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Погорелова Т.Н., Гунько В.О., Михельсон А.А., Никашина А.А., Михельсон А.Ф., Лебеденко Е.Ю.

АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ МЕТАБОЛИЗМА АМИНОКИСЛОТ В  ПЛАЦЕНТЕ  
В РАЗНЫЕ СРОКИ физиологической И ОСЛОЖНЕННОЙ БЕРЕМЕННОСТИ

Научно-исследовательский институт акушерства и педиатрии ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский 
университет» Минздрава РФ, 344012, Ростов-на-Дону, Россия

С помощью методов  спектрофотометрии и ионообменной хроматографии оценена  активность ферментов мета-
болизма аминокислот и содержание свободных аминокислот в ткани плаценты при физиологической беременности 
и плацентарной недостаточности (ПН). Установлено, что при ПН плацентарная активность  ферментов: аланин-, 
цистеин-, тирозин-, глутаминаминотрансфераз, глутаминсинтетазы, глутаматдегидрогеназы снижается в раз-
ные сроки гестации. Противоположные отклонения имеют место для аспартатаминотрасферазы и глутаминазы. 
Аналогичная направленность изменений характерна и для аминокислот: аспарагиновой, глутаминовой, глутамина, 
аланина, цистеина, тирозина, аргинина. Между активностью ферментов и содержанием аминокислот выявлена кор-
реляционная зависимость. Разные сроки беременности характеризует  разная  выраженность изменений, особенно во 
втором триместре, который отличается  наиболее интенсивным ростом и развитием плода в связи с  повышенным 
спросом  в трофическом материале. Выявленные изменения, очевидно, имеют  патогенетическое значение  в форми-
ровании и развитии ПН.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  активность ферментов аминокислотного обмена; свободные аминокислоты; плацента; пла-
центарная недостаточность.

Для цитирования: Погорелова Т.Н., Гунько В.О., Михельсон А.А., Никашина А.А., Михельсон А.Ф., Лебеденко Е.Ю. 
Активность ферментов аминокислотного обмена плаценты в разные сроки физиологической и осложненной  
беременности. Клиническая лабораторная диагностика. 2019; 64(5): 260-264.  
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-5-260-264
Pogorelova T.N., Gunko V.O., Mikhelson A.A., Nikashina A.A., Mikhelson A.F., Lebedenko E.Yu.
THE ACTIVITY OF ENZYMES OF AMINO ACID METABOLISM OF THE PLACENTA IN DIFFERENT TERMS 
OF THE PHYSIOLOGICAL AND COMPLICATED PREGNANCY
Rostov State Medical University, 344022, Rostov-on-Don, Russia 
The activity of amino acid metabolism enzymes and the content of free amino acids in the placenta during physiological pregnancy 
and placental insufficiency (PI) were studied using spectrophotometric methods and ion-exchange chromatography. It was found 
that in PI placental activity of the studied enzymes: alanine-, cysteine-e, tyrosine-, glutamino- transferase, glutathione synthetase, 
glutamate dehydrogenase decreases at different periods of gestation. The opposite variations occur for aspartataminotranferase and 
glutaminase. Similar changes are detected for amino acids synthesized or used in the course of appropriate reactions: aspartic acid, 
glutamic acid, glutamine, alanine, cysteine, tyrosine, arginine. The correlation between enzyme activity and amino acid content 
was revealed. Different periods of pregnancy are characterized by varying degrees of change, especially expressed in the second 
trimester, characterized by the most intense growth and development of the fetus, and its increased needs for trophic material. The 
revealed changes obviously play a pathogenetic role in the formation and further development of PI.

K e y w o r d s :  activity of amino acid metabolism enzymes; free amino acids; placenta; placental insufficiency.
For citation: Pogorelova T.N., Gunko V.O., Mikhelson A.A., Nikashina A.A., Mikhelson A.F., Lebedenko E.Yu. The activity of 
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Введение. Внутриутробный период онтогенеза сопро-
вождают глубокие биохимические изменения не только в 
организме матери, но и в плаценте, которая во многом обе-
спечивает реализацию биологической функции гомеостаза 
в  системе мать-плацента-плод и, как следствие, нормальное 
течение беременности и развитие плода. Необходимость 
обеспечения физиологического роста и развития плода 
значительно повышает его потребность в пластическом 
материале, важной частью которого являются свободные 
аминокислоты. Им принадлежит особая роль в широком 
спектре метаболических превращений, затрагивающих в 
том числе и молекулярный уровень регуляции [1]. Много-
численные химические реакции, в которых участвуют 
аминокислоты, перерабатывая и реализуя внешнюю ин-
формацию, осуществимы с помощью разных ферментов, 
которые нередко объединяют метаболизм  аминокислот с  
реакциями выработки энергии, синтезом АТФ [2]. Важно 
отметить, что трансплацентарный переход аминокислот от 
матери к плаценте и от плаценты к плоду влияет на вну-
триутробное программирование постнатальной патологии 
[3]. Последствия метаболических повреждений в плаценте 
в процессе гестации обнаруживаются у новорожденных, а 
также в отдаленные этапы у детей младшего возраста и да-
же во взрослом возрасте [4]. 

 Возникновение нарушений в течение перинатально-
го периода наиболее часто обусловлено развитием дис-
функции плаценты. В ранее проведенной работе по оценке  
метаболизма аминокислот матери и плода при плацентар-
ной недостаточности (ПН) выявлены значительные изме-
нения относительно аналогичных  показателей в норме 
[5]. Однако представляет интерес оценка  состава амино-
кислот и особенно активности ферментов их метаболиз-
ма  в самой плаценте, как основном органе, отклонения 
функционально-метаболического состояния которого при-
водят к последующим нарушениям во взаимоотношениях 
между организмами матери и плода. В то же время сведе-
ния об активности ферментов метаболизма аминокислот в 
плаценте весьма малочисленны и касаются лишь обмена 
одной или двух аминокислот [6].В связи с этим, целью 
работы явилось определение активности плацентарных 
ферментов  аминокислот, которые обладают наиболее важ-
ными регуляторными функциями, в сопоставлении с со-
держанием  аминокислот при ПН и оценка влияния их мо-
дификации на формирование осложненной беременности.

Материал и методы. В исследование мы включали 80 
женщин 22–29 летнего возраста. 1 группа –  20 практиче-
ски здоровых женщин с неосложненной беременностью 
и своевременными родами (39–40 недель). Во 2-ю группу 
вошли 17 клинически здоровых женщин с неосложнен-
ной беременностью, которая была прервана в результате 
искусственного аборта по желанию женщины в период с 
8 до 12 недель. У 6 женщин неосложненная беременность 
была прервана в результате острого травматического по-
вреждения матери в 16–20 недель (3-я группа). 4-ю груп-
пу составили 16 женщин с ПН, доносившие беремен-
ность (39–40 недель). 5-я группа включала 10 пациенток с 
ПН, беременность которых самопроизвольно прервалась 
в 8–12 недель, и 6-ю группу составили 11 женщин с диа-
гностированной ПН во время беременности, самопроиз-
вольно прервавшейся в 16–20 недель. 

Диагноз ПН был поставлен на основании комплексно-
го клинико-лабораторного обследования, которое вклю-
чало ультразвуковую фетометрию, допплерометрию 
маточно-плацентарно-плодового кровотока, кардиото-
кографию. По возрасту, индексу массы тела, паритету 

беременностей и родов, экстрагенитальной патологии 
обследуемые группы беременных были сопоставимы. 
Все женщины дали информированное согласие на рас-
ширенный алгоритм обследования. Критериями исклю-
чения из исследования служили декомпенсированные 
формы соматических заболеваний, аутоиммунная пато-
логия, многоплодная беременность, применение паци-
ентками препаратов глутаминовой кислоты. Критерии 
включения в исследование -  возраст женщин до 30 лет, 
отсутствие признаков преэклампсии и задержки роста 
плода. У пациенток обеих групп питание было полно-
ценным и сбалансированным по основным ингредиен-
там, в том числе по белковому компоненту.

Материалом для исследования служила ткань пла-
центы. Образцы плаценты получали сразу после родов 
при соблюдении холодового режима (t=+2+4°C). Для 
проведения исследования брали центральную часть 
макроскопически нормальных участков плацентарного 
диска, включая плодовую и материнскую поверхность 
(без кровоизлияний, кальцификации, некроза, отложе-
ний фибрина), не затрагивая крупных сосудов. Выре-
занные образцы (10 г) промывали охлажденным физио-
логическим раствором для удаления остатков крови и 
амниотической жидкости, затем гомогенизировали (при 
t=+2+4°C) с помощью гомогенизатора Ultra-Turrax (IKA, 
Германия) в PBS-буфере.

В экстрактах, полученных из плацентарной ткани, 
определяли активность аспартат- (АСТ, КФ 2.6.1.1), ала-
нин- (АЛТ, КФ 2.6.1.2), цистеин- (Цис-Т, КФ 2.6.1.3), 
тирозин- (Тир-Т, КФ 2.6.1.5) аминотрансфераз по при-
росту содержания глутаминовой кислоты после инкуба-
ции соответствующей аминокислоты с a-кетоглутаровой 
кислотой. Инкубационные смеси содержали 10 мМ фос-
фатный буфер (рН 7,4), 0,5 мМ a-кетоглутаровую кисло-
ту, 1,0 мМ концентрации соответствующей аминокисло-
ты, 100 мкг белка. Активность глутамин-кетокислотной 
аминотрансферазы (ГКТ, КФ 2.6.1.15) определяли по 
накоплению количества аммиака, оцененного спектро-
фотометрическим методом с помощью классической ре-
акции несслеризации (при 430 нм). В состав инкубаци-
онной смеси входили: 1,0 мМ глутамин, 1,0 мМ щавеле-
воуксусная кислота, 10 мМ фосфатный буфер (рН 8,3), 
100 мкг белка. Об активности фосфат-активируемой 
глутаминазы (ФАГ; КФ 3.5.1.2) судили по снижению 
количества глутамина. Инкубационная смесь содержала 
1,0 мМ глутамин, 10 мМ калий-фосфатный буфер (рН 
8,1), 100 мкг белка. Активность глутаминсинтетазы (ГС; 
КФ 6.3.1.2) оценивали по приросту содержания глута-
мина. Основные компоненты инкубационной смеси: 
2,0 мМ глутамат натрия, 0,5 мМ ATФ, 1,5 мМ трис-HCl 
буфер (рН 7,2), 1,0 мM NH4Cl, 100 мкг белка. Актив-
ность глутаматдегидрогеназы (ГДГ, КФ 1.4.13) опреде-
ляли по приросту восстановленного никотинамидаде-
ниндинуклеотида (NAD) при 340 нм. Инкубационная 
смесь содержала 10 мМ фосфатный буфер (рН 7,8), 5 
мМ глутамат натрия, 0,5 мМ NAD, 100 мкг белка. Со-
держание образовавшихся глутаминовой кислоты и ее 
амида – глутамина, как и уровень свободных аминокис-
лот, измеряли на автоматическом анализаторе ААА-400 
(«Microtechno», Чехия). Подготовку проб и анализ про-
водили согласно инструкции к анализатору по стандарт-
ной программе с использование трех натрий-цитратных 
буферных растворов с pH: 3,25, 4,25, 5,28. На каждую 
хроматографическую колонку анализатора наносили 
0,3 мл пробы. Скорость тока 70 мл/час. Идентификация 
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аминокислот, расчет площадей пиков и определение 
концентрации осуществляли по результатам анализа 
соответствующих стандартов (“Sigma-Aldrich”, США) 
для калибровки прибора. Об активности аргиназы (КФ 
3.5.3.1) судили по её способности превращать аргинин 
в мочевину. Инкубационная смесь содержала: 10 мМ 
фосфатный буфер (рН 9,5), 100 мМ MnCl2, 10 мМ ар-
гинин, 100 мкг белка. Содержание образовавшейся мо-
чевины оценивали с помощью коммерческих наборов 
“Новокарб” (“Вектор-Бест”, Россия). Один из основных 
субстратов в контрольные пробы добавляли после окон-
чания инкубации. Время инкубации 30 мин. Результаты 
относили к 1 мг белка. Содержание белка определяли с 
помощью коммерческого набора (“Bio-Rad”, США).

Статистическую обработку данных проводили, ис-
пользуя лицензионный пакет программ Statistica 6.0. 
(“StatSoft Inc.”). Степень соответствия данных нормаль-
ному распределению оценивали с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. Однородность дисперсий проверяли 
по критерию Фишера. Статистическую значимость раз-
личий между сравниваемыми показателями определяли 
по критерию Стьюдента (t-критерий). Корреляционный 
анализ выполнен с использованием критерия Пирсона с 
расчётом коэффициента корреляции (r). Результаты оце-
нивали как статистически значимые при p < 0,05. 

Результаты. Полученные результаты свидетель-
ствуют, что развитие ПН происходит на фоне измене-
ний активности ферментов метаболизма аминокислот 
плаценты уже с первого триместра беременности (табл. 
1). Среди оцененных  ферментов увеличение активно-
сти при ПН обнаружено только для АСТ и ФАГ, причем 
наибольшая степень отклонения имеет место в 16-20 
нед беременности. Если в этот период активность АСТ 

при осложненной беременности возрастает на 43,3%, то 
в первом триместре (8-12 нед) – только на 16,1%. При 
доношенной беременности на фоне ПН степень увели-
чения равна 38,2%. Для ФАГ увеличение в первом три-
местре составляет 16,2%, во втором – 35,4%, в третьем – 
25,2% относительно контрольных величин. Активность 
остальных изученных ферментов снижается в различ-
ной степени, однако наиболее выраженные отклонения 
также имеют место в середине гестации. В 8-12 нед ак-
тивность АЛТ уменьшается на 18,6%, Цис-Т – на 23,0%, 
Тир-Т – на 18,5%, ГКТ – на 18,8%, ГС – на 19,2%, ГДГ 
– на 29,1%. В 16-20 недель активность этих ферментов 
при ПН снижается примерно одинаково на 33-34%. В 
доношенной плаценте уменьшение активности фермен-
тов более выражено, чем в I триместре, но менее, чем в 
середине беременности и составляет для АЛТ – 31,7%, 
Цит-Т – 22,5%. Тир-Т – 27,2%, ГКТ – 21,7%, ГС – 23,4% 
и ГДГ – 29,1%. Следует отметить, что не только при ПН, 
но и при нормальной беременности в 16-20 нед установ-
лена наиболее высокая ферментативная активность. Что 
касается аргиназы, то ее активность определяли в пла-
центе лишь в 39-40 недель. В этот период осложненной 
беременности она была ниже относительно физиологи-
ческого показателя на 29,2%. 

Чтобы оценить влияние нарушения активности фер-
ментов на состав аминокислот плаценты, определено 
содержание свободных аминокислот, которые синтези-
руются или используются как субстраты в ходе реак-
ций, катализируемых указанными ферментами (табл. 2). 
Уже в сроки 8-12 недель содержание этих аминокислот 
в плаценте при ПН отличается от таковых при физио-
логической беременности. Для глутаминовой и аспара-
гиновой кислот имеет место повышение их количества 

Т а б л и ц а  1
Активность ферментов метаболизма аминокислот плаценты в разные сроки физиологической беременности и при плацентарной 

недостаточности

Показатель
(нмоль/мин×мг белка)

Физиологическая беременность, нед Плацентарная недостаточность, нед
p

8–12 16–20 39–40 8–12 16–20 39–40
АСТ 6,02±0,36

[5,31-6,73]
9,14±0,54

[8,08-10,20]
6,01±0,43
[5,17-6,85]

7,28±0,46
[6,38-8,18]

13,1±0,81
[11,51-14,69]

8,31±0,51
[7,31-9,31]

p1=0,042
p2=0,004
p3=0,001

АЛТ 1,05±0,06
[0,93-1,17]

2,07±0,17
[1,74-2,40]

1,45±0,11
[1,23-1,67]

0,86±0,05
[0,76-0,96]

1,38±0,09
[1,2-1,56]

0,99±0,07
[0,85-1,13]

p1=0,040
p2=0,001
p3=0,002

ЦисТ 0,34±0,02
[0,30-0,38]

0,64±0,05
[0,54-0,74]

0,40±0,03
[0,34-0,46]

0,26±0,02
[0,22-0,3]

0,48±0,04
[0,4-0,56]

0,31±0,02
[0,27-0,35]

p1=0,014
p2=0,028
p3=0,024

ГКТ 0,61±0,04
[0,53-0,69]

1,22±0,11
[1,10-1,44]

0,92±0,06
[0,8-1,04]

0,49±0,03
[0,43-0,55]

0,81±0,05
[0,71-0,91]

0,72±0,05
[0,62-0,82]

p1=0,046
p2=0,001
p3=0,018

ФАГ 1,36±0,09
[1,18-1,54]

1,64±0,11
[1,42-1,86]

1,36±0,09
[1,18-1,54]

1,72±0,12
[1,48-1,96]

2,37±0,17
[2,04-2,70]

1,85±0,13
[1,60-2,10]

p1=0,023
p2=0,010
p3=0,003

ГС 1,62±0,10
[1,42-1,82]

2,36±0,18
[2,01-2,71]

1,84±0,14
[1,57-2,11]

1,31±0,08
[1,15-1,77]

1,55±0,12
[1,31-1,79]

1,41±0,09
[1,23-1,59]

p1=0,042
p2=0,002
p3=0,020

ГДГ 4,71±0,29
[4,14-5,28]

6,82±0,55
[5,74-7,90]

5,12±0,39
[4,36-5,88]

3,84±0,23
[3,39-4,29]

4,51±0,32
[3,88-5,14]

3,63±0,27
[3,1-4,16]

p1=0,048
p2=0,001
p3=0,005

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2:  р1 – достоверность различий между показателями при физиологической беременности и плацентар-
ной недостаточности в 8-12 недель; р2 – достоверность различий между показателями при физиологической беременности и плацентарной 
недостаточности в 16-20 недель; р3 – достоверность различий между показателями при физиологической беременности и плацентарной недо-
статочности в 39-40 недель. Данные представлены в виде средней величины ± ошибка среднего (в скобках – 95% доверительный интервал).
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в среднем на 20%. Снижение содержания в пределах 
18–22% установлено для остальных измеренных амино-
кислот, причем наибольшее  отклонение характерно для 
цистеина, наименьшая – для аланина. В 16-20 недель на-
правленность изменений сохраняется, но они значитель-
но выше, чем в I триместре беременности. Так, содер-
жание глутаминовой и аспарагиновой кислот возрастает 
на 36,7% и 41,3%, соответственно, уменьшение уровня 
остальных аминокислот варьирует от 31,7% (для тиро-
зина) до 44,5% (для аргинина). В конце беременности 
(39–40 нед) при ПН  степень изменения аминокислот-
ного состава в плаценте занимает промежуточное поло-
жение между I и II триместрами. Концентрация глута-
миновой кислоты повышена на 25,6%, а аспарагиновой 
– на 32,2%, размах степени снижения уровня остальных 
аминокислот – от 25,4% до 36,1%. 

Взаимозависимость между показателями активности 
ферментов и содержанием свободных аминокислот при 
ПН подтверждают результаты корреляционного анали-
за. Позитивная корреляционная зависимость выявлена 
между активностью АСТ и содержанием аспарагиновой 
кислоты (r=0,79; 0,85; 0,82, соответственно в I, II и III три-
местрах гестации, во всех случаях p<0,01). Негативная  
корреляционная  зависимость я во все сроки беременно-
сти установлена для глутаминовой кислоты и активности 
ГДГ (r=-0,80; -0,86; -0,83, во всех случаях p<0,01). Между 
содержанием глутамина и активностью глутаминазы так-
же обнаружена негативная зависимость: r=-0,82 (p<0,01); 
-0,85 (p<0,01); -0,84 (p<0,01) в I, II и III триместрах соот-
ветственно. Для остальных аминокислот на протяжении 
осложненной беременности имеет место прямая корреля-
ция с активностью соответствующих ферментов их обме-
на. Причем степень ее достаточно высока: коэффициенты 
корреляции находятся в пределах 0,79-0,87, достовер-
ность корреляционной связи p<0,01.

Обсуждение. Среди причин, которые способны вы-
звать дисбаланс в метаболизме аминокислот в плаценте 
при осложненной беременности, наряду с нарушением 

транспорта аминокис-
лот, изменением ката-
болизма и анаболизма 
белков [2] важное зна-
чение может иметь мо-
дификация активности 
ферментов. Повышение 
активности АСТ сопро-
вождается увеличением 
количества аспарагино-
вой кислоты при ПН. 
Снижение активности 
ГДГ, катализирующей 
окислительное дезами-
нирование глутамино-
вой кислоты, является 
основной причиной из-
быточного накопления 
глутаминовой кислоты 
в плаценте в разные пе-
риоды беременности. 
Еще одной реакцией, в 
результате изменения 
которой может увели-
чиваться количество 
глутаминовой кислоты, 
является повышение 

активности глутаминазы (ФАГ), параллельно с умень-
шением содержания глутамина. Помимо этого фермента 
в регуляции содержания  глутамина принимают участие 
реакции, связанные с  синтезом и реакцией трансами-
нирования. Для обоих ферментов: ГС и ГКТ установле-
но снижение активности, что дополняет возможность 
уменьшения количества глутамина в плаценте при ПН, 
наряду с вышеуказанным увеличением интенсивно-
сти его дезаминирования при  действии глутаминазы 
(ФАГ).

Изменение содержания дикарбоновой глутаминовой 
кислоты, ее амида и второй дикарбоновой аминокисло-
ты – аспарагиновой, которые участвуют в синтезе иных  
аминокислот, нуклеиновых кислот, биоактивных соеди-
нений, в регуляции  ферментативных реакций. Эти реак-
ции  сопряжены с циклом трикарбоновых кислот и, не-
сомненно, оказывают воздействие на функциональную 
активность  фетоплацентарного комплекса при ПН. Роль 
нарушения метаболизма  глутаминовой кислоты повы-
шается также в связи с ее влиянием на процессы дыха-
ния в митохондриях, четвертую часть которых от обще-
го уровня обеспечивает именно эта аминокислота [7]. 

При ПН в течение всех триместров беременности 
снижается активность АЛТ. Этот фермент осуществляет 
трансаминирование аланина; последний задействован  во 
многих метаболических процессах [8]. Кроме того, он за-
нимает третье место среди всех аминокислот по содер-
жанию в плаценте, не считая глутамина. Это усиливает 
значимость уменьшения его содержания в развитии не-
гативных метаболических последствий. Тесная корреля-
ционная связь между уровнем аланина и активностью 
АЛТ подтверждает и их взаимозависимость. Аналогич-
ное по степени снижение активности Тир-Т приводит к 
уменьшению количества тирозина, обладающего антиок-
сидантными свойствами, что  сопровождает нарушения 
окислительно-восстановительных процессов. Изменение 
содержания тирозина также может приводить к сниже-
нию продукции важных гормональных производных этой 

Т а б л и ц а  2
Содержание свободных аминокислот в плаценте в разные сроки физиологической беременности и 

при плацентарной недостаточности

Аминокислоты  
(мкмоль/г ткани)

Физиологическая беременность, недели Плацентарная недостаточность, недели
p

8-12 16-20 39-40 8-12 16-20 39-40
Глутаминовая  
кислота

1,72±0,09
[1,54-1,90]

3,94±0,28
[3,39-4,49]

2,15±0,15
[1,86-2,44]

2,05±0,12
[1,81-2,29]

5,38±0,32
[4,75-6,01]

2,70±0,17
[2,37-3,03]

p1=0,036
p2=0,009
p3=0,021

Аспарагиновая 
кислота

0,93±0,03
[0,87-0,99]

2,36±0,17
[2,03-2,69]

1,25±0,08
[1,09-1,41]

1,12±0,06
[1,0-1,24]

3,33±0,21
[2,92-3,74]

1,65±0,09
[1,47-1,83]

p1=0,004
p2=0,007
p3=0,002

Аланин 0,52±0,03
[0,46-0,58]

1,15±0,11
[0,93-1,37]

0,92±0,06  
[0,8-1,04]

0,42±0,03
[0,36-0,48]

0,75±0,05
[0,65-0,85]

0,66±0,05
[0,56-0,76]

p1=0,037
p2=0,002
p3=0,003

Тирозин 0,38±0,02
[0,34-0,42]

0,69±0,05
[0,59-0,79]

0,43±0,03
[0,37-0,49]

0,29±0,02
[0,25-0,33]

0,47±0,04
[0,39-0,55]

0,32±0,02
[0,28-0,36]

p1=0,007
p2=0,004
p3=0,007

Цистеин 0,48±0,03
[0,42-0,54]

0,76±0,08
[0,60-0,92]

0,52±0,04
[0,44-0,60]

0,37±0,03
[0,31-0,43]

0,44±0,04
[0,36-0,52]

0,33±0,03
[0,27-0,39]

p1=0,023
p2=0,001
p3=0,003

Глутамин 0,53±0,03
[0,47-0,59]

1,24±0,10
[1,04-1,44]

0,61±0,04
[0,53-0,69]

0,42±0,03
[0,36-0,48]

0,81±0,06
[0,69-0,93]

0,44±0,04
[0,36-0,52]

p1=0,023
p2=0,001
p3=0,005

Аргинин 0,39±0,02
[0,35-0,43]

0,86±0,09
[0,68-1,04]

0,47±0,04
[0,39-0,55]

0,31±0,02
[0,27-0,35]

0,47±0,06
[0,35-0,59]

0,29±0,03
[0,23-0,35]

p1=0,014
p2=0,002
p3=0,002
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внутриутробной гипоксии, а также снижение фетоплацен-
тарного кровотока. Все эти отклонения, очевидно, при-
водят к дисфункции плаценты, которая характеризуется 
метаболическими, структурными, функциональными из-
менениями в плацентарной ткани и фетоплацентарной 
системе в целом, что отражается на процессах роста и раз-
вития плода.
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ской помощи.
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аминокислоты, необходимых для полноценного развития 
плода. Опосредованное влияние на многие метаболиче-
ские процессы в плаценте при ПН оказывает уменьше-
ние активности Цис-Т и коррелирующее с ним снижение 
уровня цистеина. Важным путем влияния изменения этих 
параметров является понижение продукции таурина, в 
которой участвует цистеин. Эта аминокислота не входит 
в состав белков, но влияет на различные метаболические 
функции клеток: регулирует антиоксидантные реакции, 
обладает мембрано-протекторными свойствами, усили-
вает анаболические процессы [9,10]. Негативное воздей-
ствие снижения уровня цистеина в плаценте усугубляет-
ся изменением количества глутатиона, в синтезе которого 
также участвует цистеин.

Еще одним ферментом с важными регуляторными 
функциями, является аргиназа. Снижение ее активно-
сти является основной причиной уменьшения содержа-
ния аргинина, частично заменимой аминокислоты и, в 
определенной мере,  незаменимой для плода, особенно в 
условиях осложненной беременности [11]. Аргинин яв-
ляется субстратом  при синтезе  вазодилататора – оксида 
азота;  нарушение его синтеза может нарушать гемодина-
мику в плаценте и приводить к ухудшению фетоплацен-
тарного кровотока. В настоящее время получены  данные 
о регуляции  аргинином экспрессии генов, ответственных 
за синтез ферментов, которые влияют на соотношение 
про- и антиоксидантных процессов в биологической ре-
акции  воспаления [12]. Очевидно, что аргинин разны-
ми путями может изменять соотношение окислительно-
восстановительных реакций, и уменьшение его концен-
трации способно усиливать внутриутробную гипоксию 
при ПН.

Наиболее выраженную модификацию метаболизма 
аминокислот во II триместре беременности, по сравне-
нию с другими триместрами, мы наблюдали не только 
при ПН, но и при физиологической беременности, ког-
да отмечена значительная лабильность количественных 
показателей. Это, очевидно, связано с наиболее интен-
сивным ростом и развитием плода, а также активными 
морфофункциональными изменениями в плаценте, кото-
рые необходимы для обеспечения повышенных потреб-
ностей плода. Сопоставление показателей свободных 
аминокислот в плаценте при ПН с ранее полученными 
результатами в сыворотке крови матери и крови плода 
[5] позволило установить, что по степени и направлен-
ности изменения содержания аминокислот плацентар-
ная ткань более близка к крови плода. Это подтверждает 
ведущую роль плаценты в формировании аминокислот-
ного состава плода по сравнению с ролью материнского 
организма.

Подытоживая причины дисбаланса аминокислотно-
го состава плаценты при ПН, можно еще раз отметить 
особенно важную роль в этом дисбалансе изменения ак-
тивности ферментов. Что касается самих ферментов, то 
модификация их активности прежде всего связана с нару-
шением разных уровней структуры апофермента и коли-
чества коферментов, что можно наблюдать при ПН [13].

Заключение. Развитие ПН происходит на фоне нару-
шения активности ферментов метаболизма аминокислот 
и количественного состава аминокислот в плаценте, ко-
торые служат субстратами (продуктами) оцененным нами 
ферментативных реакций. Выявленные изменения сопро-
вождают нарушения разных сторон плацентарного мета-
болизма: азотистого, энергетического, углеводного, усили-
вают прооксидантные процессы и, как следствие, развитие 
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Цель исследования - установить закономерности изменения параметров эндогенной интоксикации и липопероксидации в 
слюне пациентов с раком легкого в зависимости от формы роста опухоли (центральный, периферический или медиасти-
нальный рак). В исследовании случай – контроль приняли участие 562 добровольца, которые были разделены на 2 группы: 
основную (рак легкого, n=347) и контрольную (условно здоровые, n=215). Всем участникам было проведено анкетирова-
ние, биохимическое исследование слюны, гистологическая верификация диагноза. Показано, что при периферическом ра-
ке легкого наблюдается статистически достоверное повышение концентрации альбумина (p˂0,0001), при центральном 
– малонового диальдегида (р=0,0330). Содержание вторичных продуктов липопероксидации по сравнению с контролем 
повышено для всех групп (p˂0,0001), однако различия наиболее выражены для медиастинальной формы роста. Уровень 
среднемолекулярных токсинов и для центрального, и для периферического рака легких статистически достоверно пре-
вышает соответствующее значение для контрольной группы (p=0,0002). Таким образом, при периферической форме 
роста рака легкого в условиях гипоксии процессы липопероксидации выражены в меньшей степени, тогда как процессы 
эндотоксикоза одинаковы как при центральном, так и при периферическом раке. Для медиастинальной формы роста 
процесс липопероксидации направлены в сторону образования токсичных оснований Шиффа, а низкий уровень среднемо-
лекулярных токсинов свидетельствует о большей устойчивости белков к окислительному стрессу. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  слюна, среднемолекулярные токсины, перекисное окисление липидов, рак легкого, гистологиче-
ский тип, форма роста.
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THE PROCESSES OF LIPOPEROXIDATION AND ENDOGENOUS INTOXICATION IN SALIVA IN CENTRAL 
AND PERIPHERAL LUNG CANCER
1Omsk State Pedagogical University, Omsk, 644043, Russian Federation;
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The aim of the study was to establish the patterns of changes in the parameters of endogenous intoxication and lipoperoxidation 
processes in the saliva of patients with lung cancer, depending on the form of tumor growth (central, peripheral or mediastinal 
cancer). Materials and methods: in the case - control study was attended by 562 volunteers, who were divided into 2 groups: main 
(lung cancer, n = 347) and control group (relatively healthy, n = 2015). Questioning, biochemical saliva study and histological 
verification of the diagnosis carried out to all participants. In peripheral lung cancer, there is a statistically significant increase 
in the albumin concentration (p˂0.0001), with a central MDA (p=0.0330). The content of secondary lipoperoxidation products 
compared with the control is increased for all groups (p˂0.0001), however, the differences are most pronounced for the mediastinal 
growth form. The level of medium molecular toxins is the same for both central and peripheral lung cancer, and the distribution 
coefficient has a stable value exceeding the corresponding value for the control group (p=0.0002). Thus, in the peripheral form of 
lung cancer growth under hypoxic conditions lipoperoxidation processes are less pronounced, while endotoxicosis processes are 
the same in both central and peripheral cancer. For the mediastinal growth, the process of lipoperoxidation is directed towards 
the formation of toxic Schiff bases, and the low level of medium-molecular toxins indicates a greater resistance of proteins to 
oxidative stress. 
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В настоящее время рак легкого занимает лидирую-
щие позиции в структуре онкологических заболеваний 

[1–2]. В связи с чем остаются актуальными проблемы 
оптимизации методов его диагностики [3]. Рак легкого 
объединяет группу опухолей, различающихся по тече-
нию, морфологическому строению и прогнозу [4]. При 
этом важно учитывать не только гистологический тип 
опухоли, но и форму роста опухоли (центральный, пе-
риферический или медиастинальный рак), характер ее 
взаимоотношения с окружающими структурами, в част-
ности особенности лимфодинамики различных регио-
нарных зон [5]. Известны клинические различия между 
центральным и периферическим раком легкого [4-6], 
однако детального исследования особенностей биохи-
мического состава биологических жидкостей с одновре-
менным учетом формы роста и гистологического типа 
опухоли до настоящего времени не проводилось.

Цель исследования – установление закономерностей 
изменений параметров эндогенной интоксикации и ли-
попероксидации в слюне пациентов с раком легкого в 
зависимости от формы роста опухоли (центральный, пе-
риферический или медиастинальный рак).

Материал и методы. В исследование включены 347 
пациентов Клинического онкологического диспансера г. 
Омска больных раком легкого с различными гистологи-
ческими типами (плоскоклеточный рак – 116, аденокар-
цинома – 174, нейроэндокринные опухоли – 57 человек) 
и формой роста (центральный – 111, периферический 
– 220, медиастинальный рак – 16 человек). Контроль-
ная группа включала 215 условно здоровых пациентов, 
у которых при проведении плановой диспансеризации 
не было выявлено патологии легких. Средний возраст 
больных составил 58,9±1,1 года для основной и 57,4±1,5 
года для контрольной группы. Включение в группы про-
исходило параллельно. В качестве критериев включения 

рассматривались: возраст пациентов 30–75 лет, отсут-
ствие какого-либо лечения на момент проведения ис-
следования, в том числе хирургического, химиотерапев-
тического или лучевого, отсутствие признаков активной 
инфекции (включая гнойные процессы), проведение 
санации полости рта. Критерии исключения: отсутствие 
гистологической верификации диагноза. Исследование 
одобрено на заседании комитета по этике БУЗ Омской 
области «Клинический онкологический диспансер» от 
21 июля 2016 г., протокол № 15. 

У всех участников до начала лечения проводили за-
бор слюны в количестве 2 мл. Во всех образцах опреде-
ляли содержание субстратов для процессов липоперок-
сидации (диеновых конъюгатов, триеновых конъюгатов, 
оснований Шиффа, малонового диальдегида – МДА), 
альбумина, уровень среднемолекулярных токсинов 
(МСМ) [7, 8]. 

Статистический анализ выполнен при помощи про-
грамм Statistica 10.0 (StatSoft, США) и пакета R (версия 
3.2.3) непараметрическим методом с использованием 
в зависимых группах критерия Вилкоксона, в незави-
симых группах – U-критерия Манна-Уитни. Описание 
выборки производили с помощью подсчета медианы 
(Ме) и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го 
процентилей [LQ; UQ]. Различия считали статистически 
значимыми при p˂0,05.

Результаты. Установлено, что на фоне рака легких 
независимо от гистологического типа опухоли происхо-
дит уменьшение уровня МСМ (табл.1), причем выявлен-
ная закономерность характерна как для ароматических 
(280 нм), так и для неароматических хромофоров (254 
нм). Одновременно наблюдается рост статистически 
достоверный рост коэффициента распределения МСМ 
280/254 нм (см. табл. 1).

