного научно-
го исследования одобрено этическим комитетом ФГБУ 
«Ростовский научно-исследовательский институт» 
Минздрава России (протокол №24 от 27.11.2015). В ис-
следование включено 23 больных первично выявленной 
секретирующей ММ (11 мужчин и 12 женщин) в воз-
расте от 47 до 69 лет (средний возраст 59,7 ± 2,2 года), 
проходивших лечение в ФГБУ «Ростовский научно-
исследовательский онкологический институт» Минз-
драва России в 2015–2017 гг.  

У всех больных диагностировали II–III стадии мие-
ломной болезни. Диагноз был установлен на основа-
нии данных клинического обследования, спиральной 
рентгеновской компьютерной томографии (СРКТ) ор-
ганов грудной клетки, брюшной полости, малого таза, 
головного мозга; электрофореза белков сыворотки кро-
ви; миелограммы.  Больные получали 6–8 21-дневных 
циклов лекарственного противоопухолевого лечения по 
схеме VCD (бортезомиб, циклофосфамид, дексамета-
зон). Все больные случайным образом были разделены 
на две группы: 1-ю (основную) составили 13 больных, 
комплекс лечения которых включал селективный плаз-
мообмен (СПО); во 2-ю (контрольную) группу вошли 10 
больных, лечение которых проводили без применения 
методов экстракорпоральной детоксикации. Группы по 
полу, возрасту, стадии онкологического процесса, на-
личию сопутствующих соматических заболеваний были 
однородны. СПО выполняли за сутки перед проведени-
ем каждого из циклов курса ХТ аппаратом для прове-
дения фильтрационных экстракорпоральных методов 
детоксикации (мультифильтрат, «Фрезениус», Герма-
ния) с использованием систем магистралей и плазмосе-
паратора Evaclio ЕС-2С20 со скоростью перфузии 120 
мл/мин. Объём плазмоэкстракции составлял 10 л. Плаз-
мозамещение осуществляли 7% альбуминсодержащим 
плазмозамещающим раствором МultiLac (Фрезениус, 
Германия) 10 л + альбумин 20% – 600 мл). 

Нами изучен уровень цистатина С, NGAL, L-FABP, 



743

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018; 63(12)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-12-741-749

Biochemistry

СПО). У больных основной группы после СПО уровень 
ИЛ-18 превышал значение в группе здоровых в 5,6 раза 
(р < 0,001), после 1-го курса ХТ – в 12,2 раз, после 2-го 
курса ХТ – в 29,9 раза, после 4-го курса – в 80,4 раза (р < 
0,0001). У больных контрольной группы уровень ИЛ-18 
в крови превысил значение у здоровых перед 1-м курсом 
ХТ в 11 раз, после 1-го курса ХТ – в 77,4 раза, после 2-го 
курса ХТ – в 37 раз (р < 0,00001), после 4-го курса – в 
50,5 раза (р < 0,001). По сравнению со средним значени-
ем до начала лечения уровень ИЛ-18 в крови больных 
основной группы значимо не изменялся после СПО и 
1-го курса ХТ. После 2-го и 4-го курсов ХТ наблюдалось 
увеличение уровня данного показателя соответственно 
в 3,9 (р < 0,01) и 10,5 (р < 0,001) раза относительно сред-
него значения до начала лечения и в 5,3 (р = 0,01) и 14,3 
(р < 0,002) раза относительно значения после СПО. В 
контрольной группе 10-кратное (р < 0,001) увеличение 
уровня ИЛ-18 в крови имело место уже после 1-го курса 
ХТ, после 2-го и 4-го курсов ХТ увеличение составляло 
4,8 (р = 0,00001) и 6,6 раза (р < 0,01) относительно сред-
него значения до начала лечения. При этом уровень ИЛ-
18 в крови после 1-го курса ХТ в контрольной группе 
был значимо выше – в 6,3 раза (р < 0,001), чем в основ-
ной группе больных. 

В отличие от крови уровень ИЛ-18 в моче больных 
основной группы не претерпевал значимых изменений в 
результате СПО и сразу после 1-го курса ХТ, а перед на-
чалом 2-го курса ХТ зафиксировано даже его снижение в 
4,5 раза относительно значения у здоровых (р = 0,00001) 
и в 4,1 раза относительно среднего значения у больных 
ММ до начала лечения (р < 0,02). После 2-го и 4-го курсов 

КИМ-1, ИЛ-18 в крови и моче больных ММ до начала 
лечения и в процессе химиотерапевтического лечения 
в основной и контрольной группах. Для сравнения ис-
пользовали аналогичные показатели в крови 10–18 и в 
моче 21 условно здоровых доноров без диагностирован-
ного   опухолевого   процесса   и   выраженной   сомати-
ческой патологии, сравнимых по возрасту с больными 
изучаемых групп. Содержание маркёров ОПП исследо-
вали методом ИФА с использованием коммерческих на-
боров: Цистатин С – Bio Vendor, Чехия; Липокалин  2/
NGAL – BCM Diagnostics, США; L-FABP – Hycult bio-
tech, Нидерланды; ИЛ-18 – Bender Medsystems, США; 
TIM-1/KIM-1 – BCM Diagnostics, США на иммунофер-
ментном анализаторе Infinite F50  TECAN (Австрия). 

Статистическую обработку результатов проводи-
ли с использованием пакета программ Statistika 6.0 по 
t-критерию Стъюдента для двух независимых выборок. 
Различия считали статистически значимыми при p < 
0,05 – p = 0,000000, а при 0,1> p > 0,05 – на уровне ста-
тистической тенденции. 

Результаты. У больных ММ уровень большей ча-
сти изученных показателей раннего повреждения почек 
был статистически значимо выше, чем у здоровых. Наи-
большее увеличение было характерно для уровня про-
воспалительного цитокина ИЛ-18 в крови – в 8,6 раза у 
больных ММ до начала лечения и возрастало в процессе 
химиотерапевтического лечения как в основной, так и в 
контрольной группах больных (табл. 1). 

Однако динамика и степень увеличения различались 
в основной группе, в которой перед 1-м курсом химио-
терапии проводился СПО, и в контрольной группе (без 

Т а б л и ц а  1
Уровень интерлейкина-18 в крови и моче больных множественной миеломой в процессе химиотерапевтического лечения

Группа Уровень ИЛ-18 в крови, пг/мл Уровень ИЛ-18 в моче, пг/мл
основная группа контрольная группа основная группа контрольная группа

Здоровые 32,7 ± 4,1 (n = 15) 18,83 ± 1,38 (n = 21)
Больные ММ:  
до начала лечения 

280,6 ± 35,5 (n = 15)
р = 0,000005

18,80 ± 2,69 (n = 17)

 до СПО 188,3 ± 53,2 (7)
р = 0,000313

- 14,09 ± 4,72 (7) -

после СПО
184,4 ± 50,1 (7)

р = 0,000223

-
20,66 ± 4,61 (7)

-
 перед 1-м курсом ХТ 361,4 ± 24,6 (8)

р= 0,000000
22,1 ± 2,93 (10)

 после 1-го курса ХТ 400,0 ± 88,8 (12) 
р = 0,000095

2530,5 ± 694,8 (6)
р = 0,000011
рф = 0,000042
ро/к  = 0,000522

17,13 ± 3,96 (6)  45,25 ± 11,95 (8)
р = 0,001538
рф = 0,006966
р1 = 0,053458

ро/к  = 0,073617
 перед 2-м курсом ХТ 447,7±101,2 (8)  

р = 0,0000011
рф = 0,069880
р2 = 0,044284

- 4,23 ± 1,06 (6)    
р = 0,000011
рф = 0,004963

-

 после 2-го курса ХТ 977,5 ± 244,9 (8)  
р = 0,000024
рф = 0,000968
р2 = 0,010861

1208,3 ± 174,4 (8)
р = 0,000000
рф = 0,000001

23,97 ± 5,17 (6)  14,44 ± 1,91 (10)
р = 0,076666

 после 4-го курса ХТ 2629,4±584,8(8) 
р = 0,000004
рф = 0,000015
р2 = 0,001891

1650,1 ± 551,7 (8)
р = 0,000512
рф = 0,002426 

26,63 ± 7,01 (8) 23,23 ± 8,72 (8)

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2–5  приведена статистическая значимость различий: р – по сравнению с донорами; рф – по сравнению 
с объединённой группой больных до начала лечения; р1 – по сравнению со значениями до начала лечения в данной группе больных; р2 – по 
сравнению со значениями после СПО; ро/к – по сравнению с основной группой. Указаны р только для статистически значимых различий или 
имеющих статистическую тенденцию к значимости. В скобках указано количество больных, у которых был определен показатель.
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ХТ в 7,1 раза. У больного Ш. из основной группы, умер-
шего через 10 дней после завершения 2-го курса ХТ, по-
вышение уровня цистатина С в крови на 46,5% отмечено 
сразу после 1-го курса ХТ, затем перед началом 2-го кур-
са наблюдалось двукратное повышение с последующей 
нормализацией сразу после окончания 2-го курса ХТ. В 
моче уровень данного маркёра превысил фоновый на 
36,8% после 1-го курса ХТ и в 6,4 раза после 2-го курса. 
Для сравнения можно сопоставить динамику уровня ци-
статина С у больной М., которой несмотря на наличие 
сопутствующих заболеваний (артериальная гипертен-
зия, нарушение ритма сердца, лимфостаз нижних ко-
нечностей) были успешно проведены 4 курса ХТ, после 
которых наблюдалась полная ремиссия и больной была 
произведена аутотрансплантация стволовых клеток. В 
крови данной больной уровень цистатина С после СПО 
и 1-го курса ХТ был ниже исходных средних значений у 
больных ММ, приблизился к нему после 2-го курса ХТ 
и вновь снизился к 3-му курсу ХТ, а в моче изначально 
и после селективного плазмообмена был снижен более 
чем в 2 раза, увеличился на 43,5–53,1% после 1-го и 2-го 
курсов ХТ относительно исходных средних значений у 
больных ММ и затем вернулся к низкому уровню, харак-
терному для этой больной до начала лечения. 

Показатель KIM-1 (табл. 3) в крови больных ММ до 
начала лечения превышал значение в группе здоровых в 
3,1 раза (р = 0,004), а в моче – в 2,4 раза (р = 0,02). 

В основной группе больных значения KIM-1 как в 
крови, так и в моче после СПО и в процессе первых двух 
курсов ХТ находились на сравнительно более низком 
уровне. В крови перед ХТ и после 1-го курса наблюда-
лась лишь тенденция к повышению данного показателя 
относительно группы здоровых на 77,9-92,9% (0,05 < р 
< 0,1) с полной нормализацией после 2-го курса ХТ. И 
только после 4-го курса ХТ наблюдалось резкое повы-
шение уровня KIM-1 в основной группе – в 21 раз (р < 
0,01) относительно значения в группе здоровых и в 6,7 
раза (р = 0,055) по сравнению со значением до начала 
лечения. При этом в моче больных основной группы по-
вышение уровня KIM-1 до 3-го курса оказалось стати-
стически незначимым относительно группы здоровых и 
лишь после 4-го курса ХТ наблюдалось резкое увеличе-
ние показателя – в 4,6 раза относительно здоровых (р < 
0,0001) и тенденция к повышению относительно фона 

ХТ уровень маркёра не отличался от значений до начала 
лечения и в группе здоровых. В отличие от этого в моче 
больных контрольной группы наблюдалось повышение 
уровня ИЛ-18 после 1-го курса ХТ в 2,4 раза относи-
тельно среднего значения до начала лечения и в группе 
здоровых (р < 0,01), и он превышал уровень у больных 
основной группы в 2,6 раза (0,05 < р < 0,1).

Уровень цистатина С (ингибитора эндогенной ци-
стеиновой протеиназы) изменялся в гораздо меньшей 
степени, чем уровень ИЛ-18. Этот показатель в крови 
больных ММ был статистически значимо выше по срав-
нению со значением у здоровых как до начала лечения 
– в среднем на 48,4% (р < 0,0001), так и в обеих груп-
пах больных на всех сроках лечения. В основной группе 
превышение составило после СПО 41,4% (р < 0,0001), 
после 1-го курса ХТ – 55,9% (р < 0,0001), после 2-го 
курса ХТ – 46,6% (р < 0,001). В контрольной группе по-
вышение уровня цистатина С было несколько более вы-
раженным: после 1-го курса ХТ – 73% (р < 0,02), после 
2-го курса – 99,4% (р < 0,001) и после 4-го курса – 31% 
(р < 0,05). В моче значимых изменений уровня цистати-
на относительно такового у здоровых не наблюдалось 
ни на одном этапе лечения в обеих группах больных, за 
исключением крайне низких значений после 4-го курса 
ХТ в моче у всех больных контрольной группы – в 6,4 
раза ниже нормы (табл. 2).

Относительно средних значений до начала лечения 
уровень цистатина С в крови и моче статистически зна-
чимо не изменялся при СПО и в процессе химиотера-
певтического лечения за исключением 5-кратного сни-
жения после 4-го курса в моче в контрольной группе. 

Интерес представляют высокие значения данного 
показателя, наблюдавшиеся у впоследствии умерших 
больных, для которых изначально было характерно по-
ражение почек, явившееся осложнением ММ. Так, у 
больного И. из контрольной группы уровень цистатина 
С в крови после 1-го и 2-го курсов ХТ превысил фоно-
вое значение в 2,11–2,12 раза и был выше среднего зна-
чения для всех остальных больных до начала лечения 
в 2,25–2,26 раза. В моче больного И. высокие значения 
цистатина С отмечались на протяжении всего периода 
наблюдения и превосходили среднее значение до начала 
лечения у остальных больных: перед 1-м курсом ХТ в 
4,8 раза, после 1-го курса ХТ в 2,6 раза, после 2-го курса 

Т а б л и ц а  2
Уровень цистатина С в крови и моче больных множественной миеломой в процессе химиотерапевтического лечения

Группа Уровень цистатина С в крови, нг/мл Уровень цистатина С в моче, нг/мл
основная группа контрольная группа основная группа контрольная группа

Здоровые 971,7 ± 30,5 (16) 1058,7 ± 187,6 (21)
Больные ММ:
до начала лечения 

1441,9 ± 112,4 (9)
р = 0,000038

851,1 ± 217,7 (9)

 до СПО 1359,8 ± 142,3(6)
р = 0,000744

- 743,4 ± 178,2 (6) -

 после СПО
1373,6 ± 105,0 (6)

р = 0,000062

-
833,5 ± 156,8 (7)

-
 перед 1-м курсом ХТ 1606,1 ± 173,6(3)

р = 0,000005
1823,0 ± 871,6(4)

 после 1-го курса ХТ 1515,2 ± 166,0 (6)
р = 0,000076

1681,1 ± 533,0(4)
р = 0,011231

1136,9 ± 288,7 (4) 1097,0 ± 450,7(4)

 после 2-го курса ХТ 1424,8 ± 154,3 (3)
р = 0,000133

1937,3 ± 442,9(4)
р = 0,000240

5179,2 ± 3875,8(2)
р = 0,001019

2023,3 ± 1362,7(4)

 после 4-го курса ХТ - 1273,4 ± 267,0(3)
р = 0,025405  

- 165,8 ± 109,2 (3)
р = 0,092095
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до начала лечения (0,05 < р < 0,1). В контрольной группе 
больных уровень KIM-1 в крови и моче статистически 
значимо превышал соответствующие значения у здоро-
вых: в крови после 1-го курса ХТ в 4,1 раза (р < 0,01), 
после 2-го курса в 8,5 раза (р < 0,001), после 4-го курса в 
6 раз (р < 0,0001); в моче после 1-го курса ХТ в 3,9 раза 
(р < 0,001), после 2-го курса в 3,7 раза (р < 0,001) и по-
сле 4-го курса ХТ в 4,3 раза (р < 0,0001). По сравнению с 
основной группой уровень KIM-1 в крови больных кон-
трольной группы был выше перед 1-м курсом ХТ в 3 
раза (р < 0,02), после 1-го курса – в 2,1 раза, после 2-го 
курса – в 7,6 раза (0,05 < р <0,1), а в моче в контрольной 
группе превышение составило после 1-го курса ХТ 3,1 
раза (р < 0,05), после 2-го курса 2,2 раза (0,05 < р < 0,1). 

Концентрация липокалина-2 (NGAL) в крови обсле-
дованных больных оказалась очень вариабельной, ми-
нимальные и максимальные значения до начала лечения 
различались в 38 раз. У больных с летальным исходом 
наблюдался очень высокий уровень в крови, что заста-
вило разделить больных на две подгруппы (табл. 4). До 
начала лечения у пяти умерших впоследствии больных, 
у которых изначально наблюдались признаки пораже-
ния почек, средний уровень NGAL в крови был в 6,4 
раза выше, чем у остальных 15 больных. Различия были 
статистически высоко значимы (р = 0,000000).

У больных, успешно прошедших химиотерапевтиче-
ское лечение, уровень NGAL в крови был значимо ниже, 
чем в группе здоровых. До начала лечения это снижение 
составляло в основной группе у большинства больных 
(без учёта впоследствии умерших) в среднем 68,7% (р < 
0,001), а в контрольной группе – 79,2% (р < 0,0001). Сни-
женный уровень NGAL в крови относительно такового 
у группы здоровых наблюдался в обеих группах боль-
ных на протяжении всех курсов ХТ (р < 0,01–0,0001). 
Исключение составили умершие впоследствии больные 
(подгруппа 2), у которых уровень NGAL в крови нахо-
дился в диапазоне 2,0–7,9 нг/мл до и после 1-го и по-
сле 2-го курса ХТ. Интересно, что после 4-го курса ХТ 

у всех больных основной группы независимо от исхода 
заболевания зафиксирован низкий уровень NGAL – поч-
ти в 3 раза ниже, чем в группе доноров (р < 0,001).   

Показано отсутствие статистически значимого изме-
нения NGAL в крови больных основной группы в про-
цессе ХТ по сравнению со значениями до лечения. В 
моче больных этой группы уровень NGAL значимо сни-
жался только после 1-го курса ХТ – на 73,7% (р = 0,058). 
Проведение СПО не оказывало влияния на уровень по-
казателя в крови и моче. 

У больных контрольной группы наблюдалась тенден-
ция к постепенному нарастанию уровня NGAL в крови 
в процессе химиотерапевтического лечения и после 4-го 
курса ХТ отмечено статистически значимое увеличение 
показателя на 127,4% (р = 0,01). В моче больных кон-
трольной группы значимые изменения отсутствовали. 

Показатель L-FABR, представляющий собой L-тип 
белка, связывающий жирные кислоты, в крови больных 
ММ до начала лечения был выше, чем в группе здоро-
вых, на 57,4% (р < 0,05) и изменялся незначительно в 
процессе химиотерапевтического лечения. Статисти-
чески значимое превышение уровня у здоровых на-
блюдалось в основной группе только после СПО – на 
88,4% (р = 0,055) и перед 2-м курсом ХТ – на 57,5%  
(р < 0,05), а в контрольной группе – после 1-го курса ХТ 
– на 84,7%. При этом в основной группе значимого уве-
личения уровня данного маркёра после 1-го курса ХТ не 
наблюдалось. В табл. 5 представлены средние значения 
L-FABR по обследованным группам, из которых были 
исключены резко отличающиеся данные, полученные у 
больных, описанных ниже. 

В моче больных ММ не выявлено значимых отличий 
концентрации L-FABR от таковой в группе здоровых за 
исключением резкого снижения у большинства больных 
основной группы после 2-го курса ХТ (в 11,7 раз, р < 0,05) 
и тенденции к повышению в контрольной группе боль-
ных после 1-го курса ХТ в среднем в 2,2 раза (р = 0,057).   

Индивидуальный анализ также не выявил значи-

Т а б л и ц а  3
Уровень молекулы почечного повреждения-1 (KIM-1) в крови и моче больных множественной миеломой в процессе химиотерапев-

тического лечения

Группа Уровень KIM-1 в крови, нг/мл Уровень KIM-1 в моче, нг/мл
основная группа контрольная группа основная группа контрольная группа

Здоровые 0,113 ± 0,028 (18) 0,954 ± 0,243 (21)
Больные ММ:
 до начала лечения 

0,352 ± 0,087 (11)
р = 0,004092

2,26 ± 0,571 (12)
р = 0,020584

до СПО 0,214 ± 0,056 (7)
р = 0,084471

- 1,803 ± 0,794 (7) -

после СПО
0,201 ± 0,044 (7)

-

1,931 ± 0,809 (7)

-
перед 1-м курсом ХТ 0,593 ± 0,168 (4)

р = 0,000053
ро/к = 0,017971

2,90 ± 0,807 (5)
р = 0,004709

после 1-го курса ХТ 0,218 ± 0,050 (6)
р = 0,073310

0,468 ± 0,246 (4)
р = 0,008350

1,205 ± 0,374 (4) 3,70 ± 0,748 (4)
р = 0,000267

ро/к = 0,024548
ММ перед 2-м курсом ХТ 0,265 ± 0,063 (4)

р = 0,031798
- 0,763 ± 0,468 (3) -

после 2-го курса ХТ 0,125 ± 0,026 (4) 0,956 ± 0,367 (5)
р = 0,000211

ро/к = 0,086057

1,625 ± 0,401 (4) 3,540 ± 0,785 (5)
р = 0,000336

ро/к = 0,085602
после 4-го курса ХТ 2,37 ± 1,686 (4)

р = 0,005449
рф = 0,055006

0,675 ± 0,224 (4)
р = 0,000075

4,40 ± 1,139 (4)
р = 0,000083
рф = 0,091521

4,10 ± 0,799 (4)
р = 0,000067
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мых изменений уровня L-FABR в процессе химиоте-
рапевтического лечения в крови и моче большинства 
обследованных больных как основной, так и контроль-
ной группы. СПО также не изменял уровень L-FABR у 
большинства больных. Однако следует отметить боль-
шой индивидуальный разброс значений данного пока-
зателя. 

Так, для больной Н. основной группы был характе-
рен изначально очень высокий уровень L-FABR в крови 
(выше, чем у остальных больных, в 4,5 раза, а по сравне-
нию со здоровыми – в 7,1 раза) и особенно в моче (более 
чем на порядок: по сравнению с другими больными – в 
15 раз до СПО и в 19 раз после СПО, а по сравнению 
со здоровыми – в 11,3–13,6 раза). После 4-го курса ХТ 
уровень L-FABR в моче снизился в 15,3 раза по сравне-
нию с исходным, не отличался от такового у здоровых, 
но оставался выше, чем у остальных больных основной 
группы, обследованных после 4-курсового химиотера-
певтического лечения. При этом в крови у данной боль-
ной после 4-го курса ХТ  зафиксирован очень высокий 
уровень L-FABR, который в 8,3 раза превышал среднее 
значение для остальных больных и на 26,9% её исходное 
значение, был выше среднего по группе здоровых в 9 
раз. У данной больной G-миелома, стадия IIА, клиниче-
ская группа 2, хронический вирусный гепатит С, арте-
риальная гипертония 1 стадии, гипотиреоз. Результаты 
анализов крови и мочи больной Н. свидетельствовали 
об увеличении содержания общего белка в моче после 
окончания 4-го курса ХТ. При исследовании показате-
лей свободнорадикального окисления у больной Н. было 
выявлено резкое повышение уровня малонового диаль-
дегида (МДА)  в плазме крови – в 4,7 раза относительно 

его значения до начала лечения и в 8,7 раза относитель-
но уровня у доноров. 

Высокие значения L-FABR выявлены также в крови 
больного Ш. основной группы, умершего через 10 дней 
после завершения 2-го курса ХТ: в 2–3 раза выше, чем у 
большинства больных до и после СПО и после 2-го кур-
са ХТ. Уровень L-FABR в крови больного Ш. превышал 
таковой в группе здоровых в 2,5–4,5 раза. В моче дан-
ного больного наблюдали повышение уровня L-FABR 
после 1-го курса ХТ в 6,5 раза и  после  2-го курса ХТ в 
29,4 раза по сравнению с его исходным значением (перед 
проведением СПО), что по сравнению с группой здоро-
вых составляло превышение в 5,1 и 23,3 раза соответ-
ственно. У больного И.  контрольной группы, умершего 
после проведения шести курсов ХТ, уровень L-FABR в 
моче перед началом лечения составил 3738,6 пг/мл, пре-
восходя среднее значение у остальных больных (за ис-
ключением больной Н.) в 16,2 раза.  

Обсуждение. В результате проведённых исследований 
установлено, что больные основной и контрольной 
групп после 1-го курса ХТ существенно различались по 
уровню ИЛ-18 как в крови, так и в моче. Только у боль-
ных контрольной группы наблюдалось резкое повыше-
ние уровня данного цитокина после начала химиотера-
певтического лечения, и он статистически значимо пре-
вышал уровень у больных основной группы после 1-го 
курса ХТ. После 2-го и 4-го курсов ХТ статистически 
значимых различий между больными основной и кон-
трольной групп не выявлено ни по показателям в крови, 
ни по показателям в моче. 

В одном из экспериментальных исследований была 
продемонстрирована роль провоспалительного цитоки-

Т а б л и ц а  4
Уровень липокалина-2 (NGAL) в крови и моче больных множественной миеломой в процессе химиотерапевтического лечения

Группа Уровень NGAL в крови, нг/мл Уровень NGAL в моче, нг/мл
основная группа контрольная группа основная группа контрольная группа

Здоровые 3,06 ± 0,393 (10) 0,163 ± 0,025 (8)
Больные ММ:
 до начала лечения 

1,84 ± 0,471 (20) 
1) 0,787 ± 0,13 (15)

р = 0,000002
2) 5,00 ± 0,84 (5)

р = 0,031400

0,426 ± 0,125 (19)

 до СПО 2,643 ± 0,697 (12)
1) 0,959 ± 0,24 (7) 

р = 0,000972
2) 5,00 ± 0,84 (5)
    р = 0,031400

- 0,586 ± 0,201(11)
р = 0,094159

-

 после СПО 1,765 ± 0,506 (12)
р = 0,064359

1) 0,773 ± 0,217(8)  
   р = 0,000221

2) 3,75 ± 0,793 (4)

-
0,368 ± 0,137(10)

-
 перед 1-м курсом ХТ 0,636 ± 0,116 (8) 

р = 0,000067
0,206 ± 0,066 (8)

 после 1-го курса ХТ 1,833 ± 0,392 (12)
р = 0,040543

1)0,957 ± 0,208 (7)       
р = 0,000823

2) 3,06±0,53 (5)

0,888 ± 0,209 (9)
р = 0,000198

0,154 ± 0,035(10)
р1 = 0,058182

0,247 ± 0,095 (8)

 после 2-го курса ХТ 2,456 ± 0,689 (10)
1)1,423  ± 0,248 (7) 

    р = 0,006367
2) 4,867 ± 1,594(3)

0,949 ± 0,171(10)
р = 0,000110

0,478 ± 0,130(11)
р = 0,058761

0,497 ± 0,202(10)
1) 0,248 ± 0,084(8)
2) 1,495 ± 0,625(2)

 после 4-го курса ХТ 1,122 ± 0,16 (9)
р = 0,000405

1,446 ± 0,239 (9)
р = 0,003310

0,747 ± 0,289 (9)
р = 0,077489

1)0,366 ± 0,16(7)
2)2,08±0,42  (2)

0,42 ± 0,265 (7)
1) 0,157 ± 0,038(6)

2) 2,0    (1)
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на ИЛ-18 в реакции повреждения канальцевого эпите-
лия [15]. Считается, что динамика уровня ИЛ-18 может 
иметь прогностическое значение в отношении продол-
жительности ОПП и сроков восстановления почечной 
функции. Цитокин ИЛ-18 вырабатывается проксималь-
ным трубчатым эпителием после действия нефротокси-
ческих факторов. Определение ИЛ-18 в моче позволяет 
идентифицировать на самой ранней стадии почечное 
повреждение, вызванное ишемией, и является не только 
маркёром ОПП, но и предиктором летальности у боль-
ных в критическом состоянии [16]. Показано, что ИЛ-18 
может обладать низкой чувствительностью, но высокой 
специфичностью: у некоторых больных с ОПП концен-
трация маркёра может оставаться в пределах нормы, но 
увеличение концентрации с большей степенью досто-
верности  свидетельствует об ОПП [17]. Полученные 
нами данные позволяют предположить, что уровень 
данного цитокина у больных ММ может явиться про-
гностическим фактором переносимости химиотерапии, 
что требует дальнейших исследований на большем кон-
тингенте пациентов. 

