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Цанава И. А.1, Булгакова С. В.2, Меликова А. В.1

СИНДРОМ ГИПОТИРЕОЗА: РОЛЬ ТРИЙОДТИРОНИНА В ДИАГНОСТИКЕ  
И КОМБИНИРОВАННОЙ ТЕРАПИИ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

1ООО «Клиника Пяти Благ», 443110, Самара, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099, Самара, Россия

Синдром гипотиреоза является одной из самых часто встречающихся патологий эндокринной системы. Оценка эу-
тиреоидного статуса далеко не всегда может быть проведена по показателю ТТГ. У ряда пациентов с нормальными 
уровнями ТТГ и клинической картиной гипотиреоза концентрация T3 в сыворотке крови определяется на нижней грани-
це нормы или ниже неё при высоком содержании свободного Т4 в крови. В мировой практике накоплен положительный 
опыт совместного применения препаратов левотироксина натрия и лиотиронина – синтетической формы экзогенного 
трийодтиронина. В ряде исследований отмечаются преимущества применения комбинированной терапии гипотиреоза 
над монотерапией левотироксином у определённых групп пациентов. Описаны возможные причины неэффективности 
стандартного лечения гипотиреоза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гипотиреоз; комбинированная терапия гипотиреоза; левотироксин; лиотиронин; тироксин; 
трийодтиронин; обзор.

Для цитирования: Цанава И.А., Булгакова С.В., Меликова А.В. Синдром гипотиреоза: роль трийодтиронина в диагно-
стике и комбинированной терапии (обзор литературы). Клиническая лабораторная диагностика. 2021; 66 (5): 261-265. 
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-5-261-265
Tsanava I.A.1, Bulgakova S.V.2, Melikova A.V.1

HYPOTHYROSIS SYNDROME: ROLE OF TRIODTHYRONINE IN DIAGNOSTICS AND COMBINATION 
THERAPY (REVIEW OF LITERATURE)
1«Klinika P’yati Blag», Samara, Russia; 
2Samara State Medical University, Samara, Russia
 Hypothyroidism syndrome is one of the most common pathologies of the endocrine system. Assessment of euthyroid status can 
not always be carried out according to the TSH indicator. In a number of patients with normal TSH levels and a clinical picture 
of hypothyroidism, the serum T3 concentration is determined at the lower limit of the norm or below it with a high content of 
free T4 in the blood. In world practice, positive experience has been accumulated in the combined use of preparations of sodium 
levothyroxine and liothyronine, a synthetic form of exogenous triiodothyronine. A number of studies have noted the advantages of 
using combination therapy for hypothyroidism over levothyroxine monotherapy in certain groups of patients. Possible reasons for 
the ineffectiveness of standard treatment for hypothyroidism are described.

K e y  w o r d s :  hypothyroidism; combination therapy for hypothyroidism; levothyroxine; liothyronine; thyroxine; triiodothyro-
nine; overview.

For citation: Tsanava I.A., Bulgakova S.V., Melikova A.V. Hypothyrosis syndrome: role of triodthyronine in diagnostics and 
combination therapy (review of literature). Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnos-
tics). 2021;66 (5): 261-265 (in Russ.). DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-5-261-265
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Синдром гипотиреоза является едва ли не самой 
часто встречающейся патологией эндокринной си-
стемы. По европейским оценкам, его распространён-
ность достигает 5% населения [1-3], при этом ещё до 
5% людей может иметь недиагностированную недо-

статочность гормонов щитовидной железы [2]. Гипо-
тиреоз характеризуется дефицитом тироксина (Т4) и 
трийодтиронина (Т3). При манифестном первичном 
гипотиреозе отмечается повышение концентрации 
тиреотропного гормона (ТТГ) гипофиза. Основным 
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синтезируемым гормоном щитовидной железы явля-
ется Т4. Выработка Т3 непосредственно щитовидной 
железой составляет не более 20%. Продукция основ-
ной части Т3 (более 80%) происходит в результате 
ферментативного превращения Т4 в Т3 в тканях-ми-
шенях [4]. Референсные значения тиреоидных гор-
монов являются предметом постоянных дискуссий и 
могут различаться в зависимости от возраста, пола, 
этнического происхождения человека, зависимости 
от используемого метода анализа [5]. У отдельных 
индивидуумов есть собственный диапазон нормаль-
ных значений ТТГ, Т4 и Т3, который может иметь от-
клонения до 25% от референсного диапазона, обще-
принятого для всей популяции [6].

Заместительная терапия левотироксином натрия 
(L-T4), экзогенной формой Т4, является «золотым 
стандартом» лечения первичного гипотиреоза уже 
более 60 лет [7]. Со второго десятилетия XX века для 
терапии гипотиреоза использовались препараты экс-
тракта щитовидной железы мелкого рогатого скота. 
Синтетические препараты левотироксина стали до-
ступны для использования в 1950-х годах, однако до 
1970-х годов препараты высушенной щитовидной 
железы оставались основной терапией гипотиреоза. 
Несмотря на переход к монотерапии левотирокси-
ном в 1970-е годы [8], в некоторых клинических ру-
ководствах отмечается необходимость применения 
комбинации левотироксина и лиотиронина (L-T3) 
– синтетической формы гормона Т3 [9-11]. Это свя-
зано с тем, что более трети пациентов, несмотря на 
проводимую терапию левотироксином остаются не-
достаточно компенсированными, имея повышенные 
уровни ТТГ в крови и/или постоянные симптомы ги-
потиреоза [9,12]. Даже когда уровни ТТГ и свобод-
ного Т4 соответствуют референсным показателям на 
фоне применения левотироксина, до 20% пациентов 
продолжают испытывать постоянные симптомы ги-
потиреоза [12]. Выделяют несколько причин данного 
феномена, включая различия в индивидуальных кон-
трольных значениях, наличие других аутоиммунных 
заболеваний, помимо аутоиммунного тиреоидита, и 
нарушение конверсии Т4 в Т3 с низким соотношением 
Т3/Т4 при монотерапии левотироксином. Поскольку 
подавляющее большинство пациентов с гипотирео-
зом получают монотерапию L-T4, уровень трийодти-
ронина в их сыворотке крови полностью зависит от 
экстратиреоидной продукции T3. Пациенты, получа-
ющие монотерапию L-T4, обычно имеют более вы-
сокие соотношения T4/T3, чем лица с эутиреозом. У 
некоторых пациентов с нормальными уровнями ТТГ 
концентрация T3 в сыворотке крови определяется на 
нижней границе нормы или ниже её, при высоком 
содержании свободного Т4 в крови. Исходя из выше-
сказанного, представляется возможным назначение 
комбинации L-Т4 и L-Т3 с целью улучшения качества 
жизни пациентов.