Показано, что при раке легкого уменьшается содер-

Т а б л и ц а  1
Показатели липопероксидации и эндогенной интоксикации в зависимости от гистологического типа рака легких

Параметры Контроль, n=215 АК, n=174 ПРЛ, n=116 НЭО, n=57

Альбумин, ммоль/л 0,298 
[0,199; 0,484]

0,337 
[0,183; 0,535]

0,315 
[0,178; 0,495]

0,297 
[0,172; 0,398]

Диеновые конъюгаты, у.е.
3,90 

[3,79; 4,07]
3,87 

[2,99; 4,10]
3,81 

[2,82; 4,05]
3,88 

[2,85; 4,15]
- p1=0,0036 p1=0,0001 -

Триеновые конъюгаты, у.е.
0,894 

[0,828; 0,973]
0,946

[0,836; 1,188]
0,985 

[0,827; 1,231]
0,961 

[0,797; 1,275]
- p1=0,0003 p1˂0,0001 p1=0,0366

Основания Шиффа, у.е.
0,543 

[0,508; 0,575]
0,556 

[0,503; 0,671]
0,579 

[0,513; 0,681]
0,563

[0,503; 0,676]
- p1=0,0420 p1=0,0005 -

МДА, мкмоль/л 6,75 
[5,90; 8,38]

7,18 
[5,81; 9,32]

7,52
[5,64; 9,49]

6,92 
[5,77; 9,40]

МСМ 254, у.е.
0,287 

[0,200; 0,407]
0,267 

[0,185; 0,400]
0,244 

[0,155; 0,379]
0,255 

[0,155; 0,451]
- - p1=0,0052 -

МСМ 280, у.е.
0,248 

[0,176; 0,356]
0,242 

[0,168; 0,365]
0,216 

[0,149; 0,333]
0,200

[0,128; 0,334]
- - p1=0,0460 -

МСМ 280/254
0,852 

[0,773; 0,957]
0,913 

[0,817; 1,002]
0,907 

[0,804; 1,058]
0,899 

[0,790; 0,989]
- p1=0,0012 p1=0,0009 -

П р и м е ч а н и е . p1 – статистически достоверные различия с контрольной группой.
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жание первичных продуктов перекисного окисления ли-
пидов, тогда как уровень триеновых конъюгатов и осно-
ваний Шиффа растет. Расчет коэффициента корреляции 
по Спирмену показал, что существует отрицательная 
корреляционная связь между уровнем диеновых и трие-
новых конъюгатов (r=-0,3665, r=-0,5532 и r=-0,7987) 
и положительная корреляционная связь между содер-
жанием триеновых конъюгатов и оснований Шиффа 
(r=0,7283, r=0,7555 и r=0,7717 для аденокарциномы, 
плоскоклеточного и нейроэндокринного рака соответ-
ственно). Содержание конечного продукта липоперок-
сидации МДА выше при раке легких, однако статисти-
чески достоверного увеличения данного показателя вы-
явить не удалось. Дополнительно отмечено увеличение 
концентрации альбумина при немелкоклеточном раке 
легких (+13,1% для аденокарциномы, +5,7% для плоско-
клеточного рака легких), тогда как для нейроэндокрин-
ных опухолей уровень альбумина не превышает значе-
ний, характерных для контрольной группы (см. табл. 1). 

На следующем этапе исследования проведено срав-
нение показателей липопероксидации и эндогенной 
интоксикации в зависимости от формы роста опухоли 
(табл.2). Показано, что статистически достоверное по-
вышение концентрации альбумина наблюдается при пе-
риферической (+13,1%), а МДА – при центральной фор-
ме роста (+11,4%). Уровень МСМ одинаков и для цен-
трального, и для периферического рака легких, при этом 
коэффициент распределения МСМ 280/254 нм имеет 
стабильное значение, превышающее соответствующее 
значение для контрольной группы (+6,6%). Содержание 
вторичных продуктов липопероксидации по сравнению 
с контролем повышено для всех групп (p1˂0,0001), од-
нако различия наиболее выражены для медиастиналь-
ной формы роста (см. табл. 2).

Отдельно стоит остановиться на рассмотрении ис-
следуемых показателей при медиастинальной форме 
роста, которая наблюдается преимущественно для ней-
роэндокринных опухолей. Отмечен более низкий уро-
вень фракции МСМ 254 нм, однако коэффициент рас-

пределения МСМ 280/254 нм не отличается от значений, 
характерных для центрального и периферического рака 
легких. При этом уровень вторичных продуктов липопе-
роксидации для медиастинальной формы роста выше, в 
частности наблюдается максимальный уровень токсич-
ных оснований Шиффа, что позволяет говорить о более 
выраженных явлениях липопероксидации, чем в случае 
других форм роста, а также других гистологических ти-
пов рака легкого. Низкий уровень альбумина в данном 
случае может быть обусловлен нарушениями процессов 
детоксикации.   

При одновременном учете гистологического типа и 
формы роста опухоли выявлены особенности динамики 
показателей липопероксидации и эндогенной интокси-
кации (табл.3). Так, при периферической форме роста 
уровень обеих фракций МСМ выше для немелкоклеточ-
ного рака (+11,4 и +5,5% для аденокарциномы, +11,8 и 
+2,8% для плоскоклеточного рака), для нейроэндокрин-
ных опухолей наблюдается обратная тенденция (-44,2 
и -38,0% для фракции 254 и 280 нм соответственно).  
Повышение уровня МСМ может быть связано со сни-
жением транспорта кислорода, более ярко выраженное 
для периферического рака легких, а также с нарушением 
элиминации токсинов. Несмотря на разнонаправленное 
изменение фракционного состава МСМ, коэффициент 
распределения МСМ 280/254 нм выше для центральной 
формы роста для всех гистологических типов рака лег-
кого (табл. 2). 

Уровень продуктов липопероксидации при переходе от 
центральной формы роста к периферической меняется не-
равномерно в зависимости от гистологического типа опу-
холи. Так, содержание диеновых конъюгатов растет для 
аденокарциномы (+3,2%) и плоскоклеточного рака (+3,5%), 
но уменьшается для нейроэндокринных опухолей (-5,6%). 
Содержание триеновых конъюгатов напротив снижается в 
случае периферического немелкоклеточного рака легких 
(-2,4% и -13,1% для аденокарциномы и плоскоклеточного 
рака соответственно), однако статистически достоверно 
растет при нейроэндокринном раке (+12,5%). Динамика 

Т а б л и ц а  2
Показатели липопероксидации и эндогенной интоксикации в зависимости от формы роста рака легких

Параметры Центральный, n=111 Периферический, n=220 Медиастинальный, n=16

Альбумин, ммоль/л
0,304 [0,158; 0,429] 0,337 [0,192; 0,529] 0,255 [0,159; 0,398]

- p1˂0,0001 -

Диеновые конъюгаты, у.е.
3,80 [2,71; 4,02] 3,86 [2,96; 4,09] 3,82 [2,31; 4,15]

p1=0,0010 - -

Триеновые конъюгаты, у.е.
0,984 [0,833; 1,257] 0,938 [0,825; 1,186] 0,987 [0,797; 1,222]

p1˂0,0001 p1˂0,0001 p1˂0,0001

Основания Шиффа, у.е.
0,572 [0,524; 0,683] 0,559 [0,498; 0,671] 0,586 [0,532; 0,669]

p1˂0,0001 p1˂0,0001 p1˂0,0001

МДА, мкмоль/л
7,52 [5,90; 9,49] 6,97 [5,64; 9,32] 6,58 [5,47; 9,66]

p1=0,0330 - -

МСМ 254, у.е.
0,261 [0,171; 0,418] 0,258 [0,164; 0,396] 0,189 [0,140; 0,320]

- p1=0,0492 p1=0,0038

МСМ 280, у.е.
0,235 [0,161; 0,362] 0,231 [0,150; 0,351] 0,224 [0,115; 0,333]

- - -

МСМ 280/254
0,908 [0,820; 1,041] 0,907 [0,800; 0,996] 0,909 [0,831; 1,137]

p1=0,0002 p1=0,0003 p1=0,0021
П р и м е ч а н и е . p1 – статистически достоверные различия с контрольной группой.
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Изучению показателей эндогенной интоксикации 
и липопероксидации в слюне посвящен рад работ, при 
этом подавляющее большинство исследований ограни-
чиваются оценкой содержания МДА [14, 15]. Однако, 
несмотря на многочисленные литературные данные, 
демонстрирующие возрастание уровня МДА в слюне 
при злокачественных новообразованиях [14, 15], нами 
было показано, что характер изменения концентрации 
МДА при раке легкого нелинейно связан с опухолевой 
прогрессией [16]. В связи с чем для комплексной оценки 
уровня эндогенной интоксикации и процессов липопе-
роксидации определение МДА является мало информа-
тивным [16, 17]. 

Тем не менее, установлено, что на фоне рака легко-
го независимо от гистологического типа наблюдается 
уменьшение содержания первичных продуктов липопе-
роксидации при одновременном росте содержания    вто-
ричных и уменьшении уровня МСМ. Исходя из предпо-
ложения, что первичным продуктом образования МСМ 
являются ацилгидроперекиси и фрагменты поврежден-
ных клеточных мембран, то наблюдается смещение рав-
новесия в сторону накопления продуктов липоперокси-
дации, а процессы эндогенного протеолиза на фоне рака 
легких замедляются. 

Известно, что активные формы кислорода и продук-
ты их реакций с другими биомолекулами, в частности 
липоперекиси, влияют на конформацию альбумина, а, 
следовательно, на его связующие свойства [18, 19]. По-
вышение концентрации альбумина может быть связано с 

уровня оснований Шиффа и концентрации МДА находит-
ся в противофазе: рост одного показателя при переходе от 
центрального рака к периферическому сопровождается 
уменьшением другого (табл. 3). Отличительной особенно-
стью является уменьшение уровня оснований Шиффа при 
плоскоклеточном раке легкого. Тогда как концентрация 
альбумина повторяет описанные выше закономерности 
для МСМ. Данный факт подтверждается наличием поло-
жительной корреляции между концентрацией альбумина 
и уровнем МСМ (r=0,4321 и r=0,4034 для фракции 254 и 
280 нм соответственно).

Обсуждение. В последние годы широко обсуждается 
патогенетическая роль свободных радикалов кислорода 
и инициируемых ими процессов липопероксидации в 
развитии заболеваний, в том числе онкологических [9]. 
В частности, в легких окислительный стресс индуциру-
ет модификацию белков, активацию макрофагов и ре-
крутирование нейтрофилов в центральных и перифери-
ческих воздухоносных путях, аккумуляцию токсичных 
продуктов липопероксидации, пероксида водорода, ни-
трозотиолов и нитратов в мембранах легких и крови, а 
также в выдыхаемом воздухе [10, 11]. Кроме того, окис-
лительный стресс может провоцировать гиперплазию 
слизистых оболочек желез и апоптоз эпителиальных 
клеток бронхов [12]. Комплексные метаболические на-
рушения и неспецифические клинические проявления, 
которые сопровождают развитие злокачественного но-
вообразования, характеризуются как синдром эндоген-
ной интоксикации [13]. 

Т а б л и ц а  3
Показатели липопероксидации и эндогенной интоксикации в зависимости от формы роста  

и гистологического типа (ГТ) рака легких

Параметр ГТ Центральный Периферический P-value
Альбумин, ммоль/л АК 0,264 [0,158; 0,376] 0,358 [0,187; 0,554] p1=0,0267

ПРЛ 0,305 [0,158; 0,510] 0,344 [0,198; 0,485] -
НЭО 0,340 [0,206; 0,416] 0,257 [0,172; 0,347] -

Диеновые конъюгаты, у.е. АК 3,79 [2,71; 4,00] 3,91 [3,16; 4,11] -
ПРЛ 3,73 [2,67; 3,92] 3,86 [3,41; 4,09] p1=0,0450
НЭО 3,93 [2,89; 4,20] 3,71 [2,85; 4,05] -

Триеновые конъюгаты, у.е. АК 0,963 [0,850; 1,133] 0,940 [0,831; 1,190] -
ПРЛ 1,073 [0,849; 1,351] 0,932 [0,816; 1,142] p1=0,0321
НЭО 0,889 [0,773; 1,182] 1,000 [0,802; 1,504] p1=0,0478

Основания Шиффа, у.е. АК 0,554 [0,511; 0,676] 0,557 [0,498; 0,671] -
ПРЛ 0,614 [0,540; 0,760] 0,555 [0,499; 0,638]  p1=0,0107
НЭО 0,550 [0,503; 0,636] 0,563 [0,488; 0,789] -

МДА, мкмоль/л АК 8,46 [6,24; 9,49] 6,92 [5,81; 9,32] -
ПРЛ 7,18 [5,64; 9,49] 7,52 [5,56; 9,57] -
НЭО 7,26 [6,15; 8,72] 6,88 [5,38; 9,23] -

МСМ 254, у.е. АК 0,246 [0,190; 0,389] 0,274 [0,185; 0,409] -
ПРЛ 0,228 [0,154; 0,385] 0,255 [0,164; 0,390] -
НЭО 0,394 [0,198; 0,491] 0,220 [0,155; 0,347] -

МСМ 280, у.е. АК 0,238 [0,192; 0,326] 0,251 [0,168; 0,370] -
ПРЛ 0,211 [0,145; 0,308] 0,217 [0,162; 0,341] -
НЭО 0,316 [0,136; 0,455] 0,196 [0,128; 0,275] -

МСМ 280/254 АК 0,925 [0,821; 1,007] 0,908 [0,815; 0,997] -
ПРЛ 0,922 [0,831; 1,053] 0,896 [0,800; 1,033] -
НЭО 0,899 [0,800; 0,989] 0,861 [0,723; 0,962] -

П р и м е ч а н и е . p1 – статистически достоверные различия с контрольной группой.
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изменением объема транспорта различных метаболитов 
и, в первую очередь, жирных кислот, что является важ-
ным звеном перестройки энергетического метаболизма 
при росте злокачественной опухоли [13].

Выявленные различия между формами роста рака 
легкого связаны с тем, что по-видимому, при централь-
ной форме роста выше доля активных форм кислорода, 
в связи с чем равновесие в процессах липопероксидации 
сдвинуто в сторону конечного продукта МДА. Для пе-
риферического рака легких наоборот, уровень диеновых 
конъюгатов максимальный, что может являться резуль-
татом гипоксии. При этом в большей степени накапли-
ваются продукты протеолиза, что вызывает повышение 
концентрации альбумина. Молекулы альбумина способ-
ны связываться с эндогенными токсинами в комплекс-
ные ассоциаты, в виде которых происходит элиминация 
к органам детоксикации [13, 18]. Вероятно, повышение 
концентрации альбумина приводит к тому, что уровень 
МСМ во всех группах больных раком легкого ниже, чем 
в контрольной группе, а различия данного показателя 
для периферической формы роста статистически досто-
верны (p=0,0492). Для медиастинальной формы роста 
отмечен более низкий уровень фракции МСМ 254 нм, 
что с учетом менее выраженной степени окислительно-
го повреждения белков может быть обусловлено более 
высокой резистентностью опухолевых клеток к окисли-
тельному стрессу [16].

Известно, что клетки плоскоклеточного рака легкого 
при периферической форме роста проявляют большую 
пролиферативную активность, тогда как при централь-
ной усиливается межклеточная адгезия [20]. В целом, у 
пациентов с аденокарциномой процент делящихся кле-
ток значительно ниже, чем у пациентов с плоскоклеточ-
ным раком легкого [21, 22]. Уменьшение уровня основа-
ний Шиффа и возрастание концентрации МДА в случае 
периферического плоскоклеточного рака свидетель-
ствует о более высокой агрессивности опухоли и может 
являться неблагоприятным прогностическим фактором 
[23].  Более активный прирост фракции МСМ 254 нм при 
периферическом раке легкого вызван стимуляцией про-
цессов липопероксидации и иммуногенеза, в связи с чем 
прирост концентрации альбумина, обладающего деток-
сицирующими свойствами вполне обоснован. Обратная 
ситуация на фоне нейроэндокринного рака обусловлена 
различным механизмом адаптации опухолевых клеток к 
условиям гипоксии при периферической форме роста. 
Для нейроэндокринных опухолей характерно уменьше-
ние уровня первичных продуктов липопероксидации 
при увеличении доли вторичных, однако концентрации 
МДА снижается. Низкий уровень МСМ также подтверж-
дает, что периферические формы характеризуются пре-
обладанием процессов липопероксидации над протео-
лизом, как следствие, наблюдается низкая концентрация 
альбумина. При центральном нейроэндокринном раке 
преобладают первичные и конечные продукты липопе-
роксидации, а уровень МСМ максимален по сравнению 
со всеми включенными в исследование группами, кон-
центрация альбумина также повышена. Данный факт 
может свидетельствовать о наибольшей агрессивности 
и быстром росте центрального нейроэндокринного рака 
по сравнению с периферическим.

Заключение. Установлено, что при периферической 
форме роста рака легкого в условиях гипоксии процессы 
липопероксидации выражены в меньшей степени, тогда 
как процессы эндотоксикоза одинаковы как при централь-

ном, так и при периферическом раке. Для медиастиналь-
ной формы роста процесс липопероксидации направлены 
в сторону образования токсичных оснований Шиффа, а 
низкий уровень МСМ свидетельствует о большей устой-
чивости белков к окислительному стрессу. Учет гисто-
логического типа опухоли позволяет выявить различия 
между центральной и периферической формами роста 
немелкоклеточного рака легкого и нейроэндокринных 
опухолей. Полученные результаты позволяют сделать 
вывод о необходимости учета формы роста опухоли при 
коррекции явлений эндотоксикоза у больных раком лег-
кого различных гистологических типов. 
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прибора, который обладает высокой чувствительностью, 
а также создания тест-панелей для определения концен-
трации интересующих аналитов в слюне [4]. 

По данным  N.A.Desrosies и соавт. [5], в секрете 
слюнных желез содержится «свободное» лекарственное 
вещество, а препараты, которые прочно связываются с 
белками плазмы крови,  обнаружить удается только в 
следовых количествах. В слюну лекарственные веще-
ства попадают через транспортную систему слюнных 
желез, слизистую оболочку полости рта, вместе с жид-
костью десен [3]. Препараты с липофильными свойства-
ми клетки выделяют в слюну пассивно, что зависит от 
степени их диссоциации и pH [6]. Конкурируя за транс-
портные системы слюнных желез, лекарственные препа-
раты могут влиять на формирование слюнных молекул, 
что может приводить к изменению объема выделяемого 

Для корреспонденции: Духовская Наталья Евгеньевна, канд. мед. 
наук, доц. каф. пропедевтики стоматологических заболеваний; 
е-mail: ndukhovskay@mail.ru

Введение. В клинической практике наличие циркули-
рующих в межклеточной среде и в кровотоке лекарствен-
ных препаратов и их метаболитов чаще определяют в об-
разцах биологической среды, в сыворотке крови и в  моче. 
Между тем в последние десятилетия исследователи стали 
проявлять интерес к слюне в качестве биоматериала [1, 
2]. Важными  преимуществами использования слюны в 
качестве образца являются атравматичность сбора, без-
опасность биологического материала и меньшая трудо-
емкость в исполнении метода [3]. Для отработки  этого 
определения  потребовалось  унифицировать  этапы про-
боподготовки образцов слюны, осуществить калибровку 
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секрета [7]. Заметим, что выделение лекарственных пре-
паратов в слюну не является основным способом их экс-
креции из организма. Действие лекарственного препа-
рата обычно заканчивается его метаболизмом в печени 
(гидролиз, окисление, конъюгация) и выведением с мо-
чой, желчью или непосредственно через стенку кишеч-
ника [5]. В меньшей степени выделительную функцию 
берут на себя потовые, слезные и слюнные железы [8].

Анализ данных литературы показал, что в большин-
стве публикаций предпочтение авторы отдают выявле-
нию в слюне наркотических веществ [1,5, 9-11], но мало 
внимания уделено другим лекарственным препаратам, 
которые стоят в стандартном списке назначений по ме-
дицинским показаниям. Для лечения артериальной ги-
пертензии, ишемической болезни сердца, сердечной 
недостаточности, нарушения сердечного ритма клини-
цисты назначают β1-адреноблокаторы, в частности, би-
сопролол (БС), который подвержен метаболизму  в пе-
чени и далее  выводится почками [12]. Для уменьшения 
образования атеросклеротических бляшек в кровенос-
ных сосудах назначают препарат аторвастатин, который 
подавляет образование спирта холестерина путем инги-
бирования синтеза его ключевого фермента 3-гидрокси-
3-метилглутарил-кофермента A-редуктазы. Метаболизм 
холестерина проходит в печени и  выделение происходит 
с  желчью [13]. В связи с этим, точный и чувствитель-
ный метод определения концентрации аторвастатина и 
БС в смешанной слюне может явиться перспективным 
в лабораторной диагностике, так как содержание препа-
ратов можно использовать в медицине для контроля ле-
карственных средств, проведения токсико-химического 
анализа.

Цель исследования: применить метод жидкостной 
хромато-масс-спектрометрии для определения БС и 
аторвастатина в слюне.

Материал и методы. Для определения получены об-
разцы смешанной слюны у 16 пациентов, которые нахо-
дились на стационарном лечении в ФГБУ «НМИЦ кар-
диологии» Минздрава России. С целью коррекции основ-
ного заболевания, пациенты принимали лекарственные 
препараты: группа А - бисопролол (n=7), группа В - 
аторвастатин (n=4), группа С - бисопролол+аторвастатин 
(n=5). Для сравнения оценены образцы слюны здоровых 
добровольцев (n=6), которые не принимали лекарствен-
ные препараты. 

Сбор слюны проводили путём сплевывания без сти-
муляции в стерильную пластиковую градуированную 
пробирку в течение 5 мин и до начала определения  
хранили при температуре -20°С. Перед исследованием 
пробы слюны размораживали при комнатной темпера-
туре в течение 1,5 часов и перемешивали до гомоген-
ного состояния на механическом смесителе. Для выде-
ления аналитов в слюне использовали метод осаждения 
белков с последующим упариванием супернатанта. 
Образцы слюны исследовали на жидкостном хромато-
масс-спектрометре с тройным квадруполем LCMS-8040 
(Shimadzu Corporation, Япония) с программным обеспе-
чением LabSolutions 5.80. Анализ определяемых препа-
ратов выполнен при ионизации в электроспрее при ат-
мосферном давлении (ESI) в положительном режиме.

Индивидуальные растворы аналитов (аторвастатина 
и бисопролола) и раствор внутреннего стандартного об-
разца (ВС) готовили взятием точной навески, соответ-
ствующей 10 мг аналита с учетом чистоты и растворяли 
в диметилсульфоксиде (ДМСО) (аторвастатин, ВС) и в 

метаноле (бисопролол) до концентрации 1 мг/мл. Стан-
дартные образцы  хранились при температуре < -65°C. 
Рабочие стандартные растворы аналитов готовили по-
следовательным разбавлением исходных растворов в 
смеси  ацетонитрил/вода (1/1). Калибровочные образцы 
и образцы контроля качества (КК) готовили путем до-
бавления соответствующего раствора аналита к 100  или 
к 200 мкл интактной слюны для определения аторваста-
тина и бисопролола соответственно, непосредственно 
перед проведением всех процедур подготовки проб.

Интактную слюну готовили смешением слюны ше-
сти добровольцев, заведомо не содержащей определяе-
мых аналитов.

Метод определения аторвастатина. Хроматогра-
фическое разделение аторвастатина проводили на хро-
матографической колонке Acquity UPLC BEH C18, 1,7 
µm, 2,1×50 mm в градиентном режиме элюирования 
при скорости потока 0,5 мл/мин. Температура колонки 
- 40˚С. В качестве подвижных фаз использовали 0,1% 
муравьиную кислоту в воде (подвижная фаза А) и ацето-
нитрил, подкисленный 0,1% муравьиной кислоты (под-
вижная фаза Б). Начальное соотношение фаз составляло 
50/50 об.% (А/Б), объем пробы в инжекторе – 10 мкл. 
В этих условиях время удерживания для аторвастатина 
составило 0,72 мин для ВС аторвастатина-d5 0,71 мин. 
Общее время анализа 3,5 мин. 

Образцы интактной слюны в объеме 100 мкл перено-
сили в микропробирки на 1,2 мл, добавляли 10 мкл рас-
твора ВС (200 нг/мл), перемешивали при 1200 об/мин в 
течение 2 мин. Далее осаждали белки добавлением 400 
мкл охлажденного (-20°С) ацетонитрила, содержащего 
0,1% муравьиной кислоты. Перемешивали при 1200 об/
мин в течение 4 мин. Центрифугировали в течение 15 
мин при 4000 об/мин (+4°C). Супернатант в количестве 
300 мкл переносили в планшеты для упаривания и упа-
ривали в токе азота досуха при 40°С. К сухому остат-
ку добавляли 200 мкл  реагента вода/ацетонитрил (1/1), 
перемешивали 4 мин. Далее переносили 190 мкл полу-
ченного раствора в 96-луночные микропланшеты для 
анализа. Калибровочные образцы для аторвастатина го-
товили в концентрациях 0,5, 1, 2, 5, 10, 20, 75, 160 и 200 
нг/мл. Образцы КК – в концентрациях 1,5 нг/мл (низкий 
контроль качества, НКК), 60 нг/мл (средний контроль 
качества) и 150 нг/мл (высокий контроль качества. Ка-
либровочные графики представляли собой линейную 
зависимость с нормированием 1/с и коэффициентом 
корреляции не менее 0,999. Концентрация ВС в образ-
цах слюны составляла 20 нг/мл. 

Метод определения бисопролола. Хроматографиче-
ское разделение бисопролола осуществляли на хрома-
тографической колонке YMC-Triart C8, 1,9 µm, 2,0×50 
mm в градиентном режиме элюирования, начиная с 27% 
подвижной фазы Б, при скорости потока 0,4 мл/мин. В 
качестве подвижных фаз использовали формиат аммо-
ния 10мМ+0,2% муравьиной кислоты в воде (подвижная 
фаза А) и ацетонитрил, подкисленный 0,2% муравьиной 
кислоты (подвижная фаза Б), объем вкола – 4 мкл. Тем-
пература колонки составляла 35˚С. В этих условиях вре-
мя удерживания для бисопролола и ВС (бисопролола-d5) 
составило 0,92 мин. Общее время анализа 6 мин. 

Образцы интактной слюны в объеме 200 мкл пере-
носили в микропробирки, добавляли 10 мкл раствора ВС 
(400 нг/мл), перемешивали при 1200 об/мин в течение 2 
мин. Проводили осаждение белков добавлением 300 мкл 
охлажденного (-20°С) ацетонитрила, содержащего 0,1% 
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муравьиной кислоты. Перемешивали на шейкере при 1200 
об/мин в течение 4 мин. Центрифугировали в течение 15 
мин при 4000 об/мин (+4°C). Надосадочную жидкость в 
количестве 300 мкл переносили в планшеты для упарива-
ния и упаривали в токе азота досуха при 40°С. К сухому 
остатку добавляли 200 мкл раствора 10мМ AmF в воде/
ACN (75/25) +0,1%FA, перемешивали на шейкере 4 мин и 
переносили 190 мкл полученного раствора в 96-луночные 
микропланшеты и анализировали. Калибровочные образ-
цы для бисопролола готовили в концентрациях 0,5, 1, 2, 
5, 10, 20, 75, 160 и 200 нг/мл. Образцы КК – в концентра-
циях 1,5 нг/мл (низкий контроль качества, НКК), 60 нг/мл 
(средний контроль качества, СКК) и 150 нг/мл (высокий 
контроль качества, ВКК). Калибровочные кривые пред-
ставляли собой линейную зависимость с нормированием 
1/с и коэффициентом корреляции не менее 0,999 в диапа-
зоне концентраций 0,5-200 нг/мл для бисопролола. Кон-
центрация ВС в образцах слюны составляла 40 нг/мл.

При разработке условий масс-спектрометрического 
детектирования раствор тестируемого соединения в 
растворе ACN:H2O (1:1) с 0,1 % FA с концентрацией 
100 нг/мл анализировали путем прямого ввода в масс-
спектрометр  шприцевым насосом при ионизации в 
электроспрее в режиме регистрации положительных ио-
нов. При сканировании в режиме полного ионного тока 
(MS1) определяли: а)  молекулярный ион исследуемого 
соединения; б)  основные ионы-продукты фиксировали 
в режиме MS2. Для количественного анализа результата 
использовали параметры источника ионизации (темпе-
ратура линии десольватации – DL – и интерфейса – Heat 
Block (HB), потоки газа распылителя (Nebulising Gas 
Flow) и газа-осушителя (Drying Gas Flow)). Использова-
ны также параметры напряжения на первом (Q1 Pre Bias), 
третьем (Q3 Pre Bias) квадруполях. Энергия соударений 
была оптимизированы для достижения максимально-
возможного сигнала MRM-переходов, необходимых для 
количественного определения целевых соединений.

MRM-переходы для аторвастатина составили 
559,00>440,20 (564,00>445,25 – аторвастатин-d5). Ско-
рости потока газа-осушителя и газа-распылителя уста-
новили соответственно на 15 л/мин и 3 л/мин. Темпера-
туры DL и HB составили соответственно 250˚С и 400˚С. 
Первый и третий квадруполи работали в режиме высо-
кого разрешения. Для каждого MRM-перехода, исполь-
зуемого для количественного анализа, время накопления 
сигнала (dwell time) задано равным 100 миллисекундам 
(мсек) (табл. 1).

MRM-переходы для БС соста-
вили 326,10>116,05 (331,10>121,10 
– бисопролол-d5). Скорости пото-
ка газа-осушителя и газа-распы- 
лителя установили соответ-
ственно на 15 л/мин и 3 л/мин. 
Температуры DL и HB составили 
соответственно 180˚С и 400˚С. 
Первый и третий квадруполи 
работали в режиме высокого раз-
решения. Для MRM-перехода 
аналита, используемого для ко-
личественного анализа, время 
накопления сигнала (dwell time) 
задавали равным 100 и 75 мсек 
для внутреннего стандартного 
образца (табл. 2).

Результаты и обсуждение. В 
ходе разработки методов определения аторвастатина и 
БС с использованием растворов стандартных образцов 
и модельных проб найдены MRM-переходы для каждого 
из соединений, подобраны оптимальные параметры ио-
низации и хроматографического разделения;  определе-
ны калибровочные диапазоны для каждого из аналитов.

Отсутствие пиков аналита и ВС в холостых про-
бах говорят, как о селективности подобранных MRM-
переходов (рис. 1), так и методе в целом.

Отсутствие отклика аналита в образце с ВС, но без 
добавления аналита, указывает на отсутствии интерфе-
ренции между целевым определяемым компонентом и 
ВС (рис. 2). Линейный диапазон определения аторваста-
тина составил от 0,5 до 200 нг/мл. 

На рис. 3 приведена хроматограмма аторвастатина на 
уровне нижнего предела количественного определения 
(НПКО) (0,5 нг/мл). Правильная форма пика, отношение 
сигнал/шум, равное 8 указывают, что определение атор-
вастатина возможно на уровне не менее  0,5 нг/мл.

Хроматограмма холостого образца слюны (рис. 4) 
свидетельствует об отсутствии интерференции между 
ВС и аналитом. Селективность метода в отношении 
определяемого соединения подтверждено отсутствием 
отклика по времени удерживания бисопролола (0,92 
мин) в пробе интактной слюны.

Нижний предел количественного определения бисо-
пролола в слюне человека составил 0,5 нг/мл при соот-
ношении сигнал/шум, равном 18. На рис. 5 приведена 
хроматограмма бисопролола на уровне НПКО. Пик це-
левого соединения характеризуется правильной гауссо-
вой формой, отсутствуют признаки размывания и раз-
двоения.

На рисунках 4, 5, 6 присутствует пик неудерживае-
мого компонента с временем удерживания 0,33 мин. 
Данный пик соответствует так называемому пику вкола. 
Площадь данного пика постоянна и не зависит от кон-
центрации аналита, либо внутреннего стандарта в про-
бе, и, таким образом, его появление на хроматограммах 
объясняется матричными эффектами, которые действу-
ют в конкретной сложной матрице, т.е. слюне человека. 
Высокое разрешение между пиком вкола и пиком целе-
вого компонента, позволяет судить об отсутствии вза-
имного влияния между данными сигналами. Последнее 
позволяет сделать вывод о том, что наличие матрично-
го пика вблизи мертвого времени хроматографической 
системы не сказывается на точности определения бисо-
пролола. Приведенные методы определения содержания 

Т а б л и ц а  1
Параметры работы МС-детектора для метода определения аторвастатина

Аналит Q1>Q3 переход Dwell, 
мсек

Напряжение на 
первом квадруполе 

(Q1 Pre Bias), В

Энергия 
соударений 

(CE), эВ

Напряжение на 
третьем квадрупо-
ле (Q3 Pre Bias), В

Аторвастатин 559,00>440,20 100 -24,0 -23,0 -30,0
Аторвастатин-d5 564,00>445,25 100 -24,0 -22,0 -21,0

Т а б л и ц а  2 
Параметры работы МС-детектора для метода определения бисопролола

Аналит Q1>Q3 переход Dwell, 
мсек

Напряжение на 
первом квадруполе 

(Q1 Pre Bias), В

Энергия 
соударений 

(CE), эВ

Напряжение на 
третьем квадрупо-
ле (Q3 Pre Bias), В

 Бисопролол 326,10>116,05 100 -16 -19 -19
Бисопролол-d5 331,10>121,10 75 -17 -19 -21
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Рис. 1. Хроматограмма холостого образца.

Рис.2. Хроматограмма  образца интактной слюны.

Рис. 3. Хроматограмма аторвастатина 0,5 нг/мл (НПКО) в слюне.
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Рис. 4. Хроматограмма холостого образца.

Рис. 5. Хроматограмма образца интактной слюны.

Рис. 6. Хроматограмма бисопролола 0,5 нг/мл (НПКО) в слюне.
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Т а б л и ц а  3 
Результаты определения аторвастатина и бисопролола в  про-

бах слюны пациентов

Название пробы Концентрация аторва-
статина, нг/мл

Концентрация бисопролола, 
нг/мл

1 1,208 1195*
2 BLOQ 121,2
3 2,608 2111*
4 BLOQ 80,19
5 1,143 373,6*
6 BLOQ н/д
7 BLOQ н/д
8 BLOQ н/д
9 BLOQ н/д
10 н/д 96,5
11 н/д 19,1
12 н/д BLOQ
13 н/д BLOQ
14 н/д BLOQ
15 н/д 33,1
16 н/д BLOQ

*найденные концентрации превышают ВПКО (200 нг/мл для би-
сопролола) данного метода. н/д – анализ проб на определение ана-
лита не проводился.

аторвастатина и бисопролола  можно  применять к ана-
лизу проб слюны человека, отобранных после приема 
препарата, содержащего определяемые препараты. 

Результаты определения аторвастатина и бисопролола в 
пробах слюны приводятся в табл. 3, где записью «BLOQ» 
обозначены концентрации ниже (НПКО) (0,5 нг/мл). Про-
бы слюны с 1–5 включительно - это пробы слюны, отбор 
которых производился у добровольцев (группа С) после 
приема аторвастатина и бисопролола одновременно.

Правильность полученных результатов определения 
подтверждена образцами КК, анализ которых прово-
дили в рамках аналитической серии проб дважды: до и 
после реальных проб слюны. Отклонение образцов КК 
по точности составило не более 15% для, как минимум, 
трех повторов каждой из концентраций КК: 1,5 нг/мл 
(НКК), 60 нг/мл (СКК) и 150 нг/мл (ВКК), значения КВ 
не превышали 6,0% для всех аналитов (табл. 4.). Расчет 
статистических показателей в образцах КК проводили 
относительно номинального значения. Приведенные 

Т а б л и ц а  4 
Контроль качества аналитических серий определения аторва-

статина и бисопролола

Аналит Образцы 
КК,  

нг/мл

Исполь-
зовано 

величин

Среднее, 
нг/мл СО КВ, %

Точ-
ность, 

%
Аторва-
статин

1,5 3* из 4 1,461 0,0800 5,48 97,4
60 4 из 4 56,21 1,08 1,93 93,7

150 4 из 4 147,7 8,17 5,53 98,5
Бисопро-
лол

1,5 4 из 4 1,475 0,0294 2,00 98,3
60 4 из 4 58,01 1,60 2,75 96,7

150 4 из 4 143,3 2,56 1,79 95,5
* отклонение по точности определения концентрации в образце 

превысило 15%. Образец КК исключен из расчета. СО – стандарт-
ное отклонение. КВ – коэффициент вариации, рассчитан по форму-
ле: КВ= СОСреднее×100%.

данные иллюстрируют оптимальную точность опреде-
ления содержания аторвастатина и бисопролола в реаль-
ных пробах слюны человека.

Заключение. Проведена апробация метода количе-
ственного определения фармпрепаратов - бисопролола и 
аторвастатина в  слюне  методом  жидкостной хромато-
масс-спектрометрии с тройным квадруполем LCMS-
8040 с ионизацией, разделением и детектированием об-
разцов. Данный метод при полной его материалиазации, 
с большой вероятностью можно будет применять в экс-
периментальной и практической медицине для контроля 
за выведением и дозированием лекарственных средств.  

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Блиндарь В.Н., Зубрихина Г.Н., Давыдова Т.В., Сомонова О.В., Елизарова А.Л, Добровольская М.М. 