Анализ уровня цистатина С в среднем в основной и 
контрольной группах и особенно сопоставление инди-
видуальной динамики данного показателя у отдельных 
больных, различающихся по течению процесса и эффек-
тивности проводимого лечения, позволяет прийти к за-
ключению о значимости уровня цистатина С, особенно 
в моче, как дополнительного критерия прогноза успеш-
ности лечения и летальности больных ММ с нарушени-
ем работы почек. Определение концентрации цистатина 
С относят к современным методам лабораторной диа-
гностики, позволяющим выявить почечную патологию 
на ранней стадии [18].

 KIM-1 является липопротеином, который участвует 
в клеточном взаимодействии. При  остром повреждении 
почек разного генеза его концентрация увеличивается в 
проксимальных отделах нефрона [15]. По нашим дан-
ным, у всех обследованных пациентов ещё до начала ле-
чения наблюдалось резкое повышение уровня KIM-1 как 
в крови, так и в моче в среднем в 3 и почти в 2,5 раза. 
Это позволяет думать о наличии повреждения почек у 
большинства больных ММ, вошедших в наше исследо-

вание. Дальнейшая динамика уровня KIM-1 зависела от 
варианта лечения. У больных, которым проводился СПО, 
уровень KIM-1 на первых двух курсах ХТ был статисти-
чески значимо ниже, чем без СПО. При раке почки только 
у больных при исходно диагностированной в предопера-
ционном периоде хронической болезни почек выявлено 
почти двукратное повышение уровня KIM-1 в крови, а 
также цистатина С, ИЛ-18 в крови и L-FABR в крови и 
моче [19], а также показана зависимость этих маркёров от 
состояния больных и выбора анестезии [20, 21].

Показатель NGAL (липокалин-2) рассматривается 
как один из наиболее информативных маркёров ОПП, 
отражающих активность процессов почечной фильтра-
ции и реабсорбции [12]. Его относят к белкам острой 
фазы воспалительного ответа, и в крови уровень NGAL 
характеризует начальные этапы повреждения клеток 
клубочка [22, 23]. Увеличение плазменного уровня мо-
жет иметь место только при повреждении проксималь-
ных канальцев почки, ведущем к снижению реабсорб-
ции NGAL и, что важнее, к увеличению его синтеза в 
клетках канальцев [24]. При этом уровни в моче и плаз-
ме коррелируют только в том случае, если синтез NGAL 
повышен. Встречаются также исследования, в которых 
уровень NGAL при почечной патологии не отличался от 
такового в группе контроля [25].

Согласно полученным нами данным у большинства 
больных ММ до начала лечения содержание NGAL в 
крови значительно ниже нормы, что позволяет предпо-
ложить снижение его синтеза. При этом выявлена зави-
симость уровня NGAL в крови от состояния больных и 
исхода заболевания. У умерших впоследствии больных 
концентрация данного показателя в крови превышала 
среднее значение у больных с успешно проведённым 
лечением более чем в 6 раз. При этом в основной груп-
пе не было выявлено существенного изменения данного 
показателя в динамике успешного лечения, в то время 
как в контрольной группе просматривалась направлен-
ность к увеличению уровня NGAL в ходе многокурсо-
вой химиотерапии.

Групповой, а также индивидуальный анализ не выявил 
значимых изменений уровня L-FABR в процессе химио-
терапевтического лечения в крови и моче большинства 

Т а б л и ц а  5
Уровень L-FABR в крови и моче больных множественной миеломой в процессе химиотерапевтического лечения

Группа Уровень L-FABR в крови, пг/мл Уровень L-FABR в моче, пг/мл
основная группа контрольная группа основная группа контрольная группа

Здоровые 420,4 ± 41,9 (14) 304,5 ± 56,9 (21)
Больные ММ:
 до начала лечения 

661,5 ± 107,2 (10) 
р = 0,028355

221,7 ± 41,9 (10)

 до СПО 719,9 ± 167,3 (6)   
р = 0,026436

- 230,8 ± 38,2 (6)  -

 после СПО 791,9 ± 292,6 (5)   
р = 0,054822

- 219,4 ± 83,3 (6)  -
 перед 1-м курсом ХТ 573,8 ± 109,2 (4) 208,1 ± 96,9 (4)
 после 1-го курса ХТ 521,4 ± 148,7 (5) 776,3 ± 269,8 (4)

р = 0,035369
292,6 ± 39,7 (4) 683,5 ± 342,5 (4)

р = 0,057142
 перед 2-м курсом ХТ 662,1 ± 83,6 (3)

р = 0,027279
- 84,5 ± 34,8 (3) -

 после 2-го курса ХТ 621,7 ± 246,1 (3) 496,1 ± 60,7 (5) 26,05 ± 7,94 (4)
р = 0,046987
рф = 0,013889
р1 = 0,002795

180,0 ± 93,6 (5)

 после 4-го курса ХТ 459,0 ± 95,3 (3) 640,1 ± 241,9 (4) 108,3 ± 44,2 (4) 90,6 ± 61,2 (4)
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обследованных больных ММ. Резкие колебания данного 
показателя у отдельных больных можно связать с харак-
терными для них побочными заболеваниями, а также с 
негативным течением онкологического процесса.  

Таким образом, прослеживается связь уровня иссле-
дованных показателей почечного повреждения с клини-
ческими особенностями состояния отдельных больных 
и успешностью и переносимостью химиотерапевтиче-
ского лечения ММ.  

Результаты, полученные при мониторинге состояния 
почек по уровню маркёров ОПП у больных ММ, интерес-
но сопоставить с данными проведённых в нашем институ-
те экспериментальных исследований, в которых показано, 
что при ишемии, вызванной блокадой чревного сплетения 
крыс, имело место увеличение в ткани почки содержания 
ИЛ-18 и L-FABR,  указывающее на повреждение канальце-
вого эпителия проксимальных канальцев, а также повыше-
ние уровня цистатина С, свидетельствующее о нарушении 
клубочковой фильтрации. При этом увеличение уровня 
KIM-1, рассматриваемого в качестве маркёра повреждения 
клеток, и NGAL, связанного со стимулированием проли-
ферации повреждённых клеток, наблюдается в ткани ише-
мизированной почки в более поздние сроки  [26]. 

Выводы
1. У больных ММ до начала лечения выявлено по-

вышение в крови уровня ИЛ-18 в 8,6 раза, KIM-1 – в 
3,1 раза, L-FABR – на 57,4% и цистатина С – на 48,4% 
и снижение уровня NGAL у 75% больных на 74,3% по 
сравнению с уровнем в группе здоровых, а в моче ис-
ходно увеличенным оказалось лишь содержание KIM-1 
в 2,4 раза и NGAL в 2,6 раза.

2. Проведение многокурсовой химиотерапии с пред-
шествующим плазмообменом – более щадящий метод 
лечения больных ММ, о чем свидетельствует более низ-
кий уровень двух маркёров раннего повреждения почек у 
больных основной группы по сравнению с контрольной 
группой: KIM-1 в крови и моче после 1-го и 2-го курсов 
ХТ, а также ИЛ-18 в крови и моче после 1-го курса ХТ.

3. Для больных с летальным исходом характерен вы-
сокий уровень цистатина С в крови и моче, NGAL в кро-
ви, а также для некоторых больных – повышение уровня 
L-FABR в моче.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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ПОКАЗАТЕЛИ ЛЕТУЧИХ ЖИРНЫХ КИСЛОТ В ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКЕ 
ГНОЙНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ ПАНКРЕОНЕКРОЗА 

1ФГБОУ ВО «Ивановская государственная медицинская академия» Минздрава России, 153012, Иваново, Россия  
2ОБУЗ «Ивановская областная клиническая больница», 153040, Иваново, Россия

Цель работы — оценка информативности показателей летучих жирных кислот (ЛЖК) для дифференциальной диагно-
стики инфицированного панкреонекроза (ИПН), осложненного флегмонами забрюшинной клетчатки, и ИПН, ослож-
ненного панкреатическими абсцессами. Работа основана на результатах обследования и лечения 52 больных с ИПН, 
осложненным абсцессами и флегмонами. Проведен анализ концентраций ЛЖК: уксусной, пропионовой, масляной и изова-
лериановой кислот на автоматизированном газовом хроматографе модели «Кристаллюкс-4000» с капиллярной колонкой 
«HP-FFAP». Показатели уксусной, пропионовой, масляной кислот и суммы ЛЖК статистически значимо выше у боль-
ных с ИПН, осложненным флегмонами забрюшинной клетчатки, по сравнению с показателями ЛЖК больных с ИПН, 
осложненным панкреатическими абсцессами. Показатели уксусной кислоты и суммы ЛЖК статистически значимо 
выше, у больных с ИПН, осложненным парапанкреатическими флегмонами, по сравнению с показателями ЛЖК больных 
с ИПН, осложненным панкреатическими абсцессами. Показатели уксусной, пропионовой, масляной, изовалериановой 
кислот и суммы ЛЖК статистически значимо выше у больных с ИПН, осложненным параколическими флегмонами, по 
сравнению с показателями ЛЖК больных с ИПН, осложненным панкреатическими абсцессами. Показатели уксусной, 
пропионовой, масляной кислот и суммы ЛЖК статистически значимо выше, у больных с ИПН, осложненным тоталь-
ными забрюшинными флегмонами, по сравнению с показателями ЛЖК больных с ИПН, осложненным панкреатическими 
абсцессами. Показатели ЛЖК можно использовать как дополнительные критерии для дифференциальной диагностики 
ИПН, осложненного флегмонами забрюшинной клетчатки, и ИПН, осложненного панкреатическими абсцессами.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  панкреонекроз; панкреатический абсцесс; флегмона забрюшинной клетчатки; диагностика; 
летучие жирные кислоты.
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THE VOLATILE FATTY ACIDS INDICATORS IN THE DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF PURULENT 
COMPLICATIONS OF PANCREATIC NECROSIS
1Ivanovo State Medical Academy, 153012, Ivanovo, Russian Federation; 
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The purpose of the study was to evaluate the informative value of volatile fatty acid (VFA) indicators for the differential diagnosis 
of infected pancreatic necrosis (IPN), complicated by retroperitoneal cellulose phlegmons and IPN, complicated by pancreatic 
abscesses. The work is based on the results of the examination and treatment of 52 patients with IPN, complicated by abscesses 
and phlegmon. The analysis of the concentrations of acetic, propionic, butyric and isovaleric acids were carried out on the gas 
chromatograph “Crystalllux-4000” with the capillary “HP-FFAP” column. Indicators of acetic, propionic, butyric acids and the 
amount of VFA were statistically significantly higher in patients with IPN, complicated by retroperitoneal cellulose phlegmons, 
compared with those of VFA in patients with IPN, complicated by pancreatic abscesses. Indicators of acetic acid and the amount 
of VFA were statistically significantly higher in patients with IPN, complicated by parapancreatic phlegmon, compared with those 
of VFA in patients with IPN, complicated by pancreatic abscesses. Indicators of acetic, propionic, butyric, isovaleric acid and the 
amount of VFA were statistically significantly higher in patients with IPN, complicated by paracolic phlegmon, compared with 
patients with IPN, complicated by pancreatic abscesses. Indicators of acetic, propionic, butyric acids and the amount of VFA were 
statistically significantly higher in patients with IPN, complicated by total retroperitoneal phlegmon, compared with patients with 
IPN, complicated by pancreatic abscesses. The values of VFA can be used as additional criteria for the differential diagnosis 
between IPN, complicated by retroperitoneal phlegmon and IPN, complicated by pancreatic abscess.
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Введение. Поздняя диагностика осложнений остро-
го панкреатита, неадекватный выбор консервативного 
и хирургического лечения приводят к высокой леталь-
ности. Для деструктивного панкреатита характерна 
закономерная трансформация стерильных форм в ин-
фицированные. Микроорганизмы, колонизирующие 
кишечник, в первые 2 недели способны транслоциро-
ваться в некротические ткани [1]. Инфицированный 
панкреонекроз (ИПН) может быть отграниченным 
от здоровых тканей (абсцесс) или неотграниченным 
(гнойно-некротический парапанкреатит). Среди гнойно-
септических осложнений острого некротического пан-
креатита наибольший практический интерес представ-
ляют абсцесс поджелудочной железы и забрюшинная 
флегмона, что обусловлено трудностью их диагностики 
и опасностью развития тяжелых вторичных осложне-
ний. Абсцесс поджелудочной железы обычно развива-
ется при тяжелой форме панкреонекроза и иногда при 
вторичном инфицировании псевдокисты поджелудоч-
ной железы. Ранняя диагностика гнойно-септических 
осложнений основане на результатах ультразвукового 
исследования (УЗИ) и мультиспиральной компьютерной 
томографии (МСКТ) органов брюшной полости. При 
диагностике гнойно-септических осложнений остро-
го некротического панкреатита характерны отсутствие 
гиперамилаземии, наличие лейкоцитоза, нейтрофилез с 
палочкоядерным сдвигом влево, повышение концентра-
ции С-реактивного белка [2]. Для выявления признаки 
инфицирования при ИПН используют воспалительные 
маркеры (фибриноген, С-реактивный белок, прокаль-
цитонин и др.), результаты бактериологического посева 
аспирата, полученного при  пункции тонкой иглой [3]. 
Многообразие используемых в настоящее время лабора-
торных и инструментальных методов диагностики сви-
детельствует о том, что ни один из них в полной мере не 
удовлетворяет запросам клиницистов, так как не всегда 
позволяет достоверно и своевременно выявлять нали-
чие инфицирования некротически изменённых тканей 
поджелудочной железы и забрюшинной клетчатки у па-
циентов с деструктивным панкреатитом [4-9]. Поэтому 
сегодня одним из актуальных направлений является со-
вершенствование существующих и поиск новых, пато-
генетически обоснованных методов диагностики ИПН 
[10]. На практике известна проблема дифференциаль-
ной диагностики панкреатических абсцессов и флегмон 
забрюшинной клетчатки, особенно, в начальной стадии 
их развития.

Летучие жирные кислоты (ЛЖК) – метаболиты 
факультативно-анаэробных и облигатно-анаэробных 
бактерий  [11-16]. Этиологическими агентами гнойной 
инфекции часто являются условно-патогенные микро-
организмы, среди которых возрастает роль неклостриди-
альных анаэробных бактерий. Для оптимизации диагно-
стики и лечения гнойной инфекции необходимо быстро 
обнаружить возбудителей, их классификация как аэробов 
(факультативных анаэробов) или облигатных анаэробов 
для выбора адекватного лечения [11, 16]. Анализ ЛЖК в 
качестве специфичных метаболитов облигатных анаэро-
бов используют для экспресс-диагностики возбудителей 
клостридиальной и неклостридиальной анаэробной ин-
фекции [15-26] и диагностики дисбактериозов [27-30]. 
Определение  содержания ЛЖК в биоптатах поджелу-
дочной железы и периферической крови методом газо-
вой хроматографии с масс-спектрометрией, позволило 
доказать роль анаэробной неклостридиальной инфек-

ции в развитии ИПН [5]. По данным проведённых нами 
ранее исследований с использованием метода газовой 
хроматографии,  установлена информативность показа-
телей ЛЖК крови для диагностики ИПН [9]. Значение 
анаэробной микрофлоры и ЛЖК для дифференциальной 
диагностики гнойных осложнений панкреонекроза до 
настоящего времени изучено недостаточно.

Цель исследования — оценка информативности по-
казателей ЛЖК для дифференциальной диагностики 
ИПН, осложненного флегмонами забрюшинной клет-
чатки, и ИПН, осложненного панкреатическими абсцес-
сами.

Материал и методы. Работа основана на результатах 
обследования и лечения 52 больных с ИПН, которые на-
ходились в хирургическом отделении для взрослых па-
циентов Ивановской областной клинической больницы 
(ретроспективное исследование). Возраст пациентов со-
ставлял от 21 года до 84 лет (44±3 года), среди которых 
было 40 (77%) мужчин и 12 (23%) женщин. Причины 
возникновения ИПН: прием алкоголя, желчнокаменная 
болезнь, травма поджелудочной железы, осложнение 
эндоскопической ретроградной холангиопанкреатогра-
фии с эндоскопической папиллосфинктеротомией. Диа-
гноз ИПН устанавливали на основании клинических 
данных, результатов УЗИ, МСКТ, а также лабораторных 
показателей. На основании выполненных процедур вы-
делены две группы пациентов. В 1-ю группу мы вклю-
чили 44 больных с ИПН, осложненным флегмоной за-
брюшинной клетчатки: 16 больных с ИПН, осложнен-
ным парапанкреатическими флегмонами, 14 пациентов 
с ИПН, осложненным параколическими флегмонами, 
14 пациентов с ИПН, осложненным тотальными забрю-
шинными флегмонами. 2-ю группу составили 8 пациен-
тов с ИПН, осложненным панкреатическим абсцессом. 
Всем больным проводили интенсивное консервативное 
лечение, выполнялись разные оперативные вмешатель-
ства, эффективность которых оценивали на основании 
клинико-лабораторных данных, а также инструменталь-
ных методик обследования.

После установления диагноза ИПН всем пациентам 
проводили анализ концентраций ЛЖК: уксусной, про-
пионовой, масляной и изовалериановой в крови хрома-
тографическим методом. Подготовка образцов крови 
для хроматографии выполнена методом жидкостной 
экстракции диэтиловым эфиром [16]. Газо-жидкостную 
хроматографию для количественного определения ук-
сусной, пропионовой, масляной и изовалериановой 
кислот выполняли на автоматизированном газовом 
хроматографе модели «Кристаллюкс-4000» с капилляр-
ной колонкой «HP-FFAP» Agilent Technologies (длина 
– 50 м; диаметр – 0,32 мм; толщина фазы – 0,5 мкм) и 
пламенно-ионизационным детектором; газ-носитель – 
гелий [12, 26]. Идентификацию и количественное опре-
деление концентраций ЛЖК осуществляли при помощи 
аналитических стандартных образцов и программного 
комплекса для обработки хроматографических данных 
«МультиХром». Продолжительность хроматографи-
ческого анализа ЛЖК составляла 40-60 мин с момента 
доставки исследуемого материала в лабораторию. Рас-
считывали сумму ЛЖК. Анаэробный индекс рассчиты-
вали путем деления суммы концентраций пропионовой, 
масляной и изовалериановой кислот на концентрацию 
уксусной кислоты.

Для статистического анализа применяли специализи-
рованный пакет программ «Statistica 6.0» (StatSoft, Inc). 
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Использовались следующие методы анализа: расчет 
размера выборки на основе статистической мощности; 
проверка нормальности распределения количественных 
признаков с использованием критерия Шапиро-Уилка; 
оценка значимости различий количественных призна-
ков в независимых выборках с использованием непара-
метрического U-критерия Манна-Уитни. Расчет объема 
выборки исследования, необходимого для достижения 
требуемой мощности, выполнен по показателю уксус-
ной кислоты. Различия между группами считали значи-
мыми при p < 0,05. В таблице приведены непараметри-
ческие статистические показатели: медиана, нижний и 
верхний квартили.

Результаты. У пациентов диагностирован разной 
степени распространенности ИПН, осложненный пан-
креатическими абсцессами и флегмонами забрюшинной 
клетчатки. Для сравнения показателей ЛЖК у больных с 

ИПН, осложненным панкреатическими абсцессами 
и флегмонами забрюшинной клетчатки, мы исполь-
зовали концентрации ЛЖК практически здоровых 
доноров [15]. Мы  рассчитали показатели для крови 
доноров: сумма ЛЖК – 0,0038 и анаэробный индекс 
– 2,8000. При сравнении показателей ЛЖК крови у 
больных с ИПН, осложненным панкреатическими 
абсцессами и флегмонами забрюшинной клетчат-
ки, со значениями практически здоровых доноров 
установлены более высокие показатели у больных 
с ИПН: уксусной кислоты в 100 % проб, пропионо-
вой кислоты в 100 % проб, масляной кислоты в 98 
% проб, суммы ЛЖК в 100 % проб и более низкие 
показатели: изовалериановой кислоты в 96 % проб, 
анаэробного индекса в 100 % проб.

Для достижения 90% достоверности исследова-
ния при уровне ошибки первого рода в 5%,  требуе-
мый объем выборки составил 7 пациентов. Распре-
деление концентраций ЛЖК отличается от нормаль-
ного, поэтому для описания данных использовали 
непараметрические статистические показатели, для 
оценки значимости различий количественных при-
знаков в независимых выборках использован непа-
раметрический U-критерий Манна-Уитни.  В табл. 

1 представлены: анаэробный индекс, содержание 
уксусной, пропионовой, масляной, изовалериановой 
кислот и сумма ЛЖК в крови у пациентов с ИПН, 
осложненным флегмонами забрюшинной клетчат-
ки, и больных с ИПН, осложненным панкреатиче-
скими абсцессами. 

Показатели уксусной, пропионовой, масляной 
кислот и суммы ЛЖК статистически значимо выше 
у больных с ИПН, осложненным флегмонами за-
брюшинной клетчатки, по сравнению с показателями 
ЛЖК больных с ИПН, осложненным панкреатически-
ми абсцессами. По показателю изовалериановой кис-
лоты статистически значимых различий между груп-
пами не было (p = 0,122). По показателю анаэробного 
индекса различия между группами отсутствовали.

Показатели уксусной кислоты и суммы ЛЖК 
статистически значимо выше, у больных с ИПН, 
осложненным парапанкреатическими флегмона-
ми, по сравнению с показателями ЛЖК больных с 
ИПН, осложненным панкреатическими абсцессами. 
По анаэробному индексу и показателям изовалериа-
новой, пропионовой, масляной кислот статистиче-
ски значимых различий между группами не было 
(табл.2).

Показатели уксусной, пропионовой, масляной, изова-
лериановой кислот и суммы ЛЖК статистически значимо 
выше у пациентов  с ИПН, осложненным параколическими 
флегмонами, по сравнению с показателями ЛЖК больных 
с ИПН, осложненным панкреатическими абсцессами. По 
показателю анаэробного индекса статистически значимых 
различий между группами не было (табл.3). 

Показатели уксусной, пропионовой, масляной кис-
лот и суммы ЛЖК статистически значимо выше, у боль-
ных с ИПН, осложненным тотальными забрюшинными 
флегмонами, по сравнению с показателями ЛЖК боль-
ных с ИПН, осложненным панкреатическими абсцесса-
ми. По показателю изовалериановой кислоты статисти-
чески значимых различий между группами не было (p 
= 0,133). По показателю анаэробного индекса различия 
между группами отсутствовали (табл.4).

Обсуждение. Хроматографический метод отличается 

Таблица 1
Содержание летучих жирных кислот (в ммоль/л) у больных с инфици-
рованным панкреонекрозом, осложненным флегмонами забрюшинной 

клетчатки, и больных с инфицированным панкреонекрозом, ослож-
ненным панкреатическими абсцессами.

Показатели, 
ммоль/л

забрюшинная флегмона;  
n = 44

панкреатический абсцесс; 
n = 8

Медиа-
на

Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

Медиа-
на

Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

уксусная  
кислота* 0,43000 0,36000 0,56000 0,21000 0,16000 0,25000

пропионовая 
кислота** 0,01900 0,00835 0,03250 0,00815 0,00760 0,00900

масляная 
кислота*** 0,00365 0,00315 0,00460 0,00300 0,00280 0,00325

изовале-
риановая 
кислота

0,00015 0,00009 0,00040 0,00011 0,00007 0,00013

сумма ЛЖК* 0,46635 0,38186 0,58265 0,22152 0,17042 0,26038
анаэробный 
индекс 0,05327 0,03323 0,08805 0,04950 0,04448 0,07663

П р и м е ч а н и я . Различия значимы:* – p < 0,001; ** – p = 0,015;. *** – 
p = 0,014. U-критерий Манна-Уитни.

Т а б л и ц а  2
Содержание летучих жирных кислот (в ммоль/л) у больных с инфи-
цированным панкреонекрозом, осложненным парапанкреатически-
ми флегмонами, и больных с инфицированным панкреонекрозом, 

осложненным панкреатическими абсцессами.

Показатели, 
ммоль/л

парапанкреатическая флег-
мона, n = 16

панкреатический абсцесс, 
n = 8

Медиа-
на

Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

Медиа-
на

Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль

уксусная 
кислота* 0,32000 0,28500 0,38500 0,21000 0,16000 0,25000

пропионовая 
кислота 0,00835 0,00710 0,01700 0,00815 0,00760 0,00900

масляная 
кислота 0,00320 0,00300 0,00365 0,00300 0,00280 0,00325

изовале-
риановая 
кислота

0,00010 0,00008 0,00030 0,00011 0,00007 0,00013

сумма ЛЖК* 0,34148 0,30082 0,40255 0,22152 0,17042 0,26038
анаэробный 
индекс 0,04182 0,03030 0,06287 0,04950 0,04448 0,07663

П р и м е ч а н и я . Различия значимы:* – p < 0,001. U-критерий Манна-
Уитни.
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от традиционного бактериологического исследования вы-
сокой чувствительностью и быстротой получения резуль-
татов [12, 16]. Повышение показателей уксусной, пропио-
новой, масляной, изовалериановой кислот и суммы ЛЖК 
отражает важную роль микроорганизмов и их метаболи-
тов в патогенезе гнойных осложнений ИПН. Уксусную 
кислоту образуют факультативные и облигатные анаэро-
бы, пропионовую продуцируют преимущественно обли-
гатные анаэробы, а масляная, изомасляная, валериановая 
и изовалериановая кислоты являются специфическими 
метаболитами клостридиальных и неклостридиальных 
облигатных анаэробов [12, 13, 15, 16]. В настоящее вре-
мя чаще всего гнойно-воспалительные заболевания вы-
зывают ассоциации возбудителей. Анаэробный индекс 
характеризует удельный вес облигатных анаэробов в 
микробной ассоциации. Из всех показателей ЛЖК для 
дифференциальной диагностики осложнений ИПН наи-
более статистически значимыми были изменения ук-
сусной кислоты и суммы ЛЖК (p < 0,001). Это связано 

с тем, что эти показатели отражают всю сум-
му метаболитов факультативно-анаэробных 
и облигатно-анаэробных бактерий, которые 
являются этиологическими агентами ИПН, 
осложненного панкреатическими абсцессами, 
и ИПН, осложненного флегмонами забрю-
шинной клетчатки. В проведённых нами ра-
нее исследованиях с использованием метода 
газовой хроматографии использовали показа-
тели уксусной, пропионовой, масляной и изо-
валериановой кислот крови для диагностики 
инфицированного панкреонекроза [9]. 

Флегмона забрюшинной клетчатки – ин-
фицирование клетчатки вокруг поджелудоч-
ной железы. Основным источником инфекции 
является эндогенная транслокация микробов. 
Диагноз подтверждается УЗИ или МСКТ [3]. 
Предлагаем дополнить результаты УЗИ или 
МСКТ информацией о содержании ЛЖК 
в крови при осложнениях панкреонекроза. 
Хроматографический анализ ЛЖК в кро-
ви отражает не только факт инфицирования 
панкреонекроза, но и распространенность 
патологического процесса. В настоящей ра-
боте предлагаем дополнительно использо-
вать показатель суммы ЛЖК и анаэробный 
индекс. Показатель суммы ЛЖК обладает 
такой же высокой информативностью как и 
показатель уксусной кислоты. Это связано с 
тем, что уксусная кислота вносит наиболь-
ший количественный вклад в сумму ЛЖК.

Показатели уксусной, пропионовой, мас-
ляной, изовалериановой кислот и суммы 
ЛЖК являются информативными крите-
риями для дифференциальной диагностики 
ИПН, осложненного панкреатическими аб-
сцессами, и ИПН, осложненного флегмона-
ми забрюшинной клетчатки.

Выводы. 
1. Показатели ЛЖК можно использовать 

как дополнительные критерии для диффе-
ренциальной диагностики ИПН, осложнен-
ного флегмонами забрюшинной клетчатки, 
и ИПН, осложненного панкреатическими 
абсцессами.

2. Показатели уксусной кислоты и сум-
мы ЛЖК можно использовать как дополнительные 
критерии для дифференциальной диагностики ИПН, 
осложненного парапанкреатической флегмоной, и ИПН, 
осложненного панкреатическим абсцессом.

3. Показатели уксусной, пропионовой, масляной, изова-
лериановой кислот и суммы ЛЖК можно использовать как 
дополнительные критерии для дифференциальной диагно-
стики ИПН, осложненного параколической флегмоной, и 
ИПН, осложненного панкреатическим абсцессом.

4. Показатели уксусной, пропионовой, масляной 
кислот и суммы ЛЖК можно использовать как дополни-
тельные критерии для дифференциальной диагностики 
ИПН, осложненного тотальной забрюшинной флегмо-
ной, и ИПН, осложненного панкреатическим абсцес-
сом. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

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

Т а б л и ц а  3
Содержание летучих жирных кислот (в ммоль/л) у больных с инфицирован-
ным панкреонекрозом, осложненным параколическими флегмонами, и боль-
ных с инфицированным панкреонекрозом, осложненным панкреатическими 

абсцессами.

Показатели, 
ммоль/л

Параколическая флегмона, n = 14 Панкреатический абсцесс, n = 8

Медиана Нижний 
квартиль

Верхний 
квартиль Медиана Нижний 

квартиль
Верхний 
квартиль

уксусная  
кислота*

0,43000 0,42000 0,47000 0,21000 0,16000 0,25000

пропионовая 
кислота**

0,03100 0,00870 0,04600 0,00815 0,00760 0,00900

масляная  
кислота***

0,00365 0,00310 0,00450 0,00300 0,00280 0,00325

изовалериановая 
кислота***

0,00035 0,00010 0,00051 0,00011 0,00007 0,00013

сумма ЛЖК* 0,47251 0,44208 0,49011 0,22152 0,17042 0,26038
анаэробный 
индекс

0,07211 0,02810 0,11389 0,04950 0,04448 0,07663

П р и м е ч а н и я . Различия значимы:* – p < 0,001; ** – p = 0,034;. *** – p = 
0,024. U-критерий Манна-Уитни.

Т а б л и ц а  4
Содержание летучих жирных кислот (в ммоль/л) у больных с инфицирован-

ным панкреонекрозом, осложненным тотальными забрюшинными флегмона-
ми, и больных с инфицированным панкреонекрозом, осложненным панкреа-

тическими абсцессами

Показатели, 
ммоль/л

тотальная забрюшинная
 флегмона, n = 14

панкреатический абсцесс,
n = 8

Медиана Нижний
квартиль

Верхний
квартиль Медиана Нижний

квартиль
Верхний
квартиль

уксусная  
кислота* 0,58500 0,56000 0,62000 0,21000 0,16000 0,25000

пропионовая 
кислота* 0,02600 0,01800 0,5800 0,00815 0,00760 0,00900

масляная 
кислота** 0,00470 0,00390 0,00560 0,00300 0,00280 0,00325

изовалериано-
вая кислота 0,00014 0,00010 0,00031 0,00011 0,00007 0,00013

сумма ЛЖК* 0,62767 0,58370 0,65665 0,22152 0,17042 0,26038
анаэробный 
индекс 0,05755 0,03438 0,08907 0,04950 0,04448 0,07663

П р и м е ч а н и я . Различия значимы:* – p < 0,001; ** – p = 0,004. U-критерий 
Манна-Уитни.
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Папичев Е.В., Заводовский Б.В., Полякова Ю.В., Сивордова Л.Е., Ахвердян Ю.Р.

ФЕТУИН-А. НОВЫЙ ГЕПАТОКИН В ДИАГНОСТИКЕ РЕВМАТОИДНОГО АРТРИТА

ФГБНУ Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной ревматологии им. А.Б. Зборовского, 
400138, Волгоград, Россия;

Фетуин-А (ФА) (α2гликопротеин-Хереман-Шмида) это гепатокин, который обладает многими  вариантами биологи-
ческой активности. Медиатор  реально отнести  к белкам острофазного ответа,  к  про- и противовоспалительным 
медиаторам, к участникам процессов  ремоделирования  костной ткани. Проведенная нами работа  направлена на оцен-
ку  диагностической роли ФА как нового маркера при ревматоидном артрите (РА). Содержание ФА определяли  в сыво-
ротке крови пациентов с РА и здоровых добровольцев, с целью оценки,  как нормальных значений ФА, так и   выявления 
взаимосвязи с клиническими проявлениями и активностью патологического процесса. Под наблюдением находилось 140 
человек, из которых 110 пациентов с РА, верифицированным на основании критериев EULAR/ACR 2010 и 30 условно 
здоровых лиц. В группе больных РА 102 женщины и 8 мужчин. Уровень ФА определяли «сэндвич»-методом иммунофер-
ментного анализа, используя  коммерческие тест-системы  (HUMAN Fetuin-A ELISA BioVendor). Средний уровень ФА в 
сыворотке крови пациентов с  РА составил 765,67±120,66 мкг/мл ((M±σ), здесь и далее, что достоверно ниже его уровня 
в группе условно здоровых лиц 812,95±76,2 мкг/мл (p=0,0437). Статистически значимой разницы средних значений ФА 
между мужчинами и женщинами не обнаружено (p=0,424). Физиологичные  значения ФА, оцененные  как M±2σ,  со-
ставили от 653,55 мкг/мл до 972,19 мкг/мл. При РА значимое снижение уровня ФА определено у пациентов позитивных 
по АЦЦП, с умеренной и высокой  активностью заболевания, с  рентгенологически определенной  стадией заболевания 
и функциональным классом, наличием внесуставных проявлений и осложнениями. Выявлена умеренная отрицательная 
корреляционная взаимосвязь между уровнем ФА и такими показателями активности заболевания, как С-реактивный 
белок, скорость оседания эритроцитов и индекс DAS28. Содержание  ФА в сыворотке крови значительно различается в 
зависимости от клинических проявления заболевания и лабораторных тестов РА. ФА  можно обоснованно использовать  
для диагностики активности, тяжести течения, осложнений и верификации внесуставных проявлений РА.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  фетуин-А; α2-Хереман-Шмида гликопротеин; ревматоидный артрит.
Для цитирования: Папичев Е.В., Заводовский Б.В., Полякова Ю.В., Сивордова Л.Е., Ахвердян Ю.Р. Фетуин-а. новый 
гепатокин в диагностике ревматоидного артрита. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (12): 756-760.   
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-12-756-760
Papichev E.V., Zavodovsky B.V., Polyakova Y.V., Seewordova L.E., Akhverdyan Y. R.
Fetuin-A. Novel hepatokine in rheumatoid arthritis laboratory diagnostics
Federal State Budgetary Institution  Institute of Clinical and Experimental Rheumatology named after A.B. Zborovsky, Volgograd
Fetuin-A (α2-Heremans-Schmid glycoprotein, AHSG) is a glycoprotein mainly secreted by hepar in adults. It was shown, that AHSG 
is a positive as well as a negative acute-phase protein with pro- and anti-inflammatory effects. We studied serum levels of an AHSG in 
patients with rheumatoid arthritis (RA) and healthy controls in order to determine its role in the diagnostics of this disease. We measured 
serum levels of AHSG in 110 patients with RA and 30 healthy controls. To determine RA phenotype we measured  rheumatoid factor 
and anticitrullinated protein antibodies. All patients were examined by the rheumatologist to identify clinical features of RA. Serum 
CRP and ESR were measured to assess inflammation. Mean level of AHSG in group with RA was 765,67±120,66 (Hereinafter M±σ), 
which was significantly lower than of healthy controls (812,76,2±76,2 μg/ml; p=0,0437). Insignificant difference of mean levels of 
AHSG was observed between men and women with RA (p=0,424). The reference ranges for AHSG measured from the healty controls 
were 653,55-972,19 ug/ml (M±2σ). We studied mean levels of AHSG according to the clinical and immunological manifestations of 
RA. AHSG levels were significantly lower within patients positive on ACCP, with moderate or high disease activity, with 2nd, 3rd 
and 4th x-ray stages and functional classes, with erosivity, extra-articular manifestations and complications. The moderate negative 
correlation was observed between AHSG level and CRP (r=-0,3146; p<0,001), ESR (r=-0,344; p<0,001) and DAS28 (r=-0,4334; 
p<0,001). In summary, AHSG mean levels were significantly different in patients with RA. It can be used to improve the diagnostics 
of RA activity, severity, extra-articular manifestations and complications.
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Введение. Современным направлением в ревматоло-
гии и клинической лабораторной диагностике является 
поиск новых биологически активных молекул, которые 
оказывают влияние и отражают  активность  системно-
го воспалительного процесса [1]. Измерение и опреде-
ление диагностического значения новых тестов  про-
водят с целью совершенствования диагностики заболе-
вания. Большинство измеряемых протеинов  являются 
локально синтезируемыми клетками медиаторами  из 
групп адипокинов, миокинов и гепатокинов, к кото-
рым в последнее время привлечено пристальное вни-
мание клинических биохимиков.  Оценка адипокинов 
показала, что они обладают рядом достоверных диа-
гностических значений. Их общими действием  явля-
ется участие в становлении синдрома резистентности 
к инсулину,   метаболического синдрома, системного 
воспаления и сердечнососудистых заболеваний. Оцен-
ка их диагностического значения  при ревматоидном 
артрите (РА) показала, что некоторые медиаторы  из 
этой группы обладают  противовоспалительным дей-
ствием (адипонектин) [2, 3], иные же  – выраженным  
провоспалительным действием  (лептин, резистин и 
висфатин) [4-6].

Интерес к  миокинам продолжается с 1997 г., когда 
A. McPherron с соавт. [7] выявили наличие  миостатина. 
Для веществ этой группы характерно влияние на многие 
системы организма и, в частности, на биологическую 
реакцию воспаления. Так, некоторые миокины  стиму-
лируют  пролиферацию клеточных элементов в стенке 
сосудов,  повышая  их проницаемость (фактор  роста  
эндотелия сосудов, VEGF) при РА [8]; иные медиаторы  
подавляют деградацию  хряща суставных поверхностей 
(CYR61, cysteine-rich angiogenic inducer 61) [9]. Одним 
из новых гепатокинов, который может оказывать влия-
ние на  патогенез и течение  ревматических заболева-
ний, является фетуин-А (ФА). ФА - это гликопротеин, 
впервые обнаружен 1944 г. в бычьей эмбриональной сы-
воротке крови [10]. Гомолог  фетуина-А у человека син-
тезируют клетки печени. Изначально его именовали  как 
α2 гликопротеин-Хереман-Шмида, в честь J.F. Heremans 
и W. Bürgi с K. Schmid; он  первым выделил   этот про-
теин [11, 12]. 

В настоящее время  активное выяснение действия  
ФА на функцию разных органов и систем организма 
продолжается. Показано, что ФА является негативным 
белком острой фазы;  повышение содержания  провос-
палительных цитокинов (ФНО-α, ИЛ-1 и ИЛ-6) при-
водит к снижению содержания  ФА. Полагают,  что 
механизм этого действия ассоциирован  с изменением 
структуры белков семейства C/EBP (CCAAT-enhancer-
binding proteins), которые оказывают влияние на транс-
крипцию РНК [13]. В свою очередь, в ряде исследова-
ний оценено  влияние ФА на биологическую реакцию  
воспаления  и показано, что ФА способен  предупредить  
развитие септического процесса. Показана способность  
ФА стабилизировать мембраны лейкоцитов;  проис-
ходит это посредством  агонистичного взаимодействия  
с  катионными полиаминами, блокируя  при этом инду-
цируемый эндотоксинами синтез ИЛ-1 [14, 15]. Другой 
важной стороной действия  ФА является его влияние на 
процесс минерализации костной ткани. ФА способству-
ет поддержанию оптимального уровня метаболизма в 
клетках костной ткани. Снижение же содержания его в 
сыворотке крови сопровождает угнетение процесса  ре-
моделирования костной ткани. В реализации этого дей-

ствия определенное значение  придают связыванием ФА 
белков семейства трансформирующего фактора роста-β 
(TGF-β), в частности TGF-β1 и костного морфогенети-
ческого протеина  (BMP) [16]. Последний,  в высокой 
концентрации, способен угнетать процесс минерализа-
ции костной ткани [17].

Кроме сказанного выше, ФА может оказывать опо-
средованное влияние на развитие синдрома атеро-
склероза, биологических реакций апоптоза и воспале-
ния [18]. ФА является белковой частью в стабильных 
коллоидных минерально-протеиновых комплексах, 
называемых кальцийпротеиновые частицы;  в состав 
их входят дополнительно кальций и соли фосфор-
ных кислот [19]. Выведение этих частиц клетками 
печени  является одним из механизмов поддержа-
ния равновесной концентрации кальция в организме 
[20]. Более того, эти частицы способны быть и  пере-
носчиками липидов; это  обусловливает  влияние на 
развитие атеросклероза, активности системной био-
логической  реакции воспаления  воспаления и, как 
следствие, становление сердечно-сосудистой патоло-
гии. Как и адипокины, ФА участвует в формировании 
метаболического синдрома. ФА блокирует трипсин-
активированное аутофосфорилирование  рецептора к 
инсулину, что приводит к становлению синдрома ре-
зистентности к инсулину [21]. Более того, уровень ФА 
значительно повышается при употреблении пищи, бо-
гатой липидами; это  определяет его влияние на раз-
витие синдрома инсулинорезистентности у пациентов 
с  метаболическим синдромом [22].

В настоящее время обсуждается  вопрос об исполь-
зовании ФА как маркера для лабораторной диагностики  
при сердечно-сосудистых заболеваниях [23], при пато-
логии  печени [24], становлении сахарного диабета и 
его осложнений [25]. Таким образом, ФА обладает био-
логическим действием на многие системы организма. В 
связи с изложенным, определение  содержания ФА  при 
РА имеет научное и практическое значение. Цель рабо-
ты  - совершенствование  лабораторной диагностики РА 
путем оценки содержания ФА в сыворотке крови.

Материал и методы. С целью диагностики  РА опре-
деляли уровень ФА в сыворотки крови  пациентов с  РА 
и условно здоровых лиц. Обследовано 140 человек:  110 
пациентов с РА и 30 условно здоровых лиц, которые 
составили  группу сравнения. Мы  сформировали  сле-
дующие критерии включения: возраст от 18 до 90 лет; 
наличие симптомов ревматоидного артрита, верифици-
рованного на основании критериев ACR/EULAR 2010; 
добровольное письменное информированное согласие 
на участие в исследовании. Критерии исключения: са-
харный диабет; наличие злокачественного онкологи-
ческого заболевания; хроническая болезнь почек (ХБП 
> C3б). В исследование включены  пациенты, которые 
проходили амбулаторное лечение в консультативно-
диагностическом отделении ФГБНУ «НИИ клиниче-
ской и экспериментальной ревматологии им. А.Б. Збо-
ровского» (г. Волгоград) в течение  2016 - 2018 гг. Все 
пациенты, которые находились  под нашим наблюдени-
ем, обследованы одномоментно.

Всем пациентам проводили полное клинико-
лабораторное обследование:  сбор анамнеза,  оценка жа-
лоб, клинический осмотр, лабораторные и инструмен-
тальные исследования. Комплекс лабораторных методов  
включал общеклинический анализ крови, определение 
высокочувствительного  С-реактивного белка (вчСРБ), 
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антител к циклическим цитруллинированным  пептидам 
(АЦЦП), ревматоидному фактору (РФ). Содержание ФА 
в сыворотке крови определяли «сэндвич»-методом им-
муноферментного анализа с использованием коммерче-
ских тест систем (BioVendor HUMAN Fetuin-A ELISA). 

Средний возраст больных РА составил 54 года (25% 
- 47,35; 75% - 61,29 лет). В  исследование  включены лю-
ди трудоспособного возраста. Средний возраст в группе 
условно здоровых лиц составил 39,4 года (25% - 33; 75% - 
45 лет). В группе больных РА было 102 женщины (92,4%) 
и 8 мужчин (7,58%). По активности РА пациенты распре-
делились следующим образом: в ремиссии (DAS28<2,6) 
был 21 человек (19,09%) , с низкой степенью активности 
(2,6≤DAS28<3,2) было 12 человек (10,09%), со средней 
степенью активности (3,2≤DAS28<5,1) – 67 человек 
(60,09%), с высокой степенью активности (DAS28≥5,1) 
было 10 пациентов (9,09%).

Статистическая обработка данных клинического об-
следования проедена  с использованием программных 
пакетов «STATISTICA 10.0 для Windows». Количествен-
ные данные обрабатывали статистически с использова-
нием параметрического критерия достоверности Стью-

дента, все группируемые критерии - с использованием 
ANOVA-тестов, для определения достоверности разли-
чий с контрольной группой - post-hoc анализ. Достовер-
ность различий между группами определяли с помощью 
дисперсионного анализа. Результаты считали статисти-
чески значимыми при р<0,05.

Результаты. Физиологичный уровень ФА составил 
от 653,55 мкг/мл до 972,19 мкг/мл, рассчитанный по 
формуле M±2σ в группе условно здоровых лиц. Учи-
тывая, что по данным других авторов высокие значения 
ФА не оказывали существенной роли на активность вос-
палительных процессов,  все значения ФА свыше 972,19 
мкг/мл были включены в группу нормальных значений. 
Согласно критерию Колмогорова-Смирнова, значения 
ФА в группе больных РА  и условно здоровых лиц под-
чиняются нормальному распределению (d=0,083; p>0,2 
и d=0,153; p>0,2 соответственно). Выборочная дис-
персия обеих групп является сопоставимой (F = 2,507; 
p=0,0057). Средний уровень ФА в группе больных РА 
(765,67±120,66 мкг/мл, здесь и далее M±σ) и условно 
здоровых лиц (812,95±76,21 мкг/мл) достоверно разли-
чался (р=0,0437). Средний уровень фетуина-А у муж-

Т а б л и ц а  1
Уровень фетуина-А в группе условно здоровых лиц и больных РА.

Клинические проявления Число  
больных

Уровень фетуина А, 
мкг/мл

Достоверность разли-
чий в группе больных

Достоверность  
различий с донорами

По наличию РФ:
РФ (+) 85 757,08±118,82 p=0,14 p=0,0206
РФ (-) 25 794,85±124,76 p=0,5527
По наличию АЦЦП:
АЦЦП (+)
АЦЦП (-)

74
36

732,3±118,16
834,24±95,04

p<0,001 р<0,001
р=0,412

По клинической стадии:

Начальная стадия
Развернутая стадия

16
39

768,38±95,8
776,51±130,02

p=0,746 p=0,206
p=0,187

Поздняя стадия 55 757,19±121,58 p=0,032
По степени активности (DAS28):
Ремисcия
Низкая

21
12

843,92±130,73
843,57±104,93

p<0,001 p=0,289
p=0,382

Умеренная 67 742,37±98,85 p=0,0021
Высокая 10 663,9±123,7 р<0,001
По системности поражения:
Суставная форма
С внесуставными проявлениями

88
22

776,06±124,05
724,1±97,77

р=0,042 р=0,12
р=0,0053

По наличию эрозий:
Эрозивный 87 747,42±113,6

834,68±124,05
р=0,00173 p=0,00506

Неэрозивный 23 p=0,47
По Steinbrocker:
Стадия I 10 871,96± 116,32 р<0,001 p=0,129
Стадия II 37 783,43± 106,61 p=0,259
Стадия III 54 751,47± 121,28 p=0,012
Стадия IV 9 659,72± 70,61 р<0,001
По функциональному классу:
1 класс 26 837,87± 89,2 p<0,001 p=0,378
2 класс 62 760,27± 126,64 p=0,026
3 класс
4 класс

19
3

705,76± 89,3
630,67± 55,02

p<0,001
р=0,0049

По наличию осложнений:
Без осложнений
С осложнениями

51
59

803,26±90,99
733,16±133,8

р=0,002 р=0,7
р=0,0013
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чин и женщин был сопоставим (M=798,65±162,8 мкг/
мл и M=763,07±117,4 мкг/мл, соответственно, F=0,643; 
p=0,424).

При оценке взаимосвязи уровня ФА с клиническими 
и лабораторными проявлениями РА были получены дан-
ные, представленные в табл. 1.

 Достоверное снижение уровня ФА, по сравнению 
со здоровыми лицами,  наблюдали  у больных РА, име-
ющих следующий фенотип заболевания: позитивность 
по АЦЦП (p<0,001), позитивность по РФ (p=0,0206), 
умеренная (p=0,0021) и высокая (p<0,001) степень ак-
тивности, поздняя клиническая стадия (p=0,032), на-
личие эрозий (p=0,0051), III (р=0,012) и IV (р<0,001) 
рентгеновских стадий, 2 (р=0,026), 3 (p<0,001) и 4 
(p=0,0049) функциональных классов, наличие вне-
суставных проявлений  (p=0,0053) и осложнений 
(p=0,0013). При проведении внутригруппового анализа 
более низкие уровни ФА выявлены у пациентов с нали-
чием АЦЦП (p<0,001), эрозий (p=0,00173), внесистем-
ных проявлений (p=0,042) и осложнений (остеопороз, 
вторичный остеоартроз)  (p=0,002). Анализ дисперсий 
средних величин показал, что более низкие уровни ФА 
определены у пациентов с умеренной и высокой степе-
нью активности (p<0,001), II, III  и IV рентгеновскими 
стадиями (р<0,001), 2, 3 и 4 функциональными класса-
ми (p<0,001). 

Мы проанализировали корреляционную зависимость 
между уровнями фетуина-А и показателями активности 
РА (СРБ, СОЭ и индекс активности DAS28). Получен-
ные результаты представлены в табл. 2. 

Выявлена умеренная отрицательная корреляционная 
связь между уровнем фетуина-А и вышеперечислен-
ными показателями с высоким уровнем достоверности 
(p<0,001). 

Обсуждение. РА – одно из самых распространен-
ных ревматических заболеваний. Поиск и изучение 
новых биомаркеров, отражающих тяжесть РА, способ-
ствует совершенствованию методов его диагностики и 
лечения. Нами был изучен новый гепатокин – фетуин 
А,  который по результатам проведенного исследова-
ния можно отнести к негативным белкам острой фа-
зы, так как его уровень обратно коррелировал с таки-
ми показателями заболевания как степень активности, 
длительность и тяжесть патологического процесса. 
Предполагается, что являясь агонистом для катионных 
полиаминов, ФА способствует стабилизации мембран 
лейкоцитов со снижением уровня провоспалительных 
цитокинов и, как результат, снижением уровня систем-
ного воспаления. Вероятно, в условиях гиперергиче-
ской реакции организма при РА его концентрация ока-
зывается недостаточной для подавления клеточной ак-
тивации. При этом возрастающие концентрации ФНО-α 
могут снижать продукцию ФА, что только усугубляет 
данный «порочный круг». Таким образом, определение 

концентрации ФА у больных РА может способствовать 
улучшению контроля за прогрессированием и активно-
стью данного заболевания.

Заключение. Средний уровень фетуина-А у больных 
РА был ниже, чем в группе условно здоровых лиц. Отри-
цательная корреляционная взаимосвязь между показате-
лями активности РА и уровнем фетуина-А подтверждает 
данные других авторов, которые можно рассматривать 
как тест, негативный по отношению ко всем  позитивным  
белкам острой фазы. Анализируя взаимосвязь между 
клиническими показателями РА и уровнем фетуина-А,  
можно сделать вывод, что на содержание ФА при этом 
заболевании  влияет  его длительность и   тяжесть па-
тологического процесса. Низкий уровень фетуина-А у 
пациентов с поздними рентгеновскими, клиническими 
стадиями, эрозивным поражением и высокими функци-
ональными классами указывает на  непосредственную  
связь  прогрессирования заболевания с концентраци-
ей исследуемого гликопротеина. Более того, снижение 
уровня фетуина-А у пациентов с осложненными форма-
ми РА позволяет использовать его в качестве доклиниче-
ского маркера этих состояний.