СОВРЕМЕННЫЕ МЕТАБОЛИТЫ ФЕРРОКИНЕТИКИ В ДИАГНОСТИКЕ АНЕМИЧЕСКОГО 
СИНДРОМА У БОЛЬНЫХ С РАСПРОСТРАНЕННЫМИ СТАДИЯМИ ЛИМФОМЫ 
ХОДЖКИНА ПРИ ПРОВЕДЕНИИ ИНТЕНСИВНОЙ ХИМИОТЕРАПИИ 

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

Оценка анемического синдрома (АС) проведена у 79 больных с распространенными стадиями лимфомы Ходжкина 
(ЛХ) на различных этапах химиотерапии (ХТ) по схеме EACOPP-14. На фоне проводимого лечения число эритро-
цитов и, соответственно, показатели HCT снижались с каждым последующим циклом химиотерапии (ЦХТ) и до-
стигли максимального снижения к 5-, 6-му ЦХТ. Абсолютный дефицит железа (ЖДА), который сочетался с низким 
уровнем ЭПО, неадекватным степени тяжести анемии, выявлен у единичных больных ЛХ (5 чел, 6,3%). Функцио-
нальный дефицит железа (ФДЖ) диагностирован  у 9 больных (11,4%), имел те же морфологические признаки, что 
и ЖДА, а именно, микроцитоз, гипохромия эритроцитов и низкое содержание гемоглобина в ретикулоцитах (RET-
HE). В отличие от ЖДА у пациентов с ФДЖ концентрация ФР, ГП25 и ИЛ-6 были высокими. Несмотря на доста-
точно большие запасы железа, уровень рРТФ свидетельствовал о «железном голоде» эритрокариоцитов костного 
мозга, его показатель превышал верхнюю границу нормы, в то время как RET-HE был низким. У 34 (43 %) больных 
ЛХ выявили дефицит эндогенного эритропоэтина (ЭПО), который отмечался не только у пациентов с АХЗ, но и у 
больных с ЖДА. Более низкий уровень ЭПО выявлен у пациентов с лейкопенией и очень низкой эритропоэтической 
активностью костного мозга.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  лимфома Ходжкина; анемия; гепсидин; интерлейкин-6; ферритин; растворимые рецепторы 
трансферрина.
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Modern ferrokinetics metabolites in the diagnostics of anemic in patients 
with disseminated stages of Hodgkin’s lymphoma when conducting intensive 
chemotherapy 
FSBI «National Medical Research Center of Oncology N.N. Blokhina «Ministry of Health of Russia, Moscow 
Evaluation of anemic syndrome (AS) was performed in 79 patients with advanced stages of Hodgkin’s lymphoma (LH) at various 
stages of chemotherapy (CT) according to the EACOPP-14 scheme. Against the background of the treatment, the number of 
erythrocytes and, accordingly, the HCT indices decreased with each subsequent cycle of chemotherapy (CTC) and reached the 
maximum reduction to 5, 6 th CCT. Absolute iron deficiency (IDA), which was combined with a low level of EPO and an inadequate 
degree of anemia, was found in a few LH patients (5 people, 6.3%). Functional iron deficiency (FDZH) was diagnosed in 9 patients 
(11.4%), had the same morphological signs as IDA. Namely, microcytosis, erythrocyte hypochromia and low hemoglobin content 
in reticulocytes (RET-HE). In contrast to IDA, patients with FDZh concentration of FR, GP-25 and IL-6 were high. Despite the 
fairly large reserves of iron, the level of rRTF testified to the “iron hunger” of the erythrocariocytes of the bone marrow, its index 
exceeded the upper limit of the norm, while RET-HE was low. In 34 (43%) patients, LH revealed a deficiency of endogenous 
erythropoietin (EPO), which was observed not only in patients with AHZ, but also in patients with IDA. Lower levels of EPO were 
detected in patients with leukopenia and very low erythropoietic activity of the bone marrow.
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Известно, что лимфома Ходжкина (ЛХ) – первое он-
кологическое заболевание, при котором в середине XX 
в. была показана возможность излечения. К началу XXI 
эта злокачественная опухоль из абсолютно смертельной 
болезни превратилась в одну из самых высококурабель-
ных [1]. С появлением новых, более эффективных про-
грамм лечения, число излечившихся больных возраста-
ет. За последние 10 лет выживаемость больных увели-
чилась более чем на 11% [2-5]. Анемический синдром 
(АС) выявляется у больных ЛХ еще до начала лечения, 
его частота достигает 40–70% при распространенных 
стадиях, а на фоне химиотерапии (ХТ) АС становится 
более выраженным и развивается у большинства паци-
ентов [6]. Чаще всего АС носит характер анемии хрони-
ческого заболевания (АХЗ) и является самостоятельным 
неблагоприятным прогностическим признаком [7-9]. 
В настоящее время АС наряду с размером опухоли и 
стадией заболевания рассматривают как независимый 
фактор прогноза, влияющий на выживаемость [10-12]. 
Снижение качества жизни во время лечения и в первое 
время после его окончания, а также поздние осложнения 
противоопухолевой терапии ЛХ представляют важную 
медицинскую проблему, поскольку касаются, как пра-
вило, молодых людей с большой продолжительностью 
предстоящей жизни [13,4]. 

Патогенез АС больных ЛХ чрезвычайно сложен [14]. 
Он представлен большим разнообразием факторов, ле-
жащих в основе его развития и, недостаточно изучен. 
Имеются данные о возможности использования гепси-
дина или в другой транскрипции, гепцидина [15, 16] как 
маркера дефицита железа при АХЗ. Вместе с тем кли-
ническая значимость этого показателя окончательно не 
определена.

Цель работы – исследование основных метаболитов 
феррокинетики для выявления их роли в дифференци-
альной диагностике АС. Основной задачей была оценка 
показателей крови, определение которых, в дальней-
шем, сможет помочь в ранней диагностике и адекватной 
коррекции АС больных ЛХ.

Материал и методы. Обследовано 79 больных с рас-
пространенными стадиями лимфомы Ходжкина в про-
цессе химиотерапии, поступивших на лечение в «НМИЦ 
онкологии Н.Н. Блохина». Из них - 31 женщина в возрас-
те 18-48 лет (средний возраст 28,7±1,2) и 48 мужчин – 
16-57 лет (средний возраст 29,9±2,1). Пациенты получа-
ли лечение по программе ЛХ Москва1-3 для больных с 
распространенными стадиями ЛХ: 6 циклов полихими-
отерапии по интенсифицированной схеме ЕАСОРР-14: 
этопозид по 100 мг/м кв в 1-3 дни цикла, адрибластин 50 
мг/м кв в 1-й день, циклофосфан 650 мг/м кв в 1-й день, 
винкристин 1,4 мг/м кв (но не более 2мг) в 8-й день, про-
карбазин по 100 мг/м кв с 1-го по 7-й дни (или дакар-
базин 375 мг/м кв в 1-й день), преднизолон по 40 мг/м 
кв с 1-го по 7-й дни, колониестимулирующие факторы 
(G-CSF) вводились в плановом порядке, независимо от 
количества лейкоцитов с 9 по 13 дни. Цикл повторялся 
каждый 15-й день. Завершающим этапом была лучевая 
терапия на остаточную опухоль более 2,5 см. В схеме 
использовались стандартные дозы химиопрепаратов, но 
интенсификация достигалась за счет сокращения интер-
вала между циклами до 7 дней при плановом использо-
вании колониестимулирующих факторов. Исследование 
периферической крови проводилось перед каждым из 6 
циклов химиотерапии на гематологическом анализаторе 
Sysmex XE-2100. Из показателей красной крови помимо 

числа эритроцитов (RBC) и содержания в них гемогло-
бина (HGB) оценивали расчетные показатели: средний 
объем эритроцита (MCV), среднее содержание (MCH) 
и фрагментоцитов (FRC). Анализировали абсолютное и 
относительное число ретикулоцитов (RET) и ретикуло-
цитарные индексы, характеризующие степень зрелости 
RET — число мелких (зрелые формы - LFR), средних, 
крупных (молодые формы – MFR, HFR) и отдельно чис-
ло незрелых форм (IRF) как сумму крупных и средних 
RET. Исследовали концентрацию гемоглобина в ретику-
лоците (REТ-HE). Вычислялись расчетные ретикулоци-
тарные индексы: CRC (Corrected Reticulocyte Count) — 
скорректированный подсчет числа ретикулоцитов — и 
RPI (Reticulocyte production index) — индекс продукции 
ретикулоцитов. С помощью иммуноферментного ана-
лиза определяли содержание ферритина (ФР) наборами 
фирмы «Orgentec Diagnostika GmbH» (Германия), раство-
римый рецептор транферрина (рТФР) — наборами фир-
мы «BioVendor» (Чехия) и уровень эндогенного эритро-
поэтина (ЭПО) — наборами фирмы «Biomerica» (США), 
гепсидина 25 (ГП25) с наборами «Peninsula Laboratories 
International, Inc.» (США) и интерлейкин-6 (ИЛ-6)- с по-
мощью наборов Bender MedSystem (Австрия). Для ис-
ключения аутоиммунной гемолитической анемии всем 
больным ставили прямую пробу Кумбса, подсчитывали 
лейкоцитарную формулу и изучали морфологию эри-
троцитов. Для исключения внутрисосудистого гемолиза 
эритроцитов исследовали содержание свободного HGB 
плазмы (СГЕМ). Свободный гемоглобин определяли ге-
миглобинцианидным методом. Число микро- и макроци-
тов, гипо- и гиперхромных эритроцитов определяли на 
анализаторе Advia-120 (США). В качестве контрольной 
группы исследование аналогичных показателей крови 
проведено у 49 здоровых лиц (сотрудники, доноры).

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с использованием программных пакетов «MS-
EXEL« «BIOSTAT«, Version 4.03. Для оценки достовер-
ности результатов использовали t–критерий Стьюдента, 
а при непараметрическом распределении – с помощью 
критерия Вилкоксона – Манна – Уитни. Критический 
уровень значимости при проверке статистических гипо-
тез принимали равным 0,05. Проведенные исследования 
выполнялись в соответствии с принципами Хельсинской 
декларации, разработанной Всемирной медицинской ас-
социацией.

Результаты и обсуждение. В настоящее время стан-
дартом лечения распространенных стадий ЛХ является 
полихимиотерапия. Проведение интенсивной полихи-
миотерапии сопровождается значительным угнетением 
гемопоэза, в том числе и эритроидного ростка. Извест-
но, что у больных с гематологическими заболеваниями 
химиотерапия может усугублять анемию посредством 
прямого токсического действия на костный мозг. Наше 
исследование показало, что при проведении интенсив-
ной программы ЕАСОРР-14 число WBC, RBC и, соот-
ветственно, показатели HCT снижались с каждым по-
следующим циклом химиотерапии (ЦХТ) и достигли 
максимального снижения к 5-, 6-му ЦХТ с более выра-
женной степенью достоверности по сравнению с цикла-
ми (табл. 1, см. рисунок). 

Такая же особенность прослеживалась и при анализе 
показателей HGB. Он был низким на всех этапах ХТ, и, 
как следовало ожидать, более глубокое (p=0,01, 0,001) 
снижение отмечалось на 5-6-м ЦХТ (см.рисунок). На-
против, показатели MCV и MCH были меньше, чем в 
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контрольной группе только перед 2-м, 3-м и 4-м ЦХТ, с 
каждым последующим ЦХТ, объем эритроцитов и сред-
нее содержание гемоглобина в эритроците нарастали и 
к 6-му ЦХТ приближались к верхней границе нормы. 
Другая закономерность прослеживалась при анализе 
показателей, отражающая качественные характеристи-
ки эритроцитов. Так, на всех ЦХТ выявлялись разные 
популяции эритроцитов, как со сниженным объемом и 
средним содержанием гемоглобина, так и, с большим 
объемом и гиперхромией. При морфологическом иссле-
довании в мазках крови встречались нормобласты, на-
чиная со 2-го ЦХТ и на последующих этапах лечения. 
Отмечался пойкилоцитоз эритроцитов (каплевидные и 
мишеневидные формы, стоматоциты и шизоциты) бо-
лее выраженный перед 5-м и 6-м ЦХТ, что свидетель-
ствовало о неэффективном эритропоэзе. Значительное 

(p=0,001) повышение показателя FRC - числа разрушен-
ных эритроцитов, что может также отражать этот про-
цесс.

Ретикулоциты – это молодые эритроциты, они пер-
выми информируют о состоянии эритропоэза в костном 
мозге. Общее число ретикулоцитов, как в относитель-
ных, так и абсолютных цифрах значительно колебались 
от очень низких (0,1-0,3%), до высоких значений (3,7-
5,6%) на разных циклах химиотерапии.

Анализ показателей ретикулоцитарных индексов, 
параметров, отражающих степень зрелости ретикулоци-
тов, выявил отклонения среди более молодых популя-
ций RET. Эта закономерность прослеживалась на всех 
циклах химиотерапии (табл. 2).

Индексы IRF, MFR, HFR, были значительно (p=0,05) 
выше, чем в группе контроля. В то же время зрелая по-

Т а б л и ц а  1
Показатели периферической крови больных лимфомой Ходжкина на фоне химиотерапии (x±m)

Показатели Контроль (n=49) 2 ЦХТ
(n=24)

3 ЦХТ
(n=13)

4 ЦХТ
(n=13)

5 ЦХТ
(n=17)

6 ЦХТ
(n=12)

WBC(x109 /л) 7,2±0,18 11,6±1,4* 4,6±1,3 9,3±2,5 5,4±1,1 4,3±1,1**
RBC ( x1012 /л) 4,85±0,5 3,6±0,3* 3,6±0,09* 3,4±0,1* 3,1±0,1** 2,5±0,1**
HGB (г/л) 149±7,1 94±0,6* 97±3,08* 94±0,3* 84±2,0* 73±0,3**
HCT (%) 43,4±0,6 29,4±1,4* 29,8±0,9* 28,7±1,2* 25,4±0,6** 22,4±1,1**
MCV (fl) 89,2±0,6 79,8±1,9* 80,7±1,8* 81,7±1,6* 84,1±1,2* 88,9±2,7
MCH (pg) 30,4±0,2 25,1±0,9* 26,2±0,9* 26,8±0,6* 27,8±0,6 28,5±0,7
FRC (%) 0,2±0,04 1,9±0,02* 1,3±0,05* 1,8±0,7* 1,6±0,3* 1,5±0,3*
MICRO (%) 0,6±0,01 7,4±1,5* 7,7±2,6* 8,9±1,9* 8,0±2,7* 4,7±0,3*
HYPO (%) 0,5±0,08 8,0±1,8* 5,7±2,7* 3,1±0,7* 2,2±0,6* 6,7±1,7*
MACRO (%) 0,4±0,06 2,0±0,05* 1,2±0,2* 1,3±0,5* 1,7±0,3* 5,1±0,5**
HYPER (%) 0,7±0,09 2,1±0,03* 2,6±0,1* 3,4±0,6* 4,8±0,6** 4,7±0,1**
NORMOBLAST 0±0 0,1±0,01* 0,2±0,05* 0,3±0,05* 0,8±0,8** 0,9±0,1**

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2-5:  WBC – лейкоциты; RBC –-эритроциты; HGB – гемоглобин; HCT – гематокрит; MCV – объем эри-
троцитов; MCH – среднее содержание гемоглобина в эритроците; FRC –фрагменты разрушенных эритроцитов; MICRO – эритроциты неболь-
шого объема; HYPO –  эритроциты со сниженным содержанием гемоглобина; MACRO – эритроциты большого объема; HYPER – эритроциты 
с высоким содержанием гемоглобина; NORMOBLAST – эритроциты содержат ядра.

* – различия показателей по сравнению с группой контроля статистически значимы (p<0,05); ** –  различия показателей по сравнению с 
группой контроля статистически значимы (p<0,01).

Т а б л и ц а  2
Ретикулоцитарные индексы больных лимфомойХоджкина на фоне химиотерапии (X±m)

Показатели Доноры (n=49) 2 ЦХТ (n=24) 3 ЦХТ (n=13) 4 ЦХТ (n=13) 5 ЦХТ (n=17) 6 ЦХТ (n=12)

RET (%) 1,1±0,04 1,32±0,3 0,8±0,06 1,9±0,5* 2,3±0,3* 1,6±0,2*
Диапазон (0,6-1,8) (0,4-4,1) (0,2-3,8) (0,2-5,5) (0,1- 4,3) (0,2-3,6)
RET (x10 9 /л) 42,7±3,4 54,2±0,1 77,5±2,7 51,2±2,5 57,0±2,0 53,0±1,2
IRF (%) 8,2±0,1 31,7,9±6,8* 16,8±4,3* 23,1±5,6* 35,9±4,6* 18,4±5,3*
LFR (%) 91,8±0,3 69,7±6,8* 83,1±4,3* 75,7±6,7* 66,1±4,5* 83,5±5,3*
MFR(%) 7,4±0,3 16,5±2,7* 12,0±2,4* 15,3±3,6* 19,2±2,3* 10,4±3,0*
HFR (%) 0,8±0,1 13,7±3,9* 12,0±2,0* 10,1±3,3* 14,5±2,3* 6,2±2,3*
RET-HE (пг) 36,4±0,3 32±1,5 33,4±1,4 35,4±1,2 36,2±1,0 29,9±2,0
Диапазон (28-35) (19-36) (28-39) (26-38) (24-41) (19-38)
RPI (ед) 2- 3 0,6±0,2 0,3±0,1* 0,7±0,05* 1,1±0,3* 0,9±0,1*
Диапазон 2-3 (0,1-1,7) (0,03-1,4) (0,03-1,7) (0,2-3,3) 0,1-2,9)

П р и м е ч а н и е .  RET – ретикулоциты; IRF – число незрелых ретикулоцитов, как сумма HFR+MFR; LFR – мелкие формы (зрелые RET); 
MFR – средние формы RET;  HFR – крупные (молодые RET); RET-HE – среднее содержание гемоглобина в ретикулоците; RPI – показатель 
эффективности высвобождения ретикулоцитов из костного мозга.

* – различия показателей по сравнению с группой контроля статистически значимы (p<0,05); **  – различия показателей по сравнению с 
группой контроля статистически значимы (p<0,01).
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пуляция (LFR) статистически значимо была ниже. Сред-
нее содержание гемоглобина в ретикулоцитах, индекс 
RET-HE, в среднем по всем группам был в пределах 
нормы, однако отмечался разброс показателей, встреча-
лись как очень низкие, так и высокие значения. Индекс 
продукции ретикулоцитов (RPI), отражающий актив-
ность эритропоэза, был значительно снижен на всех 
этапах обследования, что свидетельствовало о низкой 
эритропоэтической активности костного мозга на фоне 
ХТ. Диапазон значений значительно колебался, наряду с 
низкими показателями RPI (0,1 ед), выявлены пациенты 
с высокой активностью эритропоэза (2,9 ед).

Высокоинформативным маркером, характеризую-
щим метаболизм железа в организме, является ферри-
тин (ФР). ФР отражает интегральный показатель оценки 
запаса железа в организме. Концентрация ФР оказалась 
очень высокой перед всеми ЦХТ, с большой степенью 
достоверности (p=0,01) по сравнению с контрольной 
группой (табл.3). Выявлены, наряду с очень высокими 
показателями уровня ФР (800-2095 нг/мл), единичные 
случаи очень низкой концентрации ФР (12-27,6 нг/мл), 
а также встречались показатели, которые не превышали 
верхней границы нормы (до 300 нг/мл).

Значительный уровень ФР у больных на фоне ХТ, 
можно объяснить поступлением избытка так называе-
мого цитозольного ФР, в результате распада клеток опу-
холи и сокращения плацдарма кроветворения в костном 
мозге в процессе ХТ.

Однако ФР не всегда объективен в оценке метабо-
лизма железа, так как является белком острой фазы вос-
паления, значительно увеличивается при нарушении 
функции печени и у онкологических больных, особен-
но на фоне ХТ. Более информативным тестом является 
измерение рРТФ. В отличие от ФР, концентрация рРТФ 
повышается при недостатке железа и существенно не 
изменяется при хронических болезнях. Таким образом, 
определение концентрации рРТФ, наряду с ФР, в зна-
чительной степени повышает точность лабораторного 
диагноза железодефицитного состояния у больных со 
злокачественными и сопутствующими хроническими 
заболеваниями.

Концентрация рРТФ в обследуемых группах, в отли-
чие от ФР, была в пределах нормы, однако со значитель-
ными колебаниями показателей, как от очень низких 
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Динамика показателей гемоглобина периферической крови 
пациентов ЛХ в процессе химиотерапии.
По оси ординат – показатели  гемоглобина (HGB) г/л, по оси абсцисс – 
курсы химиотерапии.

Т а б л и ц а  3
Показатели ферритина, растворимых рецепторов трансферрина, эндогенного эритропоэтина в плазме крови у больных  лимфомой 

Ходжкина на фоне химиотерапии (X±m)

Пациенты Значения Ферритин (нг/мл) Растворимые рецепторы трансферрина (Мкг/мл) Эндогенный эритропоэтин (Ме/мл)
Доноры:
Мужчины
(n=19)

X±m 108,0±11,9 0,9±0,08 15,4±3,7
разброс (36,6 - 235,0) (0,3-1,1) (3,7-35,3)
Медиана 79,3 0,7 20,1

Женщины
(n=30)

X±m 67,7±10,5 0,9±0,08 15,4±3,7
разброс (25-132) (0,3-1,1) (3,7-35,3)
Медиана 49,7 0,7 20,1

перед 2-м
ЦХТ (n=17)

X±m 724,1±190,5* 1,7±0,35* 179±88,1*
разброс (47,2-1642) (0,41-3,7) (24,9-114,5)

медиана 409,3 1,5 43,7
перед 3-м
ЦХТ (n=11)

X±m 508,4±200,9* 0,81±0,1 292,9±42,1*
разброс (52-1543) (0,3-1,4) (99,2-1263)
медиана 356,6 0,8 49

перед 4-м
ЦХТ (n=17)

X±m 269,1±38,5 0,9±0,2 171,9±55,7*
разброс (12-490) (0,07-1,8) (9,7-1114)
медиана 242,5 1,1 43,7

перед 5-м
ЦХТ (n=19)

X±m 659,6±135,1* 0,93±0,1 204,5±61,3*

разброс (12-2095) (0,5-1,8) (2,6-890)
медиана 492 1,0 137

перед 6-м
ЦХТ (n=15)

X±m 608,35±153,4 0,8±0,1 342,9±65,3*
разброс (120-1678) (0,3-1,4) (23,7-702)
медиана 448,3 0,655 338,9

П р и м е ч а н и е .  * - различия показателей по сравнению с группой контроля статистически значимы (p<0,05); **  - различия показателей 
по сравнению с группой контроля статистически значимы (p<0,01).
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(0,07 мкг/мл), так и более умеренных, приближающихся 
к верхней границе нормы (2,7 мкг/мл) и единичных вы-
соких показателей (3,7 мкг/мл).

Основными патогенетическими факторами, вызы-
вающими снижение уровня гемоглобина при химиоте-
рапии, является миелосупрессия и снижение выработки 
ЭПО. Большое значение для дифференциальной диагно-
стики АС имеет определение ЭПО в плазме крови. ЭПО 
является ключевым регулятором эритропоэза. Данный 
гормон стимулирует пролиферацию и дифференциров-
ку эритроидных предшественников в костном мозге и 
одновременно подавляет их апоптоз. Синтез и секреция 
ЭПO играют важную патофизиологическую роль в раз-
витии первичных и вторичных нарушений эритрона, 
приводящих к изменению устойчивого эритроцитарного 
равновесия. Повышенная продукция ЭПO при анемиях 
может быть компенсаторной и адекватной, то есть на-
правленной на приспособление организма к изменениям 
оксигенации тканей и на приведение числа эритроцитов 
в соответствие с потребностями организма в кислороде 
[17, 18].

Анализ полученного материала показал, что средний 
уровень ЭПО перед всеми ЦХТ пациентов с ЛХ был 
высоким. Однако показатели значительно варьировали. 
Наряду с высокими цифрами, превышающими верхнюю 
границу нормы более чем в 10 раз, отмечен низкий уро-
вень ЭПО. Низкая продукция ЭПО (2,6-59,1 мЕ/мл) вы-
явлена у 34 чел. (40 %).  Однако, более чем у половины 
пациентов (45 чел-60 %) отмечен высокий уровень ЭПО 
(147,3 – 1263 мЕ/мл), адекватный относительной тяже-
сти анемии.

Детальный анализ лабораторных данных больных 
ЛХ показал, что анемия у них была в основном легкой 
(I) и умеренной (II) степени. АС первой степени выявлен 
у 29 пациентов, 2-й — у 35, 3-й— у 8, 4-й — у 7 человек. 
Среди всех пациентов преобладали больные с анемией 

хронического заболевания (АХЗ) и относительно низкой 
эритропоэтической активностью костного мозга, кото-
рая констатирована во всех группах. Отмечены единич-
ные случаи железодефицитной анемии (ЖДА) и острой 
аутоиммунной гемолитической анемии. Выраженный 
макроцитоз и гиперхромия эритроцитов, у отдельных 
пациентов, не исключал дефицита витаминов В-12 или 
фолиевой кислоты на фоне АХЗ.

У одного пациента выявили положительную прямую 
пробу Кумбса, свидетельствующую о наличии аутоанти-
тел на эритроцитах. Значительная концентрация (0,9 г/л, 
норма до 0,4 г/л) свободного гемоглобина не исключала 
аутоиммунной гемолитической анемии с внутрисосуди-
стым гемолизом. В периферической крови отмечался 
выраженный ретикулоцитоз, полихромазия и агглюти-
нация эритроцитов.

ЖДА, на фоне АХЗ, диагностирована только у 5-ти 
человек (6,3 %). Средний уровень гемоглобина, в этой 
группе соответствовал первой степени анемии с со-
хранным числом эритроцитов, сниженным их объемом 
и средним содержанием гемоглобина в эритроцитах и 
ретикулоцитах. Содержание ФР, ГП25, ИЛ-6 у пациен-
тов с ЖДА было статистически значимо ниже, чем в 
группе контроля. Напротив, концентрация рРТФ пре-
вышала норму почти в 3 раза, что свидетельствовало об 
абсолютном или истинном дефиците железа. При этом 
наряду с дефицитом железа, отмечался низкий уровень 
ЭПО. У всех пациентов с ЖДА продукция ЭПО оказа-
лась неадекватной степени анемии.

В свою очередь, среди пациентов с АХЗ (n=79)  бы-
ли выделены еще три группы: 1-я группа больных, АС 
которых характеризовался как АХЗ с функциональным 
дефицитом железа (ФДЖ) и неадекватной продукци-
ей ЭПО. 2-я – АХЗ с относительно низкой продукцией 
ЭПО (34 чел.), неадекватной степени анемии. 3-я – АХЗ 
с высоким уровнем ЭПО (45 чел.) (табл. 4). 

Т а б л и ц а  4 
Сравнительная характеристика показателей крови у пациентов лимфомой Ходжкина на фоне химиотерапии c различными форма-

ми анемии 

Показатели Контроль (n=49) ЖДА (n=5) ФДЖ (n=9) АХЗ с НЭПО (n=34) АХЗ с АДЭПО (n=45)
RBC ( x1012 /л) 4,85±0,5 4,3±0,8* 3,2±0,4* 3,1±0,5* 3,2±0,1*
HGB (г/л) 149±7,1 98±1,1* 84±5,0* 84±3,9* 88±3,0*
MCV (fl) 89,2±0,6 67,9±4,9** 77,9±0,8* 84,5±1,5 84±1,3
MCH (pg) 30,4±0,2 24,9±2,1** 26±1,3* 27,8±0,5 28,2±0,5
MICRO (%00) 0,6±0,01 28,1±3,4** 6,4±1,2* 8,2±2,0* 4,1±0,9*
HYPO (%) 0,5±0,08 22,2±1,7** 11,4±2,2** 4,1±0,9* 3,7±1,2*
MACRO (%) 0,4±0,06 2,7±0,05* 5,6±1,3* 2,6±0,03* 2,9±0,08*
HYPER (%) 0,7±0,09 1,3±0,04* 1,4±0,5* 4,4±0,2* 5,9±0,2*
RET (%) 1,1±0,04 0,7±0,03 1,8±0,2* 1,4±0,6 2,6±0,05*
RET-HE (пг) 36,5±0,3 22,8±2,7* 25,2±1,1* 34,5±1,1 34,6±0,7
RPI (ед) 2-3 0,6±0,05* 1,3±0,3* 0,3±0,04* 1,4±0,1*
ФР (нг/мл) 96,1±13,6 17,5±4,1 590,6±197,5 422,4±73,1 539,9±109,5
рРТФ (мкг/мл) 0,9±0,08 3,2±0,5** 1,6±0,1* 1,1±0,05 1,1±0,2
ЭПО (мЕ/мл 15,4±2,7 22±8,4** 42,3±6,6* 34,2±3,7** 308,1±52,6**
ГП25 (нг/мл) 4,3±0,7 2,3±0,06* 39,4±1,7** -------- --------
ИЛ-6 (пг/мл) 2,0±0,06 1,2±0,03* 27,9±2,9** --------- ---------

П р и м е ч а н и е .  ФДЖ – функциональный дефицит железа; АХЗ с НЭПО – анемия хронического заболевания с неадекватной концен-
трацией эритропоэтина; АХЗ с АДЭПО – анемия хронического заболевания с адекватной концентрацией эритропоэтина.

* – различия показателей по сравнению с группой контроля статистически значимы (p<0,05); ** – различия показателей по сравнению с 
группой контроля статистически значимы (p<0,01).
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У 9 больных (11,4%)  ЛХ АС характеризовался как 
АХЗ с функциональным дефицитом железа (ФДЖ) и 
неадекватной продукцией ЭПО. ФДЖ имел те же мор-
фологические признаки, что и ЖДА, а именно – микро-
цитоз и гипохромию. В отличие от ЖДА у пациентов с 
ФДЖ концентрация Ф, ГП25 и ИЛ-6 были высокими. Не-
смотря на достаточно большие запасы железа, уровень 
рРТФ говорил о «железном голоде» эритрокариоцитов 
костного мозга, его показатель превышал верхнюю гра-
ницу нормы. Напротив, среднее содержание гемогло-
бина в ретикулоците было сниженным, что свидетель-
ствовало о функциональном дефиците железа. Наиболее 
общим звеном патогенеза АС является участие провос-
палительных цитокинов, которые, индуцируют экспрес-
сию гепатоцитами гормона ГП25. В настоящее время 
считают, что основную роль в метаболизме железа игра-
ет ГП25. ГП25 является 25-аминокислотным пептидом, 
который синтезируется в печени [15]. Эксперименталь-
но доказано, что ГП25 относится к отрицательным ре-
гуляторам метаболизма железа, при избытке железа его 
уровень значительно повышается, тем самым снижается 
всасывание и рециркуляция железа, при недостатке они 
снижаются, то есть синтез ГП25 гепатоцитами направ-
лен на предупреждение перегрузки организма железом. 
Железо экспортируется из тканей с помощью ферропор-
тина — основного клеточного транспортера железа и 
рецептора для ГП25.  ГП25 снижает функциональную 
активность ферропортина, связывается с ним и вызыва-
ет его деградацию. Показано [15], что под воздействием 
ИЛ-6 ГП25 блокирует ферропортины и, следовательно, 
высвобождение железа макрофагами развивается функ-
циональный дефицит железа. 

АХЗ с неадекватным степени анемии ЭПО и АХЗ с 
адекватным степени анемии ЭПО, по своим основным 
показателям, существенно не отличались друг от друга. 
Исключение составили сравнения ЭПО и индекса RPI, 
отражающим активность эритропоэза, они были досто-
верно ниже у пациентов с АХЗ и неэффективным эри-
тропоэзом. Как в первой, так, и в другой группе присут-
ствовали разные популяции эритроцитов. Выявлялись, 
как микроцитарные и гипохромные эритроциты, так и 
значительное число эритроцитов с большим объемом и 

гиперхромией. Следует отметить, что число эритроци-
тов с характеристиками MICRO и HYPO было значи-
тельно ниже, чем у пациентов с ЖДА и ФДЖ. Показа-
тель RET-HE в обеих группах был в пределах верхней 
границы нормы.

На следующем этапе проведен анализ показателей 
крови пациентов в зависимости от числа лейкоцитов  
или степени восстановления гемопоэза. Оказалось, что 
самые низкие показатели красной крови, в том числе и 
скорость эритропоэза, констатированы у пациентов с 
выраженной лейкопенией. Соответственно, самые вы-
сокие значения выявлены у пациентов с WBC более 10,0 
x109 /л. Концентрация ФР была высокой во всех груп-
пах со значительным разбросом. У большинства (около 
90%) пациентов с WBC менее 4,0 x109 /л уровень ЭПО 
был относительно невысоким, в отличие от группы с 
высокими WBC, где ЭПО, наоборот, был неадекватен у 
единичных больных. Продукция ЭПО была неадекват-
ной и во 2-й группе, но в меньшей степени, только у 7 
человек  (31,8%). ФДЖ и ЖДА встречались почти в рав-
ной степени во всех группах. 

Выводы: Абсолютный дефицит железа  на фоне АХЗ, 
который сочетался с низким уровнем ЭПО, выявлен у 
единичных больных ЛХ с распространенными стадиями 
в процессе химиотерапии (5 чел. – 6,3%).

АХЗ с функциональным дефицитом железа диагно-
стирована у 9 человек (11,4%) с распространенными 
стадиями ЛХ в процессе химиотерапии. Руководствуясь 
тем, что ФР не всегда объективен в оценке метаболиз-
ма железа, для дифференциальной диагностики АХЗ 
с ФДЖ необходимо опираться на рРТФ, ГП25, ИЛ-6 и 
среднее содержание гемоглобина в ретикулоцитах. Пер-
вые будут высокими, второе – снижено на фоне значи-
тельной концентрации ФР.

Ценным предиктором ответа на лечение анемическо-
го синдрома у больных с распространенными стадиями 
лимфомы Ходжкина является исходный уровень сыво-
роточного ЭПО. Точное измерение уровней ЭПО в кро-
ви имеет как диагностическое, так и терапевтическое 
значение. Наше исследование показало, что у 34 (43%) 
больных имеется дефицит эндогенного ЭПО, который 
отмечался не только у пациентов с ФДЖ, но и у боль-

Т а б л и ц а  5
 Сравнительная характеристика показателей крови пациентов с лимфомой Ходжкина в зависимости от числа лейкоцитов

Показатели WBC <4,0 x109 /л
(n=28) 

WBC от 4,0  до10 x109 /л (n=22) WBC >10,0 x109 л
 (n=29)

RBC ( x1012 /л) 2,8±0,15 3,2±0,1 3,8±0,1*
HGB (г/л) 83±3,2 86±3,3 99±3,0*
HCT (%) 24,5±0,9 27±0,1 30,8±0,8*
RET (%) 0,7±0,1 2,3±0,3* 2,7±0,4*
RET-HE(pg) 33,5±0,7 29,3±0,3 32,7±1,1
RPI (ед) 0,3±0,07 1,5±0,2* 1,8±0,3*
ФР (нг/мл) 539,8±109,8 485±38,2 668,8±194,5
рРТФ (мкг/мл) 1,1±0,02 1,2±0,2 0,9±0,1
ЭПО (мЕ/мл) 85,4±6,2 168±24,3 353,9±72,4*
НЭПО (%) 85,7*(24 чел) 31,8 (7 чел)*  10,3 (3 чел.)
ФДЖ(%) 10,7 (3 чел) 13,6 (3 чел)  6,9(2 чел)
ЖДА (%) 3,5 (1) 9 (2 чел.)  6,9 ( 2 чел)

П р и м е ч а н и е :  НЭПО – неадекватный эритропоэтин. 
* – различия показателей по сравнению с группой контроля статистически значимы (p<0,05); **  – различия показателей по сравнению с 

группой контроля статистически значимы (p<0,01).
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ных с ЖДА и аутоиммунной гемолитической анемией. 
Низкий уровень ЭПО, в большей степени, выявлялся у 
пациентов с лейкопенией и очень низкой эритропоэти-
ческой активностью костного мозга.

 У большинства пациентов с распространенными 
стадиями ЛХ на фоне проводимой химиотерапии отме-
чалось активное восстановление гемопоэза и, соответ-
ственно, высокая скорость эритропоэза, которая, чаще 
всего, сочеталась с продукцией эритропоэтина, адекват-
ной относительной тяжести анемии.

Для исключения АИГА, особенно у пациентов с чис-
лом ретикулоцитов более 5%, необходимо проводить ис-
следование на прямую пробу Кумбса и свободный гемо-
глобин в плазме крови.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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Аденомы молочной железы – это доброкачественные 
опухоли, развивающиеся из клеток железистого эпи-
телия. Их подразделяют на трубчатые, лактирующие, 
апокриновые, протоковые и так называемые полиморф-
ные (т.е. доброкачественные смешанные опухоли) аде-
номы [11]. За исключением лактирующих и трубчатых 
аденом, остальные формы аденом являются редкостью. 
Лактирующие и трубчатые аденомы встречаются в ре-
продуктивном возрасте. Лактирующие аденомы (ЛА) 
являются наиболее распространенными опухолями мо-
лочной железы, возникающими во время беременности 
и в послеродовом периоде. ЛА представлены одиноч-
ными или множественными, пальпируемыми, свобод-
ноподвижными новообразованиями молочной железы, 
которые чаще всего имеют небольшой размер (менее  

3 см). Для ЛА характерна гиперплазия долек с увели-
чением количества ацинусов, выстланных активно се-
кретирующими клетками в виде шестигранников. ЛА 
может также развиться и из добавочной доли молочной 
железы в эктопических местах, таких как подмышки, 
стенки грудной клетки или вульвы [1,4, 7, 8,13,14].

Некоторые морфологи считают, что лактирующие 
аденомы возникают de novo, тогда как другие считают 
их вариантами ранее существовавших тубулярных аде-
ном, фиброаденом или участков дольковой гиперплазии, 
отражающих морфологические изменения, связанные с 
физиологическим состоянием беременности [7,9].