Сфера возможного применения результатов иссле-
дования. В ходе  исследования впервые выявлена взаи-
мосвязь между уровнем фетуина-А и клиническими 
проявлениями РА. Результаты исследования возможно 
применить для повышения качества диагностики РА, в 
частности, для определения активности и тяжести те-
чения заболевания. Но уже на данном этапе возможно 
использование определение фетуина-А в лабораторной 
диагностике осложнений, тяжести и длительности РА. 
Понимание роли фетуина-А в патогенезе РА дает также 
стимул для создания новых биологических молекул для 
терапии данного заболевания путем влияния на воспа-
лительный процесс. 
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УРОВНИ ПОЛОВЫХ ГОРМОНОВ, ГЛОБУЛИНА, СВЯЗЫВАЮЩЕГО ПОЛОВЫЕ 
ГОРМОНЫ, АНТИСПЕРМАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ И ДОФАМИНА У КОЧУЮЩИХ, ОСЕДЛЫХ 
И МЕСТНЫХ ЖИТЕЛЬНИЦ АРКТИЧЕСКИХ ТЕРРИТОРИЙ В ПОСТМЕНОПАУЗЕ

1ФГБУН Федеральный исследовательский центр комплексного изучения Арктики имени академика Н.П. Лавёрова 
Российской академии наук, 163000, Архангельск, Россия; 
2ГБУК АО «Архангельский краеведческий музей», 163000, Архангельск, Россия; 
3ГКУ ЯНАО «Научный центр изучения Арктики», 629730, Салехард, Россия

Позитивные изменения в обществе привели к повышению качества и продолжительности жизни, и как следствие - пе-
риод менопаузы у женщин продолжается значительно дольше, в связи, с чем повышается актуальность изучения гор-
мональных изменений, особенно у представительниц разных групп, проживающих на Арктических территориях. Обсле-
дованы 138 женщины коренного (кочующие и оседлые аборигены) и местного европеоидного населения в постменопаузе, 
постоянно проживающие на Арктических территориях России. Наибольшая разница в изучаемых показателях крови 
показана между местным европеоидным и аборигенным населением. Больший дисбаланс в содержании дофамина у або-
ригенов по сравнению с европеоидным населением сочетается с более высоким уровнем пролактина, глобулина, связыва-
ющего половые гормоны, антиспермальных антител при более низкой концентрации лютропина, прогестерона, общего 
и свободного тестостерона. У оседлого аборигенного населения относительно кочующего показан больший процент лиц 
с низкими уровнями дофамина, лютропина, фоллитропина и высокими значениями пролактина, глобулина, связывающего 
половые гормоны при нарастании количества обратных связей в системе гипоталамус-гипофиз-гонады, что указывает 
на более выраженное снижение ее активности. Выраженный дисбаланс в содержании дофамина у аборигенного на-
селения сочетается с отсутствием связей между уровнями дофамина и показателями системы гипоталамус-гипофиз-
гонады. Положительные корреляционные связи между содержанием дофамина и лютропина у европеоидного населения 
свидетельствуют о стимулирующем влиянии дофамина на систему гипоталамус-гипофиз-гонады. Следовательно, сни-
жение активности гонадотропной функции гипофиза у коренного населения Арктики по сравнению с местным евро-
пеоидным населением, что в большей степени выражено у оседлого аборигенного населения, а также периферического 
звена системы гипоталамус-гипофиз-гонады регистрируется на фоне дисбаланса содержания дофамина.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Арктика; коренное население; местное население; постменопауза; половые гормоны; дофамин; 
антиспермальные антитела; глобулин связывающий половые гормоны.
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LEVELS OF SEX HORMONES, SEX HORMONE BINDING GLOBULIN, ANTISPERM ANTIBODIES AND 
DOPAMINE IN POSTMANOPAUSAL WOMEN OF NOMADIC AND SETTLED ABORIGINAL AND LOCAL 
CAUCASOID POPULATIONS OF THE ARCTIC TERRITORIES 
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Positive changes in the society led to an improvement in quality and lifetime; as a result the menopause in women lengthens much 
longer, in light of this the relevance of studying hormonal changes increases, especially among the representatives of different 
groups living in the Arctic territories. The study was carried out on 138 women who included nomadic and settled aboriginal and 
local Caucasoid postmenopausal populations, permanently residing in the Arctic territories of Russia. The greatest difference in 
the studied blood indicators was shown between the local Caucasoid and aboriginal population. A greater imbalance in the content 
of dopamine in Aborigines compared with the European population was combined with a higher levels of prolactin, sex hormone 
binding globulin, antisperm antibodies and with lower concentrations of lutropine, progesterone, total and free testosterone. In 
the settled aboriginal population compared with nomadic one there were shown the larger proportion of people with low levels of 
dopamine, lutropine, follitropin and high levels of prolactin, sex hormone binding globulin in the presence of increased number of 
feedbacks in the hypothalamic-pituitary-gonadal system, which suggested more pronounced reduction of its activity. The evident 
imbalance of the dopamine content in the aboriginal population was combined with the absence of connections between dopamine 
level and the parameters of the hypothalamic-pituitary-gonadal system. Positive correlation between the contents of dopamine and 
lutropin in the European population suggested the stimulating effect of dopamine on the hypothalamic-pituitary-gonadal system. 
Affected by imbalanced dopamine content the decreased activity of gonadotropic pituitary gland function as well as the peripheral 
part of the hypothalamic-pituitary-gonadal system was registered in the aboriginal Arctic population in comparison with the local 
European one, which was more pronounced in the settled aboriginals.
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Введение. В постановлении правительства РФ от 21 
апреля 2014 г. № 366 «Социально-экономическое разви-
тие Арктической зоны Российской Федерации на период 
до 2020 года»1 и поправках к этому постановлению от 
31 августа 2017 г. №10642 одними из важных моментов 
реализации программы являются: улучшение качества 
жизни населения, проживающего и работающего в Ар-
ктической зоне Российской Федерации (АЗРФ), что воз-
можно за счёт выяснения механизмов адаптационных 
перестроек северных народов, меняющих свой уклад 
жизни, и улучшения понимания населением необходи-
мости заботы о своем здоровье. 

Известно, что менопауза является критическим пе-
риодом в жизни женщины: за счет выключения эстро-
генпродуцирующей функции яичников увеличивается 
риск развития метаболических нарушений [1], наруше-
ний ремоделирования костной ткани [2], атеросклеро-
тических изменений в сердечно-сосудистой системе [3] 
и др. По данным Росстата, с 1998 по 2016 г. в Архан-
гельской области и НАО имеется тенденция к снижению 
уровня смертности, и можно говорить об увеличении 
числа людей старше трудоспособного возраста. В итоге, 
с увеличением продолжительности, время нахождения 
женщин в периоде постменопаузы также увеличилось, 
а отодвигание сроков наступления пенсионного возрас-
та, приводит к увеличению длительности совпадения 
работоспособного периода и периода нахождения в 
постменопаузе, который крайне негативно сказывается 
на качестве жизни и на фактической работоспособности 
[4]. Кроме того, условия проживания на Севере с посто-
янным воздействием ряда неблагоприятных климатоге-
ографических факторов на механизмы гомеостаза [5-7], 

приводят к быстрому истощению адаптационных резер-
вов всех систем организма [5]. Это проявляется ранним 
старением [8], развитием специфических «северных» 
заболеваний [6, 9] и повышенной смертностью [6], вы-
сокой распространенностью репродуктивных патологий 
[10], наличием сезонных пиков фертильности [9], на-
рушением менструальной функции [9] и значительном 
проценте самопроизвольного прерывания беременности 
[11]. По данным ряда авторов [9-11] у женщин на Севере 
старение и развитие дистрофических изменений репро-
дуктивной системы (климактерические изменения и ме-
нопауза) наступает несколько раньше, чем в централь-
ной и южной полосах России. 

По данным исследований [10, 12], состояние здоро-
вья неоднородно у различных групп женщин, прожива-
ющих на Севере: местного европеоидного, кочующего 
и оседлого аборигенного населения. Это связано с осо-
бенностями быта, питания, предпочтением или прене-
брежением к здоровому образу жизни [12, 13], а также с 
длительностью проживания различных популяционных 
групп в экстремальных климатических условиях [9, 10]. 
Ранние исследования гормональных показателей репро-
дуктивной системы у постменопаузальных женщин За-
полярья проводились без учета кочующего и оседлого 
образа жизни [9, 14]. 

Есть сведения о повышении эстрадиолом синтеза 
дофамина в нейронах мозга [15], а также о влиянии де-
фицита эстрогенов на снижение количества рецепторов 
дофамина D-1 и D-2 в коре мозга у мышей после оварэк-
томии [16]. Снижение выработки прогестерона, андро- 
и эстрогенов у женщин приводит к нарушению работы 
различных структур мозга, снижению синтеза многих 
нейро-трансмиттеров (в том числе дофамина) и приво-
дит к избыточному синтезу пролактина (синтез которого 
также может повышаться при стрессе) и, ещё большему 
снижению выработки эстрогенов [17]. Дофаминерги-
ческие нейроны, изменяя секрецию пролактостатина и 
пролактолиберина, тиролиберина в гипоталамусе, тор-
мозят выработку гипофизом пролактина и тиреотропно-
го гормона [15]. 

1 Об утверждении государственной программы Российской Фе-
дерации "Социально-экономическое развитие Арктической зоны 
Российской Федерации на период до 2020 года". Постановление 
Правительства РФ от 21 апреля 2014 г. № 366.  
2 О внесении изменений в постановление Правительства Россий-
ской Федерации от 21 апреля 2014 г. № 366: постановление Прави-
тельства РФ от 31 августа 2017 г. № 1064. - 139 стр.
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Таким образом, содержание гормонов системы 
гипоталамус-гипофиз-гонады, антиспермальных анти-
тел и глобулина, связывающего половые гормоны, а 
также дофамина у жительниц территорий Арктической 
зоны РФ, находящихся в постменопаузе, в зависимости 
от принадлежности к коренному либо местному европе-
оидному населению и образа жизни (кочевой, оседлый) 
исследовано в недостаточной мере. К тому же, сейчас 
мало учитывается факт реадаптации представителей ма-
лочисленных коренных народов при смене образа жиз-
ни и переходе от кочевничества к оседлости, влекущий 
за собой и смену типа питания [13]. 

Материал и методы. Проведено аналитическое по-
перечное неконтролируемое исследование. В работе 
приведены данные по экспедициям 2009 - 2016 гг., все 
они проводились в весенний период, в марте и апреле. 
Было обследовано 138 женщин в постменопаузе, про-
живающих на территории Арктической зоны РФ. Ис-
пытуемые проживали как на Европейском Севере (дер. 
Сояна (65°46’ с.ш.), дер. Совполье (65°17’ с.ш.) и дер. 
Долгощелье (66°05’ с.ш.) Мезенского района, пос. Нель-
мин Нос (67°58’ с.ш.) НАО), так и на территории Ямало-
Ненецкого автономного округа (г. Надым (65°32’ с.ш.) 
Надымского района, с. Се-Яха (70°10’ с.ш.) Ямальского 
района, п. Гыда и п. Тазовский (70°53’ с.ш. и 67°27’ с.ш. 
соответственно) Тазовского района). Все представи-
тельницы коренного населения самоидентифицировали 
себя как ненки, однако, принимая во внимание высокую 
степень метисации с иными представителями коренных 
народностей (например, коми) и европеоидным населе-
нием [18], мы считаем более корректным употребление 
термина «аборигенное население». Среди обследуемых 
были выделены следующие группы: кочующее або-
ригенное население - 21 человек (КА), оседлое абори-
генное население (ОА) - 69 человек и местное русское 
население, проживающее на исследуемой территории в 
течение трёх и более поколений (МЕ) - 48 человек. 

Все обследуемые прошли анкетирование с це-
лью определения состояния здоровья, социально-
экономических условий проживания, были осмотрены 
врачом. Исключались лица, имеющие эндокринные 
патологии (сахарный диабет, патологии щитовидной 
железы), а также находящиеся в стадии обострения со-
матической патологии либо постоянно принимающие 
лекарства. В период с 8.30 до 11.00 у испытуемых про-
изводили забор крови из локтевой вены натощак с помо-
щью вакуумных пробирок «Impovacuter» с активатором 
свертывания SiO2 (для сыворотки) и с ЭДТА (для плаз-
мы). Полученные образцы центрифугировали и подвер-
гали заморозке при температуре -20°С. Взятие крови, 
подготовка и хранение сыворотки и плазмы крови про-
водились согласно ГОСТ Р 52623.4-2015, п.9 и ГОСТ Р 
53079.4-2008. 

При помощи планшетного автоанализатора для ИФА 
ELISYS Uno (Human GmbH, Германия) в сыворотке 
крови определяли уровни лютропина (ЛГ), фоллитро-
пина (ФСГ), пролактина, прогестерона, глобулина свя-
зывающего половые гормоны (ГСПГ) - наборами фир-
мы «Хема-Медика» (Россия), свободного тестостерона, 
эстрадиола и антиспермальных антител (АСА) - набора-
ми фирмы «DRG» (Германия), дегидроэпиандростерон-
сульфата (ДГЭА-С) - наборами фирмы «Алкор Био» 
(Россия). В плазме крови определяли уровни дофамина 
наборами фирмы «Labor Diagnostika Nord» (Германия) и 
циклического аденозинмонофосфата (цАМФ) наборами 

производства «Immunotech» (Франция).
Математическая и статистическая обработка про-

водилась с использованием программных средств 
Microsoft Office 2010 и Statistica 10.0. Используя кри-
терий Шапиро-Уилка (Shapiro-Wilk test), был проведен 
анализ нормальности распределения признаков и анализ 
равенства дисперсий. По их результатам, а также учиты-
вая малые объёмы выборок, все дальнейшие процедуры 
статистического анализа проводились с применением 
непараметрических методов обработки. Выявление зна-
чимости различий проводилось при помощи U-критерия 
Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test). Для отображения 
результатов сравнения выбраны значения Медианы, 10 
и 90 перцентилей, далее записанных в виде - Ме (10%; 
90%), 95% доверительного интервала (95% CI). Разли-
чия считались статистически значимыми при величине 
вероятности ошибочного принятия нулевой гипотезы о 
равенстве медиан p ≤ 0,05. Значения p от 0,05 и до 0,1 
включительно – расценивались как тенденция. Так-
же использовался ранговый коэффициент корреляции 
Спирмена (Spearman rank correlation coefficient). За нор-
мативные значения принимались нормы из соответству-
ющих коммерческих наборов, приведенные для женщин 
в постменопаузе. 

Результаты. Значимых возрастных различий в ис-
следуемых группах не выявлено. Отмечено статистиче-
ски значимое различие в показателе индекса массы тела 
(ИМТ) между группами кочующих аборигенов 39,19 
(30,77; 65,34) ед. и местным европеоидным населением 
30,95 (22,54; 36,93) ед. при значении p < 0,001. 

Наибольшее количество различий между уровнями 
эндокринных показателей репродуктивной системы у 
постменопаузальных женщин АЗРФ было выявлено в 
группе местного европеоидного населения по сравне-
нию с аборигенным населением, различия в группах ко-
чующих и оседлых женщин минимальны (табл. 1).

Диапазон колебания концентраций ЛГ у абориген-
ного населения был существенно ниже по сравнению с 
местным европеоидным населением, его фактические 
уровни в группе оседлых аборигенов значимо ниже, чем 
в группе местного европеоидного населения. Также на-
блюдалась тенденция к наличию статистически значи-
мых различий значений ЛГ между группами МЕ и КА. 
Содержание ФСГ существенно не различалось в иссле-
дуемых группах, однако, у 10% кочевых и 20,69% осед-
лых аборигенов его значения были ниже границ нормы 
и отмечена статистическая значимость различий (p = 
0,021) по количеству превышающих норму значений в 
группе ОА по отношению к группе МЕ.

У обеих групп аборигенного населения были показа-
ны статистически значимо более высокие уровни про-
лактина по сравнению с группой местного европеоид-
ного населения. Та же закономерность отмечалась для 
антиспермальных антител и для ГСПГ. В процентном 
отношении у 29,41% кочующих, 47,92% оседлых абори-
генов, и 13,33% местных европеоидов значения ГСПГ 
были выше нормы, притом между группами ОА и МЕ 
уровень статистической значимости различий числа 
людей с превышающими норму значениями был равен 
0,017. Высокие уровни пролактина регистрировали у 
5% кочующих и 10,34% оседлых аборигенов.

Уровни общих фракций тестостерона у обследован-
ных женщин − аборигенных жителей принимали значе-
ния, близкие к нижним границам норм у оседлых или 
выходили за их пределы у 4% кочевых аборигенов. У 
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аборигенов, по сравнению с местным европеоидным на-
селением выявлено статистически значимо более низкое 
содержание общего и свободного тестостерона. В про-
центном отношении у кочевых аборигенов не было от-
мечено, чтобы концентрации свободного тестостерона 
превышали нормативные значения, однако это было от-
мечено у 6,82% оседлых аборигенов и 38,09% местных 
европеоидов. Это различие по количеству превышаю-
щих норму значений в группе МЕ по отношению к груп-
пе КА, и МЕ по отношению к ОА, имело статистическую 
значимость (p = 0,011 и p = 0,002 соответственно).

Значения прогестерона у аборигенного населения 
были статистически значимо  ниже, чем у местного ев-
ропеоидного населения, при том, у 79,59% ОА, 68,75% 
КА и 95,65% МЕ значения его концентраций были выше 
установленных в наборах нормативных значений, пока-
зывая статистическую значимость различий (p = 0,022) 

по количеству высоких значений между МЕ и КА. Зна-
чения концентраций ДГЭА-С не показали статистиче-
ски значимых различий между изучаемыми группами. 
Содержание эстрадиола у обследованных групп населе-
ния статистически не различалось, однако выходило за 
пределы верхних границ нормы (у 25% КА, 18% ОА и 
11,36% МЕ), при этом наиболее широкий диапазон ко-
лебаний данного гормона отмечался у кочующего або-
ригенного населения, а наименьший - у оседлого насе-
ления. Содержание эстрадиола у ОА приближалось по 
значениям к его уровню у МЕ. Концентрации цАМФ 
статистически не различались между изучаемыми груп-
пами.

Содержание дофамина в крови выходило за рамки 
верхненормативных значений у аборигенного населения 
(у 29,41% КА, 18,92% ОА и 6,25% МЕ), при этом ко-
личество нулевых значений также было велико (17,65% 

Т а б л и ц а  1 
Уровни половых гормонов, глобулина связывающего половые гормоны, антиспермальных антител, дофамина и цАМФ в крови у 

жительниц Севера в постменопаузе.

Название гормона -
(нормальные значения)

Местное европеоид-
ное население (1)

Кочующие
аборигены (2)

Оседлые аборигены 
(3)

Значения
pМе

(10%; 90%)
(95 CI%)

Ме
(10%; 90%)

(95 CI%)

Ме
(10%; 90%)

(95 CI%)
Возраст, годы 57,5

(50,4; 70,6)
(54; 59)

56
(48; 65)
(53; 57)

56
(49; 67)

(56,38; 56,9)
Лютропин (ЛГ)
(5,0-57,0 МЕ/л)

24,61
(11,12; 38,51)
(18.54; 29.8)

20,68
(8,76; 29,53)
(15.41; 24.92)

20,05
(5,38; 34,03)
(15,68; 23,06)

1-2 = 0,092 (*)
1-3 = 0,045

Фоллитропин (ФСГ)
(10-150 МЕ/л)

44,82
(27,29; 77,87)
(33,62; 49,44)

50,01
(9,81; 86,99)
(31,81; 65,9)

59,34
(5,08; 91,96)
(41,39; 72,54)

Пролактин
(1,9-26,4 нг/мл)

9,44
(5,07; 17,42)
(6,46; 11,94)

12,58
(6,89; 21,69)
(9,52; 15,98)

12,63
(7,42; 26,39)
(9,67; 15,59)

1-2 = 0,041
1-3 = 0,009

Прогестерон
(0-2,3 нмоль/л)

6,14
(3,58; 10,87)
(4,62; 6,47)

3,64
(1,53; 7,87)
(2,29; 4,43)

3,99
(1,79; 7,78)
(3,41; 4,49)

1-2 = 0,008
1-3 = 0,001

Эстрадиол
(0,07-0,23 нмоль/л)

0,156
(0,092; 0,363)
(0,15; 0,18)

0,196
(0,097; 0,783)
(0,122; 0,208)

0,15
(0,089; 0,27)
(0,124; 0,189)

Тестостерон общий
(0,5-4,3 нмоль/л)

1,79
(0,89; 2,59)
(1,35; 1,85)

1,04
(0,45; 2,2)

(0,71; 1,46)

0,94
(0,51; 2,38)
(0,87; 1,13)

1-2 = 0,008
1-3 = 0,001

Тестостерон свободный
(< 55 лет - 0,0-2,9,
> 55 лет - 0,0-1,6 пг/мл)

1,57
(0,32; 5,19)
(0,85; 2,17)

0,65
(0,17; 1,48)

(0,2; 1)

0,75
(0,18; 2,31)
(0,58; 0,93)

1-2 = 0,005
1-3 = 0,010

Дегидроэпиандростерон-сульфат (ДГЭА-С)
(0,27-6,75 мкмоль/л)

3,57
(1,31; 6,09)
(2,24; 5,61)

2,54
(1,67; 7,32)
(1,79; 5,69)

5,45
(1,52; 8,78)
(3,37; 5,74)

Глобулин связывающий половые гормоны (ГСПГ)
(15-120 нмоль/л)

53,13
(18,8; 142,35)
(38,8; 63,22)

85,05
(49,76; 367,16)
(67,35; 117,23)

106,41
(46,83; 279,5)
(81,1; 176,29)

1-2 = 0,007
1-3 = 0,001

Антиспермальные антитела (АСАТ)
(0-60 МЕ/л)

20,41
(8,52; 29,37)

(14,54; 24,24)

40,8
(29,43; 47,6)
(33,85; 46,5)

39,2
(27,98; 53,28)
(36,9; 43,8)

1-2 = 0,001
1-3 = 0,001

Циклический аденозинмонофосфат (цАМФ)
(17-36 нмоль/л)

21,91
(16,19; 28,57)
(17,69; 23,3)

19,25
(14,59; 34,74)
(17,05; 21,67)

22,74
(16,1; 28,39)
(16,17; 25,41)

Дофамин
(<0,653 нмоль/л)

0,402
(0,029; 0,581)
(0,313; 0,519)

0,399
(0,004; 1,907)
(0,152; 0,488)

0,278
(0,000; 0,721)
(0,095; 0,363)

1-3 = 0,099 (*)

П р и м е ч а н и е . (*) - тенденция, уровень статистической значимости различий в интервале от 0,05 до 0,1.
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АСАТ и ЛГ и две отрицательные с общим и свободным 
тестостероном. Значимых связей с дофамином отмечено 
не было. В группе оседлых аборигенов обнаружилось 
наибольшее количество корреляций (17) по сравнению 
с КА и МЕ, при этом с концентрациями ДГЭА-С и сво-
бодного тестостерона обнаружено по 5 связей, ФСГ, ЛГ 
по 4 связи. При этом, с гипофизарными гормонами реги-
стрировались отрицательные связи. У местных европео-
идных женщин в постменопаузе (10 связей) максимум 
связей выявлено с уровнями в крови дофамина, проге-
стерона и свободного тестостерона. Дофамин образует 
положительные корреляционные связи с содержанием 
ЛГ и ГСПГ, и одну отрицательную связь - с концентра-
цией в крови АСАТ.

Обсуждение. В течение XX века у представителей ко-
ренных народов начал происходить переход к оседлому 
образу жизни [19], однако данный период сравнительно 
мал по отношению к времени проживания аборигенной 
популяции на данной территории. Поскольку абориген-
ное и местное европеоидное население, многие поколе-
ния вели весьма несходный образ жизни, несмотря на 
однородные климатические условия, различия в уровнях 
гормонов у женщин данных популяций являются зако-
номерными. Это обусловливает сходство эндокринных 
параметров репродуктивной системы в постменопаузе у 
представительниц кочующего и оседлого коренного на-
селения и большое количество различий по сравнению с 
европеоидными женщинами.

Различия гормональных показателей между группами 
аборигенного и европеоидного населения указывают на 
большее напряжение гипофизарных звеньев регуляции 
при снижении активности периферического звена систе-
мы гипоталамус-гипофиз-гонады у коренных жителей. 
Так, отмеченные у представительниц групп аборигенов 
по отношению к МЕ повышенные значения пролактина, 
а также более низкие уровни ЛГ и прогестерона, обще-
го и свободного тестостерона на фоне увеличения со-
держания ГСПГ, возможно, связаны с компенсаторным 
вовлечением в регуляцию энергообмена щитовидной 
железы, активность которой более высока у абориген-
ного населения [20]. Тиреолиберин в некоторых случаях 
может связываться с рецепторами пролактолиберина и 
дополнительно стимулировать выработку пролактина, 
а он в свою очередь снижает уровень гонадолиберинов 
(ГНРГ), повышающих секрецию в большей степени ЛГ 
и в меньшей ФСГ [17]. Данная схема взаимодействия 
частично объясняет более низкий уровень пролактина 
в сочетании с более высоким содержанием ЛГ у мест-
ных европеоидов и более низкие уровни ЛГ при более 
высоких значениях пролактина у коренного населения. 
Снижение уровней ЛГ у аборигенного населения, соот-
ветственно физиологическим механизмам регуляции в 
системе гипоталамус-гипофиз-гонады, приводит к более 
низким значениям общего тестостерона по сравнению с 
европеоидным населением. 

Дофамин оказывает дозозависимое воздействие на 
синтез и секрецию ГНРГ [21], вызывая изменение со-
держания в крови ЛГ. Выявленные нами положительные 
взаимосвязи уровней дофамина и ЛГ у местного евро-
пеоидного населения сочетаются с минимальными от-
клонениями уровней дофамина от пределов норматив-
ных показателей, что может указывать на стимулирую-
щий эффект референсных уровней дофамина на ГнРГ и, 
соответственно, стероидогенез. Напротив, более низкое 
содержание ЛГ, прогестерона, общих и свободных фрак-

у КА; 37,84% у ОА и 18,75% у МЕ). Не было отмече-
но статистической значимости различий между тремя 
обследуемыми группами, однако, на уровне тенденции 
(при р = 0,099) были отмечены различия в концентра-
ции дофамина между группами местных европеоидных 
жительниц и группой оседлых аборигенов, где его зна-
чения были ниже.

При анализе корреляционных взаимодействий между 
уровнями исследуемых показателей (табл.2) было выяв-
лено, что у кочующих аборигенов максимальное коли-
чество статистически значимых корреляций (4 из 9) бы-
ло образовано с ФСГ. Из них две положительные связи с 

Т а б л и ц а  2
Значения коэффициентов корреляции между уровнями по-

казателей системы гипоталамус-гипофиз-гонады, антиспер-
мальных антител и дофамина в крови у женского населения 

постменопаузального возраста.

Сравниваемая пара 
показателей

Местное 
европеоидное 

население 
(МЕ)

Кочующие 
аборигены 

(КА)

Оседлые або-
ригены (ОА)

R p R p R p

ЛГ - ФСГ 0,558 0,007 0,665 0,001 0,714 0,001
ЛГ - Своб. тесто-
стерон -0,103 0,666 -0,236 0,437 -0,375 0,012

ЛГ - Эстрадиол 0,258 0,246 -0,116 0,680 -0,387 0,006

ЛГ - ДГЭА-С 0,093 0,722 -0,077 0,803 -0,407 0,003

ЛГ - Дофамин 0,524 0,045 -0,092 0,700 -0,262 0,099
ФСГ - Общ. тесто-
стерон -0,172 0,443 -0,682 0,005 -0,408 0,003

ФСГ - Своб. тесто-
стерон -0,164 0,490 -0,615 0,025 -0,354 0,018

ФСГ - Эстрадиол 0,181 0,421 -0,341 0,213 -0,342 0,015

ФСГ - ДГЭА-С -0,049 0,852 -0,203 0,505 -0,348 0,012

ФСГ - АСАТ -0,188 0,442 0,610 0,027 -0,135 0,366
Пролактин - Эстра-
диол -0,255 0,251 0,667 0,007 -0,195 0,176

Прог. - Общ. тесто-
стерон 0,304 0,158 -0,138 0,610 0,417 0,003

Прог. - Своб. тесто-
стерон 0,486 0,025 0,555 0,049 0,497 0,001

Прог. - ГСПГ -0,620 0,014 0,124 0,649 -0,013 0,935

Прог. - ДГЭА-С 0,671 0,002 0,599 0,031 0,542 0,001
Общ. тест. - Своб. 
тест. 0,619 0,003 0,527 0,064 0,707 0,001

Общ. тест. - 
ДГЭА-С 0,311 0,209 0,038 0,901 0,607 0,001

Общ. тест. - АСАТ 0,474 0,040 -0,714 0,006 -0,041 0,788
Своб. тест. - 
ДГЭА-С 0,806 0,001 0,687 0,010 0,639 0,001

Эстрадиол - 
ДГЭА-С 0,190 0,449 0,333 0,266 0,429 0,002

Эстрадиол - АСАТ 0,006 0,980 -0,437 0,135 0,410 0,005

ГСПГ - АСАТ -0,221 0,428 -0,066 0,831 0,386 0,008

ГСПГ - Дофамин 0,519 0,048 0,124 0,648 0,066 0,724

АСАТ - Дофамин -0,821 0,001 0,254 0,402 0,180 0,331

П р и м е ч а н и е . Жирным шрифтом выделены статистически 
значимые связи.
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ций тестостерона у аборигенного населения сочетается с 
выявлением выраженного дисбаланса в содержании до-
фамина с регистрацией высоких его значений у кочую-
щего населения и низких − у оседлого аборигенного на-
селения, что сочетается с отсутствием корреляционных 
взаимосвязей между уровнями дофамина и гормонов.

Более низкие концентрации свободного тестостерона 
у аборигенных жителей по отношению к местным евро-
пеоидам можно объяснить повышением значений ГСПГ, 
и возможно связано с потребностью в большем депони-
ровании и транспорте половых стероидов. Низкий уро-
вень тестостерона может быть также связан с его арома-
тизацией до эстрогенов в жировой ткани [17], количество 
которой у коренного населения по отношению к местным 
европеоидам согласно значениям ИМТ повышено. Это, 
скорее всего, обусловлено изменением питания абори-
генного населения, замещением традиционной белковой 
и жирной пищи на высокоуглеводную [13].

Относительно содержания в крови прогестерона отме-
чено его повышение у местного европеоидного населения 
по отношению к норме в среднем в 2,5 раза, у абориген-
ного населения − в 1,5 раза, что может быть обусловлено 
повышенной потребностью в нём организма или наруше-
нием синтеза или работы ферментов, превращающими 
его в другие активные метаболиты. Вполне вероятно, что 
уровень прогестерона повышен ввиду высокого содержа-
ния холестерина у жителей Севера [13] как субстрата для 
производства стероидных гормонов. 

Отмеченные различия по уровню антиспермальных 
антител между группой местного европеоидного насе-
ления и аборигенами, у которых значения были выше 
в два раза, можно объяснить окислительным стрессом 
[13], повреждением эндотелия капилляров активными 
метаболитами кислорода [6], что приводит к повыше-
нию содержания в крови слущенных эндотелиоцитов, 
фрагментов и содержимого клеток, и вызывает иммун-
ные реакции. 

Между группами кочующего и оседлого абориген-
ного населения регистрировали некоторые различия в 
активности системы гипоталамус-гипофиз-гонады, а 
именно, выявление большего процента лиц с низкими 
значениями уровней ЛГ и ФСГ, что сочеталось с уве-
личением процента лиц с высоким уровнем пролакти-
на и ГСПГ у оседлого населения. Схожие особенности 
состояния системы гипоталамус-гипофиз – гонады у 
аборигенного населения наблюдали среди мужского на-
селения Арктики с регистрацией высокого содержания 
ГСПГ, антиспермальных антител при дисбалансе гипо-
физарных и периферических гормонов, что в большей 
степени характерно для оседлого аборигенного населе-
ния [22]. 

Следовательно, снижение активности гонадотроп-
ной функции гипофиза у коренного населения Арктики 
по сравнению с местным европеоидным населением, 
что в большей степени выражено у оседлого абориген-
ного населения, а также периферического звена систе-
мы гипоталамус-гипофиз-гонады на фоне регистрации 
дисбаланса содержания дофамина сочетается с повыше-
нием концентрации пролактина, ГСПГ и антиспермаль-
ных антител в крови. Полученные в ходе исследования 
данные будут являться основой для разработки профи-
лактических мероприятий, препятствующих развитию 
преждевременного старения, разработке мер, нивели-
рующих негативное воздействие «выпадения» гонадной 
функции у постменопаузальных женщин, проживающих 

на территории АЗРФ, и, следовательно, профилактике 
развития связанных с менопаузой патологий.

Выводы:
1. У аборигенного женского населения постменопау-

зального возраста показан больший дисбаланс в содер-
жании дофамина по сравнению с европеоидным населе-
нием, что связано с отсутствием корреляционных свя-
зей между уровнем дофамина и показателями системы 
гипоталамус-гипофиз-гонады. 

2. У аборигенного населения регистрируется более 
высокое содержание в крови пролактина, глобулина, 
связывающего половые гормоны, и антиспермальных 
антител при более низком содержании лютропина, про-
гестерона, общего и свободного тестостерона по сравне-
нию с местным европеоидным населением, у которого 
регистрировали положительные корреляции дофамина 
с лютропином.

3. Отличительными признаками между кочующими 
и оседлыми аборигенами является увеличение доли лиц 
с низкими значениями дофамина, лютропина, фоллитро-
пина на фоне нарастания лиц с высокими уровнями про-
лактина, глобулина, связывающего половые гормоны, у 
оседлого населения при регистрации большого количе-
ства обратных связей в системе гипоталамус-гипофиз-
гонады. 
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Цитологическая диагностика по выпотным жидкостям в настоящее время - единственный достоверный метод морфо-
логической верификации диагноза, имеет прогностическую значимость и определяет выбор стратегии лечения. Вместе 
с тем вариабельность нормальных клеток мезотелия вызывает значительные затруднения в его дифференциальной 
диагностике с реактивно изменённым мезотелием, злокачественной мезотелиомой и метастазом рака, что требует 
привлечения дополнительных аналитических методов. Проведено ретроспективное исследование цитологических пре-
паратов за 2017 г., а также оценена эффективность  применения флуоресцентной иммуноцитохимии (ФИЦХ) на тест-
системе «биочип» в сочетании с традиционным цитологическим исследованием. За период ноябрь 2017г. – июль 2018г. 
исследовано 46 экссудатов серозных полостей: у 9(19,6%) пациентов  диагностировали метастатический выпот, у 
31 (66,7%) пациента установлен реактивный характер экссудата, высказано подозрение на злокачественную  природу 
серозной жидкости  у 4(8,7%) пациентов, а у 4,8% (2 образца) точный диагноз поставить не удалось. После проведе-
ния дополнительного исследования ФИЦХ с использованием тест-системы «Биочип» число пациентов с установлен-
ным диагнозом метастатический выпот возросло до 7 (25,9%) за счёт снижения процента случаев неустановленного 
характера выпота. Совместное использование методов традиционной цитологии и ФИЦХ в диагностике выпотных 
жидкостей на этапе оказания экстренной медицинской помощи пациенту способствует более быстрой и достоверной 
постановке диагноза, так как позволяет подтвердить злокачественность исследуемого материала и предположить 
местонахождение первичного очага.
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Cytological diagnosis by effusions is currently the only reliable method of morphological verification of the diagnosis, it has 
prognostic significance and determines the choice of treatment strategy. At the same time, the variability of normal mesothelial 
cells causes significant difficulties in its differential diagnosis with reactive mesothelium, malignant mesothelioma and cancer 
metastasis, which requires additional analytical methods. A retrospective study of cytological preparations for 2017 was conducted, 
as well as the effectiveness of the use of fluorescent immunocytochemistry (FITZ) on the test system “biochip” in combination with 
a traditional cytological study was evaluated. During the period of November 2017 – July 2018, 46 exudates of serous cavities 
were studied, which showed that 9 patients (19.6%) were diagnosed with metastatic effusion, 31 (66.7%) patients had reactive 
exudate, suspicion of the malignant nature of serous fluid was expressed in 4 patients (8.7%), and 4.8% of persons (2 samples) 
failed to make an accurate diagnosis. After an additional FITZ study using the “Biochip” test system, the number of patients 
diagnosed with metastatic effusion increased to 7 (25.9%) due to a decrease in the percentage of cases of unspecified effusion. 
The combined use of traditional cytology and fluorescent immunocytochemistry in the diagnosis of effusion fluids at the stage of 
emergency medical care to the patient complements each other and contributes to a faster and more reliable diagnosis, as it allows 
to confirm the malignancy of the test material, and to assume the primary focus.

K e y w o r d s :  cytological diagnosis of exudative liquids;  immunocytochemistry; FISH; biochip; fluorescence; сytology of 
exudates.
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Введение. Брюшная, плевральная и перикардиальная 
полости (серозные полости) человека со стороны цело-
ма выстланы однослойным мезотелием. В норме мезоте-
лий характеризуется полиморфизмом, приобретающим 
признаки выраженной пролиферации при неоплазиях, 
инфекционных заболеваниях и других патологических 
состояниях [4, 11].

У здорового человека в каждой из серозных поло-
стей находится небольшое количество жидкости: пери-
кардиальная - до 2,0 мл, плевральная - около 10,0 мл, 
брюшная - до 50,0 мл. Считается, что объём жидкости 
в серозных полостях организма в количестве, достаточ-
ном для пункции, говорит о наличии патологического 
процесса [4, 15]. Следует отметить, что цитологическая 
диагностика по выпотным жидкостям на данный момент 
времени остаётся единственным достоверным методом 
(от 64 до 96%) морфологической верификации диагноза, 
имеет прогностическую значимость и определяет выбор 
стратегии лечения [1, 2, 5]. Вместе с тем вариабельность 
нормальных клеток мезотелия вызывает значительные 
затруднения при дифференциальной диагностике с ре-
активно изменённым мезотелием, злокачественной ме-
зотелиомой и метастазом рака, что требует привлечения 
дополнительных аналитических методов [4, 15].

К признакам злокачественной трансформации ме-
зотелиальных клеток относят высокую клеточность 
препарата, большой размер и изменение формы кле-
ток, присутствие папиллярных, многорядных структур, 
многоядерные клетки с признаками гипертрофии ядер 
и нуклеол. Для клеток пролиферирующего мезотелия 
и злокачественной мезотелиомы общими признаками 
являются наличие зубчатых границ пластов, краевое 
снижение интенсивности окраски цитоплазмы, низкое 
ядерно-цитоплазматическое соотношение [16]. Злока-
чественную мезотелиому чётко характеризуют клетки 
«одной популяции», сходные между собой. Метаста-
тический характер выпотной жидкости характеризуют 
контуры клеточных комплексов, формирующих много-
слойные и железистоподобные структуры, резко выра-
женная разница в размерах клеток (от 10–15 мкм до 100–
200 мкм), ядерный полиморфизм и др. [6, 7]. Несмотря 
на это единых цитологических критериев, позволяющих 
дифференцировать мезотелиому и метастатический рак, 
не разработано [16]. В этой связи цитологическая диа-
гностика по выпотным жидкостям осуществляется во 
взаимосвязи с клинической картиной заболевания. По 
данным литературы у 14% больных с экссудатом в плев-
ральной полости и у 7% пациентов с асцитом первич-
ный диагноз злокачественной опухоли устанавливается 

по результатам исследования серозной жидкости при 
обращении в ЛПУ по причине другого заболевания. У 
15% таких пациентов на момент исследования первич-
ная локализация опухоли неизвестна, а в 3-7% случа-
ев необходима дифференциальная диагностика между 
прогрессированием основного заболевания и первично-
множественным поражением [6, 14].

Стандартные диагностические алгоритмы клинико-
рентгенологических и лабораторных исследований по-
зволяют установить природу экссудата лишь в 80–85% 
случаев (Лиськина И.В., Суслов Е.И., Куц В.В., 2007). 
Описанную ранее проблему в большинстве случаев 
можно преодолеть, используя иммуноцитохимические 
исследования (ИЦХИ). 

По данным литературы метастатический аденоген-
ный рак характеризуется положительной реакцией (до 
90% случаев) на ЕрСАМ (клон BerEp4), который экс-
прессируется на мембране эпителиальных клеток, в том 
числе злокачественно трансформированных [11, 16]. В 
сочетании с другими маркёрами EpCAM может исполь-
зоваться в выявлении опухолей эпителиального проис-
хождения и в дифференциальной диагностике между 
аденокарциномой и мезотелиомой. Позитивную реак-
цию на ЕрСАМ выявляют в 100% аденогенных карци-
ном лёгкого, в 93% нелёгочных карцином, в 100% при 
плоскоклеточном раке, в 84% при аденокарциноме без 
первично выявленного очага, в 26% при мезотелиоме 
[1, 2, 15]. Кроме того, клетки злокачественной мезоте-
лиомы дают положительную реакцию на кальретинин, 
мезотелин, тромбомодулин, а также виментин и пан-
цитокератины [13].

Используя данные ИЦХИ выпотных жидкостей, с 
высокой долей вероятности можно определить лока-
лизацию патологического процесса. Например, при ра-
ке яичника выявляется положительная реакция к СК7, 
СА125 и РЭА на фоне отрицательной реакции к СК20 и 
вариабельности картины экспрессии рецепторов эстро-
гена и прогестерона [5]. Другим примером высокой диа-
гностической значимости исследования выпотных жид-
костей методом ИЦХИ является возможность дифферен-
цировки аденогенного и мелкоклеточного рака лёгкого 
(МКРЛ). Аденогенный вариант РЛ даёт положительную 
реакцию на СК7 и TTF-1. МКРЛ дополнительно харак-
теризуется положительной реакцией на хромогранин А, 
синаптофизин, CD57 [5] 

ИЦХИ традиционных цитологических препаратов 
является финансово- и времязатратной процедурой, что 
обусловлено значительным расходом антител и продол-
жительностью подготовительного этапа. Для оптимиза-
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ции диагностики и снижения стоимости исследования 
в настоящее время применяют биочипы, позволяющие 
проводить мультиплексный анализ опухолевых маркё-
ров. Исследуя с их помощью серозные жидкости, об-
ладающие низким по сравнению с кровью клеточным 
составом, можно определить характер выпота (реактив-
ный или неопластический), а также обнаружить первич-
ный опухолевый очаг.

Цель исследования – повысить качество цитологиче-
ской диагностики по выпотным жидкостям за счёт ис-
пользования флуоресцентного ИЦХИ  на тест-системе 
«Биочип», а также установить преимущества тест-
системы «Биочип» перед традиционным ИЦХИ.

Материал и методы. Материалом служил серозный 
экссудат неясной этиологии, полученный от 27 пациен-
тов, поступивших в приёмное отделение городской боль-
ницы № 35 Нижнего Новгорода. Полученный биомате-
риал исследовали методом традиционной цитологии, 
суть которого заключается в сухой фиксации биообразца 
на стекле с последующей окраской по Романовскому и 
светооптической микроскопией препарата, а также с по-
мощью разработанных нами биочипов (патент на полез-
ную модель № 142470). Последние представляют собой 
стеклянную подложку, рабочая зона которой имеет ад-
гезивное покрытие, разделённое пластиковой решёткой 
на 15 секторов, каждый из которых содержит опреде-
лённое наименование AlexaFluor488-конъюгированных 
моноклональных антител, направленных к антигенам 
опухоли (рис.1).

Процесс исследования материала с использованием 
биочипов включает несколько этапов. 

Получение клеточного осадка путём центрифугиро-
вания образца в течение 5 мин при 2000 об/мин с после-
дующей двукратной отмывкой избытком 6% раствора 
полиглюкина.

Внесение клеточного материала в ячейки рабочей 
зоны биочипа с последующей инкубацией в течение 30 
мин в термостате при 37°С.

Флуоресцентная микроскопия биочипа. 
Для визуализации результатов, полученных методом 

традиционной цитологии и с помощью биочипов, при-
меняли микроскопы Zeiss Primo Star (Carl Zeiss, Герма-
ния) и Leica DM1000 (Leica, Германия).

Также проведено ретроспективное исследование ци-
тологических препаратов выпотных жидкостей за 2016 г.

Результаты и обсуждение. При ретроспективном 
исследовании получены следующие результаты: всего 
было 97 пациентов с наличием свободной жидкости в 
брюшной и/или плевральной полости, при этом цитоло-
гическое исследование проведено у 23 (23,7%) пациен-
тов. По результатам исследования реактивные клеточ-
ные изменения установлены у 19 (82,6%) пациентов, 
подозрительные клеточные изменения – у 3 (13%) и зло-
качественные изменения – у 1 (4,3%) пациента. Данные  
показатели объясняются отсутствием специалистов и 
недостаточной подготовкой  сотрудников для выполне-
ния цитологических исследований в лаборатории.

С внедрением цитологического метода за период но-
ябрь 2017 г. – июль 2018 г. исследовано 46 экссудатов 
серозных полостей. У 9 (19,6%) пациентов диагности-
ровали метастатический выпот, у 31 (66,7%) – реактив-
ный характер экссудата; подозрение на злокачественную  
природу серозной жидкости было у 4 (8,7%) пациентов, 
а у 4,8% лиц (2 образца) точный диагноз поставить не 
удалось.

После проведения дополнительного флуоресцент-
ного ИЦХИ (ФИЦХИ) с использованием тест-системы 
«Биочип» число пациентов с установленным диагнозом  
- метастатический выпот - возросло до 7 (25,9%) за счёт 
снижения процента случаев неустановленного характе-
ра выпота. Наиболее информативные клинические слу-
чаи описаны далее.

Клинический случай № 1. Пациентка 70 лет поступи-
ла в приёмное отделение с диагнозом острая кишечная 
непроходимость; асцит. При рентгенографии брюшной 
полости на фоне свободного газа определяется уровень 
свободной жидкости в центральной части брюшной по-
лости, раздутые петли тонкой кишки и восходящей ча-
сти ободочной кишки. Выполнен лапароцентез с забо-
ром 600 мл асцитической жидкости.

На светооптическом уровне отмечаются обильные 
скопления клеток среднего размера с перифериче-
ски расположенным и увеличенным ядром (ядерно-
цитоплазматическое соотношение повышено), неровной 
ядерной мембраной; хроматин в клетках распределён не-
равномерно (складчатость, мелкие борозды), в большин-
стве ядер детектируется одно или несколько ядрышек, 
форма клеток овальная, цитоплазма серо-голубая с мел-
кой вакуолизацией. Расположение клеток в препаратах 
как раздельное, так и в виде папилляроподобных скопле-
ний. В небольшом количестве  в препаратах встречаются 
мелкие клетки с серо-голубой цитоплазмой и централь-
но расположенным ядром. Ядерно-цитоплазматическое 
соотношение не нарушено, контур ядерной мембраны 
ровный, хроматин мелкозернистый, распределён равно-
мерно. Клетки располагаются раздельно или в виде мел-
ких скоплений из 4–5 клеток (рис.2, а—г, см. обложку). 
Дано заключение о предположительно злокачественной 
природе полученной жидкости (вторичный характер 
поражения). При проведении ФИЦХИ на биочипах от-
мечали положительные реакции на СК7, рецепторы 
эстрогена, СА-125, BerEp4, РЭА и отрицательные ре-
акции с СК20, TTF-1, виментином, СDX2 (рис.2, д—к, 
см. обложку). Полученный иммунофенотип соответ-
ствует метастатической природе экссудата (вероятно, 
аденокрацинома яичника). По результатам проведённой 
операции и гистологического исследования выявлена 
аденокарцинома умеренной степени дифференцировки 
с иммунофенотипом при постановке иммуногистохими-
ческого исследования (ИГХИ)  СК7+, СК20-, рецепторы 
к эстрогенам+, CDХ2-, СА125+, что соответствует аде-

Рис.1. Структурные элеметы биочипа. 
1 – рабочая зона, разделённая на 15 ячеек, в каждой из которых содержит-
ся определённое антитело; 2 – функциональная зона, содержащая инфор-
мацию об антителах и их локализации (в ячейке 1 – антитело к СА-125, в 
ячейке 2 – антитело к РЭА, в ячейке 3 – антитело к СК7 и т.д.).
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нокарциноме яичника. При  сопоставлении результатов, 
полученных  при ФИЦХИ на биочипах и ИГХИ,  совпа-
дение отмечено  по всем антителам.

Клинический случай № 2. Пациент  63 лет, направлен-
ный в приёмное отделение с диагнозом левосторонний 
экссудативный плеврит для удаления накопившейся 
жидкости. По данным рентгенографии грудной клетки 
в левой плевральной полости уровень жидкости до VII 
ребра. После плевральной пункции получено 1100 мл 
геморрагической жидкости.

На светооптическом уровне фон препаратов пред-
ставлен клетками лимфоцитарного ряда, гистиоцитами 
и мономорфными клетками малого размера, округлой 
формы с обильной серо-голубой цитоплазмой и эксцен-
трически расположенным ядром. Клетки локализованы 
раздельно или в виде мелких пластов (по 5–7 клеток). 
Ядерная  мембрана ровная, хроматин распределён рав-
номерно (рис.3, а, б, см.обложку). В пластах встреча-
ются крупные клетки округлой формы с серо-голубой 
цитоплазмой, в части которых отмечаются признаки 
вакуолизации, а ядерно-цитоплазматическое соотноше-
ние смещено в сторону ядра. Контур ядерной мембраны 
неровный, хроматин распределён неравномерно, прак-
тически в каждом ядре выявляли одно или несколько 
ядрышек с признаками гипертрофии (рис.3, в–ж). На 
основе традиционной цитологии дано заключение о ме-
тастатическом характере полученной жидкости (пред-
положительно аденокарцинома лёгкого). При прове-
дении ФИЦХИ на биочипах отмечены положительные 
реакции на СК7, TTF-1, BerEp4, РЭА  и отрицательные 
реакции с СК20, виментином, СDX2, СА-125, рецепто-
рами эстрогена (рис.3, з–л). Иммунофенотип соответ-
ствует метастатическому процессу (аденокарцинома 
лёгкого). При гистологическом исследовании в плевре 
обнаружены метастазы аденокарциномы. Иммунофено-
тип при ИГХИ (CD56-, TTF1+, р63-, СК7+) соответству-
ет аденокарциноме лёгкого. Совпадение экспрессии при 
ФИЦХИ на биочипах и ИГХИ отмечено по основным 
антителам (при ФИЦХИ использована более расширен-
ная панель антител).

Клинический случай №3. Пациент в возрасте 37 
лет поступил в  приёмное отделение с диагнозом экс-
судативный правосторонний плеврит; внебольничная  
пневмония?, сопутствующая патология ВИЧ-инфекция 
стадии 2В. В клинической картине субфебрильная тем-
пература в течение 2 нед, нарастающая одышка, боли 
в грудной клетке справа. При рентгенографии грудной 
клетки в правой половине усиление лёгочного рисунка, 
горизонтальный уровень жидкости до VI ребра, на фо-
не которого фрагмент затемнения в области S6. После 
плевральной пункции удалено 1250 мл мутной жидко-
сти жёлтого цвета. 

На светооптическом уровне в цитологических препа-
ратах наблюдали разрозненные клетки, а также псевдо-
папиллярные скопления с относительно чётким конту-
ром и нерезким нарушением внутренней архитектоники. 
Размер клеток варьировал в широких пределах, форма 
клеток округло-овальная, а ядерно-цитоплазматическое 
соотношение низкое, встречали двух- и многоядерные 
клетки (ядра расположены эксцентрически, хроматин 
грубый, просматривались ядрышки, фигуры митоза), 
цитоплазма от светло-голубой до базофильной, выяв-
ляли цитоплазматические выросты и вакуоли (рис.4, 
а—г, см.обложку). Основываясь только на результатах 
традиционной цитологии и данных анамнеза, трудно 

дифференцировать морфотип между злокачественным 
поражением и реактивными изменениями. При проведе-
нии ФИЦХИ на биочипах отмечены отрицательные ре-
акции с СК20, виментином, СDX2, СА-125, рецептора-
ми эстрогена, СК7, TTF-1, BerEp4, РЭА, подопланином, 
что соответствует реактивной природе экссудата (рис. 4, 
д—е, см.обложку). По данным дополнительных методов 
инструментального обследования подозрительных оча-
гов у пациента выявлено не было, в связи  с чем ИГХИ в 
данном случае не проводилось.

Анализ применения тест-системы «Биочип» выявил 
следующие особенности: 

Совпадение преаналитического этапа подготовки 
материала для традиционной цитологии, ФИЦХИ с ис-
пользованием тест-системы «Биочип» и традиционного 
ИЦХИ.

Формирование специфических иммунных комплек-
сов с антителами в тест-системе «Биочип» и традицион-
ной ИЦХИ занимает  одинаковое время (30 мин).

Визуализация результата в тест-системе «Биочип» 
не требует  дополнительных манипуляций и возможна 
сразу после окончания реакции, что снижает время ис-
следования  по сравнению с традиционной ИЦХИ в 2–3 
раза (в зависимости от используемой системы визуали-
зации), которое составило около 60 мин.

Возможность исследования до 15 антител на одной 
тест-системе повышает информативность полученных 
результатов и не требует  подготовки дополнительных 
образцов в сравнении с традиционным ИЦХИ.

Последующее изучение клеточного состава в ячей-
ках тест-системы «Биочип» после оценки реакций им-
мунофлуоресценции и  окрашивания традиционным 
способом показало сохранение всех морфологических 
показателей клеточных изменений, учитывающихся при  
постановке диагноза в традиционной цитологии.

     Заключение. Цитологический метод в качестве 
диагностического исследования выпотных жидкостей 
является целесообразным и клинически значимым. 

Реализация ИЦХИ с использованием тест-системы 
«Биочип» занимает меньше времени по сравнению с 
традиционным ИЦХИ. Таким  образом, данный ме-
тод с полным основанием можно отнести к категории 
экспресс-диагностики. Совместное использование ме-
тодов традиционной цитологии и флуоресцентной им-
муноцитохимии в диагностике выпотных жидкостей на 
этапе оказания экстренной медицинской помощи паци-
енту способствует более быстрой и достоверной поста-
новке диагноза, так как в современной экологической 
обстановке и в процессе метастазирования опухолевые 
клетки могут утрачивать свой иммуноцитохимической 
профиль, присущий органу. Использование иммуноци-
тохимической диагностики позволяет не только под-
твердить злокачественность исследуемого материала, 
но и установить первичный очаг. 
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ЦИТОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА БУККАЛЬНОГО ЭПИТЕЛИЯ ПРИ 
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Данное исследование посвящено изучению особенностей буккального эпителия при   хроническом генерализованном паро-
донтите (ХГП). Обследовано 102 пациента, у которых оценивали буккальную цитограмму. В результате проведённого 
исследования установили, что клетки в состоянии апоптоза являются достаточно чувствительным маркёром   началь-
ной стадии (лёгкой степени) пародонтита. Число буккальных эпителиоцитов с данными особенностями возрастало в 
2,1, 3,0, 13,4 раза при ХГП лёгкой, средней и тяжёлой степени соответственно.  Полученные данные свидетельствуют 
о накоплении цитологических аномалий (микроядра, протрузии ядра и другие)  у пациентов с хроническим генерализо-
ванным пародонтитом.
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The research is devoted to the study of the occurrence of abnomal cells in buccal epithelium in patients with chronic generalize 
periodontitis. Buccal cytograms of  102 patients  were examined. It was established that cells with karyopycnosis, karyorexis and 
karyolysis are a sensitive index of the initial stage (mild severity) in periodontitis. The number of buccal  cells with these features 
was increased in 2.1; 3.0; 13.4 times for chronic generalized periodontitis of mild, moderate and severe degree, respectively.  The 
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Цитологическое исследование буккального эпителия 
(БЭ) до последнего времени было ограничено  так на-
зываемым «микроядерным тестом», который считается 
одним из показателей генотоксического воздействия 
факторов внешней среды и нестабильности генома при 
канцерогенезе [1–4]. В настоящее время данный  тест 
сохраняет свою актуальность при проведении биомо-
ниторинга, о чём свидетельствует возрастающее число 
публикаций [5–9]. Однако постепенно накапливались 
данные о реактивных изменениях буккальной цитограм-

мы при таких заболеваниях, как сахарный диабет 2-го 
типа, талассемия и др. [10–13]. В то же время клиниче-
ская значимость клеточных изменений не была установ-
лена. Это определило цель исследования – установить 
диагностическую эффективность цитологических ано-
малий БЭ при хроническом генерализованном пародон-
тите (ХГП). 

Материал и методы. Работа основана на результатах 
клинико-лабораторного обследования 102 человек в воз-
расте от 24 до 67 лет. Контрольная группа представлена 
38 практически здоровыми добровольцами, основная 
группа – 64 пациентами  (36 – пародонтит лёгкой сте-
пени, 13 – пародонтит средней степени, 15 – тяжёлой 
степени). Диагноз ХГП был установлен на основании 
стандартных клинико-рентгенологических критериев, 
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принятых   «Стоматологической ассоциа-
цией России» (2013). Кроме того, дополни-
тельно определяли  упрощённый индекс ги-
гиены – OHI-S и папиллярно-маргинально-
альвеолярный индекс – РМА.