Хотя новообразование может самопроизвольно под-
вергаться инволюции, хирургическое удаление бывает 
необходимо из-за масс-эффекта опухоли. В случаях, 
когда кормление грудью не вызывает беспокойства, мо-
жет быть назначена медикаментозная терапия с целью 
уменьшения опухоли. ЛА обычно не рецидивирует ло-
кально, и нет проверенных данных о ее злокачественном 
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потенциале [7,8]. Однако, в литературе описаны случаи 
карциномы, возникающей в тубулярных аденомах [2,3]. 
В связи с тем, что тубулярные аденомы и лактирующие 
аденомы во многом схожи и могут быть вариантами 
одной и той же опухоли, можно предполагать, что ЛА 
также могут быть связаны с повышенным риском ра-
ка в определенных случаях.  A.Saglam и соавт.[10] на-
блюдали клинический случай, свидетельствующий о 
том, что из лактирующей аденомы может развиваться 
инфильтративный рак молочной железы. По их мне-
нию, данные изменения происходят из-за влияния про-
лактина и прогестерона. Тубулярная аденома молочной 
железы (также называют чисто аденомой) представле-
на как одиночная, хорошо очерченная твердая опухоль. 
Рентгенологически она может внешне походить на не-
кальцифицированную фиброаденому. Гистологически 
определяются плотные трубчатые или ацинарные струк-
туры правильной формы [12]. Лактирующие и трубча-
тые аденомы (истинные аденомы молочной железы) 
можно отличить от фиброаденомы по наличию скудной 
стромы.  K.James и соавт. [6] считают, что лактирую-
щая аденома является локальным аномальным ответом 
ткани молочной железы беременной женщины на гор-
мональные изменения, обусловленные беременностью. 
Основным иммуноцитохимическим отличием, которое 
наблюдали между нормальной тканью молочной желе-
зы беременной и «лактирующей» аденомой было то, что 
нормальная ткань молочной железы беременной слабо 
экспрессирует белок S100 и актин.

A.L.Volckmar и соавт. [15], используя целевую по-
следовательность 50 генов, связанных с раком, а также 
секвенирование Sanger, проанализировали когорту из 18 
аденом молочной железы, включающую 9 протоковых, 6 
тубулярых и 3 лактационных аденом. Миссенс-мутации 
были обнаружены в 8 из 18 случаев (44%). В частности, 
пять (56%) протоковых аденом и три (50%) тубулярные 
аденомы содержали мутированные гены. Мутаций в 
лактирующих аденомах обнаружено не было. Трансфор-
мация ЛА в фиброаденомы увеличивает риск развития 
карциномы молочной железы [5]. 

Диагностика ЛА не представляет особых трудностей. 
Отсутствие дозовой нагрузки при выполнении УЗИ де-
лает данный метод диагностики приоритетным для бе-
ременных и лактирующих женщин. Применение соноэ-
ластографии может дать дополнительную качественную 
(цветовое картирование) и количественную информа-
цию (коэффициенты жесткости) о природе заболевания.

Описание клинического наблюдения. В настоящей 
статье мы приводим описание клинического случая: на-
личия лактирующей фиброаденомы молочной железы 
(МЖ) у молодой женщины, обратившейся  в МНИОИ 
им. П.А. Герцена по поводу быстрорастущего пальпи-
руемого образования в правой молочной железе. Паци-
ентка Б., 32 года, 32 недели беременности. Менструаль-
ная функция с 14 лет, месячные  нерегулярные. В 20 лет 
- медицинский аборт. В возрасте 26 лет обследована у 
гинеколога в связи с нерегулярными месячными. Выяв-
лены высокие показатели пролактина.  При магнитно-
резонансной томографии головного мозга (МРТ) – об-
наружена микроаденома  гипофиза. Прочей патологии 
не выявлено, функция щитовидной железы не наруше-
на. Назначен дестинекс, который принимала 6 лет. При 
контрольной МРТ, на фоне 1 года приема дестинекса, 
отмечена положительная динамика - узел практически 
не определяется. В последующем МРТ не проводили. 

Менструальная функция нормализовалась. В возрасте 
32 лет вышла замуж, забеременела. На сроке 28 недель 
беременности обнаружила уплотнение в правой МЖ, 
которое увеличивалось в размере.

При обращении: молочные железы небольшого раз-
мера, изменены в соответствии с 3 триместром беремен-
ности – МЖ увеличены, сосково-ареолярные комплексы 
гиперпигментированы, соски увеличены, напряжены. В 
правой МЖ, на границе ареолы и внутренних квадран-
тов, пальпируется новообразование диаметром 4,0 см, 
округлой формы, плотно-эластической консистенции, 
подвижное, безболезненное.

При ультразвуковом исследовании (УЗИ)  образо-
вание размер 5,5х4,0х4,0 см, контур четкий, ровный, 
края гладкие. Имеется небольшой эффект дистального 
усиления сигнала. При соноэластографии коэффициент  
0,9. Заключение: лактирующая аденома. Под контролем 
УЗИ произведена тонкоигольная аспирационная биоп-
сия образования. 

Цитологическое исследование. В цитологических 
препаратах наблюдали обильный клеточный состав из 
кубических клеток. Некоторые клетки с эксцентрически 
расположенными овальными или округлыми ядрами, с 
центрально расположенными ядрышками и обильной 
вакуолизированной цитоплазмой, в апикальной части 
которой расположены жировые капельки и секреторные 
вакуоли. Клетки расположены разрозненно, группами, 
скоплениями и железистоподобными структурами. Фон 
препарата составляли бесструктурные белковые массы 
и капли жира (рис.1, см.обложку). Эти цитологические 
данные следует рассматривать в свете беременности 
или лактационного статуса женщины, чтобы не перео-
ценивать их «атипичный» внешний вид. Должна быть 
исключена вероятность муцинозной карциномы во вре-
мя беременности. При наличии цитологически подозри-
тельных элементов в аспирате необходимо гистологиче-
ское исследование с помощью core-биопсии. Произведе-
на хирургическая операция - удаление новообразования 
правой молочной железы под местной анестезией 40 мл 
0,25% раствора новокаина. После периареолярного раз-
реза кожи, частично тупым, частично острым (электро-
нож, изогнутые электроножницы) путем выделено и уда-
лено новообразование. Полость ушита кисетным швом 
нитью Vicrуl 3.0, внутрикожный шов нитью Monocrуl 
4.0. Послеоперационный период протекал без осложне-
ний 

Гистологическое исследование. Макроскопическое 
описание: плотно-эластичный опухолевидный узел раз-
мерами 5,0х3,8х2,7 см, на разрезе ткань  желтовато-серая, 
дольчатая, прилежащая ткань  размерами 3,0х2,0х0,8 см 
(рис.2, см.обложку). При микроскопическом исследова-
нии в ткани молочной железы определялся хорошо от-
граниченный узел с выраженной клеточной стромой, 
представленный агрегатами сливающихся гиперплази-
рованных долек молочной железы с секреторными из-
менениями. Протоковые структуры молочной железы 
выстланы однорядным секреторным эпителием с ва-
куолизированной цитоплазмой, ядра однородные. Про-
светы заполнены мономорфным белесоватым секретом 
(рис.3,4 , см.обложку).

Послеоперационный период протекал без осложне-
ний. У больной проведены своевременные роды путём 
оперативного родоразрешения (кесарево сечение). По-
сле родов отмечалась гипогалактия в обеих МЖ, в свя-
зи с чем ребенок получал прикорм. При контрольном 
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осмотре спустя 3 месяца после операции и 9 дней после 
родов пациентка жалоб не предъявляла. Лактостаза не 
было. Отмечен хороший эстетический эффект - форма 
молочных желез без изменений, послеоперационный 
рубец гладкий, подвижный, малозаметный.

Заключение. На основании данных литературы и 
собственного опыта можем сделать следующие заклю-
чения. Лактирующая аденома – доброкачественное но-
вообразование МЖ, которое развивается в период бере-
менности и кормления. Опухоль не влияет на состояние 
молочной железы в процессе её типичных изменений 
при беременности и кормлении грудью. По данным 
клинико-инструментальных и морфологических мето-
дов исследования лактирующая аденома мало отличима 
от фиброаденомы молочной железы, либо тубулярной 
аденомы. При быстром росте и большом размере мо-
жет имитировать филлоидную аденому (листовидную 
опухоль). Морфологическая диагностика лактирующей 
аденомы возможна цитологически с помощью тонкои-
гольной аспирационной биопсии. В случае наличия в 
цитограмме подозрительных «атипичных» клеток для 
исключения муцинозного рака необходимо гистологи-
ческое подтверждение с помощью corе-биопсии. Учи-
тывая появление и развитие лактирующей аденомы в  
периоды гормональных изменений  у молодых женщин, 
сопряженных с риском стимулирования злокачествен-
ного роста новообразований, в случае их наличия, не-
обходима гистологическая верификация опухоли путем 
corе-биопсии и желательно хирургическое удаление но-
вообразования.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

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

Литература/References
1. Baker T. P., Lenert J.T., Kushwaha A., Evans G., Hunt K.K. Lactat-

ing adenoma: a diagnosis of exclusion. The breast journal.  2001; 7 
(5): 354-7.

2. Domoto H., Tsuda H., Miyakawa K., Shinoda A., Nanasawa T. Inva-
sive ductal carcinoma associated with tubular adenoma of the breast. 
Pathology international. 2002; 52 (3): 244-8.

3. Dupont W. D., Page D.L., Parl F.F., Vnencak-Jones C.L., Plummer 
W.D., Rados M.S. et al. Long-term risk of breast cancer in women 
with fibroadenoma. New England Journal of Medicine.  1994; 331 
(1): 10-5.

4. Guray M., Sahin A. A. Benign breast diseases: classification, diagno-
sis, and management. The oncologist.  2006;  11 (5):  435-49.

5. Hill R. P., Miller F. N. Adenomas of the breast. With case report of 
carcinomatous transformation in an adenoma. Cancer.  1954; 7 (2):  
318-24.

6. James K., Bridger J., Anthony P. P. Breast tumour of pregnancy 
(‘lactating’adenoma). The Journal of pathology. 1988; 156 (1): 37-44.

7. Pinamonti M., Zanconati F. Breast Cytopathology. Assessing the Val-
ue of FNAC in the Diagnosis of Breast Lesions. - London: Karger; 
2018. 

8. Reeves M. E., Tabuenca A. Lactating adenoma presenting as a giant 
breast mass. Surgery. 2000; 127 (5): 586-8.

9. Rosen P. P., Oberman H. A. Benign epithelial lesions. Atlas of tu-
mor pathology, 3rd series. Tumors of the mammary gland.  1993;  
7:  67-100.

10. Saglam A., Can B. Coexistence of lactating adenoma and invasive 
ductal adenocarcinoma of the breast in a pregnant woman. Journal 
of clinical pathology.  2005; 58 (1): 87-9.

11. Silverberg S. G., DeLellis R. A. Silverberg’s principles and practice 
of surgical pathology and cytopathology. London, United Kingdom. 
Elsevier Health Sciences; 2006.

12. Soo M.S., Dash N., Bentley R., Lee L. H., Nathan  G. Tubular ad-
enomas of the breast: imaging findings with histologic correlation. 
American Journal of Roentgenology. 2000; 174 (3): 757-61.

13. Stuart J.Schnitt., Laura C.Cjllins. Biopsy Interpretation of the Breast. 
London, United Kingdom. Lippincot Willians@Wilkins; 2009.

14. Syed A.Hoda., Edi Brogi., Frederick. C. Korner., Paul Peter Rosen. 
Rosen’s Breast Pathology. London:  Lippincot Willians@Wilkins; 
2014.

15. Volckmar A. L., Leichsenring J., Flechtenmacher C., Pfarr N., Siebolts 
U. et al. Tubular, lactating, and ductal adenomas are devoid of MED12 
Exon2 mutations, and ductal adenomas show recurrent mutations 
in GNAS and the PI3K–AKT pathway. Genes, Chromosomes and 
Cancer. 2017; 56 (1): 11-7.

Поступила 15.04.19
Принята к печати 20.04.19



287

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2019; 64(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-646-287-293

Immunology

ИММУНОЛОГИЯ

© Коллектив авторов, 2019

Карзакова Л.М. 1,2,  Кудряшов С.И.1, Шестипалова М.В. 2, Леонтьева Е.В.3

ОПРЕДЕЛЕНИЕ   УРОВНЕЙ ЦИТОКИНОВ В МОЧЕ В КЛИНИЧЕСКОЙ ПРАКТИКЕ

1ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова», 428015, Чебоксары, Россия; 
 2БУ «Городская клиническая больница №1» Минздрава Чувашской Республики, 428028, Чебоксары, Россия; 
3БУ «Республиканская клиническая больница  Минздрава Чувашской Республики,  428015, Чебоксары, Россия

  В работе представлены данные по изучению содержания цитокинов (IL-1β, RAIL-1β, IL-2, IL-4, IL-10, IL-17А, TNF-α, 
IFN-γ) в утренней моче методом иммуноферментного анализа у здоровых лиц (n=20)  и у больных острым гломерулонеф-
ритом (n=93).  Определение уровней цитокинов у больных проведено в дебюте заболевания и спустя  12 месяцев  после 
манифестации заболевания. Полученные показатели содержания цитокинов в моче представлены в  виде абсолютных 
значений  в пг/мл  и нормализованных   по креатинину значений, рассчитанных по формуле: уровень цитокина (пг/мл)/
креатинин мочи (мкмоль/мл). Проведено изучение изменения содержания цитокинов в моче при гломерулонефрите от-
носительно группы здоровых лиц, а также – динамики содержания цитокинов в моче за 12-месячный период наблюдения.  
Результаты проведенного исследования  показали, что абсолютные значения цитокинов в моче могут искажать истин-
ную картину цитокинового профиля мочи при патологии почек. Нормализованные  значения  преобладающего числа про- 
и противовоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-2, IL-8, IL-10, IL-17А и  TNF-α) у больных гломерулонефритом  оказались 
существенно выше  соответствующих показателей здоровых лиц.  Нормализованные значения цитокинов проявили как 
более чувствительные показатели, нежели абсолютные значения, в ходе  анализа  различий в цитокиновом профиле у 
больных гломерулонефритом в зависимости от острого и хронического течения заболевания. Данные показатели  влия-
ли  на  исход гломерулонефрита, оцениваемый, как правило, спустя 12 месяцев после манифестации  заболевания. Так, 
обнаруженные в дебюте заболевания низкие уровни IL-1β,  IL-8 и  IL-17А   в сочетании с высоким значением содержания  
RAIL-1β  определяли хронизацию гломерулонефрита. Итак, нормализованные по креатинину значения содержания цито-
кинов в моче расширяют возможности использования оценки  цитокинового профиля мочи для установления изменений  
в содержании цитокинов в моче при патологии почек и прогнозирования характера клинического течения гломерулонеф-
рита.
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Введение. В последние годы уделялось много внима-
ния изучению  цитокинового профиля у больных с раз-
личной патологией, в том числе – с заболеваниями по-
чек [1–4]. При этом авторы занимались преимуществен-
но исследованием содержания цитокинов в сыворотке 
крови  [1–3]. Однако циркулирующие в крови цитокины 
могут быть блокированы собственными  растворимыми 
рецепторами или рецепторными антагонистами  [4], что 
ограничивает использование показателей содержания 
цитокинов в крови в целях оценки цитокинового статуса 
при различных патологических состояниях. Не вызыва-
ет сомнения, что цитокины оказывают свое действие  in 
situ в месте своей продукции, следовательно изучение 
содержания цитокинов в моче при заболеваниях почек 
может быть более информативным, чем определение их 
сывороточных  уровней. В связи с приведенным пред-
принято настоящее исследование, целью которого яви-
лась оценка информативности показателей содержания  
про- и противовоспалительных цитокинов в моче у здо-
ровых лиц и при патологии почек, примером которой 
служило широко распространенное гломерулярное за-
болевание –  гломерулонефрит (ГН).

Материал и методы. В ходе исследования произ-
водили забор образцов мочи для определения в них 
содержания цитокинов – IL-1β (интерлейкин-1β), 
RAIL-1β (рецепторный антагонист интерлейкина-
1β), IL-2 (интерлейкин-2), IL-4 (интерлейкин-4), IL-10 
(интерлейкин-10), TNF-α (фактор некроза опухоли-α), 
IFN-γ (интерферон-γ) у практически здоровых лиц (20 
человек в возрасте от 23 до 60 лет, средний возраст 
34,2±2,9 года) и у больных постинфекционным гломе-
рулонефритом (ПИГН), получавших стационарное ле-
чение  в нефрологическом отделении Республиканской 
клинической больницы Минздрава Чувашии в 2012 – 
2017 гг. (93 человека, в возрасте от 21 до 63 лет, сред-
ний возраст 36,4±2,1 года). Отобранные порции мочи 
центрифугировали в течение 10 мин при 1000 g, затем  
супернатант отделяли для исследования в пластико-
вые пробирки. Для  изучения взаимосвязи мочевых и 
сывороточных уровней цитокинов, дополнительно к 
исследованию уровней цитокинов в моче определяли 
содержание цитокинов выше указанного спектра в сы-
воротке крови. Отобранные для исследования образцы 
мочи и сыворотки крови хранились при -70̊ С до про-
ведения исследования. У больных ПИГН тестирова-
ние цитокинов в моче  проводили дважды – в период 
дебюта заболевания при поступлении на стационарное 

лечение (1-2-й дни от момента госпитализации) и через 
12 месяцев после выписки из стационара. Больные бы-
ли распределены ретроспективно через 12 месяцев в 2 
группы в зависимости от результатов общеклиническо-
го обследования. В первую группу вошли пациенты – 
реконвалесценты после перенесенного острого ПИГН, 
во вторую – больные хроническим ПИГН, у которых 
через год после манифестации заболевания продолжали 
сохраняться клинические симптомы и изменения в мо-
че, характерные для ГН (гипертензия, отеки, снижение 
скорости клубочковой фильтрации – СКФ – ниже 60 мл/
мин,  протеинурия, гематурия,  лейкоцитурия, у части 
цилиндрурия). На следующий этап  исследования было  
отобрано по 30 человек из каждой группы больных. При 
отборе пациентов добивались рандомизации групп по 
гендерно-возрастному, социальному составу, морфоло-
гическим формам ПИГН. 

Диагностику ПИГН проводили на основе анализа 
клинического статуса пациентов, анамнестических дан-
ных, результатов лабораторного исследования крови и 
мочи, исследования почек на ультразвуковом аппарате 
“SSD” фирмы “Aloka” (Япония), морфологического ис-
следования нефробиоптатов больных методом световой 
и люминесцентной микроскопии. Количественное опре-
деление цитокинов осуществляли методом иммунофер-
ментного анализа с использованием тест-систем ООО 
«Цитокин» (С-Петербург) по методикам производителя 
лабораторных реагентов на иммуноферментном анали-
заторе Immunomat «Инститьют Вирион/Серион ГмбХ”, 
Германия).  Полученные в ходе исследования результа-
ты обрабатывали с помощью статистического аппарата 
компьютерной программы «Statistica – v. 10.0». Пред-
варительно  проводили проверку распределения полу-
ченных значений уровней цитокинов в моче и крови на 
соответствие нормальному (Гаусовому) распределению  
с помощью теста Колмогорова – Смирнова с поправкой 
Лиллиефорса. При условии, что   достигнутые уров-
ни  значимости (р) были ниже критического значения, 
равного 0,05, отвергали нулевую гипотезу о сходстве 
изучаемых признаков с нормальным распределением. 
Использование данного подхода позволило установить 
асимметричность распределения совокупности значе-
ний содержания цитокинов в моче и сыворотке крови 
в исследуемых  группах  больных и у здоровых лиц, в 
связи с чем  полученные данные представляли в виде 
Me (P10 – P90), где Me – медиана, P10 – значение 10-го пер-
центиля, P90 – значение 90-го перцентиля. Для оценки 
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различий значений показателей в группах исследования 
использовали непараметрический  критерий  Манна-
Уитни (pm-w).  При проведении корреляционного анализа 
изучаемых показателей вычисляли коэффициент корре-
ляции рангов Спирмена (rs),  корреляционная связь счи-
талась достоверной при рrs <0,05. 

Результаты. Цитокины  в моче у здоровых лиц. Ре-
зультаты корреляционного анализа  показателей цитоки-
нового статуса в группе здоровых выявили прямую кор-
реляцию сывороточных и мочевых уровней у двух цито-
кинов –  IL-2 (rs =0,47, prs = 0,035) и RAIL-1β (rs =0,78, prs 
= 0,001), в то время как  у остальных цитокинов отсут-
ствовала взаимосвязь  между количеством выделяемой 
с мочой цитокина и его содержанием в сыворотке кро-
ви. Установлено существование восьми положительных 
связей между уровнями циркулирующих в крови ци-
токинов, и лишь две из них прослеживались в уровнях 
цитокинов в моче – это связь между парами цитокинов 
IL-1β – RAIL-1β (rs =0,75)  и TNFα – IFN-γ (rs =0,47). При 
этом в моче  обнаруживался ряд корреляционных связей, 
не характерных для сывороточных уровней: между мо-
чевыми уровнями IL-1β  и IL-4 (rs =0,84), IL-1β  и IL-10 
(rs =0,66), IL-1β  и IFN-γ (rs =0,55), IL-4  и IL-10 (rs =0,49), 
IL-4  и RAIL-1β (rs =0,62), IL-4  и IFN-γ (rs =0,52), IL-8 и 
IL-10 (rs =0,78), IL-8 и IL-17А (rs =0,52), IL-8 и RAIL-1β 
(rs =0,55),  IL-10  и IL-17 А (rs =0,60), IL-10  и RAIL-1β (rs 
=0,56), IFN-γ  и RAIL-1β (rs =0,60). 

Сывороточный уровень креатинина  коррелировал 
отрицательно с мочевым уровнем креатинина (rs = - 0,47, 
prs = 0,038), а также  –  с сывороточными уровнями двух 
цитокинов – IL-2 (rs = - 0,54, prs = 0,014) и IL-17А (rs = - 
0,49, prs = 0,028).  Содержание в моче лишь  одного цито-
кина –  IL-2  –  зависело от сывороточного уровня креа-
тинина (rs= - 0,52, prs =0,020). Мочевой  уровень  RAIL-
1β был связан положительно с экскрецией креатинина с 
мочой (rs = 0,76, prs =0,011).

С целью нивелирования влияния состояния экскре-
торной функции почек на содержание цитокинов  в моче 
была проведена нормализация уровней цитокинов по 
мочевому уровню креатинина. В табл. 1 представлены 
показатели абсолютного содержания цитокинов в утрен-
ней моче и нормализованные   по креатинину значения. 
В этой же таблице приведены медианы и перцентиль-
ные интервалы сывороточных уровней цитокинов. При 
сравнении  абсолютных значений уровней цитокинов в 
моче и сыворотке крови было установлено, что медианы 
содержания  в моче всех изучаемых цитокинов превы-
шают сывороточные уровни.

Цитокины  в моче у больных ПИГН. В типичном 
случае диагноз ПИГН выставляли пациентам, у кото-
рых имелись такие клинические проявления, как  оте-
ки различной степени выраженности (от одутловатости 
лица до анасарки), повышение артериального давления, 
олигурия, потемнение цвета мочи, которые возникали  
через 1–3 недели после перенесенной стрептококко-
вой, стафилококковой, микоплазменной или вирусной 
инфекции (фарингит, тонзиллит, пиодермия, острая 
респираторная инфекция верхних дыхательных путей 
и др.). Диагноз ПИГН при стертости, малосимптом-
ности клинической картины заболевания потребовал в 
60% случаев морфологического исследования, которое 
подтвердило наличие во всех исследованных случаях  
диффузного эндокапиллярного пролиферативного и/или 
экссудативного ГН. У всех больных ПИГН  сывороточ-
ный уровень C3-компонента комплемента был ниже 0,9 

г/л (референсные значения – от 0,9 до 1,8 г/л) и среднее 
значение в группе обследования больных составило 
0,52±0,11 г/л. Изменения лабораторной картины мочи 
характеризовались гематурией (от микрогематурии до 
визуально выявляемой макрогематурии), протеинурией 
различной степени выраженности вплоть до нефротиче-
ских уровней (более 3,5 г/сутки), в 1/3 случаев –  цилин-
друрией. В 57% случаев не было определенных клини-
ческих симптомов ГН, выявлялись лишь лабораторные 
признаки заболевания. Морфологическое исследование 
нефробиоптата во всех случаях выявляло наличие про-
лиферативного процесса в почечных клубочках: по типу 
диффузного эндокапиллярного пролиферативного ГН в 
92%, эндокапиллярного экссудативного в 6% и экстрака-
пиллярного ГН с образованием полулуний в 2%. 

Абсолютные значения содержания в моче 5-и  цито-
кинов –  IL-1β, IL-2, IL-8, IL-10 и TNF-α –  были повы-
шены у больных в дебюте ПИГН  относительно  значе-
ний здоровых, в то время как  абсолютные уровни  IL-4, 
IL-17А,  и IFN-γ оказались ниже  показателей здоровых 
(табл. 2). Нормализованные  значения  преобладающего 
числа про- и противовоспалительных цитокинов (IL-1β, 
IL-2, IL-8, IL-10, IL-17А и  TNF-α) существенно превы-
шали  соответствующие показатели здоровых лиц. Ис-
ключение составили IL-4, RAIL-1β и IFN-γ,  мочевые 
уровни   которых в нормализованном выражении не от-
личались от значений здоровых. 

При ретроспективном анализе характера клиниче-
ского течения ПИГН спустя 12 месяцев после дебюта за-
болевания были выделены 2 группы больных – с острым 
ПИГН и хроническим ПИГН, сравнительное изучение  
мочевых уровней  цитокинов  которых выявило ряд раз-
личий (табл. 3). Обращало внимание то, что нормали-
зованные значения содержания цитокинов имели более 
выраженные различия, нежели их абсолютные значения.  
Так, нормализованные уровни типичных провоспали-
тельных  цитокинов – IL-1β, IL-8, IL-17А – у больных 
хроническим ПИГН оказались в дебюте заболевания 
ниже  по сравнению с соответствующими показателя-
ми  пациентов с острым течения заболевания, а  уровень  
RAIL-1β – выше. В то же время уровни  IL-8 и RAIL-1β 
в абсолютном выражении не реагировали на характер 
клинического течения заболевания и имели практиче-
ски совпадающие значения при остром и хроническом 
течении ПИГН. Уровни IL-2, IL-4, IL-10, TNF-α и IFN-γ 
не различались в группах пациентов  с острым и хрони-
ческим ПИГН.

У больных  с хронизацией  ПИГН спустя 12 месяцев 
после манифестации заболевания  содержание в моче  
IL-1β в абсолютном и нормализованном значениях стало 
выше, в то время как уровень RAIL-1β (как в абсолют-
ном, так и нормализованном выражении) –   ниже, чем у 
пациентов с благоприятным исходом – острым течением 
заболевания (табл. 4).  Уровни IL-2 и IL-4 стали  пре-
вышать у больных с хроническим течением заболевания  
аналогичные показатели при остром ПИГН. У больных 
хроническим ПИГН стали ниже показателей пациентов 
с острым ПИГН абсолютное и нормализованное значе-
ния IL-10, в то время как нормализованное значение IL-
17А стало выше. 

Обсуждение. В результате проведения корреляцион-
ного анализа  у здоровых лиц выявлено существование 
прямых связей мочевых и сывороточных уровней RAIL-
1β  и IL-2. У остальных цитокинов отсутствовала корре-
ляция сывороточных и мочевых уровней.  Общее число 
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корреляционных связей между мочевыми уровнями ци-
токинов составило 14, что намного больше  количества 
таковых  между сывороточными уровнями, равного 8, 
что свидетельствует о более тесной связи мочевых уров-
ней  между собой, нежели сывороточных. Это, возмож-
но, обусловлено  тем, что экскретируемые с мочой ци-
токины  образуются локально в почках  и подчиняются 
общим закономерностям  продукции цитокинов, одним 
из принципов которой является   каскадность активации 
их продукции, когда одни цитокины индуцируют син-
тез других [5, 6]. Кроме того, существование множества 
корреляционных связей уровней экскретируемых с мо-
чой цитокинов может отражать зависимость мочевых 
уровней цитокинов от состояния  экскреторной функ-
ции почек. Однако корреляционный анализ не позво-
лил обнаружить связь мочевых уровней большинства 
цитокинов с содержанием креатинина в моче, лишь аб-
солютное значение содержания в моче RAIL-1β  было 
положительно связано с мочевым уровнем креатинина. 
Отсутствие связи других цитокинов с сывороточными и 
мочевыми уровнями креатинина можно объяснить от-
части их малыми абсолютными значениями, коротким 
временем существования и быстрой утилизацией в пе-
чени и почках. 

Превышение у практически здоровых лиц и у боль-
ных ПИГН мочевых уровней   цитокинов соответству-
ющих сывороточных уровней также позволяет думать, 
что источником экскретируемых с мочой цитокинов яв-
ляются почки. Это положение подтверждается данными 
других авторов о локальной продукции цитокинов в по-
раженном органе [7, 8].

Уровни  экскретируемых с мочой ряда цитокинов 
– IL-1β,  IL-4, IL-8, IL-10,  TNF-α у здоровых не пре-
вышали  2-3 пкг/мл, в то время как уровни экскреции 
IL-2, IFN-γ и IL-17А в целом на порядок выше уровней 
первого ряда цитокинов.  Максимальные значения имел   
уровень выделяемого с мочой противовоспалительного 
цитокина  RAIL-1β. Результаты исследования  Sugama 
K. и соавторов демонстрируют примерно такие соотно-
шения   содержания цитокинов в плазме крови и моче 
у спортсменов [9]. Таким образом, можно полагать, что 
концентрации экскретируемых с мочой цитокинов свя-
заны с уровнями их продукции в почках. 

Результаты проведенного исследования  показали, 
что абсолютные значения цитокинов в моче могут ис-
кажать истинную картину цитокинового профиля мочи 
при патологии почек.  Так, в группе больных ПИГН  в де-
бюте заболевания установлено снижение относительно 
уровней здоровых содержания IL-4, IL-17А  и IFN-γ, что 
совсем не укладывается в картину  активации цитокино-
вой сети, характерную для повреждения почек.  В то же 
время обнаруживалось повышение  нормализованных 
по креатинину уровней большинства  про- и противо-
воспалительных цитокинов, что согласуется с данными 
других авторов  о повышении уровней   провоспали-
тельных цитокинов в моче при гломерулярной патоло-
гии [4], а также – об одновременном повышении в моче 
содержания как про-, так и противовоспалительных ци-
токинов  при различных формах ГН [10]. Опубликовано 
достаточно много работ, свидетельствующих  о важной 
роли   провоспалительных цитокинов в повреждении 
почечных клубочков  [11-18].  Показано, что один из 
основных провоспалительных цитокинов –  IL-1β обра-
зуется гломерулярными макрофагами и мезангиальны-
ми клетками, активированными в результате взаимодей-

ствия паттерн-распознающих рецепторов (PRR) данных 
клеток с патоген-ассоциированными молекулярными 
образами инфекционных патогенов (PAMP)  или про-
дуктами повреждения собственных тканей (DAMP). В 
экспериментальных условиях продуцируемый  в почках 
IL-1β способствовал  гломерулярному некрозу, образо-
ванию полулуний в клубочках и повреждению почечных 
канальцев [19]. IL-8 (хемокин  CXCL-8) вызывал повы-
шение проницаемости базальной мембраны клубочков 
и протеинурию у крыс  за счет уменьшения синтеза 
протеогликанов гепарансульфата [20]. Образующийся 
в почках TNF-α  иницировал повреждение подоцитов 
гломерул, а также  активировал ренин-ангиотензиновую 
систему [21 ,22]. IL-17A считается одним из основных 
провоспалительных цитокинов при ГН, продуциру-
ется Т-лимфоцитами, является хемоаттрактантом для 
нейтрофилов, способствует накоплению макрофагов в 
клубочках и блокирует супрессирующее  действие Treg-
клеток на аутоиммунные процессы [23–25].  Данных о 
прямом повреждающем действии ИЛ-2 на почки не по-
лучено, однако опубликованы положительные результа-
ты  использования в лечении  больных ГН  высоких доз 
метилпреднизолона и циклоспорина, подавляющих, как 
известно, выработку ИЛ-2 [26, 27]. IFN-γ способствовал  
развитию оксидативного стресса, повреждению мезан-
гиальных клеток, накоплению внеклеточного матрикса 
и в конечном итоге развитию нефросклероза [18, 28, 29]. 
IL-4 у мышей индуцировал повреждение почек и проте-
инурию [30]. Двум другим цитокинам – IL-10 и RAIL-1β  
– свойственны выраженные противовоспалительные и 
нефропротективные свойства. В ранее проведенных экс-
периментах введение RAIL-1β лабораторным животным 
с разными формами ГН вызывало торможение развития 
воспалительного процесса в почках, снижало протеи-
нурию, восстанавливало функции почек [31, 32]. IL-10 
предотвращал образование и отложение иммунных ком-
плексов в почечных клубочках, а также препятствовал  
прогрессированию ГН [33–35].

Нормализованные значения цитокинов проявили как 
более чувствительные показатели, нежели абсолютные 
значения, и в ходе  анализа  различий в цитокиновом 
профиле у больных ПИГН в зависимости от характера 
клинического течения – острого или хронического. Так, 
уже в  дебюте ПИГН при хроническом течении заболе-
вания можно было отметить определенные особенности 
в цитокиновом профиле мочи – низкие уровни провос-
палительных цитокинов – IL-1β,  IL-8 и  IL-17А на фоне  
высокого  уровня RAIL-1β. О низких уровнях IL-1β и 
IL-17А свидетельствовали как абсолютные, так и нор-
мализованные значения содержания цитокинов в моче.  
Снижение уровня IL-8  и повышение уровня  RAIL-1β   
обнаруживались лишь благодаря использованию  нор-
мализованных значений, так как  абсолютные  значения 
данных цитокинов не реагировали в дебюте ПИГН на 
характер клинического течения заболевания.  

Спустя 12 месяцев наблюдения произошла инвер-
сия характера выявленных различий в уровнях  IL-1β, 
IL-17А и RAIL-1β: так, абсолютное и нормализованное 
значения исходно низкого уровня провоспалительного 
цитокина  IL-1β стали выше при хроническом ПИГН, 
также стало выше нормализованное значение IL-17А, 
а уровень противовоспалительного цитокина   RAIL-1β  
–  ниже, чем у пациентов с благоприятным исходом – 
острым течением заболевания. Сохранение у больных 
ПИГН высоких уровней цитокинов с провоспалитель-
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ными  и нефротоксическими свойствами (IL-1β, IL-2, 
IL-17А и IL-4) на фоне снижения уровней противовос-
палительных цитокинов – RAIL-1β и IL-10, по всей ви-
димости, способствует хроническому течению гломеру-
лярного повреждения. 

В литературе ранее были описаны изменения содер-
жания цитокинов в сыворотке крови у больных в дебюте 
и динамике ГН в зависимости от характера клиническо-
го течения заболевания [2, 36]. В частности, у детей с 
хроническим течением ГН было обнаружено снижение 
относительно показателя здоровых лиц  снижение уров-
ня RAIL-1β при неизмененном значении данного пока-
зателя у пациентов с острым ГН.  При этом у последних 
выявлялось повышение содержания в сыворотке крови 
уровня IL-4 при сохранении  его на уровне здоровых 

у пациентов с хроническим ГН. Формирование хрони-
зации ГН ассоциировалось с повышением содержания 
циркулирующих в крови провоспалительных цитоки-
нов   –  IL-1β,  TNF-α  и IL-8 при отсутствии динамики 
в содержании противовоспалительных цитокинов. В ли-
тературе  мы не  нашли данных  по исследованию раз-
личий в мочевых уровнях цитокинов  у больных ПИГН  
острого и хронического течения. 

Полученные нами данные позволяют предположить, 
что хроническое течение ПИГН связано с исходно сни-
женной функциональной активностью клеток врожден-
ного иммунитета – снижением способности продуци-
ровать «ранний» провоспалительный цитокин – IL-1β и 
сопряженных с ними других провоспалительных цито-
кинов – IL-8 и IL-17А   на фоне повышенной продук-

Т а б л и ц а  1
Содержание  цитокинов  в моче и сыворотке крови у здоровых лиц (n=20)

Цитокин Уровень в моче Уровень в сыворотке крови
Me (P10 – P90) Me (P10 – P90)

пг/мл пг/мкмоль креатинина мочи пкг/мл
IL-1β 0,02 (0,01 - 0,08)** 0,00 (0,00 - 0,01) 0,00 (0,008 - 7,00)
IL-2 10,61 (8,06 - 96,00)** 1,60 (0,65 - 6,52) 3,23 (0,58 - 17,87)
IL-4 2,39 (1,63 - 2,81)*** 0,21 (0,12 - 0,53) 0,00 (0,00 – 3,95)
IL-8 0,19 (0,00 - 33,54)** 0,02 (0,00 - 3,66) 0,00 (0,00 – 4,95)
IL-10 2,99 (2,39 - 3,50)*** 0,27 (0,15 - 0,57) 0,00 (0,00 – 0,50)
IL-17А 48,3 (33,6 - 71,6)*** 4,55 (2,50 - 11,57) 4,08 (2,95 – 12,80)
RAIL-1β 851,8 (304,1 - 1726)** 67,5 (48,4 - 154,9) 88,97 (0,56 - 128,05)
TNF-α 1,96 (1,88 - 2,30)*** 0,19 (0,11 - 0,42) 1,72 (1,62 - 1,92)
IFN-γ 13,87 (9,40 - 22,78)*** 1,41 (0,75 - 2,43) 6,16 (1,30 - 10,39)

П р и м е ч а н и е . Звездочками обозначена достоверность различия абсолютного значения уровня цитокина в  моче относительно уровня 
в сыворотке крови: ** – pm-w <0,01, *** – pm-w <0,001.