Для цитологического исследования ма-
териал собирали с внутренней поверхности 
щеки с помощью цитощётки и переносили 
на предметное стекло, равномерно распре-
деляя биоматериал. Фиксация препаратов 
осуществлялась красителем-фиксатором 
эозин метиленовый синий типа Лейшмана 
в течение 2 мин с последующей окраской 
раствором азур-эозина по Романовскому 
в течение 20 мин. При подсчёте 1000 кле-
ток определяли соотношение базальных, 
промежуточных и поверхностных клеток. 
Кроме того, оценивались следующие ци-
тологические аномалии: клетки с микроя-
драми, двуядерные клетки, клетки с про-
трузиями, клетки в состоянии апоптоза 
и перинуклеарной вакуолью, результат 
выражали в процентах. Статистический 
анализ данных проводился с использование средств 
пакета Microsoft Excel и программой анализа дан-
ных Gretel. Достоверность различий между группами 
оценивали с помощью непараметрического статисти-
ческого критерия  Манна–Уитни. Диагностические 
характеристики определяли с помощью ROC-анализа 
(программа MedСalc).

Результаты. Анализ стоматологического статуса па-
циентов выявил существенные изменения стандартных 
индексов, используемых в пародонтологии – OHI-S и 
PMA, что подтверждает  адекватность распределения 
пациентов по группам и отражает тяжесть процесса (см.
рисунок).

В  буккальных цитограммах  у большинства пациен-
тов  отсутствовали  базальные клетки,  отмечено  сниже-
ние уровня промежуточных  и повышение числа поверх-
ностных по мере нарастания тяжести ХГП (табл. 1).

Содержание клеток с  аномалиями, указывающими 
на цитологические особенности (клетки с микроядрами 

и ядерными протрузиями), также возрастало по мере 
прогрессирования заболевания; так, количество послед-
них  было в 2,4 раза выше, чем в контрольной группе. 
Но более выраженным было возрастание числа клеток 
с микроядрами, в частности при тяжёлой степени паро-
донтита, – в 4  раза (p <0,01). 

 Кариолизис, кариопикноз и кариорексис  – последо-
вательные стадии деградации клеточного ядра, в резуль-
тате чего  формируются апоптические тельца.  Число 
буккальных эпителиоцитов с данными особенностями 
возрастало в 2,1; 3,0; 13,4 раза при ХГП лёгкой, средней 
и тяжёлой степени соответственно  (табл. 1).

Полученные данные свидетельствуют о накоплении 
цитологических аномалий (микроядра, протрузии ядра) 
у пациентов с ХГП, повышении активности апоптоза и 
дегенеративно-дистрофических процессов, характер-
ных для хронического воспаления. 

Для объективной оценки диагностической ценно-
сти установленных сдвигов использовался ROC-анализ, 

Т а б л и ц а  1 
Цитограмма буккального эпителия при хроническом генерализованном пародонтите

Показатели Контрольная группа
Me (Q)

ХГП лёгкой степени
Me (Q), % 

ХГП средней степени
Me (Q), % 

ХГП тяжёлой степени
Me (Q), % 

Промежуточные клетки, %
 
р

57,6
(46,4; 89,0)

60,7
(51,5; 70,6)

0,07

61,2
(54,6; 70,4)

0,06

53,6
(47,9; 62,9)

0,08
Поверхностные клетки, %

р

32,0
(3,7; 44,9)

11,6
(6,8; 25,8)

0,07

7,4
(6,6; 13,4)

0,03

14,6
(7,0; 25,5)

0,06
Клетки с микроядрами,%
р 

0,1 (0; 0,6) 1,6(0; 3,0)
0,13

3,4 (0; 4,0)
0,006

4,4 (0; 5,0)
0,003

Клетки с протрузиями,%
р

0(0; 0,4) 1,2(0;2,2)
0,09

2,4 (0; 3,1)
0,006

2,4 (0; 4,2)
0,01

Двуядерные клетки, %
р

1,2 (0,2; 2,2) 1,3(0,8; 1,6)
0,06

1,6 (1,4; 2,0)
0,12

1,4 (1,1; 1,7)
0,08

Клетки в состоянии апоп-
тоза,%
р

0,9(0,4; 1,4) 2,3 (0,8; 4,3)

0,005

4,3 (1,1;3,8)

0,006

12,0 (1,4; 8,7)

0,003
П р и м е ч а н и е .  р – в сравнении с контрольной группой. 
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Клиническая характеристика пациентов с хроническим генерализованным 
пародонтитом.
OHI-S - упрощенный индекс гигиены; РМА - папиллярно-маргинально альвеолярный ин-
декс.
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который позволяет рассчитать диагностическую спец-
ифичность (ДС) и диагностическую чувствительность 
(ДЧ) показателей, а также диагностическую эффектив-
ность, которая выражается величиной площади под 
ROC кривой (AUC). 

Как следует из приведённых в табл. 2 данных, диа-
гностическая чувствительность выявленных цитологи-
ческих аномалий невысока, а величина AUC не превы-
шает значения 0,7, что также подтверждает их невысо-
кую диагностическую значимость.

Учитывая, что диагностика тяжёлых форм ХГП ча-
ще всего не вызывает проблем в клинической практи-
ке, в отличие от начальных проявлений заболевания, 
мы проанализировали диагностические характеристики 
изученных параметров при лёгкой степени ХГП (табл. 
3). Критические значения показателей определены с по-
мощью статистической программы MedСalc.

Такой подход позволили выявить, что  наиболее зна-
чимым   показателем в ранней диагностике лёгкой сте-
пени ХГП можно считать уровень клеток в состоянии 
апоптоза с  кариопикнозом, кариорексисом и кариоли-
зисом  (табл. 3).

Обсуждение. Ранее нами было показано, что у па-
циентов с ХГП нарушены локальные механизмы им-
мунореактивности (продукция секреторных иммуно-
глобулинов, лактоферрина,  цитокинов и др.), которые 
нормализовались после проведения лечебных меро-
приятий [14, 15].  В данном исследовании установлены 
реактивные изменения БЭ, которые патогенетически 
скорее всего взаимосвязаны с указанными выше имму-
нологическими сдвигами. На основании полученных 
данных можно заключить, что подсчёт числа клеток с 
протрузиями, микроядрами  и в состоянии апоптоза в 
БЭ может иметь диагностическое значение при ХГП, а  
число  клеток с деструкцией ядра является достаточно 
чувствительным критерием  начальной стадии (лёгкой 
степени тяжести) ХГП.  Стоит отметить, что поскольку 
цитологические и кариологические особенности бук-
кальных клеток имеют однонаправленные  с активно-

стью заболевания изменения, их можно считать показа-
телями тяжести ХГП.  

Снижение активности пролиферативных про-
цессов в сочетании с повышением уровня клеток с 
дегенеративно-дистрофическими изменениями ядра 
легко объяснимо механизмами воспаления пародон-
тальных тканей [16, 17].  

Нарастание числа клеток с микроядрами и другими 
маркёрами цитологических нарушений при ХГП ряд 
авторов связывают не только с активностью воспали-
тельного процесса, но и с другими факторами. К ним 
относят, в частности, воздействие дентальной рентгено-
графии на слизистую оболочку полости рта, которой не-
редко подвергаются  пациенты [18, 19].  Кроме того, вы-
раженные цитологические аномалии можно объяснить 
при тяжёлой степени ХГП  «накоплением» воздействий 
неблагоприятных факторов среды [3, 4], сопутствующих 
прогрессированию заболевания.

Заключение. Таким образом, цитологическое иссле-
дование БЭ - буккальная цитограмма может стать ин-
струментом оценки системных и локальных реакций ор-
ганизма при ХГП, а также одним из методов определе-
ния эффективности лечебно-профилактических средств, 
в частности - в стоматологии [5].

Дальнейшие исследования позволят установить ре-
ференсные значения изучаемых показателей и возмож-
ность их использования в лабораторном мониторирова-
нии пациентов. Такой подход можно считать перспек-
тивным в связи с неинвазивным характером данной  
методики.
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Штрек С. В.1,2, Рудаков Н. В.1,2, Абрамова Н. В.1,2, Самойленко И. Е.1, Березкина Г. В.1, Зеликман С. Ю.1,2,  
Кумпан Л. В.1,2, Матущенко Е. В.1,2

ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ СЕРОЛОГИЧЕСКИХ МЕТОДОВ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ 
У БОЛЬНЫХ КЛЕЩЕВЫМИ РИККЕТСИОЗАМИ НА ТЕРРИТОРИЯХ РАЗЛИЧНОГО РИСКА 
ЗАРАЖЕНИЯ RICKETTSIA SIBIRICA

1ФБУН «Омский НИИ природно-очаговых инфекций» Роспотребнадзора, 644080, г. Омск, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Омский государственный медицинский университет» Минздрава России, 644099, Омск, Россия

Случаи клещевых риккетсиозов в Сибири и на Дальнем Востоке связаны с R. sibirica - возбудителем сибирского клещево-
го тифа (СКТ). В связи с резким сокращением номенклатуры выпускаемых диагностических препаратов и увеличением 
спектра выявленных на территории России видов риккетсий необходимы новые подходы к лабораторной верификации 
диагнозов. Представлена оценка эффективности серологических методов исследования (реакция связывания комплемен-
та, реакция непрямой иммунофлюоресценции, иммуноферментный анализ) у больных клещевыми риккетсиозами на тер-
риториях различного риска заражения R. sibirica. Обследованы больные с диагнозом сибирский клещевой тиф с высоко 
эндемичной территории Республики Алтай и из Называевского района Омской области, где установлено наличие при-
родного очага риккетсиозов группы клещевой пятнистой лихорадки с циркуляций двух видов патогенных риккетсий - R. 
sibirica и R. raoultii. В качестве контрольной группы использовали пробы сывороток крови, полученных в эпидемические 
сезоны от клинически здоровых людей г. Омска.
Для верификации диагноза сибирского клещевого тифа наиболее приемлемо применение серологических методов, из ко-
торых наиболее чувствительным является ИФА, позволяющий выявить антитела в более ранние сроки. В ИФА для 
подтверждения диагноза первую сыворотку крови можно исследовать только на IgM. Исследование 2-й сыворотки 
необходимо проводить в ИФА на наличие IgM- и IgG- антител с антигеном R. sibirica. РНИФ для исследования парных 
сывороток следует проводить со специфичными антигенами риккетсий, циркулирующих в данном очаге.  В лаборатори-
ях, не оборудованных для постановки ИФА, рекомендуется использовать РСК. При нарастании титра в 2 и более раза 
и обнаружении IgM и IgG во второй сыворотке, с учётом клинических проявлений, диагноз «сибирский клещевой тиф» 
можно считать подтверждённым.
Результаты исследований свидетельствуют о высокой эффективности серологических методов исследования (РСК, 
РНИФ, ИФА) и служит обоснованием для их использования в лабораторной диагностике для подтверждения диагноза 
СКТ.
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RICKETTSIA SIBIRICA INFECTION
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Cases of tick-borne rickettsiosis in Siberia and the Far East are associated with R. sibirica, the causative agent of Siberian tick 
typhus (STT). In connection with a sharp reduction in the nomenclature of diagnostic products and an increase in the spectrum of 
species of founding rickettsiae on the territory of Russia, new approaches to the laboratory verification of diagnoses are needed. We 
present an evaluation of the effectiveness of serological research methods (complement fixation test, indirect immunofluorescence, 
and ELISA) in patients with tick-borne rickettsioses in areas of different risk of infection with R. sibirica. Patients were diagnosed 
with STT from the highly endemic territory of the Altai Republic and from the Naziayevsky district of the Omsk region, where 
natural foci of rickettsioses of the spotted fever group was detected with the circulation of two species of pathogenic rickettsia, R. 
sibirica and R. raoultii. As a control group, samples of sera from epidemic seasons from clinically healthy people in Omsk were 
used.
To verify the diagnosis of Siberian tick typhus, the use of serological methods is most appropriate, of which the most sensitive is 
ELISA, which allows detecting antibodies at an earlier time. In the ELISA for confirmation of the diagnosis, the first serum can be 
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examined only on IgM. Investigation of the 2nd serum should be performed in ELISA for the presence of IgM and IgG antibodies 
with R. sibirica antigen. Reaction of indirect immunofluorescence (RNIF) for the study of paired sera should be conducted with 
specific antigens of rickettsia circulating in this focus. In laboratories not equipped for setting ELISA, it was recommended to use 
CFT. When the titer increases in two or more times and IgM and IgG are detected in the second serum, taking into account clinical 
manifestations, the diagnosis of “Siberian tick typhus” can be considered confirmed. 
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В России для лабораторной диагностики клещевых 
риккетсиозов (КР) до недавнего времени базовым мето-
дом являлась реакция связывания комплемента (РСК), 
которая характеризуется невысокой чувствительностью 
[1]. В соответствии с Европейскими рекомендациями 
для серологической диагностики КР применяется ре-
акция непрямой иммунофлюоресценции (РНИФ), кото-
рую считают «золотым стандартом» серодиагностики 
риккетсиозов [2]. Для постановки РНИФ используют 
«слайд-антигены», получаемые на культурах клеток из 
эталонных штаммов соответствующих видов риккетсий 
в специализированных риккетсиологических лаборато-
риях [3]. В последние годы в Омском НИИ природно-
очаговых инфекций для серологической диагностики 
риккетсиозов группы КПЛ предложен иммунофермент-
ный анализ (ИФА) на основе цельно-растворимого ан-
тигена [4]. Эндемичные по сибирскому клещевому тифу 
(СКТ) очаговые территории отличаются по риску инфи-
цирования Rickettsia sibirica и спектру циркулирующих 
штаммов риккетсий группы клещевой пятнистой лихо-
радки (КПЛ).

Цель работы – оценить эффективность серологиче-
ских методов исследования (РСК, РНИФ, ИФА) у боль-
ных КР на территориях различного риска заражения 
Rickettsia sibirica для разработки эффективного алгорит-
ма лабораторной диагностики КР.

Материал и методы. Для сопоставления выбраны 
две территории, существенно отличающихся по эпиде-
миологическим показателям и переносчикам – респу-
блика Алтай, большинство административных терри-
торий которой характеризуются высоким риском ин-
фицирования R. sibirica, и Называевский район Омской 
области с низким риском заражения.

По заболеваемости населения СКТ республика Ал-
тай характеризуются наиболее высокими показателями 
в РФ, что является проявлением высокой эпидемической 
активности природных очагов. Основными переносчи-
ками R. sibirica являются клещи Dermacentor nuttalli. В 
очагах КР в Алтайском крае, кроме R. sibirica, выявле-
ны другие патогенные альфа1-протеобактерии порядка 
Rickettsiales - R. heilongjiangensis, R. raoultii и Anaplasma 
phagocytophilum [5]. Для клинической картины заболе-
вания СКТ в Республике Алтай характерны острое нача-

ло с синдромом интоксикации, макуло-папулезная сыпь, 
наличие первичного аффекта (80,3%) и преимуществен-
но среднетяжёлое течение болезни. Основной контин-
гент заболевших составляют дети в возрасте 3-14 лет.

В 2003 г. в Называевском районе Омской области пер-
вые случаи острого лихорадочного заболевания после 
присасывания клеща с клиникой КР, с 2006 г. пациенты с 
подобной симптоматикой выявляются регулярно. У всех 
больных отмечается лихорадка продолжительностью в 
среднем неделю, первичный аффект, регионарный лим-
фаденит, в 70% случаях - розеолезно-петехиальная сыпь. 
У детей основным клиническим проявлением является 
регионарный лимфаденит, сопровождающийся субфе-
брильной или нормальной температурой [6]. С 2009 г. в 
РСК с антигеном R. sibirica у пациентов из Называевско-
го района выявляют сероконверсию к R. sibirica в РСК 
[7]. Места заражения людей находятся в ареале клещей 
D. marginatus и D. reticulatus, что объясняет весеннюю 
и осеннюю сезонность. Из иксодовых клещей, снятых с 
людей, методом ПЦР с последующим секвенированием 
ампликонов обнаружена R. raoultii. В пробе клещей D. 
marginatus при первичном заражении и исследовании 
в трёх пассажах на морских свинках идентифицирова-
на R. sibirica молекулярно-биологическими методами 
(ПЦР+секвенирование) [8]. Установлено наличие при-
родного очага риккетсиозов группы КПЛ с циркуля-
ций двух видов патогенных риккетсий - R. sibirica и R. 
raoultii [9].

В качестве исследуемой группы в работе обследованы 
72 больных, с диагнозом «Сибирский клещевой тиф», на-
ходившихся на лечении в инфекционном отделении На-
зываевской ЦРБ в период 2012-2015 гг. Исследованы 45 
одиночных и 27 парных сывороток крови, взятых в дина-
мике инфекционного процесса. Все пациенты обследова-
ны на первой – начале второй недели и 2-4 нед заболева-
ния (в среднем на 6,7±3 и на 20,4±5 день болезни).

Контрольная группа состояла из 72 пробы сывороток 
крови, полученных в эпидемические сезоны 2012-2016 
гг., от клинически здоровых людей г. Омска. Сыворотки 
от 34 больных группы сравнения, с диагнозом «Сибир-
ский клещевой тиф», получены в эпидемический сезон 
2017 года из Республики Алтай. Количество парных сы-
вороток равно 22, одиночных 12.
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Сыворотки крови пациентов всех трёх групп ис-
следованы на наличие антител к антигену R. sibirica в 
РСК и ИФА. В РНИФ к антигенам R. sibirica и R. raoultii 
исследованы сыворотки пациентов исследуемой и кон-
трольной групп (табл. 2).

РСК выполняли микрометодом с «Диагностикум рик-
кетсиозный «Сибирика» сухой для РСК» производства 
НПО «БИОМЕД», г. Пермь по общепринятой методике 
[10]. РНИФ осуществляли по стандартной методике, 
для выполнения использованы корпускулярные антиге-
ны R. sibirica и R. raoultii, приготовленные из клеточ-
ных культур, хранящихся в рабочей коллекции Омского 
НИИ природноочаговых инфекций; иммуноглобулины 
диагностические флюоресцирующие антивидовые про-
тив иммуноглобулинов человека, сухие (НИИЭМ им. 
Н. Ф. Гамалеи РАМН, г. Москва), с контрастированием 
препаратов альбумином бычьим, меченным родамином, 
сухим («МЕДГАМА» ГУ НИИЭМ им. Н. Ф. Гамалеи, г. 
Москва). Исследование сывороток крови в ИФА прово-
дили экспериментальной тест-системой, разработанной 
в Омском НИИ природно-очаговых инфекций [11].

За положительный результат принималось наличие 
специфических антител в любом из трёх методов. По 
результатам серологических исследований больных ис-
следуемой группы сформированы 2 подгруппы. Серопо-
зитивную подгруппу (50 человек) составили больные с 
серологическим подтверждением диагноза, среди кото-
рых 16 женщин и 34 мужчины в возрасте от 3 до 84 лет 
(средний возраст 49,3±21,4 лет). Подгруппу серонега-
тивных составили 22 больных, у которых диагноз СКТ 
не имел серологического подтверждения, и выставлен 
на основании клинико-эпидемиологических данных, из 
них 10 женщин и 12 мужчин в возрасте от 12 до 76 лет 
(средний возраст 53,4±18,6 лет).

Результаты и обсуждение. У пациентов исследуе-
мой группы независимо от результатов серологического 
обследования инфекция протекала типично. Всё это в 
сочетании с эпидемическим сезоном и наличием у по-
давляющего большинства (76,3%) факта присасывания 
клеща позволило всем больным поставить клинический 
диагноз сибирский клещевой тиф.

Преобладали взрослые (68,1±5%) в возрасте от 40 
до 70 лет. Инкубационный период колебался в пределах 
1-20 дней (в среднем 5,7±6,9). Первичный комплекс в 
виде корочки, инфильтрата, регионарного лимфаденита 
не всегда представлен всеми его признаками. Другим 
типичным признаком являлась сыпь. Симптомы инток-
сикации разной выраженности отмечались у всех паци-
ентов. У некоторых больных наблюдалось повышение 
аланинаминотрансферазы (АлТ) и аспартатаминотранс-
феразы (АсТ).

Изменения со стороны периферической крови на 
высоте заболевания сводились к лейкоцитозу у части 
пациентов (38,9%), из них 96,4% из подгруппы серо-
позитивных, либо к лейкопении (5,6%). Относительная 
лимфопения выявлена у 12,5% больных, нейтрофилёз – 
у 11,1%. Повышение СОЭ отмечено у 55,6% больных.

У пациентов серопозитивной подгруппы на месте 
присасывания клеща чаще выявлялась корочка и ин-
фильтрат на месте первичного аффекта, инкубационный 
период больше на сутки, отмечались слабость и уве-
личение селезёнки. В подгруппе серонегативных было 
больше пожилых пациентов, и несмотря на отсутствие 
антител к возбудителю, отмечены характерные для КР 
клинические проявления. «Серонегативность» может 

быть связана с рядом причин. Во-первых, ранние сро-
ки серологического обследования и недостаточная 
чувствительность используемых методов. Во-вторых, 
циркуляция в очаге R. raoultii – этиологического агента 
синдрома TIBOLA. Клинические проявления риккет-
сиоза, вызванного R. raoultii, выражены значительно 
слабее, чем при «классическом» клещевом риккетсиозе, 
обусловленном R. sibirica, генерализация процесса и, 
соответственно, выработка антител менее выражена [12, 
13].

В группе сравнения наблюдались преимущественно 
дети (85,3%). Инкубационный период длился 3-4 су-
ток. У половины (47,1%) больных отмечен первичный 
аффект, повышение температуры в среднем до 38,9о С. 
Сыпь одинаково часто отмечена как у серонегативных 
(86,7%), так и серопозитивных (89,5%), у серонегатив-
ных сыпь появляется позже на 1 день. Полученные дан-
ные совпадают с клинической картиной СКТ в Респу-
блике Алтай, описанной ранее [14].

Методом РСК исследовано 123 одиночных и 55 пар-
ных сывороток, из них положительных 1 и 25 соответ-
ственно. В исследуемой группе риккетсиозные антитела 
выявлены в 19 парных сыворотках и в 5 сыворотках в 
группе сравнения. Одна одиночная положительная сы-
воротка была только в группе сравнения.

Проанализировав данные о сроке после присасыва-
ния клеща до взятия первой сыворотки у 20 больных 
получили следующее: антитела к антигену R. sibirica в 
РСК выявлялись с 7 дня в титре 1/20, и обнаруживаются 
ещё на 65 день. Максимальные титры (1/160-1/320) ан-
тител в сыворотке выявляются в промежутке с 31 по 52 
дни. Данная картина характерна для лиц старше 40 лет. 
О сроках выявления антител у детей недостаточно дан-
ных, что не позволяет сделать определённых выводов 
по этому вопросу. Клиническая картина у серопозитив-
ных в РСК пациентов типичная, с наличием первичного 
аффекта в месте входных ворот, пятнисто-папулезной 
сыпи, гепатолиенального и умеренного токсического 
синдрома.

Чувствительность и специфичность для РСК рас-
считывали отдельно для первых и для парных сыворо-
ток (табл. 1). Чувствительность при расчёте для первых 
проб составила 5,6%, специфичность 100%, при иссле-
довании парных сывороток чувствительность составила 
25,5%.

Анализ полученных данных позволил заключить, 
что метод РСК недостаточно чувствителен на ранних 
стадиях заболевания. Для подтверждения диагноза «си-
бирский клещевой тиф» у больных необходимо тестиро-
вать сыворотку крови после 10 дня после присасывания 
клеща или не ранее 4-7 дней заболевания. Исследова-
ния первой сыворотки недостаточно; в связи с низкой 
чувствительностью существует вероятность получения 
ложноотрицательного результата. Необходимо исследо-
вать парную сыворотку, для обнаружения нарастания 
титра антител, взятие которой целесообразно проводить 
с 14 по 21 день болезни.

В ИФА исследовано 234 сывороток: 123 одиночных, 
55 парных. В исследуемой группе больных с типичной 
клинической картиной СКТ с помощью ИФА в 68,1% 
проб удалось выявить антитела класса IgM и/или IgG 
к антигену R. sibirica. При анализе парных сывороток 
антитела класса IgM выявлены в среднем в 68,5% сы-
вороток крови (чаще во второй, чем в первой – 73,1% 
и 58,3% соответственно); IgG к R. sibirica – в среднем в 
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37,0% сывороток крови (чаще во второй, чем в первой – 
46,2% и 29,2% соответственно) (табл. 2).

В группе сравнения положительные сыворотки в 
94,7% представлены IgM. В парных сыворотках в 68,2% 
IgM выявляется во второй сыворотке (аналогичная 
картина в исследуемой группе). В одной первой пробе 
выявлен IgG, что может быть связано с более поздним 
забором материала для исследования. В контрольной 
группе все сыворотки отрицательные.

Для анализа времени выработки антител проанали-
зированы данные 32 пациентов с известными датами 
присасывания клеща и забора материала. Обнаружение 
IgM возможно с пятого дня после присасывания в титре 
1:100, в то время как IgG выявляется на 7 день в титре 
1:50. Максимальные значения IgM отмечается с 8 по 12 
день, для IgG c 14 по 30 день. Обнаружение IgM-антител 
в сыворотке больного указывает на текущую или недав-
но перенесённую инфекцию. Нами IgM обнаружен на 65 
день, иногда в низких концентрациях он сохраняется по-
сле 12 мес от момента инфицирования [15].

Аналогично для ИФА рассчитаны чувствительность 
и специфичность (табл. 1). Установлено, что высокая 
чувствительность (81,6%) достигается при исследова-
нии парных сывороток. Специфичность при этом равна 
100%. Но при анализе всех сывороток значения специ-
фичности равняется 90,3%. В ИФА выявляются пере-

крёстные реакции, характерные для IgM, к различным 
антигенам риккетсий группы КПЛ [4]. Для повышения 
качества результатов ИФА рекомендуется использовать 
антигены риккетсий, циркулирующих в эндемичном ре-
гионе.

Сопоставлены результаты лабораторного подтверж-
дения СКТ с помощью ИФА с результатами серологиче-
ской верификации с помощью РСК у 27 больных СКТ, 
сыворотки крови которых параллельно исследованы в 
ИФА и РСК с коммерческим диагностикумом R. sibirica 
(табл. 3).

При исследовании парных сывороток в РСК подтвер-
дили диагноз в 66,7%, с помощью ИФА на IgM – в 70,4% 
и в результате сочетанного применения РСК и ИФА и 
на IgM и на IgG – 85,2% случаев. Для подтверждения 
диагноза первую сыворотку достаточно исследовать на 
наличие IgM, вторую на антитела обоих классов имму-
ноглобулинов.

При сравнительной оценке двух методик установле-
но, что оба метода обладают высокой специфичностью, 
однако, РСК уступает ИФА в чувствительности.

Из 42 сывороток, исследованных в РНИФ с антиге-
ном R. sibirica, положительные результаты выявлены в 
13 пробах. В 46,2% положительный результат выявлен во 
второй сыворотке. С антигеном R. raoultii исследовано 43 
сыворотки, из них 11 положительных (63,6% выявлены в 

Т а б л и ц а  1
Диагностическая эффективность серологических методов для обнаружения антител к риккетсиям

Объект ис-
следования

Вид антигена Больные*
(n=106)

Здоровые**
(n=72)

Характеристики теста

«+»
 (а)

«-»  
(c)

«+»
 (b)

«-» 
(d)

Se,%
a/(a+c)

Sp,%
d/(b+d)

PV+,%
a/(a+b)

PV-,%
d/(c+d)

Первые 
сыворотки

РСК 6 100 0 72 5,6 100 100 41,9
РНИФ с Аг R. sibirica 5 27 0 6 15,6 100 100 22,9
РНИФ с Аг R. raoultii 5 29 0 3 14,7 100 100 23,7
ИФА 52 51 0 72 50,5 100 100 56,8

Все сыво-
ротки

РСК 27 79 0 72 25,5 100 100 47,3
РНИФ с Аг R. sibirica 11 21 0 6 34,4 100 100 27,6
РНИФ с Аг R. raoultii 11 23 0 3 32,4 100 100 25,8
ИФА 68 38 0 72 64,2 100 100 63,1

П р и м е ч а н и е . * – диагноз установлен на основании типичной клинической картины клещевого риккетсиоза; ** - практически здоро-
вые пациенты.