Т а б л и ц а  2
Содержание  цитокинов  в моче у больных ПИГН в дебюте заболевания и у здоровых лиц

Цитокины
Здоровые

n=20
Больные ПИГН

n=60 pm-u<
Me (P10 – P90) Me (P10 – P90)

IL-1β
пг/мл 0,02 (0,01 - 0,08) 3,31 (0,06 - 31,99) 0,001
норм. 0,00 (0,00 - 0,01) 0,60 (0,01 - 16,22) 0,001

IL-2
пг/мл 10,61 (8,06 - 96,00) 12,84 (11,40 - 173,70) 0,05
норм. 1,16 (0,65 - 6,52) 3,14 (1,25 -34,74) 0,01

IL-4
пкг/мл 2,39 (1,63 - 2,81) 1,45 (1,23 - 2,03) 0,001
норм. 0,21 (0,12 - 0,53) 0,22 (0,11 - 3,36) NS

IL-8
пг/мл 0,19 (0,00 - 33,54) 19,98 (0,73 - 148,50) 0,001
норм. 0,02 (0,00 - 3,66) 3,75 (1,25 - 25,06) 0,001

IL-10
пг/мл 2,99 (2,39 - 3,50) 3,71 (2,35 - 6,78) 0,01
норм. 0,27 (0,15 - 0,57) 0,69 (0,41 - 1,99) 0,001

IL-17А
пг/мл 48,35 (33,68 - 71,67) 36,65 (34,13 - 63,81) 0,05
норм. 4,55 (2,50 - 11,57) 7,33 (3,14 - 36,52) 0,001

RAIL-1β
пг/мл 851,8 (304,1 - 1726) 401,2 (176,7 - 1668) NS
норм. 67,5 (48,4 - 154,9) 76,6 (22,3 - 289,7) NS

TNF-α
пг/мл 1,96 (1,88 - 2,30) 2,06 (1,88 - 2,42) 0,05
норм. 0,19 (0,11 - 0,42) 0,40 (0,18 - 1,84) 0,001

IFN-γ
пг/мл 13,87 (9,40 - 22,78) 9,53 (2,82 - 20,95) 0,01
норм. 1,41 (0,75 - 2,43) 2,13 (0,64 - 8,25) NS

Креатинин мкмоль/мл 11,3 (4,6- 19,3) 5,0 (1,0 – 11,6) 0,001
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2–4  :  норм. – нормализованное по креатинину мочи значение уровня цитокина в пг/мкмоль креатинина 

мочи; NS – различие не достоверно (p>0,05).
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Т а б л и ц а  3
Содержание  цитокинов  в моче у больных острым ПИГН и хроническим ПИГН в дебюте заболевания

Цитокины
Острый ПИГН

n=30
Хронический ПИГН

n=30 pm-u<
Me (P10 – P90) Me (P10 – P90)

IL-1β
пг/мл 6,99 (0,06 - 31,99)*** 0,36 (0,04 - 27,85)*** 0,05
норм. 1,19 (0,01 – 20,22) *** 0,08 (0,001 – 3,76)*** 0,01

IL-2
пг/мл 12,8 (11,41 – 173,7)* 13,52 (10,41 – 4572) NS
норм. 2,19 (1,7 – 47,74)* 3,2 (2,1 – 55,83)** NS

IL-4
пкг/мл 1,40 (0,86 – 3,36)** 1,56 (1,28 – 1,82)*** NS
норм. 0,26 (0,15 – 0,62) 0,35 (0,26 – 0,74)** NS

IL-8
пг/мл 28,85 (6,75 – 148,5) *** 11,68 (0,33 – 105,50)** NS
норм. 6,75 (1,7 – 34,06) *** 2,55 (0,03 – 17,67)*** 0,01

IL-10
пг/мл 3,89 (1,99 – 6,24) 3,63 (2,46 – 7,58)** NS
норм. 0,73 (0,41 – 2,69) *** 0,81 (0,23- 2,69)*** NS

IL-17А
пг/мл 46,6 (36,47 – 62,89)** 32,63 (24,72 – 48,50) 0,05
норм. 8,85 (7,14 – 12,52)* 7,20 (5,91 – 9,51)* 0,05

RAIL-1β
пг/мл 401,2 (259,2-943,8)* 621,90 (125,0 – 6900,0) NS
норм. 76,59 (22,3 – 189,7) 143,93 (29,07 – 1500,0) 0,05

TNF-α
пг/мл 2,03 (1,84 – 2,38) 2,07 (1,92 – 2,42)** NS
норм. 0,38 (0,34 – 0,44)** 0,47 (0,33 – 0,53)** NS

IFN-γ
пг/мл 7,44 (2,82 – 12,93)*** 12,07 (4,89 – 44,52) NS
норм. 1,40 (0,64 – 2,82) 2,2 (0,64 – 5,3) NS

Креатинин мкмоль/мл 5,4 (1,0– 9,6) 4,5 (1,0 – 10,3) NS
П р и м е ч а н и е . * р<0,05, ** р<0,01, *** р<0,001 – различие относительно значения показателя здоровых лиц; pm-u – различие между 

показателями групп больных. 

Т а б л и ц а  4
Содержание  цитокинов  в моче у больных острым и хроническим ПИГН через 12 месяцев после манифестации  заболевания

Цитокины
Острый ПИГН

n=30
Хронический ПИГН

n=30 pm-u<
Me (P10 – P90) Me (P10 – P90)

IL-1β
пг/мл 0,06 (0,03 - 0,11)*** 23,32 (0,24 - 48,49)*** 0,001
норм. 0,005 (0,001 - 0,01) 2,41 (0,02 - 4,61)*** 0,001

IL-2
пг/мл 20,55 (10,61 - 31,66) 57,3 (11,2 - 204,2)** 0,05
норм. 1,99 (1,25 - 3,31) 6,33 (2,13 - 23,81)** 0,001

IL-4
пкг/мл 1,47 (1,16 - 3,39) 2,04 (1,43 - 4,43) 0,01
норм. 0,13 (0,11 - 0,34) 0,21 (0,13 - 0,41) 0,01

IL-8
пг/мл 39,04 (1,04 - 55,72)*** 25,25 (4,88 - 53,19)*** NS
норм. 3,51 (0,16 - 6,20)** 2,65 (0,57 - 5,63)** NS

IL-10
пг/мл 14,57 (3,58 - 101,0)*** 2,92 (2,26 - 4,39) 0,05
норм. 1,30 (0,43 - 8,55)*** 0,31 (0,21 - 0,37) 0,001

IL-17А
пг/мл 54,98 (34,51 - 75,68) 89,19 (50,8 - 124,2) NS
норм. 5,18 (3,51 - 8,92) 9,34 (5,5 - 16,60)* 0,01

RAIL-1β
пг/мл 1219 (804 - 2143)** 343 (221 – 1101)* 0,001
норм. 104 (74 – 204) 35,8 (21,12 - 120,5)* 0,05

TNF-α
пг/мл 2,25 (1,07 - 2,35) 2,17 (1,89 - 2,54)* NS
норм. 0,22 (0,20 - 0,24) 0,23 (0,19 - 0,27) NS

IFN-γ
пг/мл 14,06 (8,00 - 17,79) 10,26 (8,53 - 13,76)* NS
норм. 1,32 (0,74 - 1,75) 1,71 (0,79 - 1,88) NS

Креатинин мкмоль/мл 10,2 (6,3-23,5) 9,5 (5,1- 12,8) 0,05
П р и м е ч а н и е . * р<0,05, ** р<0,01, *** р<0,001 – различие относительно значения показателя здоровых лиц; pm-u – различие между 

показателями групп больных. 

ции RAIL-1β. В результате иммунный ответ оказывает-
ся неэффективным, патоген не удаляется, и сохраняется 
практически на первоначальном уровне активность кле-
ток врожденного иммунитета, продолжающих синте-
зировать провоспалительные цитокины IL-1β, IL-17А,   

в то время как у пациентов с благоприятным исходом 
снижаются до уровней здоровых лиц абсолютное и нор-
мализованное значения IL-17A, а также нормализован-
ное значение IL-1β. Большинство исходно повышенных 
нормализованных уровней других цитокинов (IL-2, 
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TNF-α) у пациентов с острым ПИГН снижалось спустя 
12 месяцев после дебюта заболевания  и сравнивалось  
со значениями группы здоровых.

Заключение. 	Итак, использование нормализованных 
по креатинину значений содержания цитокинов в моче 
расширяет возможности использования оценки  цито-
кинового профиля мочи для установления изменений  в 
содержании цитокинов в моче при патологии почек, а 
также для прогнозирования характера клинического те-
чения ПИГН.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Введение. Staphylococcus aureus относится к наиболее 
распространённым и актуальным бактериальным патогенам 
человека и вызывает широкий спектр инфекционных забо-
леваний: от поверхностных инфекций кожи до такой пато-
логии, как пневмония, бактериемия, остеомиелит, эндокар-
дит, токсический шок и др. [1]. Разнообразие клинических 
синдромов инфекций S. aureus тесно коррелирует с большим 
числом различных экзопродуктов с выраженными токсиче-

скими свойствами. Среди них выделяют группу гемолитиче-
ских токсинов: альфа-, бета-, гамма- и дельта-токсины, про-
являющих цитолитическое действие в отношении различных 
типов клеток организма хозяина [2]. Гемолизины стафило-
кокков различаются биохимическими и антигенными свой-
ствами, литической активностью по отношению к эритроци-
там различных видов животных.

Наибольшее значение имеет порообразующий альфа-
токсин, который известен как один из основных факторов 
вирулентности S. aureus. Альфа-токсин ассоциируется с тя-
жёлыми стафилококковыми инфекциями: пневмонией, сеп-
сисом, септическим артритом, абсцессом головного мозга и 
др. Альфа-токсин вызывает лизис эритроцитов и моноцитов, 
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индуцирует продукцию целой группы цитокинов и хемоки-
нов, демонстрирует высокую гемолитическую активность 
против бараньих и кроличьих эритроцитов. Токсин с моле-
кулярной массой в 33 кДа кодируется геном hla, локализо-
ванным в хромосоме S. aureus [3]. Несмотря на то что ген hla 
представлен в геномах практически всех штаммов S. aureus, 
более 10% штаммов не продуцируют альфа-токсин [4]. Бета-
токсин, сфингомиелиназа С, с молекулярной массой 35 кДа, 
известен как гемолитический фермент, обладающий ток-
сичностью для пролиферирующих лимфоцитов человека и 
цитотоксической активностью против основных клеточных 
компонентов кожи человека, в том числе, против кератиноци-
тов [5]. Бета-токсин вызывает нарушение проницаемости со-
судистой стенки и демонстрирует высокую гемолитическую 
активность против бараньих, но не кроличьих эритроцитов. 
Гемолитическая активность бета-токсина усиливается при 
температуре инкубации ниже 10° C. Продукция бета-токсина 
ассоциируется с инфекциями лёгких и роговицы глаза чело-
века. Показана способность бета-токсина ингибировать дви-
гательную активность ресничек мерцательного эпителия по-
лости носа [6]. Бета-токсин кодируется хромосомным геном 
hlb [7]. Гамма-токсин, двухкомпонентный цитолизин, имеет 
молекулярную массу от 32 до 34 кДа, кодируется генами hlgA, 
hlgC, hlgB, продуцируется более чем 99% штаммов S. aureus. 
Гамма-токсин разрушает нейтрофилы, макрофаги, эритроци-
ты [8]. Дельта-токсин с молекулярной массой 2,9 кДа, коди-
руется геном hld, способен вызывать повреждение мембраны 
различных типов клеток человека и животных. Этот белок 
продуцируется более чем 97% штаммов S.  aureus [9]. Роль 
гамма- и дельта-токсинов в патогенезе стафилококковых ин-
фекций остается неясной. Связь aльфа- и бета-токсинов с 
вирулентными свойствами S. aureus можно считать установ-
ленной, в отличии от гамма- и дельта-токсинов.

В противоположность большинству токсинов S.  aureus, 
продукция гемолитических токсинов определяется с помо-
щью простого фенотипического теста. Тест гемолитической 
активности S.  aureus проводят на 5% кровяном агаре, где 
выявляют колонии, окружённые зоной гемолиза. При прове-
дении фенотипического теста на кровяном агаре выявляют 
активность двух гемолизинов: альфа- и бета-токсинов [8]. 
Действие альфа-гемолизина характеризуется узкой зоной 
полного лизиса, т. н. бета-гемолиз, причём ширина зоны ли-
зиса варьирует в зависимости от штамма и зависит от регу-
ляторных систем S. aureus, контролирующих продукцию ток-
сина. Для бета-гемолизина показана широкая зона неполного 
лизиса, т. н. альфа-гемолиз. Определение гемолитической 
активности S. aureus включено в классические методы харак-
теристики изолятов S. aureus. Согласно ГОСТу, наличие ге-
молитической активности подтверждает энтеротоксигенные 
свойства S.  aureus1. В публикациях отечественных авторов 
тест на гемолитическую активность используется для диф-
ференциации штаммов S. aureus по признаку вирулентности 
[10].

Коллекция штаммов S. aureus ГНЦ ПМБ состоит из вне- 
и внутригоспитальных штаммов S. aureus, изолированных в 
РФ, включает референс-штаммы S. aureus из Американской 
коллекции типовых культур. Штаммы коллекции охарактери-
зованы различными методами, включая клиническую инфор-
мацию, данные полногеномного исследования, исследования 
на лабораторных животных. В рамках описания свойств 
штаммов S.  aureus проводятся фенотипические тесты, от-
ражающие различную биохимическую активность S. aureus. 

Результаты фенотипических тестов в дальнейшем анализи-
руются с учётом клинических данных и генетической харак-
теристики штаммов. Все штаммы S. aureus, использованные 
в исследовании, изолированы при инвазивных инфекциях, 
инфекциях кожи, пищевых токсикоинфекциях.

Целью исследования являлся сравнительный анализ па-
раметров формирования зоны гемолиза на кровяном агаре и 
генетической структуры штаммов S.  aureus, выделенных в 
последние годы при вспышках стафилококковых инфекций 
в РФ. Изучение гемолитических свойств таких штаммов с 
помощью фенотипических, генетических, биоинформацион-
ных методов направлено на получение новой информации о 
вирулентных штаммах S. aureus, циркулирующих в РФ.

Материал и методы. В работе использовали семь штам-
мов S.  aureus, изолированных при расследовании стафило-
кокковых вспышек в РФ, три референсных штамма S. aureus 
из Американской коллекции типовых культур (American Type 
Culture Collection, ATCC) (табл. 1). Полногеномные после-
довательности всех штаммов S. aureus представлены в базе 
данных GenBank [https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/].

Определение гемолитической активности проводили на 
четырёх питательных средах производства ФБУН ГНЦ ПМБ, 
п. Оболенск: мясо-пептонный агар (МПА), триптон-соевый 
агар (ТСА), питательный агар для культивирования микроор-
ганизмов (ГРМ-агар), питательная среда для количественно-
го определения микробной загрязнённости (cреда № 1 ГРМ), 
все с добавлением 5% бараньей крови. При фенотипическом 
анализе на гемолитическую активность результаты учитыва-
ли дважды: через 48 ч инкубации при 37° C и после дополни-
тельной инкубации в течение 24 ч при 10° C. Оценку гемоли-
тической активности проводили по диаметру зоны гемолиза 
и степени просветления в зоне гемолиза. Штамм S.  aureus 
ATCC 10832 (Wood 46) [11] использован для контроля кро-
вяного агара в тесте на гемолитическую активность. По па-
спорту штамм формирует белые эмалевидные колонии диа-
метром 3 мм с обширной зоной полного просветления среды 
вокруг каждой колонии. Данный тип гемолиза определяется 
как результат продукции альфа-токсина.

ПЦР анализ на наличие генов hla и hlb в геномах исследуе-
мых штаммов проведён с использованием олигонуклеотидных 
праймеров: hla-F, 5’-GAAGTCTGGTGAAAACCCTGA-3’; 
hla-R, 5’-TGAATCCTGTCGCTAATGCC-3’, и hlb-F, 
5’-CAATAGTGCCAAAGCCGAAT-3’; hlb-R, 5’-
TCCAGCACCACAACGAGAAT-3’ [12]. Для проведения муль-
тилокусного сиквенс-типирования по генам домашнего хо-
зяйства геномных последовательностей использован онлайн 
инструмент на сервере Центра геномных исследований [cge.
cbs.dtu.dk/services/MLST/]. Определение локализации генов 
hla и hlb в полногеномных последовательностях исследуе-
мых штаммов проведено с использованием программы NCBI 
BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Для сравнения 
и анализа транслированных последовательностей генов hla 
и hlb использована программа MEGA-X (www.megasoftware.
net/). В качестве референсных последовательностей для ана-
лиза использованы следующие последовательности S. aureus: 
для гена hla – геном штамма Mu50 (GenBank BA000017), для 
гена hlb – геном штамма O46 (GenBank CP025395); для опе-
рона hlg (гены hlgA, hlgB, hlgC) и гена hld – геном штамма 
MRSA252 (GenBank BX571856).

Результаты. При проведении фенотипического теста на 
гемолитическую активность для десяти штаммов S.  aureus 
(см. табл. 1) определено четыре варианта гемолиза: A – зо-
на гемолиза не определяется; В - узкая зона гемолиза с пол-
ным лизисом (бета-гемолиз); С – широкая зона гемолиза с 
полным лизисом (бета-гемолиз); D – двойная широкая зона 
гемолиза, которая состоит из зоны полного гемолиза, ана-
логичного варианту В и дополнительная широкая зона с не-
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полным гемолизом (двойная зона альфа- и бета-гемолиза) 
(табл. 2, рис. 1, см. обложку). Указанные варианты гемолиза 
воспроизводились на всех четырёх использованных в работе 
средах. Визуально гемолиз наиболее выражен на среде МПА 
(рис. 2, см.обложку). После дополнительной инкубации в 
течение 24 ч при 10° C на среде МПА у штаммов S. aureus 
с вариантом гемолиза А появились участки со слабым про-
явлением неполного гемолиза зеленоватого цвета (см. рис. 
1, А.). Зона полного гемолиза (варианты гемолиза B и С) 
формируется вследствие продукции альфа токсина [18]. Кон-
трольный штамм S. aureus ATCC 10832 (Wood 46), продуцент 
альфа токсина, в нашем эксперименте формирует зону гемо-
лиза идентичную варианту С (рис. 3, см.обложку). Широкая 
зона неполного лизиса (вариант D) характерна для штаммов 
S. aureus, продуцирующих бета-токсин. Инкубация посевов 
при 10° C не изменила характера дополнительной широкой 
зоны неполного лизиса в варианте D.

Методом ПЦР определено наличие генов гемолизинов hla 
и hlb в геноме штаммов S. aureus. Для всех штаммов S. aureus 

в ПЦР со специфическими олигонуклеотидными праймерами 
на ген hla выявлены ампликоны с ожидаемым размером 704 
п.о., что свидетельствует о представленности последователь-
ности гена hla в геномах исследуемых штаммов S.  aureus. 
ПЦР-тест на наличие гена hlb отрицательный для 8 из 10 
штаммов S.  aureus (см. табл. 2). Для сравнения последова-
тельностей генов гемолизинов, гены альфа-, бета-, гамма- и 
дельта-токсинов, идентифицированы с помощью программы 
NCBI BLAST в полногеномных последовательностях штам-
мов S. aureus. Последовательности гена hla сравнивали с по-
следовательностью гена hla из штамма Mu50 (960 п.о., 319 
а.о.). Всего выявлено пять вариантов аминокислотной после-
довательности гена hla для десяти исследованных штаммов 
S. aureus (табл. 3). Для семи штаммов S. aureus, которые от-
носятся к клональным комплексам 1, 5, 15, 239, 121, последо-
вательность гена hla при сравнении с последовательностью 
гена hla из штамма Mu50 имеет более 99% идентичности. 
Последовательность гена hla трёх штаммов S. aureus, отно-
сящихся к СС30, показала 95% идентичности по отношению 
к гену hla из штамма Mu50, что составляет 50 единичных 
нуклеотидных замен. Большая часть замен относится к си-
нонимичным. Число несинонимичных замен равно четырём, 
одна из этих замен ведёт к нонсенс-мутации в позиции 113 
транслированной последовательности гена hla (см. табл. 3). 
В регионах геномов восьми штаммов S. aureus, показавших 
отрицательные результаты в ПЦР на наличие гена hlb, вы-
явлена инсерция профага phiSa3-типа в ген hlb (см. табл. 2). 
Два штамма S. aureus СС1 B-7905 и S. aureus СС15 B-7774 
несут интактную последовательность гена hlb, идентичную 
последовательности гена hlb из генома штамма O46. После-
довательности генов гамма- и дельта-токсинов проанализи-
рованы для геномов штаммов S. aureus с гемолизом типа А: 
Mu50, MRSA252, B-7438, B-7778. Последовательность гена 
дельта-токсина (138 п.о., 45 а.о.) обладает высокой консер-
вативностью. Для всех четырёх штаммов с гемолизом типа 
А гены дельта-токсина идентичны. Размер оперона гамма-
токсина в геноме штамма S.  aureus MRSA252 составляет 
3405 п.о.., включает гены hlgA, hlgB, hlgC. Геномы штаммов 
S.  aureus СС30 B-7438 и B-7778 содержат идентичные по-
следовательности оперона hlg, которые отличаются от после-
довательности S. aureus СС30 MRSA252 на один нуклеотид 
(несинонимичная замена). Идентичность нуклеотидной по-
следовательности оперона hlg штаммов S. aureus СС5 Mu50 
и S. aureus СС30 MRSA252 составляет 95%, при этом выяв-
лено большое число несинонимичных замен.

Обсуждение. Простая и быстрая оценка вирулентности 
S. aureus при анализе эпидемического потенциала изолятов, 
выделенных во время расследования вспышек стафилокок-

Т а б л и ц а  1
Штаммы S. aureus, использованные в работе

Название штамма Инфекция, место и год выделения Генотип Ссылки
1 ATCC BAA-1707 MW2 внегоспитальная инфекция, США, 1998 CC1, MRSA [13]
2 ATCC BAA-1720 MRSA252 внутригоспитальная инфекция, Великобритания, 1997 CC30, MRSA [14]
3 ATCC 700699 Mu50 внутригоспитальная инфекция, Япония, 1997 CC5, MRSA [13]
4 ГКПМ-Оболенск B-6838 внутригоспитальная инфекция, РФ, 2007 CC239, MRSA данная публикация
5 ГКПМ-Оболенск B-7438 острая кишечная инфекция, РФ, 2013 CC30, MSSA [15, 16]
6 ГКПМ-Оболенск B-7778 острая кишечная инфекция, РФ, 2014 CC30, MSSA [15, 16]
7 ГКПМ-Оболенск B-7774 эксфолиативный дерматит новорожденных, РФ, 2013 CC15, MSSA [17]
8 ГКПМ-Оболенск B-7803 эксфолиативный дерматит новорожденных, РФ, 2015 CC121, MSSA данная публикация
9 ГКПМ-Оболенск B-7904 острая кишечная инфекция, РФ, 2015 CC1, MSSA [17]
10 ГКПМ-Оболенск B-7905 острая кишечная инфекция, РФ, 2015 CC1, MSSA [17]

П р и м е ч а н и е . СС – клональный комплекс (clonal complex); MRSA – метициллинрезистентные штаммы S. aureus; MSSA - метицил-
линчувствительные штаммы S. aureus.

Т а б л и ц а  2
Гемолитическая активность и анализ генов hla и hlb штаммов 

S. aureus

Штамм 
S. aureus

Ва-
риант 
гемо-
лиза

Определение генов 
hla и hlb методом 

ПЦР

Анализ нуклеотидной 
последовательности генов 

hla и hlb
hla hlb hla hlb

Mu50 (A) hla (+) hlb (-) hla* phiSa3
MRSA252 (A) hla (+) hlb (-) hla (TAG) phiSa3
MW2 (B) hla (+) hlb (-) hla* phiSa3
B-6838 (B) hla (+) hlb (-) hla* phiSa3
B-7438 (A) hla (+) hlb (-) hla (TAG) phiSa3
B-7778 (A) hla (+) hlb (-) hla (TAG) phiSa3
B-7774 (С) hla (+) hlb (+) hla* hlb*
B-7803 (С) hla (+) hlb (-) hla* phiSa3
B-7904 (B) hla (+) hlb (-) hla* phiSa3
B-7905 (D) hla (+) hlb (+) hla* hlb*

П р и м е ч а н и е . (A) - гемолиз отсутствует; (B) - тонкий ареал 
гемолиза с полным лизисом; (С) - широкий ареал гемолиза с пол-
ным лизисом; (D) - двойной широкий ареал гемолиза; hla (+)/(-) – ген 
альфа-гемолизина определяется/не определяется в ПЦР; hlb (+)/(-) – 
ген бета-гемолизина определяется/не определяется в ПЦР; hla* - ин-
тактная последовательность гена hla; hla (TAG) - последовательность 
гена hla со стоп-кодоном; hlb* - интактная последовательность гена 
hlb; phiSa3 – инсерция профага phiSa3-типа в последовательность ге-
на hlb.
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ковой инфекции, является высоко востребованной. Исполь-
зование фенотипического теста для оценки выглядит привле-
кательно, тем более, что существует достаточное количество 
данных, свидетельствующих о гемолизинах А и В, как факто-
рах вирулентности S. aureus. Роль альфа-токсина в развитии 
лёгочной стафилококковой инфекции показана на мышиной 
модели гнойно-некротической пневмонии [19]. Фенотипиче-
ский тест с определением активности альфа-токсина S. aureus 
по гемолизу на кровяном агаре предлагается использовать 
для прогноза развития такого заболевания, как вентилятор-
ассоциированная пневмония [18]. Выявлена сложная систе-
ма регуляции продукции альфа- и бета-токсинов, в которую 
вовлечены не менее 70 генов, влияющих на повышение или 
понижение экспрессии генов гемолизинов, вплоть до отсут-
ствия таковой [2].

Различные клональные линии S. aureus могут иметь силь-
но отличающиеся уровни продукции токсинов, что, влияет 
на выраженность вирулентных свойств штаммов S.  aureus. 
Использование в тестах неродственных клональных ли-
ний S. aureus следует признать необходимым условием для 
сравнительного исследования гемолитической активности 
и геномной структуры. В исследование включены клиниче-
ские штаммы шести эпидемически значимых клональных 
комплексов S.  aureus, ответственных за развитие широкого 
спектра инфекций. Вирулентность использованных в рабо-
те штаммов S. aureus подтверждается тем, что они являются 
возбудителями стафилококковых инфекций. Три известных 
референсных штамма MRSA из коллекции ATCC изолирова-
ны в Японии, Великобритании, США при тяжёлых инфек-
циях S. aureus, причём MRSA252 и MW2 выделены при сеп-
тицемии, закончившейся смертью пациентов. Эти штаммы 
принадлежат к CC1, CC5, CC30. Семь штаммов S. aureus из 
Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 
клеточных культур (ГКПМ-Оболенск) ГНЦ ПМБ изолиро-
ваны при вспышках стафилококковых инфекций в РФ (см. 
табл. 1). В их число входят штаммы S. aureus СС1 и СС30, 
выделенные во время острых кишечных инфекций, штаммы 
MSSA СС15 и СС121, изолированные при вспышках эксфо-
лиативного дерматита новорожденных, штамм MRSA CC239, 
выделенный при госпитальной инфекции.

На первом этапе исследования проведено определение 
гемолитической активности на кровяном агаре с подтвержде-
нием результатов гемолиза в ПЦР-тесте. В гемолитическом 
тесте у четырех штаммов S. aureus CC5 и CC30 отсутство-
вал гемолиз. Пять штаммов S. aureus, принадлежащих к CC1, 
CC15, CC121, CC239, продемонстрировали бета-гемолиз (зо-

на гемолиза с полным лизисом). Один штамм S. au-
reus CC1 показал двойную зону гемолиза – альфа- и 
бета-гемолиз (зона бета-гемолиза дополнена широкой 
зоной неполного лизиса). Результаты ПЦР-теста не 
совпали с данными гемолитического теста. Для всех 
десяти штаммов S.  aureus ПЦР-тест на ген hla ока-
зался позитивным, а наличие гена hlb методом ПЦР 
выявлено только для двух штаммов S.  aureus CC1 
B-7905 и S. aureus CC15 B-7774 (см. табл. 2).

Сравнение последовательностей генов гемолизи-
нов штаммов S.  aureus позволило существенно про-
яснить наблюдаемую картину. Наибольший интерес 
для дальнейшего исследования представляли штаммы 
S. aureus, гемолиз у которых отсутствовал. Это штам-
мы S. aureus СС5 Mu50 и СС30 MRSA252, выделенные 
при тяжёлых внутрибольничных инфекциях, штаммы 
S. aureus СС30 B-7438 и СС30 B-7778, выделенные при 
массовых вспышках пищевой токсикоинфекции. Для 
штаммов S. aureus MRSA252, B-7438 и B-7778, уста-
новлено, что отсутствие гемолиза и отсутствие про-
дукции альфа-токсина, связано с нонсенс-мутацией в 

гене hla. Такая мутация не может быть компенсирована каким-
либо механизмом регуляции, что свидетельствует о том, что 
реализация вирулентных свойств этих штаммов не нуждается 
в альфа-токсине. Ген hla штамма S. aureus СС5 Mu50 не содер-
жит в структурной части гена мутаций, препятствующих про-
дукции токсина. Можно предположить, что отсутствие про-
дукции альфа-токсина штаммом S. aureus СС5 Mu50 связано 
с негативной регуляцией. Отсутствие продукции бета-токсина 
в гемолитическом тесте для этих четырёх штаммов S. aureus 
объясняется инактивацией гена hlb при инсерции бактериофа-
гом phiSa3-типа.

Штаммы S. aureus с подтверждённой продукцией альфа-
токсина и отсутствием продукции бета-токсина, раздели-
лись на две группы по ширине зоны бета-гемолиза. Штаммы 
S. aureus с узкой зоной полного лизиса принадлежат к CC1 
и CC239, изолированы при внутрибольничных инфекциях 
и пищевых токсикоинфекциях. Более широкая зона полно-
го лизиса выявлена у штаммов S. aureus CC15 и СС121, вы-
деленных при эксфолиативном дерматите новорожденных. 
В данном случае правомерно предположить, что различие 
в ширине зоны бета-гемолиза связано с клональным типом, 
что объясняется различиями в системе регуляции продукции 
альфа-токсина. В отношение продукции бета-токсина, по-
лученные результаты коррелируют с данными литературы. 
У большинства клинических изолятов S.  aureus ген hlb со-
держит вставку профага phiSa3 типа, что ведёт к негативной 
фаговой конверсии бета-токсина [20]. Инсерция в ген hlb де-
лает невозможным продукцию бета-токсина. На этой основе 
сделано предположение, что штаммы S.  aureus определён-
ных клональных линий не нуждаются в бета-токсине при 
развитии инвазивных инфекций человека. У девяти иссле-
дованных штаммов S. aureus активность бета-токсина в ге-
молитическом тесте отсутствовала. Из них восемь штаммов 
S. aureus содержат вставку профага phiSa3-типа, один штамм 
S. aureus СС15 B-7774 имеет интактный ген hlb, что, соот-
ветственно, позволяет допустить возможность негативной 
регуляции продукции токсина. Два штамма S.  aureus CC1 
B-7904 и B-7905, выделенные при вспышке пищевой ток-
сикоинфекции, имеют идентичные геномы, за исключением 
гена hlb. Штамм S. aureus CC1 B-7904 имеет инсерцию гена 
hlb профагом phiSa3-типа, что является его единственным 
отличием от штамма S. aureus CC1 B-7905 на уровне гено-
ма. Единственный из исследованных штамм S. aureus B-7905 
продуцирует альфа- и бета-токсины, что выражается в двой-
ной зоне гемолиза – узкая зона полного лизиса и широкая зо-
на неполного лизиса (см. рис. 1, D). Штамм S. aureus B-7904 с 

Т а б л и ц а  3
Сравнение транслированной последовательности гена hla штаммов 

S. aureus

Штамм / Кло-
нальный тип

Вариабельные аминокислоты с номером позиции Тип ге-
молизаR4 I40 L78 Q113 T155 E234 S265 T301

Mu50/CC5 . . . . . . . . A

B-7774/CC15 . . . . . . . . C
B-7904/CC1 . F . . . D . . B
B-7905/CC1 . F . . . D . . D
MW2/CC1 . . . . . D . . B
B-6838/CC239 H . . . . D . I B
B-7803/CC121 . . . . . D . . C
B-7438/CC30 . . I * S . T . A
B-7778/CC30 . . I * S . T . A
MRSA252/
CC30 . . I * S . T . A



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2019; 64(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-5-294-298

МИКРОБИОЛОГИЯ

298

негативной фаговой конверсией не продуцирует бета-токсин 
и демонстрирует узкую зону полного лизиса (см. рис 1, B). В 
данном случае, постановка гемолитического теста визуали-
зирует акт генетической перестройки генома.

По данным гемолитического теста из 10 клинических 
штаммов S. aureus, девять не продуцируют бета-токсин и, че-
тыре из них, не продуцируют и альфа-токсин. Штаммы S. au-
reus с инсерцией гена hlb имеют более сложную регуляцию 
продукции бета-токсина в процессе развития инфекции, чем 
следует из гемолизного теста. Для референсного вирулент-
ного штамма S.  aureus MW2 продемонстрирована высокая 
частота точной эксцизии бактериофага phiSa3 из хромосомы 
в условиях in vivo, но не in vitro [5]. При эксцизии фага phiSa3 
продукция бета-токсина восстанавливалась, что позволило 
штамму S. aureus MW2 в эксперименте успешно колонизиро-
вать кожу экспериментальных животных. Часть популяции 
S. aureus с инсерцией гена hlb при инфекции может продуци-
ровать токсин. Насколько данный механизм является распро-
странённым среди штаммов S. aureus с интеграцией профага 
в гене hlb неизвестно.

У штаммов S. aureus MRSA252, B-7438 и B-7778, пока-
завших отрицательный результат в тесте на гемолиз, после 
дополнительной инкубации при 10° C появились участки со 
слабым проявлением неполного гемолиза зеленоватого цве-
та (см. рис. 1, А). Возможно, в данном случае наблюдается 
случай спонтанной продукции бета-гемолизина частью по-
пуляции, либо частичный гемолиз связан с продукцией гам-
ма- или дельта-токсинов.

Заключение. Сопоставление информации о вирулентности 
штаммов S. aureus и результатов фенотипического определения 
гемолитической активности не подтверждают возможности 
оценки вирулентности изолятов S. aureus по продукции альфа- 
и бета-гемолизинов in vitro. У части вирулентных штаммов 
S. aureus, использованных в исследовании, отсутствует гемо-
лиз в тесте на гемолитическую активность. Фенотипическое 
определение гемолиза на поверхности питательной среды 
может не соответствовать реальной продукции токсина при 
развитии инфекционного процесса. Исследования продукции 
гемолизинов in vitro недостаточно информативны для опреде-
ления клинической роли штаммов S. aureus.

Финансирование. Исследование выполнено в рамках 
научно-исследовательской работы Роспотребнадзора.
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МОДЕЛИ ПОКОЯЩЕГОСЯ СОСТОЯНИЯ MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS IN VITRO  
И ЛАТЕНТНОЙ ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ IN VIVO

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

Моделирование латентной туберкулезной инфекции (ЛТБИ) осуществляется в целях выяснения аспектов туберкулез-
ного патогенеза, а также тестирования новых лекарственных противотуберкулезных препаратов. В настоящем об-
зоре дана характеристика in vitro-моделей (n=16) покоящегося состояния Mycobacterium tuberculosis и in vivo-моделей 
(n=14) получения латентной туберкулезной инфекции на разных видах животных, опубликованных в отечественной и 
зарубежной научной литературе к настоящему времени. Представлено краткое описание модели и полученные авто-
рами основные результаты. Анализ литературных данных отображает спектр методических приемов, позволяющих 
исследователям изучать механизм перехода клеток M. tuberculosis в покоящееся состояние и выхода из него, а также 
процессы перехода активной туберкулезной инфекции в латентную форму и ее реактивации. 
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Введение. Туберкулезная инфекция входит в первую де-
сятку смертельных инфекций в мире. В 2016 г. заболело 10,4 
млн людей, в том числе 6,2 млн мужчин, 3,2 млн женщин и 
1 млн детей. При этом умерло 1,7 млн человек, в том числе 
0,4 млн ВИЧ-инфицированных. Около 95 % смертей от ту-
беркулеза зафиксировано в слабо- и среднеразвитых странах. 
По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), 
около ¼ человеческой популяции являются носителями ла-
тентной туберкулезной инфекции (ЛТБИ) без проявления 

симптомов заболевания. Опасность ЛТБИ заключается в 
том, что высока вероятность активации инфекционного про-
цесса – в течение жизни человека она составляет 5-15 %, а у 
некоторых групп населения с подавленной иммунной систе-
мой (ВИЧ-инфицированных, больных диабетом, курильщи-
ков табака) – гораздо выше [1].

Наличие ЛТБИ у человека в отсутствие клинических 
признаков активного заболевания может быть определено с 
помощью реакции иммунологической сенсибилизации ми-
кобактериальными белками (кожная туберкулиновая проба), 
однако этот метод дает ложноположительные результаты у 
людей, вакцинированных «Бациллой Кальметта-Герена» 
(BCG). В последнее десятилетие разработан новый, более 
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специфичный метод определения ЛТБИ, основанный на 
высвобождении гамма-интерферона Т-лимфоцитами при 
контакте со специфическими антигенами M.  tuberculosis 
(Interferon-γ release assay, IGRA) [2, 3].

При попадании в легкие человека клетки M. tubercul- 
osis фагоцитируются альвеолярными макрофагами, что при-
водит к мощным клеточно-опосредованным иммунным реак-
циям и образованию гранулем, которые состоят, в основном, 
из Т-клеток и макрофагов, инфицированных туберкулезным 
микробом [4, 5]. Гранулемы подвергаются казеозному не-
крозу, что приводит к гибели большинства туберкулезных 
бацилл; при этом происходит разрушение участков тканей 
макроорганизма, окружающих гранулемы. Внутри образую-
щихся каверн может присутствовать небольшое количество 
выживших туберкулезных бацилл, которые находятся в не-
реплицирующейся форме с пониженной метаболической ак-
тивностью [6, 7]. 

Клинические исследования латентной туберкулезной ин-
фекции у человека и испытания новых диагностических, про-
филактических и лекарственных противотуберкулезных средств 
на человеке – высоко затратные и сложно выполнимые меро-
приятия. Экспериментальные исследования биологическими 
методами на животных моделях позволяют получить данные, 
восполняющие невозможность проведения клинических испы-
таний. Несмотря на то, что животные модели не позволяют пол-
ностью воспроизводить особенности развития туберкулезной 
инфекции у человека, они позволяют получить много полезных 
сведений о патогенезе инфекции и механизмах действия испы-
тываемых противотуберкулезных препаратов. Использование 
биологических моделей in vivo и in vitro позволяет исследова-
телям получить ответы на конкретные вопросы, связанные с 
переходом туберкулезного микроба в покоящееся состояние и 
активации туберкулезного процесса у пациентов.

Способность переходить в покоящееся состояние являет-
ся важной особенностью клеток возбудителя туберкулеза My-
cobacterium tuberculosis. В научной литературе используется 
несколько разных взаимозаменяемых терминов для обозна-
чения данного явления: «состояние покоя», «дормантность», 
«латентность» и «персистенция». Основными признаками 
перехода туберкулезного микроба в состояние покоя явля-
ется сниженная метаболическая активность, устойчивость к 
антимикробным препаратам и отсутствие роста при культи-
вировании на стандартных плотных питательных средах [8].

Существует большая путаница в отношении терминов по-
коящегося состояния микобактерий (дормантности), перси-
стенции и латентной инфекции. Например, бациллы в модели 
Wayne and Hayes называли «покоящимися бактериями», но при 
этом при высеве на твердые питательные среды авторами были 
отмечены высокие значения колониеобразующих единиц (КОЕ) 
[9-11]. Для устранения дальнейшей терминологической путани-
цы было предложено использовать термины в следующих зна-
чениях: «покоящиеся бактерии» - бактерии, некультивируемые 
на твердых питательных средах, устойчивые к антимикроб-
ным препаратам, морфологически измененные и имеющие 
замедленный метаболизм [12]; «персистентность» - явление, 
отражающее способность бактерий выживать в организме хо-
зяина в ходе продолжительной антибиотикотерапии - в отличие 
от покоящихся клеток, «клетки-персистеры» способны расти 
на твердых питательных средах; «латентная инфекция» - сба-
лансированное состояние взаимодействия бактерии и хозяина 
in vivo, не вызывающее видимых симптомов инфекции [13].

Данный обзор посвящен систематическому анализу опу-
бликованных в отечественной и зарубежной научной литера-
туре экспериментальных исследований по моделированию по-
коящегося состояния клеток M. tuberculosis in vitro и латентной 
туберкулезной инфекции in vivo. Хотя ни одна из описанных 
моделей не воспроизводит полностью ЛТБИ человека, эти мо-

дели внесли большой вклад в исследование отдельных этапов 
и механизмов феномена латентности и покоящегося состояния 
M. tuberculosis.

Модели для изучения покоящегося состояния воз-
будителя туберкулеза in vitro

Моделирование формирования покоящегося состояния 
клеток M. tuberculosis in vitro важно для понимания процессов 
перехода микобактерий в дормантное состояние, поддержания 
этого статуса и выхода из него (реактивации туберкулёзного 
микроба). К настоящему времени в доступной отечественной 
и зарубежной литературе нами обнаружены сведения о 16 раз-
работанных моделях получения покоящихся форм M. tubercu-
losis in vitro в период с 1933  по 2017 г. (см. рисунок). В обзо-
ре рассмотрены параметры, на которых основана конкретная 
модель (использованные штаммы M. tuberculosis, питательные 
среды, условия культивирования микобактерий), и получен-
ные результаты. Большинство моделей получения покоящихся 
клеток M. tuberculosis основаны на длительном культивирова-
нии микобактерий в стрессовых условиях: кислородное голо-
дание [14-16], недостаток питательных веществ [17-19], окис-
лительный стресс [20], постепенное снижение pH [19, 21] и 
др. Использование перечисленных стрессов для микобактерий 
моделирует условия, в которых они существуют в гранулемах 
человека, больного туберкулезом [22].

1. Многолетний эксперимент Corper&Cohn, 1933 г. [29] 
В Национальном Еврейском госпитале (Денвер, США) 

проведен многолетний эксперимент, начавшийся в 1920 г., по 
выращиванию культур 8 штаммов M.  tuberculosis в жидкой 
питательной среде. Культивирование микобактерий проводи-
ли при температуре 37 ºC. После 12 лет инкубирования куль-
тур M.  tuberculosis на дне колб получены жизнеспособные 
клетки микобактерий, среди которых присутствовали мор-
фологически изменённые овоидные формы. Вирулентность 
туберкулезных бацилл после длительного культивирования 
была подтверждена с помощью внутривенного введения 
морским свинкам и кроликам в 1942 г. после 70 пассажей и в 
1943 г. после 77 пассажей.

2. Модель  L.G.Wayne  & L.G. Hayes, 1996 г.  
На базе Медицинского Центра и Университета штата Кали-

форнии (США) разработана одна из самых популярных и ци-
тируемых в научной литературе in vitro модель  L.G.Wayne &  
L.G.Hayes [14], которая основана на постепенном истощении 
кислорода в закрытых пробирках с культурой M. tuberculosis 
H37Rv при перемешивании. Авторами изучена динамика чув-
ствительности микобактерий к противотуберкулезным препа-
ратам изониазиду, рифампицину, ципрофлоксацину и метро-
нидазолу в ходе длительного культивирования в анаэробных 
условиях. Идентифицированы стадии покоящегося состояния 
клеток: нереплицирующиеся персисторы 1 (nonreplicating 
persistent stage 1, NRP1) и нереплицирующиеся персисторы 2 
(nonreplicating persistent stage 2, NRP2). Переход в покоящуюся 
форму бактерий M. tuberculosis постулирован как эволюцион-
ный механизм существования в неблагоприятных условиях 
окружающей среды для неспорулирующих бацилл.

3. Пассирование микобактерий на первичной культу-
ре мышиных макрофагов 

При сотрудничестве научных лабораторий ФБУН «Го-
сударственный научный центр микробиологии и биотехно-
логии» (Оболенск), Института биохимии им. А.Н. Баха и 
Университета Вэйлса (Великобритания)  S. Biketov и соавт. 
[30]  в 2000 г. опубликована in  vitro модель, основанная на 
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возбудителя туберкулеза с помощью выращивания культу-
ры M. tuberculosis H37Rv до логарифмической фазы в пи-
тательной среде Middlebrook 7H9 при температуре 37  °C 
в течение 7  дней. Выросшие клетки микобактерий дваж-
ды отмывали фосфатным буфером и ресуспендировали в 
этом буфере, затем продолжали культивирование при той 
же температуре. Определение показателя КОЕ проводили 
через 0, 1, 2, 3 и 6 недель. С помощью анализа протеома и 
транскриптома продемонстрировано глобальное снижение 
уровня экспрессии генов в клетках бактерий в условиях 
голодания. При этом бациллы сохраняли устойчивость к 
метронидазолу, в отличие от бацилл, полученных в модели 
Wayne L.G. & Hayes L.G. 1996 г., описанной выше. Мор-
фология колоний микобактерий была изменена, клеточная 
стенка бацилл была утолщена, что подтверждало их дор-
мантное состояние.

6. Продолжительное культивирование в стационарной 
фазе

Модель, разработанная сотрудниками Института биохи-
мии им. А.Н. Баха и Университета Вэйлса M.O. Shleeva и со-
авт. [31], демонстрирует формирование «некультивируемых» 
клеток M. tuberculosis в продолжительной стационарной фа-
зе. Клетки штамма M. tuberculosis Academia выращивали в 
питательной среде Sauton в закрытых пластиковых пробирках 
стационарно при температуре 37 °С в течение 8 мес. Для по-
лучения популяций деклампированных клеток культуру про-
пускали через фильтры с различным диаметром (50; 20; 4; 2; 
1,5; 0,8 и 0,45 мкм). Полученные овоидные клетки размером 
1,2 мкм и кокки размером 0,5–0,7 мкм в фильтрате (1.5 мкм) 
имели неповрежденные мембраны (не окрашивались йоди-
дом пропидия) и не проявляли никакой дыхательной актив-
ности (не окрашивались 5-циано-2,3-ди толил тетразолий 
хлоридом). После 4 месяцев культивирования осуществляли 
реактивацию микобактерий в присутствии Rpf белков.

выращивании клеток двух штаммов M. tuberculosis Academia 
и H37Rv в течение 15 дней в питательной среде Sauton при 
температуре 37 °С аэробно, с последующим введением мы-
шам линии BALB/c внутрибрюшинно. Через 4–14 дней вы-
деляли макрофаги из асцитной жидкости мышей. Проводили 
лизис макрофагов и анализировали КОЕ микобактерий. По-
лученной суспензией клеток осуществляли второй пассаж 
микобактерий через организм мышей (внутрибрюшинно в 
дозе 104 КОЕ). Выделение и анализ первичных макрофагов 
повторяли как описано выше. В результате двукратного пас-
сажа клеток микобактерий через организм мышей и первич-
ные культуры мышиных макрофагов получены коккоидные 
формы клеток M.  tuberculosis в состоянии покоя, размером 
менее 0,45 мкм. Реактивацию покоящихся форм наблюдали 
в присутствии белков факторов реактивации (resuscitation-
promoting factors, Rpf).

4. Выращивание микобактерий без аэрации в течение 
100 дней

В Университете Лондона Y. Hu и соавт. [15] заложили экс-
перимент, направленный на изучение выживания клеток штам-
ма M.  tuberculosis H37Rv в питательной среде Middlebrook 
7H9 без аэрации в течение 100 дней. В дальнейшем к культуре 
добавляли рифампицин (100 мкг/мл) и инкубировали в тече-
ние 5 дней при температуре 37 ºС. Показано, что длительное 
культивирование штамма M. tuberculosis H37Rv в стационар-
ной фазе без аэрации привело к формированию рифампицин-
устойчивых микобактериальных клеток, которые расценивали 
как дормантные формы. Показано что полученные клетки со-
храняли транскрипционную активность.

5. Модель голодания 
В лабораториях британской фармацевтической компа-

нии GlaxoSmithKline в 2002 г.  J.C.Betts  и соавт. [17] пред-
ложено in  vitro моделирование покоящегося состояния 

Временная шкала разработки in vitro моделей получения покоящихся форм клеток M. tuberculosis и in vivo моделей получения 
латентной туберкулезной инфекции у животных:  – продолжительное культивирование;  – недостаток кислорода;  – куль-
тивирование внутри макрофагов;  – голодание;  – повышенная концентрация углекислого газа;  – NO стресс;  – бес-
каливая среда;  – пониженное значение pH среды;  – отсутствие стрептомицина;  – повышенное содержание липидов;  

 – модель на мышах;  – модель на низших приматах;  – модель на кроликах;  – модель на морских свинках;  – модель 
на крысах.
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7. Культивирование в хемостате
В Центре прикладной микробиологии и исследований, 

Солсбери (Великобритания) B.W. James  и соавт. [18] выра-
щивали культуру M. tuberculosis H37Rv в закрытой системе 
хемостата с постоянным мониторингом температуры, pH, 
уровня кислорода. Клетки микобактерий выращивали в усло-
виях углеродного голодания с аэрацией и без аэрации. Пока-
зано, что при кислородном голодании клетки микобактерий 
переходят в покоящееся состояние, характеризующееся из-
мененным профилем экспрессии генов.

8. Культивирование в условиях NO-стресса
При сотрудничестве лабораторий Стэнфордской меди-

цинской школы, университетов Колорадо, Вашингтона и Ка-
лифорнии (США)  M.I. Voskuil и соавт.  [20] продемонстриро-
вали подавление процесса дыхания в клетках M. tuberculosis 
штамма H37Rv малыми дозами закиси азота в среде куль-
тивирования (50  мкM диэтилентриамин/оксид азота). По-
казано, что малые концентрации NO увеличивают уровень 
экспрессии DosR регулятора, контролирующего регулон, 
состоящий из 48  генов, который, как было показано ранее, 
экспрессируется в клетках M.  tuberculosis в экспериментах 
in vivo и подготавливает бациллы туберкулеза к переходу в 
покоящееся состояние in vitro, подавляет аэробное дыхание и 
снижает скорость деления клеток.

9. Культивирование в условиях голодания при низких 
значениях pH

В Университете Барселоны (Испания) S. Gordillo  и соавт. 
[32] разработали in  vitro модель с помощью выращивания 
клеток штамма M.  tuberculosis H37Rv на питательной сре-
де Middlebrook 7H9 до стационарной фазы с последующим 
переносом клеток в модифицированную среду Middlebrook 
7H9 (pH = 5,5) и выращивания анаэробно при температуре 
37 °C в течение 21 суток. Полученные микобактерии не были 
способны расти на стандартных питательных средах, но рос-
ли на богатой питательной среде, что указывает на их изме-
ненную природу. Продемонстрирована экспрессия в клетках 
генов acr, icl, fbpB, rpoA и recA, являющихся потенциальны-
ми маркерами покоящихся микобактерий.

10. Модель кислородного голодания
В совместной работе института исследований туберкуле-

за и Университета штата Иллинойс в Чикаго (США) S.H. Cho  
и соавт. [16] разработали модель для скрининга антибакте-
риальных препаратов против покоящихся форм туберкулеза 
Low-Oxygen-Recovery Assay (LORA). Клетки штамма M. tu-
berculosis H37Rv (pFCAluxAB), предварительно сконструи-
рованного, несущего репортерную плазмиду с экспрессиру-
ющимся геном luxAB Vibrio harveyii, выращивали в течение 
22 дней в питательной среде Dubos в ферментере анаэробно, 
аналогично модели Wayne L.G. & Hayes L.G. получения по-
коящихся форм микобактерий. В ходе культивирования про-
водили измерение сигнала люминесценции клеток в усло-
виях кислородного голодания. Показано, что интенсивность 
сигнала люминесценции была пропорциональна количеству 
КОЕ туберкулезного микроба. На данной модели протести-
рованы 31 антибактериальный препарат.

11. Модель множественного стресса
 C. Deb и соавт. [19] культивировали клетки штамма M. tu-

berculosis H37Rv на базе лабораторий Университета Централь-
ной Флориды (США) в условиях влияния четырех стрессовых 
факторов: кислородное голодание (5 %), повышенное содержа-
ние CO2 (10 %), голодание (10-кратно разведенная среда Dubos) 

и кислотность среды (pH=5,0). В результате микобактерии пре-
кратили реплицироваться, потеряли кислотоустойчивость, на-
копили триацилглицерин и восковые эфиры, приобрели анти-
биотикоустойчивость к рифампицину и изониазиду, увеличили 
синтез липидов, образовывали овоидные формы, то есть приоб-
рели все признаки покоящихся микобактериальных клеток.

12. Культивирование в условиях недостатка калия
Сотрудники Института биохимии им. А.Н. Баха РАН  

E.G. Salina  и соавт.   [33-35] выращивали клетки штамма M. tu-
berculosis H37Rv на модифицированной питательной среде 
Sauton, не содержащей калия, в течение 15  дней, после чего 
добавляли в среду 5 мг/л рифампицина для удаления активно 
делящихся клеток. Полученные покоящиеся клетки M. tubercu-
losis были неспособны к росту на твердых питательных средах. 
Реактивацию осуществляли с помощью отмывки клеток от бес-
калиевой среды и культивирования в питательной среде Sauton.

13. Модель стрептомицин-ауксотрофного штамма
В лабораториях Глобального института здравоохране-

ния (Швейцария) и Национальных институтов здоровья 
(США)  C. Sala   и соавт. [36] использовали стрептомицин-
ауксотрофный штамм M. tuberculosis 18b для получения по-
коящихся форм микобактерий и тестирования на них лекар-
ственных средств. Клетки штамма M. tuberculosis 18b культи-
вировали с аэрацией при температуре 37 °С на питательной 
среде 7H9 Middlebrook в присутствии стрептомицина 50 мкг/
мл до средней логарифмической фазы, после чего клетки от-
мывали фосфатным буфером и помещали в питательную сре-
ду без стрептомицина, инкубировали при температуре 37 °С 
с аэрацией в течение 10 дней. После культивирования клеток 
M.  tuberculosis 18b в питательной среде без стрептомицина 
полученные клетки не росли на плотных питательных средах 
и были устойчивы к антимикобактериальным препаратам. 
Реактивацию покоящихся форм микобактерий проводили с 
помощью добавления в питательную среду стрептомицина.

14. Выращивание в условиях постепенного закисле-
ния среды

При сотрудничестве лабораторий Института биохимии 
им. А.Н. Баха, Института биохимии и физиологии микроор-
ганизмов им. Г.К. Скрябина (Пущино) и Института микро-
биологии им. С.Н. Виноградского (Москва) M.O. Shleeva  и 
соавт.[21] разработана модель, основанная на выращивании 
клеток M.  tuberculosis H37Rv в питательной среде Sauton в 
течение 12-15  дней. Полученные клетки пересевали в мо-
дифицированную питательную среду Sauton (pH=6,0-6,2) 
и инкубировали аэробно при температуре 37 °С. После 37-
45 дней инкубации клетки переносили в анаэробные стацио-
нарные условия при комнатной температуре на 135-143 дней. 
Препараты покоящихся клеток получали фильтрованием че-
рез фильтр с порами 0,22 мкм. Изучена форма полученных 
покоящихся клеток (овоидные бактерии), которые были 
устойчивы к повреждающим факторам (прогревание и анти-
биотики) и утратили способность формировать колонии на 
твердых питательных средах, но реактивировались при инку-
бировании в супернатанте активно растущей культуры M. tu-
berculosis или при добавлении рекомбинантного белка Rpf.

15. Модель гранулемы человека in vitro
В Университете Центральной Флориды (США) N. Ka-

poor  и соавт. [37] использовали для культивирования клеток 
штамма M. tuberculosis H37Rv мононуклеарные клетки пери-
ферической крови человека (РВМС), которые смешивали в 
лунках 96-луночного планшета при комнатной температуре 
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с препаратом внеклеточного матрикса (ECM) и клетками ми-
кобактерий, инкубировали 45 мин при температуре 37 °С. За-
тем в суспензию добавляли питательную среду RPMI с 20 % 
человеческой сывороткой и инкубировали 8 суток при темпе-
ратуре 37 °С. Было показано, что инфицированные микобак-
териями клетки РВМС образовывали микрогранулемы. При 
этом клетки M.  tuberculosis переходили в состояние покоя, 
что подтверждено потерей ими кислотоустойчивости при 
окрашивании, накоплением липидных тел, развитием устой-
чивости к рифампицину и изменением экспрессии генов. Об-
работка гранулем моноклональными антителами анти-TNFα 
вызвала реактивацию покоящихся клеток M. tuberculosis.

16. Модификация модели Wayne L.G. & Hayes L.G. в 
среде, богатой липидами

В работах сотрудников Национального политехническо-
го института, Национального института вирусологии и На-
ционального института перинатологии Исидро Эспиноса де 
лос Рейес, Мехико (Мексика) M.D. Sotoramirez    и соавт. , 
D.A. Aguilar-Ayala и соавт. [38,39] описано культивирование 
клеток штамма M.  tuberculosis H37Rv в питательной среде 
Dubos без глицерина, содержащей 0,5 % альбумина, липид-
ную смесь (олеиновая, пальмитиновая и стеариновая кисло-
ты в концентрации 0,001  % каждая) и 0,01  % холестерина 
при температуре 37  °С в пробирках, позволяющих контро-
лировать доступ кислорода. По достижении эксперименталь-
ных стадий гипоксии NRP1 и NRP2, описанных в модели 
Wayne L.G. & Hayes L.G., что детектировали в присутствии 
метиленового синего 1.5  мг/мл, в культуру вносили смесь 
антибиотиков рифампицин/моксифлоксацин/амикацин/ме-
тронидазол или рифампицин/моксифлоксацин/амикацин/
претоманид для определения чувствительности полученных 
клеток к антимикобактериальным препаратам. Реактивацию 
микобактерий проводили, переводя культуру в аэробные 
условия. В данной модели микобактерии подвергались одно-
временно двум стрессам - кислородному голоданию и воз-
действию токсических продуктов метаболизма холестерина 
(пропионил-CoA), что моделировало условия существования 
микобактерий в макрофагах, содержащих большое количе-
ство липоидных телец с холестерином. Модель использова-
на для изучения уровня экспрессии генов dosR, tgs1, lipY, 
fadD21, mmpL7, esxA и др., которые связаны с проявлением 
дормантности и вирулентности клеток M. tuberculosis.

In vivo модели для изучения латентной туберкулез-
ной инфекции

Моделирование ЛТБИ человека in  vivo на животных, в 
отличие от моделей покоящегося состояния M.  tuberculosis 
in  vitro, позволяет рассматривать вопросы разных стадий 
патогенеза на фоне развития иммунной защиты хозяина, 
что имеет решающее значение для формирования латентной 
формы инфекции. К настоящему времени созданы in  vivo-
модели ЛТБИ на представителях 5 таксономических групп 
теплокровных животных: мышах, крысах, кроликах, мор-
ских свинках и приматах (см. рисунок). 

Наиболее адекватными животными моделями ЛТБИ че-
ловека являются модели латентного туберкулеза на приматах 
(макаках) Macaca fascicularis и Macaca mulatta, так как эти 
животные имеют большое анатомическое и физиологическое 
сходство с человеком [23]. Недостатком моделей ЛТБИ на 
приматах является высокая стоимость животных и их содер-
жания. 

Мышиные (Muridae  Mus) модели являются наиболее 
используемыми и подробно охарактеризованными, успеш-
но используются для изучения патогенеза туберкулеза. Ис-
пользование мышиных моделей обусловлено их удобством, 

возможностью проведения масштабных экспериментов, до-
ступностью различных линий мышей недорогим содержани-
ем. Однако, туберкулезная инфекция у мышей отличается от 
человеческой болезни отсутствием казеозного некроза гра-
нулем [24, 25].

Более адекватной моделью для изучения ЛТБИ, по сравне-
нию с мышиной моделью, является модель на кроликах. Раз-
витие туберкулеза у людей и у кроликов имеет много общего, в 
том числе - формирование центра казеозного некроза в легких 
в ответ на микобактериальную инфекцию. Кролики природно-
устойчивы к инфицированию M. tuberculosis, что обеспечива-
ет в эксперименте формирование латентной инфекции у этих 
животных. 

Недавно предложено использование нового вида живот-
ных для моделирования ЛТБИ – хлопковые крысы Sigmodon 
hispidus. По сравнению с крупными животными хлопковые 
крысы дешевле, их легко содержать в больших группах, 
подробно изучены особенности их иммунной системы, что 
позволяет анализировать иммунный ответ организма в хо-
де ЛТБИ. По сравнению с другими моделями на грызунах 
у хлопковых крыс после легочного заражения туберкулезом 
развиваются гранулемы с дальнейшим развитием казеозного 
некроза и происходит распространение патогена в лимфоид-
ные органы, как у человека.

На модели морских свинок Cavia porcellus сложно получить 
ЛТБИ, потому что эти животные высокочувствительны к низко-
дозовому заражению M. tuberculosis. Для моделирования ЛТБИ 
на морских свинках предложено использовать заражение му-
тантными штаммами M. tuberculosis со сниженной вирулентно-
стью [26, 24]. По сравнению с мышиными моделями, в организ-
ме морских свинок при заражении туберкулезом формируются 
гранулемы, более схожие с таковыми у человека по клеточному 
составу гранулем и наличию казеозного некроза.

В настоящем обзоре рассмотрены модели ЛТБИ in vivo, 
разработанные к настоящему времени: принцип, на котором 
основана конкретная модель, и подтверждение развития у 
животных ЛТБИ.

1. Мышиная модель Корнеллского университета
В работах сотрудников Корнеллского университета, Нью-

Йорк (США) R.M. McCune , R.Tompsett и соавт. [40–42] впер-
вые были описаны эксперименты по моделированию ЛТБИ 
у мышей. Авторами были использованы белые мыши линии 
Swiss  Webster, которых заражали внутривенно клетками 
M.  tuberculosis H37Rv в дозе 0,5-2×106 КОЕ, а полученную 
туберкулезную инфекцию лечили в течение 12 нед антими-
кобактериальными препаратами изониазидом и пиразинами-
дом. После 12- недельной химиотерапии из органов мышей 
микобактерии высеять не удалось. По завершении антибио-
тикотерапии в течение 2-3  мес мышам вводили кортизон, 
после чего из легких и селезенок 50 % мышей авторам уда-
лось высеять клетки M. tuberculosis. На этом основании был 
сделан вывод о том, что после антибиотикотерапии у мышей 
сформировалась ЛТБИ, а в результате введения кортизона 
произошла реактивация туберкулёзной инфекции.

2. Модель медленно прогрессирующей первичной 
туберкулезной инфекции у мышей

Сотрудниками университета Осло (Норвегия) (Phyu et al. 
и Mustafa et al.) [25,43] опубликованы результаты разработ-
ки модели медленно прогрессирующей первичной ТБИ на 
гибридных мышах линии B6D2F1. Возбудитель туберкулеза 
M. tuberculosis H37Rv в дозе 1,5×106 КОЕ вводили мышам вну-
трибрюшинно, наблюдали за животными в течение 70 недель. 
При этом не осуществляли никакой лекарственной терапии. В 
результате у мышей формировалась ЛТБИ, что подтверждали 
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с помощью активации туберкулезного процесса с помощью по-
давления иммунной системы мышей кортикостероном. Кроме 
того, ЛТБИ у мышей подтверждали микробиологическими, 
гистопатологическими и иммуногистохимическими исследо-
ваниями. Спонтанной реактивации туберкулезной инфекции у 
мышей не наблюдалось в течение 70 недель.

3. Модель ЛТБИ у Яванских макак  
Macaca fascicularis

В университете Питсбурга, штат Пенсильвания (США) 
S.V.Capuano и соавт., P.L.Lin   и соавт. [44,45] разработана 
модель ЛТБИ на приматах - Яванских макаках Macaca  fas-
cicularis. Животных (17  особей) заражали низкими дозами 
(~25 КОЕ) вирулентного штамма M. tuberculosis Erdman че-
рез бронхоскопическую инстилляцию в легкие. Туберкулез-
ная инфекция, вызванная у Macaca fascicularis низкими до-
зами бактерий этого штамма, по мнению авторов, полностью 
моделировала туберкулезную инфекцию у человека. У 40 % 
зараженных обезьян инфекция не прогрессировала в течение 
15-20 мес, при этом симптомы туберкулезной инфекции пол-
ностью отсутствовали. Наличие ЛТБИ у этих особей было 
диагностировано с помощью кожного туберкулинового теста 
и методом оценки пролиферации лимфоцитов, а также нали-
чием небольшого количества фиброзных гранулем в легких.

4. Модель туберкулезной инфекции у мышей с им-
плантантом, содержащим культуру микобактерий

В лаборатории Университета Джонса Хопкинса, Бал-
тимор, США, авторами P.C. Karakousis и соавт. [7] создана 
модель туберкулезной инфекции у иммунокомпетентных 
мышей безволосой линии (нуды) SKH1. Моделирование осу-
ществляли путем подкожного введения имплантата, содер-
жащего клетки штамма M.  tuberculosis H37Rv-lux, экспрес-
сирующие ген люциферазы Вокруг имплантата развивались 
гранулематозные поражения тканей, содержащие клетки 
M.  tuberculosis, быстро входящие в измененное физиологи-
ческое состояние, характеризуемое количеством КОЕ ста-
ционарного состояния, снижением метаболической активно-
сти микобактерий и устойчивостью к изониазиду. Получены 
данные полногеномного транскриптомного анализа клеток 
M. tuberculosis, находящихся в гранулемах мыши.

5. Низко-дозовая модель
При сотрудничестве Центрального НИИ туберкулёза и 

фармацевтической компании Sequella, Inc., США [46] опу-
бликованы результаты моделирования латентной туберкулез-
ной инфекции при помощи внутривенного введения клеток 
M. tuberculosis H37Rv, выращенных до средней логарифми-
ческой фазы и дезагрегированных (в дозе ~70 КОЕ), мышам 
трех линий: высокочувствительной к туберкулезу линии I/
StSnEgYCit (I/St), генетически устойчивой к туберкулезу ли-
нии C57BL6/JCit (B6) и (I/St×B6)F1 гибридов, которые были 
более резистентны к туберкулезу, чем родительские линии. 
Внутривенное введение низких доз туберкулезного микро-
ба приводило к хронической нелетальной персистенции 
микобактерий у генетически резистентных мышей, но вы-
зывало смертельный патологический процесс у генетически 
чувствительных животных. Различия между инфекционным 
процессом в организмах мышей разных линий подтвержде-
ны на гистологическом и иммунологическом уровнях.

6. Модель латентного туберкулеза у мышей линии 
BALB/c 

Ученые из Института Форсайт, Бостон, и Университета 
Колорадо, США [26] заражали мышей линии BALB/c вну-

тривенно в дозе (2×106  КОЕ) стрептомицин-ауксотрофным 
штаммом M.  tuberculosis 18b с последующим ежедневным 
подкожным введением мышам стрептомицина в течение че-
тырех недель. У животных определяли микобактериальную 
нагрузку в легких и селезенке на 7, 14, 21, 28 и 180 день после 
заражения. Спустя 6 мес после завершения введения стрепто-
мицина из органов животных были высеяны жизнеспособные 
клетки M. tuberculosis 18b на искусственную среду со стреп-
томицином. Гистологические исследования печени, легких и 
селезенки показали наличие хорошо сформированных грану-
лем. Иммуногистохимические исследования выявили наличие 
иммунного ответа во время латентной инфекции у животных.

7. Модель хронического туберкулеза на мышах линии 
C57BL

В Государственном научном центре прикладной микробио-
логии и биотехнологии при сотрудничестве с Институтом биохи-
мии им А.Н. Баха [47 – 49] моделировали формирование хрони-
ческого туберкулеза в результате внутрибрюшинного заражения 
мышей линии C57BL клетками М. tuberculosis штамма H37Rv в 
дозе ~104 КОЕ/мышь. Реактивацию ЛТБИ проводили с помощью 
аминогуанидина. Установлена точка стабилизации концентрации 
микроорганизмов в органах (через 3 мес 103-104 КОЕ на орган). 
Уровень числа КОЕ в легких и селезенке устойчиво сохранялся в 
течение последующего года наблюдений.

8. Аэрозольная модель формирования латентного 
туберкулеза у кроликов 

Лаборатории Университета Джонса Хопкинса, Корнеллско-
го университета, Университета Джорджа Вашингтона, Центра 
здоровья Техаса, и Колледж медицины Эйнштейна, США [50] 
cоздали ЛТБИ модель на белых новозеландских кроликах, за-
ражая их аэрозольно клетками M. tuberculosis H37Rv в низкой 
дозе 103  КОЕ. Реактивацию ТБИ осуществляли внутримы-
шечным введением дексаметазона в период с 10 по 15 неде-
лю после заражения кроликов. Через 5 нед после заражения у 
части кроликов зафиксировано формирование небольшого ко-
личества легочных гранулем, при этом в последующие 36 нед 
бактериальная нагрузка и размер гранулем не изменялись. Со-
держащиеся внутри гранулем микобактерии находились в по-
коящемся состоянии, что подтверждено: нераспространением 
их за пределы гранулем, некультивируемостью на питатель-
ном агаре и отсутствием заражающей способности гомогена-
та легких кроликов в тесте на морских свинках и отсутствием 
случаев спонтанной реактивации инфекции у кроликов.

9. Модель латентного туберкулеза у беспородных мор-
ских свинок Хартли

В совместной публикации сотрудников Института Форсайт 
и Университета Колорадо, США [51] описана модель ЛТБИ на 
морских свинках. Животных заражали внутривенно клетками 
стрептомицин-ауксотрофного штамма M.  tuberculosis 18b в до-
зе 107 КОЕ, с последующим ежедневным подкожным введением 
стрептомицина в течение трех недель. В течение 6 мес после за-
ражения и лечения стрептомицином у животных не наблюдали 
клинических симптом туберкулезной инфекции (летаргия, потер-
тый мех и потеря веса). У свинок определяли микобактериальную 
нагрузку в легких и селезенке на 1, 15, 30, 90 и 180 день после за-
ражения. Спустя 6 мес после завершения введения стрептомици-
на из органов животных были высеяны жизнеспособные клетки 
M. tuberculosis 18b на искусственную среду со стрептомицином. 
Гистологические исследования печени, легких и селезенки пока-
зали наличие хорошо сформированных гранулем. Иммуногисто-
химические исследования выявили наличие иммунного ответа 
во время латентной инфекции у морских свинок.
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10. Корнелл-подобная модель
Коллективом сотрудников Центрального НИИ туберкулёза 

[52] предложено использовать мышей линии I/StSnEgYCit (I/St), 
высокочувствительной к туберкулезу, которые были инфициро-
ваны аэрозольно клетками M. tuberculosis H37Rv, выращенны-
ми до средней логарифмической фазы и дезагрегированными, 
в дозе ~100 КОЕ/мышь. Через 1 мес после заражения мышей 
подвергали трехмесячной антибиотикотерапии рифампици-
ном и изониазидом. После трехмесячного лечения у мышей в 
легких были обнаружены обширные зоны поражения тканей. 
Через 13 мес после начала эксперимента у части мышей легоч-
ная ткань не отличалась от нормы, а у другой части – в легких 
наблюдалась остаточная патология, при этом микобактерии не 
высевались на питательные среды, но их присутствие обнару-
живалось с помощью методов ПЦР и микроскопии.

11. Модель ЛТБИ на хлопковых крысах Sigmodon 
hispidus

При сотрудничестве Военно-медицинского университе-
та и фармацевтических компаний Sequella и Virion Systems 
(США) Elwood и соавт. [53] опубликована работа, в которой 
инбредных хлопковых крыс S.  hispidus заражали интрана-
зально клетками M. tuberculosis H37Rv в дозе 3,9×103 КОЕ. У 
части выживших животных не было признаков туберкулез-
ной инфекции (потеря веса, образование гранулем, наличие 
культивируемых бацилл в легких и селезенке). На 9-м меся-
це после заражения проводили иммуносупрессию животных 
циклофосфамидом в дозе 50 мг/кг в течение 4 недель. У всех 
животных после курса иммунодепрессанта зафиксирована 
активная форма туберкулезной инфекции.