Т а б л и ц а  2
Частота обнаружения методом ИФА антител к антигену R. sibirica в сыворотках крови пациентов исследуемой группы и группы 

сравнения

Объект  
исследования

Класс  
иммуноглобулинов

Исследуемая группа Группа сравнения
1-я сыворотка 2-я сыворотка всего % 1-я сыворотка 2-я сыворотка всего %

Одиночная 
сыворотка

IgM 10 10 22,2±6,3 9 9 75,0±13,1
IgG 10 10 22,2±6,3 1 1 8,3± 8,3
IgM+IgG 5 5 11,1±4,7 0 0 0±24,2
Количество исследо-
ванных сывороток

45 45 100 34 12 100

Парная сыво-
ротка

IgM 10 11 24* 44,4±6,8 7 15 22* 48,9±7,5
IgG 3 4 7* 13,0±4,6 0 0 0 0±7,9
IgM+IgG 4 8 13* 24,1±5,9 0 0 0 0±7,9
Количество исследо-
ванных сывороток

24 26 54 100 22 22 45* 100

П р и м е ч а н и е . *  - включены и 3-и сыворотки.
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парной сыворотке). При исследовании всех сывороток с 
двумя антигенами, чувствительность в среднем состави-
ла 33,4±1%, специфичность 84,5±4,5% (см. табл. 1).

В исследуемой группе отобраны 20 обследованных 
тремя методами, в РНИФ с разными антигенами (табл. 
4). В ИФА антитела обнаружены в 85,0%, в РНИФ с 
антигеном R. sibirica в 55,0%, с антигеном R. raoultii 
в 35,0%. Все положительные в РНИФ с антигеном R. 
sibirica в 100% случаев положительны в РСК и ИФА. 
У 80% больных с высокими титрами антител в РНИФ 
к антигену R. sibirica первичный аффект представлен 
не полностью, чаще (60%) отсутствовал лимфаде-
нит. Всего у одного пациента проба положительна к 
антигену R. raoultii и отрицательна к R. sibirica, где 
клиническая картина представлена полностью всеми 
признаками.

Заключение и практические рекомендации. Для ве-
рификации диагноза СКТ наиболее приемлемо приме-
нение серологических методов, из которых наиболее 
чувствительнымявляется ИФА, позволяющий выявить 
антитела в более ранние сроки. В связи с наличием 
перекрестно-реагирующих антигенных детерминант у 
разных видов риккетсий ни ИФА, ни РНИФ не обладают 
видоспецифичностью.

Взятие первой пробы крови осуществлять после вы-
явления заболевания на 4-7 день, вторую пробу с 14-18 
день заболевания, третью (при необходимости) после 25 
дня от начала заболевания.

В ИФА для подтверждения диагноза первую сыво-
ротку крови можно исследовать только на IgM. Иссле-
дование 2-й сыворотки необходимо проводить в ИФА 
на наличие IgM- и IgG-антител с антигеном R. sibirica. 
РНИФ для исследования парных сывороток следует 
проводить со специфичными антигенами патогенных 
риккетсий, циркулирующих в данном очаге. В лаборато-
риях, не оборудованных для постановки ИФА, рекомен-
дуется использовать РСК.

Результаты исследований свидетельствуют о высо-
кой эффективности серологических методов исследо-
вания (РСК, РНИФ, ИФА) и служит обоснованием для 
их использования в лабораторной диагностике для под-
тверждения диагноза СКТ.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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Т а б л и ц а  3
Анализ совпадений результатов серологической верификации диагноза СКТ у больных исследуемой группы при использовании 

ИФА и РСК

Алгоритм применения ИФА Всего 
больных

ИФА+ РСК+ Совпадения положи-
тельных результатов 

ИФА и РСК, %

Совпадения отрица-
тельных результатов 

ИФА и РСК, %абс. % абс. %

ИФА на IgM (1-я проба) 27 14 51,9±9,8 4 14,8±6,9 28,6±12,5 100
ИФА на IgM (парные пробы) 27 19 70,4±8,9 18 66,7±9,3 94,7±5,3 100
ИФА на IgM (парные пробы) и 
ИФА на IgG (парные пробы) 27 23 85,2±6,9 18 66,7±9,3 78,3±9,0 100

Т а б л и ц а  4
Анализ совпадений результатов серологической верификации диагноза СКТ у больных исследуемой группы при использовании 

РНИФ с антигенами R. sibirica и R. raoultii, ИФА и РСК

Количество 
проб

Из них положительных в РСК с 
антигеном  R. sibirica

Из них положительных в ИФА 
с антигеном R. sibirica

Из них положительных в РНИФ 
с антигеном R. sibirica

Из них положительных в РНИФ 
с антигеном R. raoultii

абс. % абс. % абс. % абс. %
20 12 60,0±11,2 17 85,0±8,2 11 55,0±11,4 7 35,0±10,9
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ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ ЖИДКОЙ ТРАНСПОРТНОЙ СРЕДЫ ДЛЯ ВЗЯТИЯ 
ПАТОЛОГИЧЕСКОГО МАТЕРИАЛА ПРИ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКЕ 
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Основной задачей лабораторной диагностики дифтерийной инфекции является идентификация возбудителя дифте-
рии с помощью минимального количества диагностических тестов для получения достоверного ответа в максимально 
сжатые сроки. Одним из важнейших этапов является взятие и доставка патологического материала, от которого 
зависит эффективность проведения и своевременность выдачи окончательного ответа. Учитывая появление на рынке 
коммерческих жидких транспортных сред, представляется целесообразным оценка их эффективности для диагностики 
дифтерии. В настоящей работе проведены экспериментальные исследования, позволяющие прогнозировать эффектив-
ность использования коммерческой транспортной жидкой среды «Тупферы для мазков в пробирке со средой Эймса без 
угля» (∑-Transwab® с жидкой средой Эймса) в двух системах – со стандартным аппликатором (система 1) и с тонким 
удлиненным тампоном для отбора проб из узких полостей – уретральных и назофаренгиальных (система 2). В исследо-
вании использовали контрольный токсигенный штамм Corynebacterium diphtheriae биовара gravis № 665. В эксперимен-
те «имитировали» условия работы лечебно-профилактических организаций по хранению тампонов с патологическим 
материалом на дифтерию до их транспортировки в лабораторию – на столе при комнатной температуре (6 и 20 
часов), в холодильнике (6 и 20 часов), в термостате (6 и 20 часов). После инкубации все тампоны засевали на кровяно-
теллуритовую среду для первичного посева патологического материала. Учет результатов проводили через 24 и 48 
часов роста. Установлено, что коммерческая транспортная жидкая среда Эймса может быть использована для взятия 
патологического материала на дифтерию во второй половине рабочего дня при хранении в условиях холодильника. Вме-
сте с тем, следует учитывать форму тампона, так как лучшие результаты по высеваемости возбудителя дифтерии 
были получены при использовании универсального тампона.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  взятие материала; тампоны; преаналитический этап исследования; транспортная жидкая 
среда Эймса; диагностика дифтерии.
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POSSIBILITIES OF APPLICATION OF THE LIQUID TRANSPORT MEDIUM FOR CAPTURE OF 
PATHOLOGICAL MATERIAL AT LABORATORY DIAGNOSIS OF THE DIPHTHERIA INFECTION
1G.N. Gabrichevsky research institute for epidemiology and microbiology, 125212, Moscow, Russian Federation; 
2 I.M. Sechenov Moscow State Medical University, 119991, Moscow, Russian Federation; 
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The main objective of laboratory diagnosis of a diphtheria is identification of the causative agent by means of the minimum 
quantity of diagnostic tests for obtaining the authentic answer in the most short time. One of the major stages is capture and 
delivery of pathological material on which the efficiency of carrying out and timeliness of issue of the final answer depends. 
Considering emergence in the market of commercial liquid transport mediums, assessment of their efficiency for diagnosis of 
diphtheria is advisable. In the real work the pilot studies allowing to predict efficiency of use of the commercial transport liquid 
medium ∑-Transwab® with the liquid medium of Ames in two systems – with the standard applicator (system 1) and with the 
thin extended tampon for sampling from narrow cavities – urethral and nazofarengialny are conducted (system 2). In a research 
used a control toxigenic strain of Corynebacterium diphtheriae of a biovar of gravis No. 665. In an experiment “imitated” 
operating conditions of the medical organizations for storage of tampons with pathological material on diphtheria before their 
transportation in laboratory – on a table at the room temperature (6 and 20 hours), in the refrigerator (6 and 20 hours), in the 
thermostat (6 and 20 hours). After an incubation all tampons sowed the environment for primary crops of pathological material 
on a blood tellurite agar.. Accounting of results was carried out in 24 and 48 hours of growth. It is established that the commercial 
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transport liquid medium of Ames can be used for capture of pathological material on diphtheria in the second half of the working 
day at storage in the conditions of the refrigerator. At the same time, it is necessary to consider a tampon form as the best results 
on a identification of the causative agent of diphtheria have been received when using a universal tampon.

K e y w o r d s :  material capture; tampons, preanalitic investigation phase; transport liquid medium of Ames; diagnosis of 
diphtheria. 
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Введение. Дифтерия является воздушно-капельной 
бактериальной инфекцией, управляемой средствами 
массовой иммунизации, которая в Российской Федера-
ции проводится с 1959 г. с целью снижения заболевае-
мости и летальности. Достигнутые результаты подтвер-
дили значимость массовой специфической иммунопро-
филактики среди населения для поддержания в стране 
санитарно-эпидемиологического благополучия по этой 
инфекции [1 - 3].

В течение первого десятилетия нынешнего столетия 
заболеваемость дифтерией оставалась на спорадическом 
уровне с ежегодным снижением числа заболевших. За 
последние 16 лет (2001 - 2016 гг.) показатели заболевае-
мости снизились в 63 раза (с 0,63 до 0,0007 случаев на 
100 тыс. населения) [3]. В 2017 г. заболевших дифтери-
ей не зарегистрировано и выявлено 2 бактерионосителя. 
Однако актуальность проблемы дифтерийной инфекции 
в условиях единичных случаев по сей день сохраняется 
[1-3]. Поддержанию эпидемического процесса при этой 
инфекции способствует наличие скрытых источников 
инфекции, когорты восприимчивых лиц и бактерионо-
сительство, которое является резервуаром возбудителя 
и поддерживает его существование как биологического 
вида [2, 3]. Поэтому, в условиях спорадической заболе-
ваемости и роста чиста непривитых лиц, главная роль в 
распространении инфекции отводится бактерионосите-
лям токсигенных коринебактерий.

По данным Всемирной организации здравоохране-
ния (ВОЗ) и Центров по контролю и профилактике забо-
леваний США (Centers for Disease Control and Prevention, 
CDC) в Иране, Непале, Пакистане, Индии, Индонезии, 
Гане, Бразилии, Гаити, Доминиканской Республике диф-
терия по сей день остается эндемичным заболеванием, 
также регистрируются локальные вспышки в Таиланде, 
Лаосе и странах Африки [4, 5]. В странах Европы появи-
лись сообщения о случаях заболевания дифтерией среди 
мигрантов и туристов, посетивших эндемичные по этой 
инфекции территории [5]. Поэтому, учитывая рост чис-
ла туристических поездок, увеличивается риск возник-
новения и завозных случаев дифтерии на территорию 
нашей страны. 

Система бактериологической диагностики дифтерии, 
используемая на территории Российской Федерации, 

создавалась и разрабатывалась на протяжении многих 
лет несколькими поколениями исследователей и прак-
тических микробиологов, среди которых ведущая роль 
принадлежит сотрудникам МНИИЭМ им. Г.Н. Габри-
чевского. Бактериологическое исследование проводят с 
целью лабораторной диагностики дифтерии, выявления 
источников инфекции, подтверждения эпидемиологиче-
ских связей и наблюдения за распространением токси-
генных коринебактерий дифтерии. 

Одним из важнейших этапов бактериологического 
исследования, от которого зависит эффективность про-
ведения и своевременность выдачи окончательного отве-
та, является преаналитический этап – взятие и доставка 
патологического материала. Правильность осуществле-
ния этого этапа определяет 80% эффективности самого 
бактериологического исследования и своевременность 
выдачи окончательного ответа. Взятие патологического 
материала на дифтерию осуществляется двумя сухими 
стерильными тампонами, которые должны быть достав-
лены в бактериологическую лабораторию в течение 3 
часов. Соблюдение этих условий возможно только ес-
ли материал у пациента забирается в первой половине 
рабочего дня. Вместе с тем, взятие патологического ма-
териала на дифтерию в лечебно-профилактических ор-
ганизациях производится в течение всего рабочего дня. 
В связи с этим, с целью предотвращения потери пато-
логического материала взятие его допускается в жидкие 
транспортные среды, приготовленные в лабораторных 
условиях, с последующим его термостатированием и 
доставкой в лабораторию на следующий день. 

Учитывая расширение рынка транспортных сред и 
применение автоматизированных бактериологических 
комплексов, представляется целесообразным оценить 
эффективность использования коммерческих жидких 
транспортных сред для диагностики дифтерии. 

Цель данной работы – провести сравнительные экс-
периментальные исследования, позволяющие прогнози-
ровать эффективность бактериологической диагностики 
дифтерийной инфекции при использовании коммерче-
ской жидкой транспортной среды. 

Материал и методы. В исследовании использова-
ли контрольный токсигенный штамм Corynebacterium 
diphtheriae (C.diphtheriae) биовара gravis № 665, по-
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лученный из Государственная коллекция патогенных 
микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ – 
ОБОЛЕНСК», который регламентирован действую-
щими методическими указаниями по лабораторной 
диагностике дифтерийной инфекции (МУК 4.2.3065-13 
«Лабораторная диагностика дифтерийной инфекции») 
в качестве контрольного штамма при проверке качества 
питательных сред для первичного посева патологиче-
ского материала.

Бактериальную культуру C.diphtheriae выращивали 
на кровяно-теллуритовом агаре (КТА) на основе 2 % 
агара (ГРМ-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) с добав-
лением 7 % крови крупного рогатого скота (ООО «Лей-
Тран», Москва) и 0,02 % теллурита калия (ФБУН ГНЦ 
ПМБ, Оболенск) с инкубацией при температуре 37 °С в 
течение 24 часов. В качестве коммерческой транспорт-
ной жидкой среды использовали «Тупферы для мазков 
в пробирке со средой Эймса без угля» (∑-Transwab® 
с жидкой средой Эймса) производства Medical Wire & 
Equipment Co. (Bath) Ltd., Великобритания (MWE). Те-
стировали две системы. Первая система представляет 
собой стерильную пробирку с резьбовой крышкой фио-
летового цвета, содержащей 1 мл жидкой среды Эймса, 
и стандартного аппликатора с тампоном ∑-Swab®. Там-
пон изготовлен из ячеистого пенополиуретана (система 
1, фиолетовый цвет). Вторая система представляет собой 
тупфер ∑-Transwab®, состоит из пробирки с резьбовой 
крышкой оранжевого цвета, содержащей 1,0 мл жид-
кой среды Эймса, и аппликатора с тонким удлиненным 
тампоном ∑-Swab® для отбора проб из узких полостей 
– для уретральных и назофаренгиальных проб. Тампон 
изготовлен из ячеистого пенополиуретана (система 2, 
оранжевый цвет). На внутренней стороне крышек име-
ется приспособление для надежного закрепления зонда. 
Пробирка совместима со всеми типами современных 
автоматических систем. Комплект стерильный, индиви-
дуально упакован. После взятия патологического мате-
риала тампон при помещении в пробирку плотно фикси-
руется в крышку, предотвращая его перемещение. 

Результаты и обсуждение. С целью оценки эффек-
тивности применения жидкой транспортной среды для 
взятия и транспортирования патологического материала 
на дифтерию готовили линейки последовательных деся-
тикратных разведений (табл. 1) бактериальной культуры 
контрольного токсигенного штамма С.diphtheriae био-
вара gravis № 665 в стерильном физиологическом рас-
творе в соответствии со стандартным образцом 10 ЕД 

мутности (ФГБУ «Научный центр экспертизы средств 
медицинского применения» Минздрава РФ) в соответ-
ствии с МУК 4.2.3065-13 «Лабораторная диагностика 
дифтерийной инфекции». 

В работе использовали пять разведений бактери-
альной культуры в концентрациях - 5х106, 5х105, 5х104, 
5х103 и 103 м.к./мл, два последних их которых, согласно 
действующим нормативно-методическим документам, 
применяются при проведении контроля качества пи-
тательных сред для первичного посева патологическо-
го материала. Все разведения контролировали путем 
высева по 100 мкл из каждого разведения на кровяно-
теллуритовую среду. Засеянные чашки инкубировали 
при 37 °С в течение 24 – 48 ч и подсчитывали число вы-
росших колоний (КОЕ / мл) (табл. 1). Для чистоты про-
ведения эксперимента готовили три линейки последова-
тельных разведений бактериальной культуры типового 
контрольного токсигенного штамма С.diphtheriae био-
вара gravis № 665.

В связи с отсутствием проб биологического мате-
риала, полученного от больных дифтерией, модельные 
эксперименты проводили на иммитантах клинических 
образцов. Иммитанты готовили следующим образом. 
В лабораторных условиях на тампоны, используя сте-
рильный наконечник с аэрозольным барьером, наносили 
(пулировали) 100 мкл бактериальной взвеси типового 
контрольного токсигенного штамма С.diphtheriae био-
вара gravis № 665 с различной концентрацией м.к. в 1 
мл (табл. 1). 

Бактериальную взвесь микробов каждой концентра-
ции наносили (пулировали) на два вида тампонов из 
коммерческой системы (система 1, фиолетовый цвет и 
система 2, оранжевый цвет) с последующим помещени-
ем в транспортную жидкую среду Эймса (∑-Transwab® 
с жидкой средой Эймса). Для чистоты эксперимента пу-
лировали по три тампона из каждой концентрации ми-
кробной взвеси токсигенного штамма C.diphtheriae. В 
эксперименте «имитировали» условия работы лечебно-
профилактических организаций по хранению тампо-
нов с патологическим материалом на дифтерию до их 
транспортировки в бактериологическую лабораторию 
– на столе при комнатной температуре (6 и 20 ч), в хо-
лодильнике (6 и 20 ч), в термостате (6 ч) и в термостате 
до утра (20 ч). После пулирования бактериальной взве-
си, первую партию тампонов в жидкой транспортной 
среде оставляли на столе при комнатной температуре 
до вечера (6 ч); вторую часть тампонов - на столе при 
комнатной температуре до утра (20 ч); третью партию 
тампонов - в холодильнике до вечера (6 часов);  чет-
вертую партию тампонов - в холодильнике до утра (20 
ч); пятую партию тампонов помещали в термостат при 
370С до вечера (6 ч); шестую партию тампонов - в тер-
мостат при 370С до утра (20 ч). После инкубации все 
тампоны засевали на кровяно-теллуритовую среду для 
первичного посева патологического материала. Учет 
культурально-морфологических свойств выросших ко-
лоний проводили через 24 и 48 ч роста, согласно МУК 
4.2.3065-13 раздела контроля качества питательных сред 
для первичного посева патологического материала, где 
питательная среда считается пригодной для использова-
ния при наличии роста колоний из концентрации 5*103 
и единичных колоний из концентрации 103. Разведения 
5×106, 5×105 и 5×104 высевали для контроля потери ма-
териала (табл. 2).

Проведенные исследования показали (табл. 2), что 

Т а б л и ц а  1 
Схема приготовления разведений и учет КОЕ / мл токсигенного 

штамма С.diphtheriae биовара gravis № 665

Разве-
дение

Количество м.к. в 1 мл  
взвеси бактериальной 
культуры по стандарту 

мутности (10 МЕ)

Число колониеобразующих еди-
ниц в 1 мл взвеси бактериальной 
культуры (КОЕ / мл) 24 часов/48 

часов
– 1 5 × 10 8 Сплошной рост/ Сплошной рост
– 2 5 × 10 7 Сплошной рост/ Сплошной рост
– 3 5 × 10 6 Сплошной рост/ Сплошной рост
– 4 5 × 10 5 Сплошной рост/ Сплошной рост
– 5 5 × 10 4 Сплошной рост/ Сплошной рост
– 6 5 × 10 3 2,95 × 103 / 3,3 × 103 
– 7 10 3 4,7 × 102 / 4,8 × 102
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хранение материала при использовании тонкого тампо-
на в системе 2 при комнатной температуре в течение 6 
часов приводило к снижению высеваемости как в вы-
соких концентрациях микробной взвеси токсигенного 
штамма C.diphtheriae - 5×105 (3,2×103 / 4,3×103), 5×104 
(2,8×103 / 3,88×103), так и в низкой - 5×103 (7×101 / 8×101) 
и к потере в концентрации 103 (0 / 1×101). В то время 
как хранение материала в тех же условиях на стандарт-
ном тампоне в системе 1 показало хорошую высевае-

мость возбудителя дифтерии в концентрациях микроб-
ной взвеси 5×105 (9,43×103 / 1,1×104) и 5×104 (1,45×103 
/ 2,04×103), в концентрации 5×103 через 24 ч - 1,6×102 и 
через 48 ч - 2,5×102, и в концентрации 103 через 24 ч - 
3×101 и через 48 ч - 4×101. 

Инкубирование в термостате при 370С в течение 6 
ч приводило к потере патологического материала как в 
высоких концентрациях микробной взвеси, так и в кон-
центрации 5×103 и практически к полной потере в кон-
центрации 103 при использовании двух видов тампонов 
в системах 1 и 2.

При хранении материала в холодильнике при 40С в 
течение 6 ч на стандартном тампоне в системе 1 хорошая 
высеваемость возбудителя дифтерии была как в концен-
трации микробной взвеси 5×103 (4,2×102 / 4,6×102), так и 
в концентрации 103 (1,1×102 / 1,4×102), что соответствует 
требованиям по качеству питательных cред для первич-
ного посева патологического материала на дифтерию.  В 
то время как хранение материала при тех же условиях 
на тонком тампоне в системе 2 приводила к практиче-
ски полной потере патологического материала в концен-
трации микробной взвеси 5×103 (1×101 / 1×101) и в 100% 
случаев - в концентрации 103 (0 / 0). 

Инкубирование материала на двух видах тампонов в 
обоих системах в термостате при 370С в течение 20 ч 
приводило к 100% потере патологического материала во 
всех пяти концентрациях микробной взвеси. 

При хранении материала на стандартном тампоне 
в системе 1 в течение 20 ч при комнатной температуре 
приводило к потере патологического материала в кон-
центрациях микробной взвеси 5×106, 5×105 и 5×104, поч-
ти к полной потере в концентрации 5×103 (0 / 6) и к 100% 
потере патологического материала в концентрации 103 
(0 / 0). Хранение материала на тонком тампоне в систе-
ме 2 при тех же условиях способствовало потере пато-
логического материала в концентрации 5×106, к почти 
полной потере в концентрациях 5×105 (0 / 4×101), 5×104 
(0 / 2×101) и к 100% потере патологического материала в 
двух концентрациях - 5×103 и 103 (0 / 0).

Хранение патологического материала в холодильни-
ке при 40С в течение 20 ч показало его сохранность во 
всех концентрациях микробной взвеси на двух видах 
тампонов в обоих системах. При использовании тонкого 
тампона в системе 2 отмечалась хорошая высеваемость 
возбудителя дифтерии в концентрации 5×106, снижен-
ная – в концентрации 5×105 (2,3×103 / 2,6×103) и 5×104 
(1,5×103 / 1,57×103), и в двух концентрациях - 5×103 и 103 
- была потеря патологического материала. При приме-
нении стандартного тампона в системе 1 отмечалась хо-
рошая высеваемость возбудителя во всех концентрациях 
- 5×106, 5×105, 5×104 (1,36×103 / 1,58×103), 5×103 (2,4×102 

/ 2,6×102) и 103 (4×101 / 6×101).
Основной задачей бактериологической диагностики 

дифтерийной инфекции является идентификация возбу-
дителя с помощью минимального количества диагности-
ческих тестов, необходимых, достаточных и специфич-
ных для получения достоверного ответа в максимально 
сжатые сроки (3-4 дня с момента обследования), что 
имеет еще большее значение в условиях спорадической 
заболеваемости. При взятии патологического материала 
на дифтерию двумя сухими стерильными тампонами и 
доставкой в бактериологическую лабораторию в тече-
ние 3 часов, выдача окончательного самого раннего бак-
териологического ответа будет произведена на 3 сут и 
самого позднего ответа - на 5 сутки. 

Т а б л и ц а  2 
Результаты оценки эффективности применения жидкой транс-
портной среды для взятия и транспортирования патологиче-

ского материала на дифтерию

Концен-
трация 

бактери-
альной 

культуры

Тупфер с жидкой сре-
дой Эймса и стандарт-

ным аппликатором 
(система 1, фиолето-

вый цвет).
24 ч / 48 ч

Тупфер с жидкой средой Эймса 
и аппликатором с тонким удли-
ненным тампоном для отбора 

проб из узких полостей (система 
2, оранжевый цвет)

24 ч / 48 ч
При комнатной температуре 6 ч

5×106 Сплошной рост / 
Сплошной рост

Сплошной рост / Сплошной 
рост

5×105 9,43×103 / 1,1×104 3,2×103 / 4,3×103

5×104 1,45×103 / 2,04×103 2,8×103 / 3,88×103

5×103 1,6×102 / 2,5×102 7×101 / 8×101

103 3×101 / 4×101 0 / 1×101

В холодильнике при 40С 6 ч
5×106 Сплошной рост / 

Сплошной рост
Сплошной рост / Сплошной 

рост
5×105 Сплошной рост / 

Сплошной рост
2,8×103 / 3,84×103

5×104 2,85×103 / 2,87×103 1,5×103 / 1,7×103

5×103 4,2×102 / 4,6×102 1×101 / 1×101

103 1,1×102 / 1,4×102 0 / 0
В термостате при 370С 6 ч

5×106 Сплошной рост / 
Сплошной рост

1,5×104 / 1,58×104

5×105 2,31×103 / 2,95×103 1,58×103 / 1,6×103

5×104 3,3×102 / 3,5×102 1,7×103 / 1,8×103

5×103 9×101 / 1×102 5×101 / 7×101

103 0 / 3 0 / 0
При комнатной температуре 20 ч

5×106 1,03×103 / 1,62×103 1,5×102 / 1,7×102

5×105 1,2×102 / 1,4×102 0 / 4×101

5×104 1×101 / 1,3×101 0 / 2×101

5×103 0 / 6 0 / 0
103 0 / 0 0 / 0

В холодильнике при 40С 20 ч
5×106 Сплошной рост / 

Сплошной рост
Сплошной рост / Сплошной 

рост
5×105 Сплошной рост / 

Сплошной рост
2,3×103 / 2,6×103

5×104 1,36×103 / 1,58×103 1,5×103 / 1,57×103

5×103 2,4×102 / 2,6×102 5×101 / 5×101

103 4×101 / 6×101 1×101 / 1×101

В термостате при 370С 20 ч
5×106 0 / 0 0 / 0
5×105 0 / 0 0 / 0
5×104 0 / 0 0 / 0
5×103 0 / 0 0 / 0
103 0 / 0 0 / 0
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По данным аналитических материалов по органи-
зации исследований на дифтерию, которые были про-
анализированы в рамках работы Референс-центра по 
дифтерии и коклюшу ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габри-
чевского Роспотребнадзора для взятия патологического 
материала в некоторых регионах страны стали использо-
вать коммерческие транспортные агаровые среды Стю-
арта и Эймса, в состав которых входят солевые буферы, 
что может приводить к потере патологического материа-
ла уже на преаналитическом этапе исследования. Ранее 
нами были проведены исследования [6], которые пока-
зали, что при помещении патологического материала в 
агаризованные транспортные среды Эймса и Стюарта и 
хранение при комнатной температуре или в холодиль-
нике в течение 6 часов можно получить рост единичных 
колоний токсигенного штамма C.diphtheriae только в 
большой концентрации – 5х104 и полностью приводило 
к потере патологического материала в других концен-
трациях; выдерживание материала при комнатной тем-
пературе и в холодильнике в течение 20 ч приводило к 
полной потере патологического материала.  Помещение 
патологического материала в коммерческие транспорт-
ные среды и подращивание в термостате в течение 6 
часов не дало положительных результатов и не позво-
лило увеличить высеваемость возбудителя дифтерии. 
Несколько лучшие результаты были получены при под-
ращивании материала в этих условиях в течение 18-20 
ч, когда удалось идентифицировать единичные колонии 
возбудителя дифтерии в концентрации 5х103, но отсут-
ствие роста в концентрации 103. Т.е. было показано, что 
взятие патологического материала во второй половине 
дня и транспортировка в агаризованных средах Эймса и 
Стюарта приведет к потере патологического материала 
и, следовательно, к снижению высеваемости и выделяе-
мости возбудителя дифтерии, что, в целом, негативно 
скажется на качестве проведения исследований на диф-
терию. На основании этого были сформулированы по-
ложения по правилам взятия патологического материала 
на дифтерию в действующих СП 3.1.2.3109-13 «Профи-
лактика дифтерии» и МУК 4.2.3065-13 «Лабораторная 
диагностика дифтерийной инфекции». 