12. Модель латентного туберкулеза у беспородных 
морских свинок линии Хартли 

В НИИ туберкулеза (Токио, Япония) [24] разработана 
модель ЛТБИ на морских свинках, которые были инфици-
рованы подкожно 100  КОЕ штамма M.  tuberculosis H37Rv-
GFP с экспрессией зелёного флуоресцентного белка (GFP). 
В течение последующих 10 мес проводили туберкулиновый 
кожный тест для проверки статуса инфекции. Через 10 мес 
у животных, инфицированных M.  tuberculosis H37Rv-GFP, 
не было выявлено макроскопических повреждений легких, 
но обнаруживались микрогранулемы в легких, печени и се-
лезенке. На 180 и 300 день после инфицирования животных 
уровень бактериальной нагрузки в легких составлял 121 и 
360 КОЕ, соответственно, а в селезенке – 10 и 25 КОЕ, соот-
ветственно, что, по мнению авторов, указывало на наличие 
хронической туберкулезной инфекции.

13. Модель ЛТБИ у низших приматов макак-резус 
Macaca mulatta 

В работе сотрудников Национального исследовательского 
центра приматов Тулана (США) [54] описана in  vivo модель 
ЛТБИ на низших приматах. Макак-резус Macaca  mulatta 
(12 особей), заражали дозами (~500 КОЕ) слабовирулентного 
штамма M.  tuberculosis CDC1551 аэрозольным путем. ЛТБИ 
определяли по отсутствию симптомов туберкулеза у макак 
(повышение температуры тела, потеря веса, отклонения в био-
химии и общем анализе крови) и наличию положительной ре-
акции в туберкулиновом кожном тесте и в тесте IGRA. Шесть 
животных с ЛТБИ спустя 9 нед после заражения туберкулезом 
инфицировали внутривенно Симианским вирусом иммуноде-
фицита. Все 12 макак-резусов к 7 нед после заражения мико-
бактериями имели положительную реакцию в туберкулиновом 
кожном тесте и в тесте IGRA. В группе, зараженной Симиан-
ским вирусом иммунодефицита, после 9 нед ко-инфекции, у 

животных наблюдали признаки реактивации туберкулеза (уве-
личение температуры, снижение веса тела, потерю аппетита, 
увеличение уровня сывороточного С-реактивного белка, гра-
нулематозную иммунопатологию, выявляемую при рентгено-
графии грудной клетки, а также гистопатологию при вскрытии 
и высев микобактерий из бронхоальвеолярного лаважа).

14. Реактивация «некультивируемых» клеток  
M. tuberculosis, полученных in vitro, в организме  
мыши 

В совместной работе лабораторий Института биохимии 
им. А.Н. Баха РАН и Центрального НИИ туберкулёза  [55] 
изучали покоящиеся «некультивируемые» клетки M. tubercu-
losis H37Rv, полученные по методике, описанной выше [21], 
которые вводили в дозе ~105 КОЕ в трахею мышей линий I/St 
и B6, описанных Radaeva et al. [46]. Динамику развития ту-
беркулезной инфекции отслеживали в течение последующих 
1,5 лет. На 6-м месяце после заражения у нескольких мышей 
линии I/St, генетически чувствительной к туберкулезу, были 
зафиксированы симптомы туберкулезной инфекции (потер-
тый мех и потеря веса). На 8 месяце после заражения количе-
ство микобактерий в легких животных увеличилось: у живот-
ных линии I/St - до 107, и у животных линии B6 – до 106 КОЕ. 
Кроме того, было зафиксировано распространение инфекции 
в селезенку (I/St 106 КОЕ и B6 104 КОЕ). Микобактериальная 
нагрузка в органах животных оставалась практически неиз-
менной в течение последующих 7 мес наблюдений.

Заключение. В ходе латентной туберкулезной инфекции 
(ЛТБИ) человека возбудитель туберкулеза присутствует в 
тканях организма и вызывает целый спектр патологических 
изменений, хотя не вызывает клинических проявлений забо-
левания. Создание моделей ЛТБИ человека in vitro и in vivo 
нацелено на: изучение особенностей механизмов перехода 
возбудителя туберкулеза в состояние покоя, поддержания 
этого статуса и реактивации во время скрытой инфекции; 
описание взаимодействия микро- и макроорганизма на кле-
точном и тканевом уровнях; оценку реакции макроорганиз-
ма на бессимптомную туберкулезную инфекцию; испытание 
новых антитуберкулезных препаратов и тест-систем.

С помощью in  vitro-моделей, опубликованных в отече-
ственной и зарубежной литературе, было выяснено, что дли-
тельное культивирование клеток M. tuberculosis в стрессовых 
условиях, симулирующих внутриклеточную среду в макрофа-
гах, приводит к формированию покоящихся форм микобак-
терий, которые не способны расти на плотных питательных 
средах, устойчивы к антибактериальным препаратам, име-
ют специфическую морфологию, сниженный метаболизм и 
специфичный для этого состояния транскриптом и протеом. 
Основной проблемой для всех моделей «покоя» in vitro явля-
ется наличие клеток с различным физиологическим статусом 
в популяции [27]. Благодаря изучению in vivo-моделей, создан-
ных на теплокровных животных, раскрыты особенности взаи-
модействия микобактерий и макроорганизма на клеточном, 
тканевом и организменном уровнях.

Все эти модели имеют присущие им достоинства и не-
достатки: ни одна из моделей не отражает полностью карти-
ну ЛТБИ у человека, однако использование каждой модели 
приближает нас к понимаю отдельных этапов и механизмов, 
имеющих место во время бессимптомной туберкулезной ин-
фекции, позволяет более подробно разработать принципы 
создания новых тест-систем и испытать новые профилакти-
ческие и лечебные препараты [28]. Подтверждением адек-
ватности использования двух типов моделей является то, что 
данные транскриптомного и протеомного анализов M. tuber-
culosis в in  vitro- и in  vivo-моделях в значительной степени 
сходны.
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Несмотря на то что к настоящему времени разработано 
достаточно большое количество моделей in vitro и in vivo для 
изучения ЛТБИ, поиск новых моделей продолжается с целью 
приближения к идеальной модели для выяснения неразрешен-
ных вопросов в области диагностики, лечения и профилакти-
ки латентного туберкулеза.
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Применение сканирующей электронной микроскопии с целью изучения 
биоплЁнок Candida albicans на поверхности базисных пластмасс 
съЁмных ортопедических конструкций
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Наиболее распространённой патологией в клинике ортопедической стоматологии является частичная адентия у паци-
ентов проявляющаяся в виде дефектов зубных рядов различной локализации и протяжённости. Съёмные ортопедиче-
ские конструкции в полости рта являются потенциальным местом адгезии и колонизации микроорганизмов. Целью ис-
следования являлось изучение биоплёнок Candida albicans на поверхности базисных пластмасс съёмных ортопедических 
конструкций с применением сканирующей электронной микроскопии. Со слизистой оболочки полости рта пациентов 
на различных этапах проведения ортопедической реабилитации выделены и идентифицированы 175 культур грибов C. 
albicans. При изучении поверхности образцов пластмасс горячего и холодного типа полимеризации и биоплёнок Candida 
с помощью сканирующего электронного микроскопа JEOL JCM - 5700 (JEOL, Япония) установлены особенности форми-
рования биоплёнки. Проведена оценка характера проявления гемагглютинирующей активности клинических штаммов 
грибов рода Candida в тесте гемагглютинации с эритроцитами человека I (0), II (A) группы крови человека и морской 
свинки. Суммарное количество гемагглютинирующих штаммов составило 37,14% с преобладанием удельного веса ман-
нозорезистентных (MRHA) культур - 23,43% случаев. Получены микрофотографии биоплёнки грибов C. albicans на по-
верхности пластмасс горячего и холодного типа полимеризации в динамике инкубирования. При сканирующей электрон-
ной микроскопии (СЭМ) выявлены более выраженные изменения поверхности пластмасс горячего типа полимеризации 
по сравнению с пластмассой холодного типа при длительном инкубировании C. albicans, характеризующие разрыхление 
пластмассы и появление трещин на поверхности, отмечалось растрескивание биоплёнки гриба.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  биоплёнка; сканирующая электронная микроскопия; грибы; образцы пластмасс; съёмные про-
тезы.
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APPLICATION OF SCANNING ELECTRONIC MICROSCOPY FOR THE PURPOSE OF STUDYING CANDIDA 
ALBICANS BIOFILM ON THE SURFACE OF BASIC PLASTICS OF REMOVABLE ORTHOPEDIC DESIGNS
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The most common pathology in the clinic of orthopedic dentistry is the presence of partial adentia in patients, manifested in the 
form of defects of dentition of various localization and length. Removable orthopedic structures in the oral cavity are a potential 
place for adhesion and colonization of microorganisms. The aim of the research was to study Candida albicans biofilms on the 
surface of base plastics of removable orthopedic structures using scanning electron microscopy. 175 cultures of C. albicans were 
isolated and identified from the oral mucosa of patients at various stages of orthopedic rehabilitation. When studying the surface 
of samples of plastics of hot and cold type polymerization and Candida biofilms using a JEOL JCM 5700 scanning electron 
microscope (JEOL, Japan), features of biofilm formation were established. An assessment of the nature of the manifestation of the 
hemagglutinating activity of clinical strains of Candida fungi in the hemagglutination test with human erythrocytes I (O), II (A) of 
the human and guinea pig blood groups was carried out.
The total number of hemagglutinating strains was 37.14%, with the prevalence of the proportion of manna-resistant (MRHA) 
cultures - 23.43% of cases. Micrographs of the C. albicans yeast-like biofilm biofilm were obtained on the surface of hot and 
cold-type plastics in incubation dynamics. Scanning electron microscopy revealed the most pronounced changes in the surface of 
hot plastics of polymerization compared to cold plastics with long incubation of C. albicans, which characterize the loosening of 
plastics and the appearance of cracks on the surface, and the cracking of a yeast-like fungus biofilm was noted.
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Наиболее распространённой патологией в клини-
ке ортопедической стоматологии является частичная 
адентия у пациентов, проявляющаяся в виде дефектов 
зубных рядов различной локализации и протяжённости 
[1, 2]. Широко используемым средством ортопедиче-
ской реабилитации является использование различных 
конструкций частичных съёмных протезов. Съёмные 
ортопедические конструкции в полости рта являются 
потенциальным местом адгезии и колонизации микро-
организмов [3–5]. Адгезивная активность представите-
лей микробиоты полости рта отличается в зависимости 
от типа используемого базисного материала [6-9].

Базисные материалы, применяемые для съёмного 
протезирования в полости рта, должны соответствовать 
таким характеристикам как прочность, эластичность, 
обеспечивающих целостность протеза; достаточная 
твёрдость, низкая стираемость, безвредность для тка-
ней полости рта и организма в целом [10; 11 ]. Базис-
ные материалы в виде пластмасс являются полимерами, 
представляющими значительную группу высокомолеку-
лярных соединений. При изготовлении ортопедических 
конструкций широкое применение получили акриловые 
пластмассы различных способов полимеризации. К пер-
вому типу материалов относят акриловые пластмассы 
горячего отверждения «Белакрил-М ГО», «Белакрил-Э 
ГО», материалы «Фторакс», «Этакрил-02», «Vertex 
Rapid Simplified».

Ко второму типу базисных материалов относят акри-
ловые пластмассы холодного отверждения, это материа-
лы «Белакрил-М ХО», «Белакрил-Э ХО», «Протарил-М», 
«Vertex-Castapress». Данный вид базисных материалов 
является более совершенным по сравнению с акрилата-
ми горячей полимеризации, поскольку метод литьевого 
прессования имеет низкую экзотермическую реакцию при 
полимеризации, что позволяет уменьшить внутреннюю 
деформацию, снизить количество пор в базисе, улучшить 
прочность протеза [10, 12, 13]. Здоровые ткани находятся 
в динамическом равновесии с биохимическими процесса-
ми, служащими сохранению структуры тканей и поддер-
живающими их функцию. Применение ортопедических 
конструкций в полости рта способствует развитию и под-
держанию дисбиоза с возникновением патологических 
процессов на слизистой оболочке полости рта [3, 4, 10].

Полость рта представляет идеальные условия для роста 
и размножения бактерий: рН, оптимальная температура, 
постоянное поступление питательных веществ в полость 
рта [1,11]. Особенностью микробной колонизации являет-

ся адгезивная способность бактерий и грибов по отноше-
нию к поверхности зубов, протезов, слизистой оболочки. 
Микроорганизмы могут проникать в толщину пластмассо-
вого базиса на глубину 1,5-2,5 мм и образовывать на по-
верхности протеза налёт, содержащий углеводы, клетки 
слущенного эпителия, лейкоциты, белки [3, 6, 12].

Адгезия играет главную роль при колонизации сли-
зистых оболочек организма [13-17]. Исследования по-
следних лет позволяют рассматривать адгезию как 
симбиотический фактор. Микроорганизмы, входящие в 
состав нормальной микрофлоры, участвуют в создании 
защитного барьера [18-20]. В процессе адгезии участву-
ют физические и физико-химические взаимодействия 
(электростатические, гидрофобные, водородные связи 
и др.), что свидетельствует о том, что данный процесс 
по своему характеру является сложным и включает не-
специфические и специфические механизмы [21-24].

При длительном пользовании съёмными протезами 
микроорганизмы разрушают пластификаторы пласт-
масс, вызывая их распад и ухудшают свойства базисных 
материалов [10,11,25, 27].

При длительном ношении съёмных протезов проис-
ходит разрыхление пластмассы, появление внутренних 
напряжений, образование трещин и пор на их поверхно-
сти [10; 14]. Ортопедические конструкции, накапливая 
микрофлору, могут разрушаться микроорганизмами и 
продуктами их жизнедеятельности.

В научной литературе недостаточно изучены вопросы 
влияния грибов C. albicans. на полимерные компоненты 
протезов [27, 28]. Различают биодеструкцию акрило-
вых пластмасс двух типов. Первый тип биодеструкции, 
вызванной «старением» пластмассы. Старение акри-
ловых материалов может привести к значительному 
увеличению адгезии C. albicans [2, 6, 11]. Существует 
разнообразный спектр адгезинов гриба, к которым от-
носят поверхностные белки, «интегриноподобные» про-
теины, поверхностные гликопротеиды, полисахариды, 
фимбрии-маннопротеины, углеводные части маннопро-
теинов клеточной стенки. Адгезины гриба участвуют 
в адгезии к эпителиоцитам хозяина, инертным поверх-
ностным материалам, в том числе полимерным.

При втором типе биодеструкции пластмассы съём-
ных протезов в результате влияния комплекса факторов 
происходит поглощение воды, разрыхление пластмассы, 
возникновение внутренних напряжений, образование 
пор с последующей адгезией, колонизацией микроорга-
низмами и образованием микробного налёта [1, 3].
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горячего и холодного типа полимеризации.
Для оценки подповерхностных изменений базисных 

пластмасс под действием грибов производилась резка 
ионным (галлиевым) пучком опытных образцов в ска-
нирующем электронном микроскопе JEOL JCM - 5700 
(JEOL, Япония). На поверхности опытных образцов вы-
бирались участки с массивным слоем образовавшейся 
биоплёнки.

Результаты. Со слизистой оболочки полости рта па-
циентов выделены и идентифицированы 175 культур C. 
albicans на различных этапах проведения ортопедиче-
ской реабилитации.

Оценка характера проявления гемагглютинирующей 
активности клинических штаммов C. albicans, выделен-
ных со слизистой оболочки полости рта пациентов на 
этапах ортопедической реабилитации показала выра-
женную адгезивную способность штаммов, вызываю-
щих гемагглютинацию эритроцитов человека I (0) груп-
пы крови и морской свинки в сравнении со штаммами, 
агглютинирующими эритроциты человека II (A) группы 
крови человека (рис. 1).

Суммарное количество гемагглютинирующих штам-
мов составило 37,14% с преобладанием удельного веса 
маннозорезистентных (MRHA) культур - 23,43% случа-
ев. Отмечалось преобладание удельного веса штаммов, 
вызывающих гемагглютинацию эритроцитов человека 
I (0) группы крови и морской свинки, в сравнении со 
штаммами, агглютинирующими эритроциты человека II 
(A) группы крови человека р<0,001; р<0,001.

Выбран штамм, обладающий наиболее выраженной 
(MRHA) маннозорезистентной гемагглютинацией с эри-
троцитами человека I (0) группы крови и морской свинки.

Через 2 нед инкубации поверхность образцов пласт-
массы горячего типа полимеризации покрывалась сплош-
ной зрелой биоплёнкой C. albicans (рис. 2, а). Микрофо-
тография биоплёнки C. albicans на пластмассе горячего 
типа полимеризации при большем увеличении демон-
стрирует клетки гриба различных размеров (рис. 2, б).

При длительной инкубации через 1,5 мес при СЭМ 
на поверхности образцов пластмассы горячего типа по-
лимеризации регистрировалась биоплёнка C. albicans, 
характеризующаяся зрелостью, имеющая наплывы и 
растрескивания (рис. 2, в).

На фоне сформированной на поверхности пластмас-
сы биоплёнки видны образовавшиеся углубления раз-

Ведущим этиологическим фактором стоматита, вы-
званного ношением съёмного зубного протеза являют-
ся грибы рода Candida. C. albicans выделяет аспартат-
протеиназу, которая способствует активному росту гри-
бов на поверхности ортопедических конструкционных 
материалов. Исследованиями последних лет установ-
лено, что патогенность C. albicans является мультифак-
торной. Среди факторов патогенности грибов выявлены 
фосфолипазы, кислые протеазы, способные маскировать 
рецепторы к компонентам комплемента и опсонинам [4, 
18, 19]. Ведущим фактором патогенности C. albicans, 
вызывающим деструкцию тканей, является фермент 
аспартат протеиназа, который обеспечивает инвазию 
грибов в ткани [19, 29, 30].

Представлял интерес изучение биоплёнок C. albicans 
на поверхности базисных пластмасс съёмных ортопеди-
ческих конструкций с применением сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ).

Материал и методы. Проведено когортное исследова-
ние, обследованы пациенты с частичной адентией возрас-
том 55-70 лет. Критерии включения - наличие показаний 
к изготовлению съёмных протезов, отсутствие острых 
воспалительных и хронических заболеваний в стадии 
декомпенсации. Критерии исключения пациентов - отказ 
пациентов от участия в исследовании, наличие психиче-
ских заболеваний, злокачественных новообразований. Со 
слизистой оболочки полости рта пациентов на различных 
этапах проведения ортопедической реабилитации выде-
лены и идентифицированы культуры грибов рода Can-
dida вида C. albicans. Грибы идентифицировали микро-
скопически и биохимическими тестами. Для идентифи-
кации использованы хромогенные среды «CandiSelect 4» 
(Bio-Rad) и коммерческие тест-системы, основанные на 
исследовании ауксанограммы: «Auxacolor 2» (Bio-Rad). 
Осуществляли тест формирования ростковых трубок.

Оценка выраженности адгезивных свойств клини-
ческих штаммов грибов рода Candida осуществлялась 
с помощью реакции бактериальной гемагглютинации 
по J.P. Duquid  и соавт. в модификации (1984) с эритро-
цитами человека I (0), II (A) группы крови человека и 
морской свинки. Тест проводили с эритроцитами мор-
ской свинки, I (0) и II (A) группы крови человека в от-
сутствии и присутствии 2,5% раствора D-маннозы. При 
регистрации учитывалось наличие адгезивной активно-
сти грибов и характер гемагглютинации – маннозочув-
ствительная (MSHA) или маннозоустойчивая (MRHA).

В соответствии с дизайном исследования культуру гри-
бов (C. albicans) и кусочки образцов пластмасс горячего 
типа полимеризации (полиметилметакрилата) «Фторакс» 
ТУ 64-2-120-82 («АО Стома, Украина») и холодного типа 
полимеризации «Villacryl SP» (Zhermack-Италия), куль-
тивировали в питательной среде, имитирующей ротовую 
жидкость, при температуре 300 С в различные периоды 
(в течение 1 нед, 14 дней, 1,5 мес). Образцы базисных 
пластмасс после инкубирования с культурой C. albicans 
фиксировали по методу Ito-Karnovsky.

Исследование поверхности образцов пластмасс про-
водили методом СЭМ с использованием сканирующе-
го электронного микроскопа JEOL JCM - 5700 (JEOL, 
Япония) в режимах высокого, низкого вакуума при уско-
ряющих напряжениях 5, 10, 20 кВ. Съёмка поверхности 
образцов пластмасс на увеличениях в диапазоне от х40 
до х20000 крат. При исследовании образцов базисных 
пластмасс с целью изучения биоплёнок получены 57 
микрофотографий биоплёнки на поверхности пластмасс 
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Рис. 1. Гемагглютинирующая активность клинических штам-
мов C. albicans. 
По оси абсцисс - группы (штаммы, обладающие гемагглютинирующей 
активностью, штаммы маннозорезистентные (MRHA), штаммы, про-
являвшие маннозорезистентную (MRHA) и маннозочувствительную 
гемагглютинацию (MSHA), по оси ординат - процент (%).
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Рис. 2. Биоплёнка C. albicans на пластмассе горячего типа полимеризации. СЭМ.
а – биоплёнка на поверхности пластмассы инкубация 2 нед.; б – биоплёнка при большем увеличении. Видны клетки гриба различных размеров; в – 
биоплёнка через 1,5 мес инкубации. Видны наплывы, растрескивание биоплёнки; г – биоплёнка на поверхности пластмассы через 1,5 мес инкубации, 
видны образовавшиеся углубления различной величины, имеющие в некоторых местах сливной характер, образование пористости; д – поверхностные 
и подповерхностные изменения пластмассы при длительном культивировании C. albicans. Крупные трещины, разрушение пластмассы на фоне био-
плёнки через 1,5 мес инкубации C. albicans, массивный экзоклеточный матрикс, различные морфоварианты биоплёнки.

личной величины, имеющие в некоторых местах сливной 
характер, отмечено образование пористости (рис. 2, г). 
Микрофотография демонстрирует наличие поверхност-
ных, подповерхностных и глубоких изменений образцов 
пластмассы горячего типа полимеризации при длитель-
ном культивировании C. albicans (рис. 2, д). Отчетливо 
видны образовавшиеся крупные трещины, визуализация 
каверн в толще пластмассы, выявляемая по ходу трещин, 
разрушение пластмассы горячего типа полимеризации на 
фоне биоплёнки, массивный экзоклеточный матрикс, раз-
личные морфоварианты биоплёнки.

На рис. 3, а-в видна сформированная биоплёнка C. 
albicans на пластмассе холодного типа полимериза-
ции, характер поверхностных изменений пластмассы 
в различные периоды культирования. СЭМ показывает 
формирование биоплёнки C. albicans на пластмассе хо-
лодного типа полимеризации при инкубации в течение 
2 нед. На микрофотографиях видна сформированная 
зрелая биоплёнка на поверхности пластмассы, присут-
ствуют морфовары её элементов различной величины. 
На поверхности отмечаются поверхностные дефекты в 
виде отдельных углублений в пластмассе. В сравнении 
с деструктивными дефектами, выявленными на поверх-
ности образцов пластмассы горячего типа полимериза-
ции, их характер менее выражен.

При длительном культивировании грибов на поверх-
ности пластмассы горячего типа полимеризации проис-
ходят выраженные поверхностные и подповерхностные 
изменения, характеризующиеся формированием углу-

блений различной конфигурации, которые отмечались на 
фоне сплошной биоплёнки, выявлены различные морфо-
варианты биоплёнки, отмечено образование трещин раз-
личной величины, наличие внутренних каверн, полостей. 
Биоплёнки, сформированные на поверхности пластмассы 
горячего типа полимеризации имели массивный экзокле-
точный матрикс. Указанные дефектные изменения пласт-
массы отсутствуют в образцах холодного типа полимери-
зации после длительного культивирования, где обнаруже-
ны на фоне сплошной биоплёнки поверхностные дефекты 
в виде отдельных углублений в пластмассе.

Обсуждение. Проведённые исследования позволяют 
установить особенности формирования биоплёнки гри-
бов на поверхности пластмасс горячего и холодного ти-
па полимеризации, определить уровень, выраженность, 
массивность характера изменений поверхности базисных 
пластмасс, в результате биодеструкции, обусловленной 
длительной колонизацией C. albicans. C. albicans может 
вызывать более выраженные деструктивные изменения 
на поверхности пластмасс горячего типа полимеризации 
по сравнению с пластмассами холодного типа полимери-
зации, что можно объяснить особенностями физических 
свойств поверхности, физико-химических свойств кон-
струкционных материалов базисных протезов горячего и 
холодного типа полимеризации, характером адгезивной 
способности C. albicans к поверхности зубных протезов.

Микодеструктивные изменения пластмасс при дли-
тельном культивировании характеризовались появлени-
ем дополнительных дефектов поверхности и увеличе-

а б в

г д



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2019; 64(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-64-5-308-313

МИКРОБИОЛОГИЯ

312

нием размеров имеющихся разрушений. Формирование 
биоплёнки C. albicans может способствовать возник-
новению стойких и постоянных очагов персистенции 
грибов на слизистой оболочке полости рта пациентов на 
различных этапах ортопедической реабилитации.

Заключение. Установлены различия формирования 
биоплёнки C. albicans на поверхности базисных мате-
риалов горячего и холодного типов полимеризации при 
изучении образцов с помощью СЭМ.

Выявлены более выраженные изменения поверхно-
сти пластмасс горячего типа полимеризации по сравне-
нию с пластмассой холодного типа при длительном ин-
кубировании культуры C. albicans.

После 1,5 мес. инкубации при проведении СЭМ на 
поверхности базисного материала горячего типа поли-
меризации регистрируются дефекты материала в ви-
де значительных трещин, отсутствующих в образцах 
пластмассы холодного типа полимеризации.

Через 2 нед., 1,5 мес. инкубации при изучении био-
плёнки C. albicans с помощью СЭМ на пластмассе горя-
чего типа полимеризации отмечено формирование зрелой 
сплошной биоплёнки, растрескивание её в отдельных ме-
стах, визуализированы её различные морфоварианты.

В образцах пластмассы горячего типа полимериза-
ции спустя 1,5 мес. инкубации C. albicans появлялись 
углубления различной степени выраженности и массив-
ности. На поверхности пластмассы холодного типа по-
лимеризации встречались отдельные незначительные 
углубления.

На пластмассе холодного типа полимеризации био-
плёнка грибов образовывалась без наличия трещин по 
сравнению с пластмассой горячего типа полимериза-
ции.
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Лахтин В. М., Лахтин М. В., Миронов А. Ю., Алёшкин В. А., Афанасьев С. С.

ЛЕКТИНОВЫЕ ПОПУЛЯЦИИ NK-КЛЕТОК ПРОТИВ ВИРУСАССОЦИИРОВАННЫХ 
ОПУХОЛЕЙ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. Г. Н. Габричевского» 
Роспотребнадзора, 125212, Москва, Россия

Проведён анализ NK-клеток человека в связи с вирусассоциированными опухолями. В регуляции врождённого иммуните-
та важную роль играют распознающие полисахариды, гликоконъюгаты, гликопаттерны белки неиммуноглобулиновой 
природы и их комплексы - рецепторные лектины. Разнообразие популяций NK-клеток, в которых лектины функциониру-
ют с другими рецепторами, направлено на опухоли и вирусы. Эффективность и избирательность действия популяций 
NK-клеток может быть повышена в кооперации с адаптивным иммунитетом. Оценены встречаемость, перераспреде-
ление, в том числе под влиянием цитокинов, роль в организме лектиновых популяций NK-клеток, осуществляющих меж-
клеточные взаимодействия и противоопухолевый иммунитет. Указано на широкие перспективы лектиновых и других 
доминирующих популяций NK-клеток сети врождённого иммунитета, являющихся основными в межклеточных взаимо-
действиях при реализации защиты организма в кооперации с клеточным и гуморальным иммунитетом. Взаимодействие 
(Cross-Talk) ключевых популяций NK-клеток, действующих в соответствии с механизмами гуморального иммунитета, 
является неразрывным постоянным и длительным (важным при терапии хронической патологии), обеспечивающим по-
строение востребованных сочетанных противоопухолевых и противовирусных цитокиновых и цитотоксических от-
ветов, что соответствует принципу действия «сеть-в-сети». Влияние на сеть NK-клеток лектиновых, Ig-подобных, 
цитотоксических, других регуляторных рецепторов и их лигандов (в том числе через перераспределение продукции 
цитокинов иммунокомпетентными клетками) перспективно для формирования в организме ранних продолжительных 
противоопухолевых и противовирусных процессов различного типа. Следует учитывать CD-разнообразие рецепторов 
лектиновых, Ig-подобных и других популяций NK-клеток с различным онтогенезом, вести поиск ключевых популяций 
NK-клеток у пациентов с целью отбора и конструирования оптимальных для него (контингента пациентов в эпидемио-
логически значимых случаях) лечебных и профилактических популяций NK-клеток (типа вариантов CAR-T). Указано на 
перспективы популяций NK-клеток в разработке новых противоопухолевых, противовирусных, вакцинных стратегий, 
препаратов и режимов их применения. К перспективным лигандам относятся пробиотические лектины.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  взрослые; дети; цитомегаловирус (CMV); вирус Эпштейна-Барра (EBV); вирус иммунодефици-
та (HIV-1); вирус гепатита-С (HCV); дисбиоз; острая лейкемия; В-клеточные лимфомы; лим-
фомы Беркита; гепатоклеточные карциномы (HCC); саркомы; рецепторные лектины; глико-
конъюгаты; врождённый иммунитет; мукозальный иммунитет; киллерные T-лимфоциты (NK-
клетки); популяции NK-клеток; моноциты; межклеточные взаимодействия; B-лимфоциты; 
T-лимфоциты; цитокины; противоопухолевые стратегии; антивирусные стратегии; DNA 
damage response (DDR); пробиотические лектины.
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LECTIN POPULATIONS OF NK CELLS AGAINST VIRUSES-ASSOCIATED TUMORS ( REVIEW OF 
LITERATURE)
G. N. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology & Microbiology, 125212, Moscow, Russia
Analysis of the human NK (natural killers) cells and their functionally different populations in connection to tumor processes 
accompanied with viral infections is presented. Receptor lectins (non-immunoglobulin proteins and their complexes recognizing 
polysaccharides, glycoconjugates and glycopattern-containing molecules) play important role in regulation of innate immunity.  
Communicative diversity of NK-cell populations (in which lectins cofunction to other receptors) is directed against tumors and 
viruses. Effectiveness and selectivity of action of NK cell populations can be increased in cooperation together with adaptive 
immunity. Evaluations of occurrence, redistribution (also under influence of cytokines) and contribution of NK-populations 
(depending on lectin receptors recognition coupled to multifunctions of receptors) in respect of increasing antitumor and antiviral 
immune responces are given.
The data indicate extended prospects of lectin receptors (coupled to other type receptors) containing NK populations of the 
network compartment of innate immunity upon realization of different variants of organism protection in cooperation with cellular 
and humoral immunity. Such NK populations are the basis for further intercellular interactions. Innate immunity Cross-Talk, 
involving the leader NK cell populations acting according to humoral immunity mechanisms, acts on duty regime (importance for 
therapy of chronic pathology) that results in providing optimal combined antitumor and antiviral cytokine and cytotoxic responses 
according to the principle of action as «network-in-network». The influence network of lectin, Ig-like, cytotoxic, other regulator 
NK populations (also throuph redistribution of production of cytokines by immunocompetent cells) is perspective for forming early 
prolongated antitumor and antiviral processes of different types in organism.
It is of importance to consider CD diversity of receptor repertuar of lectin, Ig-like and other NK populations revealing different 
ontogenesis as well as to seach patient key NK-populations to select and construct personally (or for contingents in cases of 
epidemiological significance) optimal therapeutic/prophylactic NK populations (like variants of CAR-T).
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Aforementioned data indicate perspectiveness of NK cell populations in development of new antitumor/antiviral effective and 
selective vaccine strategies, preparations and regimes of their applications. Probiotic lectins reveal features of perspective ligands 
cofunctioning to network of NK cell populations.

K e y w o r d s :  adults, children, cytomegalovirus (CMV); DNA damage response (DDR); dysbiosis; Epstein-Barr virus (EBV); 
human immunodeficiency virus (HIV-1); hepatitis C virus (HCV); acute leukemiya; В cell lymphomas; Burkitt 
lymphoma; hepatocellular carcinomas (HCC); sarcomas; C-type lectins (CLR); innate immunity; mucosal im-
munity; killer T-lymphocytes; NK cells; monocytes; dendritic cells (DC); macrophages; intercellular communi-
cations; cytokines; antitumor strategies; antiviral strategies; probiotic lectins.
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Растёт интерес к врождённому иммунитету, неразрывно 
связанному с адаптивным иммунитетом и обусловливающим 
дополнительную защиту организма [3,13,16,24]. Межклеточ-
ные взаимодействия врождённого иммунитета с участием 
популяций NK (natural killers)-клеток привлекают особое 
внимание в связи с их антимикробным, противовирусным, 
противоопухолевым потенциалом. В регуляции гумораль-
ногшо иммунитета важную роль играют распознающие пат-
терны рецепторы, к которым относятся рецепторные лекти-
ны (РЛ) C-типа [Са2+-зависимые], распознающие паттерны 
углеводов и гликоконъюгатов (ГК) [3, 4].

Разнообразие РЛ с различной специфичностью к ГК-
паттернам, являющихся биомаркёрами субпопуляций имму-
нокомпетентных клеток, используется в стратегиях против 
вирусов, бактерий, грибов, простейших, гельминтов, опухо-
лей системы кроветворения (лейкемий, лимфом, миелом), со-
лидных опухолей (рак яичников, шейки матки, простаты, мо-
чевого пузыря, поджелудочной железы, кишечника, печени, 
почек, молочной железы, кожи и др.) [3, 4]. Описаны опухоли 
человека, вызываемые вирусами. До 2% новообразований в 
мире связано с вирусом Эпштейна-Барра (EBV) [25].

Роль распознающих гликопаттерновые мишени популя-
ций NK-клеток при опухолях, индуцированных вирусами, 
остается недостаточно исследованной [3, 4].

Следует оценить роль лектиновых популяций NK-клеток 
в сочетании с другими иммунокомпетентными клетками про-
тив опухолей, вызванных вирусами.

Вирусы, опухоли, РЛ, популяции NK-клеток, рассмо-
тренные в обзоре.  К онкогенным вирусам относятся аре-
навирусы: вирус лимфоцитарного хориоменингита (LCMV), 
герпесвирусы: цитомегаловирус (CMV), вызывающий 
острую лейкемию, В-клеточные лимфомы, системные ин-
фекции с другими вирусами; EBV, вызывающий инфекцион-
ный мононуклеоз, назофарингеальную карциному, лимфому 
Беркита [6, 25]; паповавирусы: папиломмавирусы человека 
(HPV), вызывающие рак шейки матки; поксвирусы: вирус 
оспы коровы, вирус оспы мышей, осповакцины (VACV) [16, 
24]; ретровирусы: вирус иммунодефицита человека (HIV-1 
и 2), вызывающий лимфомы и в ассоциации CMV прогрес-
сирование ВИЧ-инфекции, флавивирусы: вирус гепатита С 
(HCV), вызывающий гепатоклеточную карциному; вирус 
гепатита В (HBV) и вирус гепатита δ (HDV), вызывающий 

карциному печени [22]; тогавирусы: вирус чикунгунья, вы-
зывающий саркому [21].

Разнообразие, онтогенез, экспрессия антигенов у лекти-
новых популяций NK-клеток, роль лектиновых популяций NK-
клеток в гуморальном иммунитете. РЛ типа NKG2 - трансмем-
бранные гликопротеины II типа, кодируемые на 12 хромосоме 
человека. Гены CD94 и NKG2 кластеризованы в NK-генном 
комплексе (NKC) в хромосомном генном кластере 12p12-p13, 
связанным с функционированием гетеродимерных CD94NKG2-
рецепторов, кодирующем лектиновый внеклеточный и цито-
плазматический домены, инициирующие взаимодействие 
NK-клеток и субпопуляций T-клеток. Лектины подсемейства 
активирующих рецепторов NKG2D экспрессированы на NK-
клетках, NK-T-клетках (NKT), субпопуляциях γδ+-T-клеток 
(табл. 1), активированных CD8

+-клетках (возможен синергизм 
с системой комплемента человека [18]), ряде аутореактивных 
CD4

+-клеток и других иммунокомпетентных клетках [37]. Про-
тивоопухолевый и противовирусный иммунный ответ запу-
скают популяции миелоидных клеток, моноцитов, NK-клеток, 
регулируемые посредством MHC-класс-I-молекул. NK-клетки 
подсемейства РЛ NKG2 представлены лектинами и их произ-
водными в составе NKG2A/B/C/D/E/H. A, B, D - ингибиторы 
определённых межклеточных путей (через ITIM в РЛ, влияю-
щих на SHP1-Tyr-фосфатазу); С, F, E, H - активаторы других 
межклеточных путей (с участием ITAM-несущих адаптерных 
белков DAP12 и DAP10, передачу сигнала через зависимые от 
протеин-Tyr-киназы пути метаболизма) [4, 9, 10, 13, 24].