Проведенные в настоящей работе исследования по-
казали, что коммерческая транспортная жидкая среда 
Эймса (∑-Transwab® с жидкой средой Эймса) может 
быть использована для взятия патологического мате-
риала на дифтерию во второй половине рабочего дня. 
Вместе с тем следует учитывать форму тампона, так как 
лучшие результаты по высеваемости возбудителя диф-
терии были получены при использовании универсаль-
ного тампона (тупфер с фиолетовой крышкой, система 
1), в то время как при использовании урогенитального 
/ назофарингеального тампона (тупфер с оранжевой 
крышкой, система 2) были получены результаты, свиде-
тельствующие о снижении высеваемости возбудителя. 
По-видимому, причиной этому является то, что размер 
универсального тампона больше, чем урогенитального / 
назофарингеального. 

Наилучшую высеваемость возбудителя дифтерии ре-
гистрировали при его хранении в условиях холодильни-
ка при 40С в течение 6 или 20 ч на стандартном тампоне 
в системе 1 как при высоких, так и при низких концен-
трациях микробной взвеси. Соблюдение этих условий 
позволит предотвратить полную потерю патологиче-
ского материала, но не приведет к его накоплению. В то 
время как транспортная среда, приготовленная в лабо-

раторных условиях на питательных бульонах, не только 
способствует сохранению патологического материала, 
но и к его накоплению.

Однако, применение любых транспортных сред уве-
личивает срок выдачи бактериологического ответа на од-
ни сутки, тем самым самый ранний бактериологический 
ответ будет выдан на 4 сутки и самый поздний – на 6 
сутки. Поэтому, учитывая, что токсигенные C.diphtheriae 
являются возбудителем дифтерии – воздушно-капельной 
инфекции, которая может привести к летальным исхо-
дам, применение транспортных сред должно быть аргу-
ментировано.

Заключение. Тампоны ∑-Transwab® с жидкой средой 
Эймса (тупфер с фиолетовой крышкой, система 1) мо-
гут быть рекомендованы для взятия и транспортирова-
ния патологического материала на дифтерию во второй 
половине рабочего дня в бактериологических лабора-
ториях при условии хранения в холодильнике. Кроме 
того, применение жидкой транспортной среды позво-
лит доставлять патологический материал из различных 
лечебно-профилактических организаций, в том числе 
удаленных территорий, в условиях централизации ис-
следований.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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РАЗРАБОТКА И ВЕРИФИКАЦИЯ ТЕСТ-СИСТЕМЫ ДЛЯ 
ВЫСОКОПРОИЗВОДИТЕЛЬНОГО HLA-ГЕНОТИПИРОВАНИЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ 
ДОНОРОВ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

1ФГБУН Кировский научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови ФМБА России, 610027, 
Киров; 
2ООО «ПАРСЕК ЛАБ», 197350, Санкт-Петербург

Представлены данные о разработке и верификации отечественной тест-системы для высокопроизводительного 
HLA-генотипирования с использованием платформы Illumina MiSeq System. Разработанная тест-система включает 
в себя все компоненты, необходимые для таргетного обогащения пяти генов HLA и приготовления библиотек. Учет 
результатов осуществляется с использованием специализированного программного обеспечения для автоматическо-
го анализа данных. Тест-система верифицирована на выборке из 93 образцов ДНК с известными HLA-генотипами. В 
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Введение. В последние годы молекулярно-
генетические методы, основанные на технологии сек-
венирования нового поколения (NGS – Next Generation 
Sequence), находят все более широкое практическое 
применение [1].

Одним из важнейших направлений, где применение 
указанной технологии следует признать перспективным 
и экономически обоснованным, является массовое HLA-
типирование потенциальных доноров гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК), заключивших информирован-
ное согласие на вступление в российские регистры.

По состоянию на 11 октября 2018 г., число потенци-
альных доноров ГСК, зарегистрированных в объеди-
ненной базе данных о российских донорах BMDS (Bone 
Marrow Donor Search), составляет 85 181 человек, в неё 
включены сведения о донорах 15 локальных регистров, 
действующих в 11 регионах Российской Федерации [2]. 
Такое количество безвозмездных доноров на сегодняш-
ний день уже обеспечило 229 трансплантаций ГСК для 
пациентов российских клиник [2]. 

В последние пять лет наметился явный прогресс во 
взаимодействии трансплантационных клиник с BMDS, 
однако многие российские пациенты по-прежнему зави-
сят от донорского материала, получаемого из-за рубежа, 
либо вообще остаются без совместимого неродственно-
го донора [3].

Сложившаяся ситуация требует увеличения числа 
потенциальных доноров ГСК в короткие сроки, а транс-
плантационные центры диктуют необходимость HLA-
типирования доноров молекулярно-генетическими ме-
тодами в высоком разрешении и как минимум по пяти 
HLA-локусам. Прогресс в расширении донорской базы 
ограничивается прежде всего высокой стоимостью реа-
гентов, используемых для проведения массового HLA-
типирования доноров и низкой производительностью 
анализа. Разработка и внедрение отечественной тест-
системы с высокими технико-экономическими показа-
телями представляется крайне актуальной задачей.

Цель работы - разработка и верификация тест-системы 
для высокопроизводительного HLA-типирования.

Материал и методы. Все исследования проводили 
с использованием базы данных HLA-аллелей - IMGT/
HLA 3.28.0 (update 2017-04).

Принцип работы разработанной тест-системы осно-
вывается на таргетном обогащении 5 локусов HLA 
(HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DQB1, HLA-DRB1) ме-
тодом ПЦР (полимеразной цепной реакции) длинных 
фрагментов с последующим приготовлением библиотек 
для секвенирования на приборах серии MiSeq™ System 
(Illumina Inc., США).

Праймеры на анализируемые регионы HLA были 

подобраны с применением программного обеспечения 
Primer3Plus.

Разработка и верификация тест-системы проводи-
лись на амплификаторах Applied Biosystems® Veriti® 
96-Well Thermal Cycler и StepOnePlus™ Real-Time PCR 
System (Thermo Fischer Scientific, США).

Верификацию тест-системы осуществляли на вы-
борке из 93 образцов ДНК с известными генотипами, 
которые были предварительно исследованы по локусам 
HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1 с использованием набо-
ров реагентов HLAssure SE SBT Kit (TBG Diagnostics 
Limited, Тайвань); для анализа данных применяли про-
граммное обеспечение AccuType TM (Texas Bio Gene 
Inc., Texas, США). Характеристики контрольных образ-
цов ДНК представлены в табл. 1.

Препараты ДНК были получены методом колоноч-
ной фильтрации с помощью наборов QIAamp DNA 
Blood Mini Kit (QIAgen GmbH, Германия). Концентра-
цию препаратов ДНК определяли на флуориметре Qubit 
2.0 (Thermo Fisher Scientific, США); для проведения ана-
лиза все образцы были нормализованы до концентрации 
10 нг/мкл.

Показатель чувствительности тест-системы (доля со-
впадающих аллелей) рассчитывали как отношение чис-
ла совпадающих аллелей к общему числу аллелей.

Показатель специфичности тест-системы (доля одно-
значных аллелей) определяли как отношение числа ал-
лелей с однозначно определенным генотипом к общему 
числу аллелей.

Результаты. Разработка. На первом этапе были 
определены технические требования для тест-системы 
- выбрана технологическая платформа, число исследуе-
мых генетических локусов, уровень разрешения HLA-
типирования, сформулированы требования к анализу 
данных. 

В настоящее время наибольшее распростране-
ние в практике получили четыре технологии HLA-
типирования: SSP (Sequence Specific Primers), SSO 
(Sequence Specific Oligonucleotides), SBT (Sequence Based 
Typing) и NGS. Метод SSP характеризуется низкой про-
изводительностью, SSO – невозможностью определения 
отдельных точечных вариаций, что особенно актуально 
при исследовании биологических образцов от доно-
ров ГСК, относящихся к малоизученным популяциям, 
к которым следует отнести и большинство популяций, 
проживающих на территории РФ [4]. Технология SBT 
признана «золотым стандартом» HLA-типирования, 
с точки зрения идентификации новых аллелей, а при 
использовании современных много капиллярных сек-
венаторов обладает и высокой производительностью. 
Однако даже существенное масштабирование иссле-
дований, выполняемых методом SBT, практически не 
снижает стоимости типирования. При необходимости 
изучения дополнительных экзонов/интронов затраты 
на SBT-типирование возрастают. Наиболее перспектив-
ным, с точки зрения увеличения производительности и 
существенного снижения стоимости HLA-типирования, 
представляется применение технологии массового па-
раллельного секвенирования – MPS. В качестве плат-
формы для проведения этапа секвенирования при типи-
ровании по технологии MPS нами был выбран прибор 
Illumina MiSeq System (Illumina, США). Выбор в пользу 
указанного прибора сделан по следующим причинам: 

режим парно концевого секвенирования позволяет 
проводить секвенирование фрагментов библиотек (до 

Т а б л и ц а  1
Характеристики контрольных образцов ДНК

Локус HLA-A HLA-B HLA-C HLA-DQB1 HLA-DRB1
Количество 
уникальных 
образцов

92 93 93 92 84

Количество 
уникальных 
генотипов

42 79 59 47 66

Количество 
уникальных 
аллелей

18 36 20 16 29
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1200 п.н.), превышающих длину прочтения, что дает 
возможность учитывать наличие вставки при выравни-
вании на аллель, тем самым повышая информативность 
данных при работе с высоко гомологичными регионами 
генома;

работа с прибором достаточно проста и не требует 
большого количества ручных манипуляций;

наличие Регистрационного Удостоверения Минздра-
ва РФ.

Количество типируемых локусов и уровень разре-
шения были определены, исходя из потребностей рос-

сийских трансплантационных центров – потенциальных 
потребителей услуг донорских регистров, осуществля-
ющих подбор доноров по пяти HLA-локусам HLA-A, 
-B, -C, -DQB1, -DRB1 в разрешении 4-digit.

 Стандартный протокол проведения таргетного MPS 
исследования включает в себя следующие этапы: тар-
гетное обогащение, приготовление библиотек, секвени-
рование и анализ данных.

Для таргетного обогащения целевых генов были по-
добраны 15 локус-специфичных праймеров: 2 на локус 
HLA-A, 2 – на HLA-B, 2 – на HLA-C, 4 – на HLA-DQB1, 
5 – на HLA-DRB1. Для локусов II класса были выбра-
ны вырожденные праймеры, необходимые для увеличе-
ния эффективности ПЦР в случае отжига праймера на 
аллельный вариант. Участки HLA-генов, покрываемые 
праймерами, представлены в табл. 2.

Условия реакций ПЦР длинных фрагментов были по-
добраны отдельно для каждого локуса. Продолжитель-
ность циклов ПЦР для HLA-локусов составила 3,0-3,8 
ч. Программы амплификации для локусов I и II классов 
представлены в табл. 3 и 4, соответственно.

Наличие различных программ для амплификации 
фрагментов каждого локуса в отдельности потребовало 
ввести стадию пулирования полученных продуктов ПЦР 
перед этапом приготовления библиотек, но при этом по-
зволило обеспечить высокую специфичность всех вы-
бранных пар праймеров.

Этап приготовления библиотек, реализованный в 
разработанной тест-системе, включал в себя стадии, 
представленные на рисунке.

Разработка протокола исследования включала в себя 
выбор оптимального количества этапов, подбор и разра-
ботку реактивов, а также оптимизацию работы фермен-
тативных смесей и условий инкубации на всех этапах 
протокола.

Процесс приготовления библиотек содержал 3 этапа 
очистки с использованием магнитных частиц Agencourt 
AMPure XP (Beckman Coulter), с одновременной селек-
цией фрагментов по размеру для удовлетворения требо-
ваний прохождения порогов контроля качества по раз-
меру вставки при анализе данных.

Готовые библиотеки подвергались нормализации до 
концентрации 1300 нг/мкл и пулировались для получе-
ния образца для секвенирования на приборе Illumina 
MiSeq System. 

В ходе разработки в запусках секвенирования были 
использованы различные наборы, представленные в 
табл. 5.

Из данных, представленных в таблице 5, видно, что 
оптимальным набором реагентов для секвенирования 
оказался набор MiSeq Reagent Kit v2 (300 циклов), по-
зволяющий секвенировать 96 образцов одновременно. 
Кроме этого, указанный набор удобен для выполнения 
исследований в формате 96-луночного планшета, упро-
щает этап баркодирования образцов и минимизирует 
ошибки оператора. 

Для реализации этапа анализа было разработано 
специализированное программное обеспечение (далее – 
ПО), работающее в автоматическом режиме и не имею-
щее графического интерфейса. Входными данными для 
ПО являются прямые и обратные прочтения в формате 
FASTQ, генерируемые прибором Illumina MiSeq System. 
Анализ данных включал следующие основные стадии: 
удаление последовательностей адаптеров и оснований с 
низким качеством на концах прочтений; выравнивание 

Т а б л и ц а  2
Таргетные регионы

Локус Таргетный регион Размер амплифицируемого 
участка, т.п.н

HLA-A весь ген ~3,2
HLA-B весь ген ~4,6
HLA-C весь ген (кроме 

участка 3´-UTR)
~3,0

HLA-DQB1 1-4 экзоны ~6,1
HLA-DRB1 2-4 экзоны ~4,3

Т а б л и ц а  3
Программа таргетного обогащения локусов I класса

Количество 
циклов

Температура Время

1 940С 2 мин
35 980С 10 сек

670С*/600С**/650С*** 15 сек
680С 3 мин*/5 мин**/5 мин***

1 680С 10 мин
1 40С не ограничено

П р и м е ч а н и е : * - для локуса HLA-A, ** - для локуса HLA-B, 
*** - для локуса HLA-C

Т а б л и ц а  4 
Программа таргетного обогащения локусов II класса

Количество циклов Температура Время
1 940С 2 мин
35*/30* 980С 10 сек

600С*/620С** 15 сек*/30 сек**
680С 6 мин*/7 мин**

1 680С 10 мин
1 40С не ограничено

Т а б л и ц а  5 
Характеристики наборов для секвенирования

Характеристика

Набор
MiSeq Reagent 

Kit v2  
(300 циклов)

MiSeq 
Reagent  
Kit v2  

(500 циклов)

MiSeq 
Reagent Kit 

Nano  
(300 циклов)

Длина прочтения 2×150 п.н. 2×250 п.н. 2×150 п.н.
Время секвенирования 24 ч 38 ч 17 ч
Число прочтений 15 млн 15 млн 1 млн
Объем данных 4,5-5,1 Gb 7,5-8,5 Gb 300 Mb
Расчетное число образ-
цов на запуск (макси-
мально возможное)

96 167 14
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прочтений на последовательности базы данных IMGT/
HLA Database с использованием двух независимых алго-
ритмов; оценка качества; присвоение наиболее вероят-
ного HLA-генотипа; автоматический экспорт результа-
тов в клинический отчет в текстовом и машиночитаемом 
форматах, совместимых с базой данных регистра.

В разработанном ПО реализованы три независимых 
алгоритма анализа данных: 

выравнивание на кодирующие последовательности 
базы данных (используются только прочтения с экзо-
нов);

выравнивание на последовательности полных гено-
мов базы данных (используются прочтения с экзонов и 
интронов);

сравнение генотипов, определенных алгоритмами 1 
и 2, и определение более вероятного генотипа в случае 
выявления расхождений.

ПО обеспечивало выполнение оценки качества дан-
ных запуска по среднему количеству прочтений, вырав-
ненных на локус; по среднему числу прочтений, вырав-
нивающихся на несколько локусов; по среднему значе-
нию размера вставки и по среднему покрытию экзонов 
по локусу. Оценка качества образца предусмотрена по 
количеству прочтений, выровненных на локус; по дис-
балансу по покрытию ключевых экзонов; по размеру 
вставки и дисбалансу по покрытию остальных экзонов.

Результаты хронометрии производственного цикла 
по HLA-типированию 96 образцов с использованием 
разработанной тест-системы представлены в табл. 6.

Верификация. Результаты оценки аналитических ха-
рактеристик разработанной тест-системы представлены 
в табл. 7.

Наибольшая чувствительность тест-системы до-
стигалась при использовании в ПО алгоритма 3. Рас-
хождения между контрольными и экспериментальными 
данными, выявленные при применении разработанной 
тест-системы, представлены в табл. 8.

Установлено, что ошибки генотипирования в образ-
цах с №1 по №8 (табл. 8) были связаны с присвоением 
образцу наиболее вероятного генотипа при расхождении 
результатов, полученных с помощью алгоритмов 1 и 2. 
Указанная проблема была решена путем добавления в 
алгоритм 3 значения «достоверный генотип не опреде-
лен» и введения критериев его присвоения, с последую-
щей повторной верификацией алгоритма 3.

Для двух образцов по локусам HLA-DRB1 (таблица 
8 - №9 и №10) не были идентифицированы аллели HLA-
DRB1*04:02 и HLA-DRB1*04:08. Это было обусловлено 
тем, что для образцов, гетерозиготных по аллелям группы 
DRB1*04, характерен аллельный дисбаланс, вызванный 
неравномерностью амплификации: размер ПЦР продукта 
для аллелей группы DRB1*04 составляет 5,5 т.п.н, в то 
время как, для других аллельных групп – 4,3 т.п.н. Для 
увеличения чувствительности тест-системы в отношении 
аллелей группы DRB1*04 требуется дальнейшая оптими-
зация условий проведения ПЦР длинных фрагментов.

Оптимальный по чувствительности алгоритм 3 дал 
следующие результаты по неоднозначности: по локусу 
А и В все аллели были идентифицированы однозначно, 
по локусу С – 184 аллеля из 186, по локусу DQB1 – 175 
аллелей из 184, по локусу DRB1 – 167 аллелей из 168. По 
локусу HLA-С выявленные неоднозначности содержали 
редкие аллели, которые не были включены в алгоритм 
выравнивания на экзоны (алгоритм 1), поэтому вместо 
них ПО выдало наиболее близкие распространенные 
аллели, и соответственно алгоритм 3 выдал результат 
«редкий аллель/распространенный аллель». По локусу 
HLA-DRB1 полученная неоднозначность была связана 
с неполным покрытием гена. По локусу HLA-DQB1 все 
неоднозначности относились к образцам, гетерозигот-
ным по одной аллельной группе, когда аллели имели 
идентичные последовательности второго и третьего эк-
зонов, а последовательность интрона 2 была больше раз-
мера вставки и близка для части аллелей, формирующих 
неоднозначность, для некоторых – неизвестна совсем.

В целом результаты верификации позволили сделать 
заключение о том, что доля неоднозначных аллелей, 
выявленных при использовании разработанной тест-
системы, незначительна и является приемлемой.

Т а б л и ц а  6 
Временные затраты на производственный цикл для 96 образцов

Этап Время работы 
«руками»

Общее время

Лонг-ПЦР ~5 ч ~10 ч
Пулирование локусов ~0,5 ч ~0,5 ч
Фрагментация ~0,5 ч ~0,5 ч
Очистка/size selection ~1 ч ~1 ч
Восстановление концов ~0,5 ч ~1 ч
Аденилирование ~0,5 ч ~1 ч
Лигирование адаптеров ~1 ч ~1 ч
Очистка/size selection ~1 ч ~1 ч
ПЦР с индексированием ~1 ч ~1,2 ч
Очистка/size selection ~1 ч ~1 ч
Количественная оценка ~1 ч ~1 ч
Секвенирование - ~24 ч
Анализ данных - ~6 ч
Σ ~13 ч ~50 ч

Т а б л и ц а  7
Показатели чувствительности и специфичности разработанной 

тест-системы

Локус Чувствительность Специфичность
HLA-A 1,00 1,00
HLA-B 1,00 1,00
HLA-C 1,00 0,99
HLA-DQB1 0,98 0,93
HLA-DRB1 0,98 0,99

Т а б л и ц а  8
Расхождения данных HLA-типирования, полученные при ис-

пользовании разработанной тест-системы

№ 
п/п

№ об-
разца

Контрольные данные Экспериментальные 
данные

1 2646 HLA-C*12:02; 12:03 HLA-C*04:09N; 12:02
2 2610 HLA-DQB1*02:02, 02:02 HLA-DQB1*02:02, 02:80
3 2655 HLA-DQB1*02:01, 02:02 HLA-DQB1*02:01, 02:80
4 2753 HLA-DQB1*02:01, 03:01 HLA-DQB1*02:01, 02:59
5 2754 HLA-DQB1*03:01, 05:01 HLA-DQB1*05:01, 05:01
6 2755 HLA-DQB1*03:02, 03:03 HLA-DQB1*02:59, 03:02
7 2759 HLA-DQB1*03:01, 03:01 HLA-DQB1*03:01, 03:04
8 2661 HLA-DRB1*07:01, 07:01 HLA-DRB1*07:01, 07:47
9 2647 HLA-DRB1*04:02, 10:01 HLA-DRB1*10:01, 10:01
10 2752 HLA-DRB1*01:01, 04:08 HLA-DRB1*01:01, 01:01
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Обсуждение. В ходе проведенных исследований раз-
работана тест-система для массового генотипирования 
по локусам HLA-A, -B, -C, -DQB1, -DRB1 в разрешении 
4-digit в формате 96 тестов с полным производственным 
циклом 50 ч., или 2,5 рабочих дня. По расчетным дан-
ным при условии применения одного прибора Illumina 
MiSeq System разработанная тест-система обеспечива-
ет выполнение генотипирования 10  000 образцов по 5 
HLA-локусам в высоком разрешении в год силами 2-3 
человек. 

Разработанная тест-система представляет собой на-
бор из четырех комплектов реагентов: комплект для 
таргетного обогащения генов HLA (1), комплект для 
приготовления библиотек (2), комплекты баркодов для 
двойного баркодирования (3 и 4). Такое разделение ком-
понентов тест-системы позволяет хранить первый ком-
плект в зоне пре-ПЦР, остальные – в зоне пост-ПЦР. Это 
может рассматриваться как дополнительная пассивная 
защита технологии от возможной кросс-контаминации 
образцов, риск которой при потоковых исследованиях 
принято считать очень высоким. 

Уровни чувствительности и специфичности, обе-
спечиваемые при использовании разработанной тест-
системы, сопоставимы с таковыми, декларированными 
для доступных в настоящее время коммерческих тест-
систем зарубежного производства (AllType NGS, Holo-
type HLA, NGSgo)

В целом полученные результаты позволяют сделать 
заключение о возможности использования разработан-
ной тест-системы для массового типирования потенци-
альных доноров ГСК.

Выводы.
1. Разработана тест-система для проведения высоко-

производительного HLA-типирования локусов HLA-A, 
-В, -C, -DRB1, -DQB1 с разрешением 4-digit на базе 
платформы Illumina MiSeq System. 

2. Тест-система верифицирована на выборке из 93 
образцов; установленные аналитические характеристи-
ки являются приемлемыми для HLA-генотипирования 
доноров ГСК. 

3. Использование двух независимых алгоритмов по-
зволяет в автоматическом режиме получать достоверные 
HLA-генотипы по всем исследуемым локусам, что име-
ет значение при большом потоке образцов, поскольку 
не требует длительной и трудоемкой процедуры оценки 
качества данных высококвалифицированным специали-
стом. 
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ской поддержки.
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Рис.2. Асцитическая жидкость (клинический случай 1)
 а–г – псевдопапиллярные скопления  опухолевых клеток с увеличенными ядрами и грубозернистым хроматином, среди которых единичные мезотели-
альные клетки (стрелка);  д–к – ФИЦХИ в ячейках биочипа. Флуоресценция клеточных мембран (положительная мембранная реакция) с антителами 
к СА125 и BerEp4 (д, ж), флуоресценция цитоплазмы опухолевых клеток при негативном окрашивании ядра (положительная цитоплазматическая 
реакция) с антителами к СК7 (е). В части клеток отмечается флуоресценция в области ядра при негативном или аутоокрашивании цитоплазмы (по-
ложительная ядерная реакция) с антителами к рецепторам эстрогенов (з). Затемнение в области ядра клеток (отрицательные ядерные реакции) с анти-
телами  к TTF-1, CDX2 (и, к). л, м: скопления и  отдельно лежащие  опухолевые клетки в ячейках биочипа после проведения ФИЦХИ. 
а–г, л, м – окрашивание по Романовскому. Ув 1000; д–к – окрашивание флуорохром AlexaFluor488.Ув. 200.

Рис.3. Плевральная жидкость: диссеминация опухолевых клеток по плевре (клинический случай 2).
 а, б, – мезотелиальные клетки; в–ж – комплексы опухолевых клеток. Граница скоплений чёткая, клеточный и ядерный полиморфизм резко выражен, 
отмечаются гипертрофированные ядрышки (стрелки); з–л: ФИЦХИ в ячейках биочипа. Положительная цитоплазматическая реакция с антителами к 
СК7 (з, л); ядерная реакция с антителами к TTF-1 (и); мембранная реакция с антителами к BerEp4 (к)
м–о – комплексы клеток и отдельно лежащие опухолевые клетки в ячейках биочипа после проведения ФИЦХИ.
а–ж, м–о – окрашивание по Романовскому. УВ. 1000. д – ув.100. з, л – окрашивание флуорохром AlexaFluor488. Ув. 200.
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Рис.4. Асцитическая жидкость (клинический случай 3).
а–г – мелкие псевдопапиллярные скопления (в) и разрозненно лежащие клетки с признаками поли-
морфизма, в том числе поликарионы; д–е – ФИЦХИ в ячейках биочипа. Отрицательные реакции с 
антителами  к BerEp4 (д) и СDX2 (е).; ж–з – клеточный состав в ячейках биочипа после проведения 
ФИЦХ.
а–г, ж,з – окрашивание по Романовскому. Ув. 1000. д–е – окрашивание флуорохромом AlexaFluor488. 
Ув. 200.
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