Разнообразие лектиновых популяций NK-клеток обу-
словлено экспрессией генов NKG2, KIR, NKp (природных ци-
тотоксических рецепторов NCR), CD на клетках и различием 
фенотипов взаимодействующих молекул, в том числе в со-
ставе ди- и олигомерных гомо- и гетероструктур, подобных 
CD94NKG, тетрамерным HLA-E и генетических вариантов РЛ 
(мультиаллельных типа NKG2C1/2/3; фенотипа NKG2E в виде 
двух альтернативных сплайсинговых форм NKG2E и NKG2H 
[24], постепенно проявляющихся в условиях постгеномных 
изменений, при конструировании генетических химерных 
продуктов: укороченных (NKG2Ce – С-концевая укороченная 
форма NKG2C3); внеклеточных, трансмембранных, внутри-
клеточных доменов РЛ (NKG2F, экспрессирующегося только 
как внутриклеточная форма), продуктов генетических карт 
контактов CD94-NKG2 [10, 24, 35, 36].
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В модуляции HLA-класса-I собственных для организ-
ма молекул участвуют рецепторы NKG2 и KIR (киллерные 
Ig-подобные рецепторы) NK-клеток и их лиганды. Лиганды 
располаются на различных клетках-партнерах, растворимые 
лиганды на тех же клетках, что и рецепторы [24,37]. Сигна-
лы, возникающие при взаимодействии между рецепторами 
CD94

+NKG2
+ (или KIR) и MHC-класс-I-гликопротеинами в от-

вет на появление в организме аномальных паттерновых лиган-
дов регулируют активность популяций NK-клеток. Различие 
взаимодействий, реализация памяти NK-клеток генетически 
предопределено. Геном млекопитающих характеризуется 
умеренно разнообразными генами NKG2 на фоне высоко ва-
риабельных генов KIR [35]. Полиморфизм гена NKG2D обе-
спечивает NK-клеточную цитотоксичность, например, в связи 
с восприимчивостью к раку, вызваному HPV [11]. У челове-
ка прогрессирует развитие ограниченных функций системы 
MHC-E/NKG2 на фоне расширения функций системы MHC-I/
KIR [35]. В заражённых вирусами клетках, как в случае CMV, 
экспрессия классического лейкоцитарного антигена человека 
HLA-класса-I резко снижается при участии ингибиторных 
KIR-рецепторов, а неклассического антигена HLA-E (экс-
прессирован на опухолевых клетках, служит участком связы-
вания РЛ) устойчива, поддерживается активирующими NKG2-
рецепторами [8, 10, 24, 35].

Лектиновые популяции NK-клеток функционально раз-
личны. Они направлены на различные вирусы и клеточные 
мишени. Имеет место соответствие популяций NK-клеток с 
соответствующими наборами лектиновых и других рецепто-
ров для вида. Наблюдается паттерновое соответствие взаимо-
действия лектиновых Ly49H+ NK-клеток мыши против CMV 
мыши [24]. Популяции NK-клеток человека и макак несущие 
РЛ отличаются по действию на HIV-1 или SIV [35]. Имеют ме-
сто скоординированные взаимодействия лектиновых популя-
ций NK-клеток и системы комплемента с вероятным участием 
ГК-распознающих субизотипов С4в и С4а [1, 15, 18]. Дифферен-
цировка NK-клеток зависит от возраста [21]. NK-популяции 
различаются в зависимости от возраста, играют повышенную 
роль в развитии адаптивного гуморального иммунитета у де-
тей [5, 23]. Отмечены различия фенотипов NK-популяций в 
связи с полом [29]. Системы РЛ и экспонирующих их NK и 
других миелоидных клеток различаются, в зависимости от 
возраста [5, 7, 21, 24, 29, 31]. Популяции NK-клеток опреде-
ляются наборами лектиновых, Ig-подобных, цитотоксических 
и других рецепторных маркёров (NKG2, KIR, NKp, CD), соот-
ношением их экспрессии, стадией развития, зрелостью.

Развитие NK-клеток от общего лимфоидного предше-
ственника проходит ряд стадий. Появление CD122 (β-цепи 
рецептора ИЛ-15) означает начало дифференцировки пред-
шественника в направлении NK-клеток. При дифференци-
ровке NK-клеток происходит прогрессивное экспонирование 
CD161; CD56, CD94/NKG2A, NKp46 (NCR1, CD335), NKp44 (NCR2, 
CD336); NKG2D (экспрессирован на всех NK-клетках человека, 
участвует во взаимодействии Cross-Talk лимфоидных и мие-
лоидных клеток [32]), CD16 и KIR [21]. Среди перечисленных 
стадий развития 4 и 5 являются главными для клеток пери-
ферической крови и характеризуются появлением CD56

bright и 
CD56

dim, соответственно. CD56
bright NK-популяции характеризу-

ются высокой степенью экспрессии CD94. CD56
dim NK-клетки 

соответствуют KIR- и CD16-популяциям, как наиболее зре-
лым, превращающимся в цитотоксические клетки, которые 
становятся окончательно зрелыми и экспрессируют CD57.

NKG2-рецепторы NK-клеток встречаются у субпопуляций 
Т-лимфоцитов, что предполагает согласованное функциони-
рование NK-клеток и Т-лимфоцитов [10]. NKG2H экспресси-
рован у ряда моноцитов периферической крови, в большей 
степени обнаруживается у T-клеток, стимулируемых анти-
CD3-антителами [10].

Противоопухолевые и противовирусные ответы фе-
нотипов NK-популяций. На адаптивную экспрессию РЛ и 
распределение типов РЛ между популяциями иммуноком-
петентных клеток оказывают влияние состояние организма 
(наследственность, возраст, пол, иммунный статус и др.), на-
личие патологии, типы вирусов и опухолей [7, 8, 31]. Уровни 
экспрессии CD94

+NKG2C
-/NKG2A

+, NKG2D, NKp30(NCR3, CD337), 
NKp46 на NK-клетках с возрастом снижаются [29, 31].

Важными и наиболее изученными популяциями NK-клеток 
с РЛ NKG2-подсемейства являются NKG2A

+, NKG2C
+, NKG2D

+. 
Их роль и участие в противоопухолевом иммунитете на фоне 
вирусных инфекций представлена в таблице. Известны и дру-
гие сочетания типов РЛ в популяциях NK-клеток [9, 10, 31, 35].

Антигены CD популяций NK-клеток. CD функционируют 
с РЛ на NK-клетках и в составе их популяций. РЛ в сочетании 
с CD идентифицируются как биомаркёры популяций имму-
нокомпетентных клеток [3, 4]. CD разнообразят фенотипы 
популяций NK-клеток, характеризуют первичные или вто-
ричные источники NK-клеток: костный мозг, лимфоидные 
ткани, кровь. Отметим свойства CD:

– CD3 и CD20 - маркёры Т- и В-клеток; отсутствуют у NK-
клеток.

– CD11b
-CD27

+; CD11b
-CD27

+ - маркёры незрелых NK-клеток [16].
– CD56

brightNKG2C
+-популяция, способная к экспансии у 

лиц с носительством CMV; клетки проявляют ингибиторные 
Ig-подобные РЛ (KIR и leukocyte Ig-like receptor [LILRB1]), 
специфичные к HLA-класса-I-молекулам (на фоне низких 
уровней активирующих рецепторов NKp46 и NKp30) [24]; 
CD56

bright - маркёр незрелых NK-клеток (более 90% NK-клеток, 
способны трансформироваться в зрелые) [9].

– CD56
dim/CD57

+NKG2C
+-популяции (зрелые, цитотокси-

ческие) выявлены у пациента с CMV и лимфомой [9, 26]; у 
мужчин выявлено повышено содержание NK-клеток, в том 
числе NK-клеток CD56

dim, CD57
+ [29]; CD57 – маркёр дифферен-

цированных NK-клеток [28]; CD56
dim-популяции экспресси-

руют ингибирующий CD94:NKG2A-рецептор, у лиц, инфици-
рованных CMV экспрессируют активирующий CD94NKG2C-
рецептор и ингибиторный KIR [9].

– CD69
+; CD69 - маркёр активации дифференцировки NK-

клеток [16].
– CD94

+NKG2
+ - реагирующий с HLA-E ингибирующий 

гетеродимер CD94NKG2A и активирующий гетеродимер 
CD94NKG2C [9, 21, 24],  которые альтернативно функциони-
руют с близкородственным HLA-E-рецептором [24]. CD94 
играет ключевую роль в защите от вирусов, с вовлечением 
активирующих рецепторов CD94

+NKG2
+ [24]. ингибирую-

щий CD94/NKG2A-рецептор и антивирующий CD94/NKG2C-
рецептор Используют те же механизмы, что и рецепторы KIR 
(проявление лектиноподобных свойств у KIR) для угнетения 
или активации цитотоксичности NK-клеток.

– CD94
+NKG2A

+, NKG2D
+, NKp46

+- альтернативно функцио-
нирующие популяции NK-клеток [21, 32].

Цитокины и NK-популяции. Врождённый противоопухоле-
вый иммунитет реализуется через модуляцию сети цитокинов 
организма, в результате чего в месте локализации опухоли про-
дуцируются цитотоксические для опухолевых клеток факторы. 
Индуцируется продукция NK-клетками ИФНγ [5, 13, 14, 17, 19 
- 21, 26], ФНО [13, 21, 26]. Контроль NK-клеток осуществляет-
ся ИЛ-2, ИЛ-5, ИЛ-12, ИЛ-13, ИЛ-15, ИЛ-18 [13, 21, 27] c уча-
стием колониестимулирующего фактора-1 (CSF1) [33]. ИЛ-15 
является ключевым для дифференцировки и выживания NK-
клеток; потенцирует цитотоксичность NKG2-популяций [5, 
21, 27]. На супрессию функций NK-клеток оказывает влияние 
TGFβ (transforming growth factor) опухолевой природы [7, 36]. 
Опухолевой CSF1 индуцирует на инфильтрующих опухоль ма-
крофагах появление RAE-1δ – специфического лиганда, регу-
лирующего NKG2D-популяции [33].
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Способность NK-клеток продуцировать цитокины связа-
на со стадией их развития. CD56

bright NK-популяции опреде-
лённой стадии зрелости эффективно продуцируют цитокины 
в ответ на стимулирующие их сигналы. CD56

dim NK-клетки 
ещё более эффективны в выработке цитокинов при участии 
активирующих межклеточные пути защиты других NK-
популяций с РЛ [21]. ФНОα продуцируется NK-клетками 
при их дифференцировке, способность продуцировать ИФНγ 
приобретается позднее – на фоне конкуренции с экспрессией 
CD56 и снижения продукции ИЛ-5 и ИЛ-13 [21].

Цитотоксические факторы популяций NK-клеток. При 
дифференцировке фенотипов в соответствующие усилению 
цитотоксичности популяции NK-клеток высвобождаются 
гранзимы А, В, К, перфорин, другие противоопухолевые 
агенты [5, 16, 20], которые противостоят опухолевым факто-
рам: лактатдегидрогеназам, TGFβ, CSF1 и др. [7, 33, 36].

Популяции NK-клеток с противоопухолевой и противо-
вирусной активностью

Противовирусная активность:
– CD94

+NKG2C
+ - против ретровирусов (HIV-1) [9, 28, 35].

– NKG2A
+KIR− - против герпесвирусов, ограничивают ре-

пликацию EBV [25].
– CD94

+NKG2
+ - против поксвирусов [24].

Противоопухолевая активность:
– NKG2C

+-популяции здоровых людей с повышенной про-
тивоопухолевой цитотоксичностью (как в случаях латентно-
го CMV): стимуляция накопления и экспансии в организме 
[5, 8].

– NKG2D на моноцитах крови - важные факторы борьбы с 
карциномами (HCV-индуциированными HCC) [7].

– NKG2
+-популяции: накопление сети лектиновых NK-

популяций, усиливающих противовирусную защиту орга-
низма от EBV, в сочетании с γδT-клетками [9].

– NK-клетки цитотоксические лимфоцитарные против 
EBV-ассоциированных опухолей [9].

– Против глиобластомы: лактатдегидрогеназа индуциру-
ет появление NKG2D

+-моноцитов в крови здоровых и боль-
ных людей [7].

Диагностика противоопухолевого и противовирусного 
статуса организма

– Диагностика статуса при заражении детей хроническим 
гепатитом В (CHB) по наличию дефектных NK-клеток; при 
гепатите В – сниженная экспрессия NKp30 на NK-клетках, ве-
дущая к ослаблению популяций дендритных и NK-клеткок и 
снижению продукции ИФНγ [17].

– Сочетанные KIR+ и NKG2
+-популяции в диагностике 

инфекционного мононуклеоза, инициированного CMV или 
EBV [9].

– Выявление сложных популяций NK-клеток, сочетаю-
щих РЛ с CD и другими типами рецепторов.

Использование NK-клеток против вирусов и опухолей. Дан-
ные стратегии включают динамичное перераспределение попу-
ляций NK-клеток (временное или устойчивое усиление одних на 
фоне ослабления экспрессии других, с учётом направленности 
на опухолевые мишени и их окружение, кооперации врождён-
ного и адаптивного иммунитета), в зависимости от конкретных 
обстоятельств, в конечном счёте, направленное на положитель-
ный результат. В качестве положительного результата рассма-
тривается предотвращение развития опухолевого процесса, 
локализация опухоли, приостановка её роста (переход от остро 
протекающих процессов к латентным), снижение потенциала 
к метастазированию, повышение и пролонгирование качества 
жизни (в том числе на фоне инфекций и другой патологии).

Дифференцированные зрелые популяции NK-клеток спо-
собны продуцировать цитотоксические противоопухолевые 
и противовирусные факторы, сбалансированные наборы ци-
токинов с потенциалом широкого лечебного действия. Ин-

дукторами продукции популяциями NK-клеток защитных 
факторов могут служить аналоги с подобным вакцине дей-
ствием цитотоксических опухолевых факторов.

Популяции NK-клеток функционируют совместно с дру-
гими клеточными (CD8

+-клетки, клетки крови и др.) и более 
сложными системами врождённого и адаптивного иммуни-
тета. Важную профилактическую и тактическую (подготов-
ленные ответы на опухоль и вирусы) роль во врождённом им-
мунитете играет накопление в организме, например, в крови 
противоопухолевых и противовирусных циркулирующих мо-
ноцитов с последующей их доставкой к опухоли; накопление 
и экспансия подготовленных NK-клеток в микроокружение 
опухоли, экспансия DC и макрофагов в виде инфильтратов 
опухолевого пространства.

Мультифункциональность вирусных включений в геном 
человека, в том числе их физиологическая роль для орга-
низма, малоизучена, как в случае эндогенных ретровирусов 
составляющих около 8% повторов в геноме человека [15]. 
Поскольку такие включения и гены базисной защиты (ком-
поненты комплемента С4В и С4А, реагирующие с ГК) рас-
полагаются рядом, есть основания предполагать их единое 
функционирование [1,15]). Результатом такой защиты может 
быть появление и длительное присутствие в организме сдер-
живающих размножение вирусов популяций NK-клеток с 
защитным набором лектиновых и других рецепторов. При-
мером могут служить сероположительные здоровые люди с 
латентной CMV-инфекцией. Более 90% взрослых людей бес-
симптомно переносят EBV [6]. В организме функционирует 
адаптивный набор основных терапевтически значимых за-
щитных NK- и других клеточных популяций. Открываются 
перспективы их использования против вирусов и опухолей.

Отмечается широкий потенциал физиологического и фар-
макологического действия NK-популяций с экспрессирован-
ными РЛ. NKG2D-рецепторы в паре с лигандами формируют 
метаболическую надзорную ось взаимосвязи между лимфо-
идными и миелоидными иммунокомпетентными клетками; 
стимулируют цитотоксический ответ через NKp46-рецепторы 
NK-клеток и цитотоксические рецепторы Т-клеток; индуци-
руют наборы противоопухолевых и противовирусных цито-
кинов; поддерживают пролиферацию и выживание эффек-
торных клеток [32]. Многообразие врождённого иммунитета 
с участием индуцированных популяций NK-клеток через 
модуляцию у них наборов РЛ показано в табл. 1. Это может 
быть использовано при выработке путей и стратегий борьбы с 
опухолями, ассоциированными с вирусами (в том числе через 
прямое противовирусное действие). В результате достигается 
экспансия необходимых NK-клеточных типов и популяций па-
мяти NK-клеточного защитного отдела [9, 12, 13, 24].

Перспективы использования популяций NK-клеток (см.
таблицу):

– NKG2
+-популяции для создания новых противовирус-

ных стратегий (борьба с HIV-1) [28, 35].
– Направленное использование NKG2D

+-популяций (моно-
цитов крови; клеток эпителия кишечника) против опухолей 
с использованием NKG2D-рецепторов надзорных эффектор-
ных NK-клеток, постоянно мониторирующих появление на 
стрессовых клетках опухолевых лигандов – предвестников 
опухолей [7, 12]. Клетки, экспрессирующие NKG2D-лиганды, 
распознаются и элиминируются надзорными клетками, что 
предотвращает карциногенез, например, развитие рака пря-
мой кишки [12].

– Противоопухолевое использование лигандов для NKG2С 
[30].

– Использование популяции CD56
brightNKG2A

+ в лечении 
EBV-ассоциированных В-клеточных лимфом [19].

– Лечение пациентов с острой лимфобластической лей-
кемией путём восстановления и увеличения численности по-
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Лектиновые популяции NK-клеток в защите от опухолей, сцепленных с вирусными инфекциями

Вирус Объекты анализа Популяции NK-клеток Роль популяций NK-клеток в противоопухолевой  
и противовирусной защите

CMV 221.AEH (трансфецированные HLA-E+-
клетки лимфомы человека)

NKG2C
+NKG2A

- NK-цитотоксичность втрое выше, чем у нетранс-
фецированных клеток HLA-E+721.221; ответ 
NK (дегрануляция, продукция ИНФγ) локали-
зован в NKG2C

+-популяции; 221.AEH и ИЛ-15 
способствует экспансии популяции в организме, 
усиливают NK-цитотоксичность против HLA-E+ 
опухолевых клеток [5, 30]

CMV В-клеточные лимфомы мышей NKG2C
+ После аллогенной трансплантации CMV ини-

циирует действие популяции, независимо от 
онколизиса, связанного с сигналлингом ИЛ-15 
[27]

CMV Периферическая Т-клеточная лимфома 
пациента

CD56
dim/CD57

+NKG2C
+ После переливания крови и реактивации CMV, 

популяция через 2 года увеличивается до 33% 
всех лимфоцитов; продуцирует ФНОα и ИФНγ 
против клеток лейкемической Т-клеточной 
лимфомы [26]

CMV CMV-инфецированные клетки эндотелия 
аорты доноров почек

NKG2C
+ Характер модуляции популяции зависит от типа 

CMV-инфецированных клеток; дегрануляция 
клеток инициируется CMV-инфецированными 
клетками эндотелия сосудов [8]

CMV CMV-инфецированные полученные из 
моноцитов человека дендритные клетки 
(DC)

KIR2DL
+

KIR+NKG2С
+, KIR+NKG2А

+, KIR-

NKG2C
-NKG2A

+

KIR2DL
+-популяция (но не NKG2C

+) влияет на 
инфецированные DC [8]
KIR+NKG2C

+-популяция не влияет на ответ KIR-

NKG2C
-NKG2A

+-популяции против EBV [9]
CMV Лимфомы CD57

+NKG2C
+ экспансия популяции в ответ на CMV [28]

HCV Пациенты с гепатоклеточной карциномой 
(HCC)
Ксенографты HCC

NKG2D
+

NK92 (химерные TN-клетки с 
NKG2D

 +)

Повышение экспрессии NKG2D на моноцитах 
крови пациентов является основанием действия 
популяции против опухолей с лигандами для 
NKG2D [7]
Химерная популяция с устойчивой экспрессией 
NKG2D и продукцией ИФНγ сконструирована 
как резистентная к TGFβ-супрессии и эффектив-
ная против TGFβ-продуцирующих опухолевых 
клеток и роста опухоли in vivo [36]

HPV  аногенитальным рак NKG2D
+ Усиление NKG2D-обусловленной цитотоксично-

сти и сниженной восприимчивости к раку [11]
HPV рак шейки матки NK-популяции Атака опухоли NK-клетками [34]
EBV Клетки, характерные для инфекционных 

мононуклеозов; лимфома Беркета I типа
CD94

+NKG2C
+ участвует в альтернативном γδ-T-клеткам пути 

защиты организма, в синергичном сочетании с 
γδ-T-клетками [9]

EBV В-клеточная лимфома, «гуманизирован-
ная» мышиная В-клеточная лимфома

CD56
bright NKG2A

+ Высвобождение ИФНγ популяцией и её коопера-
ция с NKp44-рецепторами создают условия для 
ингибирования В-клеточной трансформации [19]

EBV CMV-серо(негативные и позитивные) 
доноры

KIR+ NKG2C
+NKG2A

− Выраженная стимуляция в присутствии EBV 
активации и пролиферации NK-популяции [9]

LCMV

VACV

Опухоли мышей NK-клетки

NKG2A
+; CD11b

-; CD27
+; CD69

+

усиление цитотоксичности NK-клеток (в отличие 
от VACV) в ответ на присутствие вирусов [16].
В присутствии вирусов популяции с NKG2A 
экспрессируются сильнее, чем у LCMV-
стимулированных NK-клеток (слабое усиление 
цитотоксичности NK-клеток; сниженные диффе-
ренциация NK-клеток и продукция гранзима-B 
и перфорина); NKVACV-клетки – менее диффе-
ренцированные, чем NKLCMV, со сниженной 
экспрессией CD69 [16]

пуляции NK-клеток с экспрессией CD158a, CD158b, перфорина, 
гранзима K среди популяций NK-клеток, отличающихся экс-
прессией типов гранзима [20].

– Переливание крови с популяциями NK-клеток направ-
ленными на опухоли системы кроветворения [27].

– Направленная с вовлечением NK-популяций регуляция 
взаимодействий адаптерами (например, DAP12 и DAP10 [10; 
24; 30]).

– Использование популяций NK-клеток на основе ортологов 
и паралогов РЛ млекопитающих для терапии пациентов [35].

– Применение противоопухолевых генетически модифи-
цированных химерных NK-клеток - CAR-T-клеток (напри-
мер, с экспрессированным химерным рецептором TN, вклю-
чающим внеклеточный и трансмембранный домены TGFβ-
типа-II-рецептора и внутриклеточный домен NK-клеточного 
активирующего рецептора NKG2D [36]).
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Microbiology

Перспективны профилактические и терапевтические воз-
можности предотвращения перехода от дисбиотических со-
стояний мукозальных биотопов открытых полостей организ-
ма к онкогенезу, в том числе с участием активирующей DDR-
путь (DNA damage response) системы NKG2D/NKG2D-лиганды 
популяций NK-клеток и действия пробиотических лектинов 
(ПЛ), характеризующихся цитокинподобной активностью 
[2, 11, 12]. Поскольку при дисбиозах ПЛ избирательно на-
правлены на условно-патогенные микробы и могут выпол-
нять функции пробиотиков при отсутствии пробиотической 
микрофлоры в мукозальных биотопах на фоне присутствия 
в биотопах HPV – потенциальных индукторов рака шейки 
матки, ожидаем противоопухолевый и противовирусный си-
нергизм ПЛ и NKG2D-обусловленной цитотоксичности, сни-
жающей восприимчивость к раку [2, 11].

Заключение. Приведённые данные указывают на широкие 
перспективы лектиновых и других популяций NK-клеток, яв-
ляющихся основными в межклеточных взаимодействиях для 
реализации надстроечных множественных вариантов защи-
ты организма в кооперации как с популяциями клеток других 
типов врождённого иммунитета, так и с сетью адаптивного 
клеточного иммунитета. Взаимодействие путей основных 
NK-популяций врождённого иммунитета с надстроечными 
путями адаптивного иммунитета является неразрывным и 
сбалансированным в построении противоопухолевых и про-
тивовирусных согласованных цитокиновых ответов и соответ-
ствует принципу действия «сеть-в-сети». Влияние на сеть NK-
популяций лектиновых, Ig-подобных, цитотоксических, CD 
и других рецепторов, рецепторных лигандов межклеточных 
взаимодействий перспективно для формирования в организме 
востребованных ранних продолжительных противоопухоле-
вых и противовирусных процессов различного типа. Целесоо-
бразно оценивать имеющийся спектр популяций NK-клеток 
для отбора потенциальных терапевтических NK-популяций; 
выработки сочетанных режимов лечения; конструирования 
максимально эффективных и селективных терапевтических 
клеточно-цитокиновых комбинаций с участием NK-популяций 
типа CAR-T. Приведённые данные важны при разработке про-
тивоопухолевых, противовирусных, вакцинных препаратов и 
стратегий. К перспективным лигандам относятся ПЛ.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

ЛИТЕРАТУРА (пп. 5–37 см. REFERENCES)
1. Лахтин М.В., Лахтин В.М., Афанасьев С.С., Алёшкин В.А. Но-

вые гликоконъюгаты-распознающие системы в прогнозирова-
нии антиинфекционного интерактома человека. Здоровье и об-
разование в XXI веке.  2015; 17 (4): 378-83.

2. Лахтин М.В., Лахтин В.М., Афанасьев С.С., Байракова А.Л., 
Алёшкин В.А., Афанасьев М.С. Кандидные маркёры болезней 
урогенитальных биотопов: реактивность к лектинам пробиоти-
ков. Acta Biomedica Scientifica. 2018; 3 (1): 49-53. 

3. Лахтин М.В., Лахтин В.М., Афанасьев С.С., Алёшкин В.А., Ми-
ронов А.Ю. Лектины и гликоконъюгаты в презентации анти-
генов и защите от патогенов (обзор литературы). Клиническая 
лабораторная диагностика. 2018; 10: 619-25. 

4. Лахтин М.В., Лахтин В.М., Алёшкин В.А., Афанасьев М.С., Афа-
насьев С.С. Лектины в антираковых стратегиях. Acta Biomedica 
Scientifica. 2018; 3 (4): 69-77. 

REFERENCES
1. Lakhtin M.V., Lakhtin V.M., Afanasiev S.S., Aleshkin V.A. New 

glycoconjugates-recognizing systems in prognosis of antiinfectious 
interactome of human.  Zdorov´e i obrazovanie v XXI veke. 2015; 17 
(4): 378-83. (in Russian)

2. Lakhtin M.V., Lakhtin V.M., Afanasiev S.S., Bayrakova A.L., 
Aleshkin V.A., Afanasiev M.S. Candida  markers of urogenital 
biotopes diseases: reactivity to lectins of probiotics. Acta Biomedica 
Scientifica. 2018; 3 (1): 49-53. (in Russian)

3. Lakhtin M.V., Lakhtin V.M., Afanasiev S.S., Aleshkin V.A., Mironov 
A.Yu. Lectins and glycoconjugates in presentation of antigens and 
protection against pathogens : a review. Klinicheskaya Laboratornaya 
Diagnostika. 2018; 63 (10): 619-25.  (in Russian)

4. Lakhtin M.V., Lakhtin V.M, Aleshkin V.A, Afanasiev S.S. Lectins in 
anticancer strategies. Acta Biomedica Scientifica. 2018; 3 (4): 69-77. 
(in Russian)

5. Bigley A.B., Rezvani K., Shah N., Sekine T., Balneger N., Pistillo 
M. et al. Latent cytomegalovirus infection enhances anti-tumour 
cytotoxicity through accumulation of NKG2C+ NK cells in healthy 
humans. Clin. Exp. Immunol. 2016; 185 (2): 239-51. 

6. Chijioke O., Landtwing V., Münz C. NK Cell Influence on the Out-
come of Primary Epstein-Barr Virus Infection. Front. Immunol. 
2016; 7: 323

7. Crane C.A., Austgen K., Haberthur K., Hofmann C., Moyes K.W., 
Avanesyan L., et al. Immune evasion mediated by tumor-derived lac-
tate dehydrogenase induction of NKG2D ligands on myeloid cells in 
glioblastoma patients. Proc. Natl Acad. Sci. U S A. 2014; 111 (35): 
12823-8.  

8. Djaoud Z., Riou R., Gavlovsky P.J., Mehlal S., Bressollette C., Gé-
rard N. et al. Cytomegalovirus-Infected Primary Endothelial Cells 
Trigger NKG2C+ Natural Killer Cells. J. Innate Immun. 2016; 8 (4): 
374-85.

9. Djaoud Z., Guethlein L. A., Horowitz A., Azzi T., Nemat-Gorgani N., 
Olive D., Nadal D. et al. Two alternate strategies for innate immunity 
to Epstein-Barr virus: One using NK cells and the other NK cells and 
γδ T cells. J. Exp. Med. 2017; 214 (6): 1827-41. 

10. Dukovska D., Fernández-Soto D., Valés-Gómez M., Reyburn H. T. 
NKG2H-Expressing T Cells Negatively Regulate Immune Respons-
es. Front. Immunol. 2018; 9: 390. 

11. Espinoza J.L., Nguyen V.H., Ichimura H., Pham T.T., Nguyen C.H., 
Pham T.V. et al. A functional polymorphism in the NKG2D gene mod-
ulates NK-cell cytotoxicity and is associated with susceptibility to 
Human Papilloma Virus-related cancers. Sci. Rep. 2016; 6: 39231. 

12. Espinoza J.L., Minami M. Sensing Bacterial-Induced DNA Damag-
ing Effects via Natural Killer Group 2 Member D Immune Receptor: 
From Dysbiosis to Autoimmunity and Carcinogenesis. Front. Immu-
nol. 2018; 9: 52. 

13. Fehniger T.A., Cooper M.A. Harnessing NK cell memory for cancer 
immunotherapy. Trends Immunol. 2016; 37(12):877-88. 

14. Georgountzou A., Papadopoulos N.G. Postnatal Innate Immune De-
velopment: From Birth to Adulthood. Front. Immunol. 2017; 8: 957. 

15. Grandi N., Cadeddu M., Pisano M.P., Esposito F., Blomberg J., Tra-
montano E. Identification of a novel HERV-K(HML10): Compre-
hensive characterization and comparative analysis in non-human 
primates provide insights about HML10 proviruses structure and dif-
fusion. Mob. DNA. 2017; 8: 15. 

16. Hatfield S.D., Daniels K.A., O’Donnell C.L., Waggoner S.N., Welsh 
R.M. Weak vaccinia virus-induced NK cell regulation of CD4 T cells 
is associated with reduced NK cell differentiation and cytolytic activ-
ity. Virology. 519: 131-44. 

17. Heiberg I.L., Pallett L.J., Winther T.N., Høgh B., Maini M.K., Peppa 
D. Defective natural killer cell anti-viral capacity in paediatric HBV 
infection. Clin. Exp. Immunol. 2015; 179 (3): 466-76. 

18. Janelle V., Langlois M.P., Tarrab E., Lapierre P., Poliquin L., Lamarre 
A. Transient complement inhibition promotes a tumor-specific im-
mune response through the implication of natural killer cells. Cancer 
Immunol. Res. 2014; 2 (3): 200-6. 

20. Koltan S., Debski R., Koltan A., Grzesk E., Tejza B., Eljaszewicz A. 
et al. Phenotype of NK cells determined on the basis of selected im-
munological parameters in children treated due to acute lymphoblas-
tic leukemia. Medicine (Baltimore). 2015; 94 (52): e2369. 

21. Mahapatra S., Mace E.M., Minard C.G., Forbes L.R., Vargas-Her-
nandez A., Duryea T.K. et al. High-resolution phenotyping identifies 
NK cell subsets that distinguish healthy children from adults. 2017; 
12 (8): e0181134. 

22. Malone D.F.G., Lunemann S., Hengst J., Ljunggren H.G., Manns 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2019; 64(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2019-64-5-314-320

МИКРОБИОЛОГИЯ

320

M.P., Sandberg J.K. et al. Cytomegalovirus-Driven Adaptive-Like 
Natural Killer Cell Expansions Are Unaffected by Concurrent 
Chronic Hepatitis Virus Infections. Front. Immunol. 2017; 8: 525. 

23. Martinez D. R., Permar S. R., Fouda G. G. Contrasting Adult and 
Infant Immune Responses to HIV Infection and Vaccination. Clin. 
Vaccine Immunol. 2015; 23 (2): 84-94. 

24. Muntasell A., Vilches C. Angulo A. López-Botet M. Adaptive recon-
figuration of the human NK-cell compartment in response to cyto-
megalovirus: a different perspective of the host-pathogen interaction. 
Eur. J. Immunol. 2013; 43 (5): 1133-41. 

25. Münz C. Epstein-Barr Virus-Specific Immune Control by Innate 
Lymphocytes. Front. Immunol. 2017; 8: 1658. 

26. Muta T., Yoshihiro T., Jinnouchi F., Aoki K., Kochi Y., Shima T. et al. 
Expansion of NKG2C-expressing natural killer cells after umbilical 
cord blood transplantation in a patient with peripheral T-cell lym-
phoma with cytotoxic molecules. Intern. Med. 2018; 57 (6): 861-6. 

27. Peled J. U., Jenq R. R. Not just leukemia: CMV may protect against 
lymphoma recurrence after allogeneic transplant. Leuk. Lymphoma. 
2017; 58 (4): 759-61. 

28. Peppa D. Natural killer cells in human immunodeficiency virus-1 in-
fection: spotlight on the impact of human cytomegalovirus. Front. 
Immunol. 2017; 8: 1322. 

29. Phan M.T., Chun S., Kim S.H., Ali A.K., Lee S.H., Kim S. et al. Nat-
ural killer cell subsets and receptor expression in peripheral blood 
mononuclear cells of a healthy Korean population: Reference range, 
influence of age and sex, and correlation between NK cell receptors 
and cytotoxicity. Hum. Immunol. 2017; 78 (2): 103-12. 

30. Pupuleku A., Costa-García M., Farré D., Hengel H., Angulo A., 

Muntasell A. et al. Elusive Role of the CD94/NKG2C NK cell receptor 
in the response to cytomegalovirus: novel experimental observations 
in a reporter cell system. Front. Immunol. 2017; 8: 1317. 

31. Sundström Y., Nilsson C., Lilja G., Kärre K., Troye-Blomberg M., 
Berg L. The expression of human natural killer cell receptors in early 
life. Scand. J. Immunol. 2007; 66 (2-3): 335-44.

32. Stojanovic A., Correia M.P., Cerwenka A. The NKG2D/NKG2DL Axis 
in the crosstalk between lymphoid and myeloid cells in health and 
disease. Front. Immunol. 2018; 9: 827. 

33. Thompson T.W., Jackson B.T., Li P.J., Wang J., Kim A.B., Huang 
K.T.H. et al. Tumor-derived CSF-1 induces the NKG2D ligand RAE-
1δ on tumor-infiltrating macrophages. Elife. 2018; 7. pii: e32919. 

34. Uppendahl L.D., Dahl C.M., Miller J.S., Felices M., Geller M.A. Nat-
ural killer cell-based immunotherapy in gynecologic malignancy: a 
review. Front. Immunol. 2018; 8: 1825. 

35. Walter L., Petersen B. Diversification of both KIR and NKG2 natural 
killer cell receptor genes in macaques - implications for highly com-
plex MHC-dependent regulation of natural killer cells. Immunology. 
2017; 150 (2): 139-45. 

36. Wang Z., Guo L., Song Y., Zhang Y., Lin D., Hu B. et al.  Augmented 
anti-tumor activity of NK-92 cells expressing chimeric receptors of 
TGF-βR II and NKG2D.  2017; 66 (4): 537-48.

37. Zingoni A., Molfetta R., Fionda C., Soriani A., Paolini R., Cippitelli M. 
et al. NKG2D and Its Ligands: «One for All, All for One». Front. Im-
munol. 2018; 9: 476.

Поступила 21.01.19
Принята к печати 20.02.19



К ст. И.В. Абаева  и соавт.К ст. Э.К. Сарибекян  и соавт.

Рис. 1. Лактирующая аденома молочной железы. Цитологи-
ческий препарат. Окр. азур-эозином. Ув.х 400.

Рис. 2. Опухоль на разрезе. Макроскопическая картина.

Рис.3. Лактирующая аденома молочной железы. Гистологи-
ческий препарат. Окр. гематоксилин-эозином. Ув.х 200.

Рис.4. Лактирующая аденома молочной железы. Гистологи-
ческий препарат. Окр. гематоксилин-эозином. Ув.х 100.

Рис. 1. Результаты теста штаммов S. aureus на гемолитическую активность на среде МПА с добавлением 5% бараньей крови при 48 
часовой инкубации при 37° C и дополнительной инкубации в течение 24 ч при 10° С: A - S. aureus MRSA252; B - S. aureus B-7904; 
C - S. aureus B-7803; D - S. aureus B-7905.

Рис. 2. Тест на гемолитическую активность штамма 
S. aureus B-7803, вариант гемолиза С, на четырех типах 
среды с добавлением 5% бараньей крови: среда №1, 
ТСА, ГРМ-агар, МПА.

Рис. 3. Тест на гемолитическую активность контрольного 
штамма S. aureus ATCC 10832 (Wood 46) на МПА с добав-
лением 5% бараньей крови. Зона гемолиза соответствует 
варианту С.
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