В 2012 г. Европейская тиреоидологическая ас-
социация (European Thyroid Association – ETA) опу-
бликовала первые рекомендации по комбинирован-
ной терапии L-T4 и L-T3 при гипотиреозе [11]. ETA 
сообщает, что у 5-10% пациентов с гипотиреозом, 
получавших монотерапию левотироксином при нор-

мальных значениях ТТГ в сыворотке крови, зачастую 
наблюдаются стойкие симптомы снижения уровня 
гормонов щитовидной железы, а именно: нарушения 
общего самочувствия, эмоциональная лабильность и 
когнитивные расстройства [11]. Это утверждение ос-
новано на трёх популяционных исследованиях в Ве-
ликобритании (2002), Нидерландах (2005), Норвегии 
(2009) [13-15]. В обзорных исследованиях указыва-
ется, что до трети пациентов с гипотиреозом не по-
лучают адекватного лечения [9,12]. В 2017 г. Амери-
канской тиреоидологической ассоциацией (American 
Thyroid Assosiation – ATA) проведён онлайн-опрос 
пациентов с гипотиреозом [16]. Среди респондентов 
без выраженных клинических симптомов гипотирео-
за (3670 опрошенных), удовлетворенность по шкале 
от 1 до 10 на фоне лечения левотироксином состави-
ла 5 (межквартильный размах – IQR 3-7), на фоне же 
применения комбинации левотироксин и лиотиронин 
этот индекс выше (удовлетворенность по шкале от 
1 до 10-6, IQR 3-8). У пациентов, принимающих на-
туральный экстракт высушенной ткани щитовидной 
железы, количество баллов самое высокое – 7 по шка-
ле от 1 до 10 (IQR 5-9) (р<0,0001). Среди тех, кто имел 
клинические проявления гипотиреоза несмотря на 
проводимую терапию (около 22% респондентов, при-
нимающих L-T4 или L-T4 и L-T3, и 14% – натуральный 
экстракт щитовидной железы) преобладали жалобы 
на усталость или снижение сил (77%), набор массы 
тела (69%), снижение памяти и другие когнитивные 
нарушения (58%), гипотимию (45%).

В проводимых ранее исследованиях в рамках 
программы NHANES (National Health and Nutrition 
Examination Survey – Национальная программа про-
верки здоровья и питания) в США показано, что у 
пациентов с нормальной концентрацией ТТГ в сы-
воротке крови на фоне применения L-T4 отмечаются 
более высокие уровни общего и свободного T4 и бо-
лее низкие концентрации общего и свободного T3 в 
сравнении с аналогичными показателями лиц группы 
контроля без гипотиреоза [17]. Снижение уровня сво-
бодного Т3 наблюдается примерно у 15% пациентов с 
гипотиреозом на фоне монотерапии L-T4 [16]. Возни-
кает вопрос: могут ли низкие уровни T3 в сыворотке 
крови быть связаны с постоянными жалобами у па-
циентов, принимающих левотироксин? Вероятно, да. 
Ниже приведём подтверждающие этот факт данные.

Механизм, ответственный за низкий уровень T3 в 
сыворотке крови на фоне монотерапии L-T4, связан с 
йодтирониндейодиназой 2-го типа (D2). Этот фермент 
катализирует дейодирование T4 до T3 в экстратиреоид-
ных тканях. D2 имеет короткий период полураспада 
(около 60 мин), который становится ещё короче (до 20 
мин) при взаимодействии с T4, что ведёт к убиквитини-
рованию D2 и протеолитической деградации [18]. D2 
в гипоталамусе, в отличие от других тканей, довольно 
стабилен и менее чувствителен к убиквитинации [19]. 
В то время как других тканях D2-опосредованная про-
дукция T3 прогрессивно снижается с увеличением до-
зы L-T4 из-за убиквитинирования D2, выработка T3 в 
гипоталамусе и гипофизе остаётся на прежнем уровне, 
и доза L-T4, необходимая для нормализации сыворо-
точного ТТГ ниже, чем доза, которая приводит к нор-
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мализации уровня T3. Из этого следует, что для дости-
жения нормальной концентрации T3 в сыворотке крови 
необходим приём относительно высокой дозы L-T4, 
которая может подавлять уровень ТТГ.

Оценка эутиреоидного статуса далеко не всегда 
может быть проведена по показателю ТТГ. Оцени-
вались биохимические маркёры функции щитовид-
ной железы до тотальной тиреоидэктомии и через 1 
год после операции на фоне супрессивной терапии 
L-T4 [20]. Пациенты были разделены на три группы 
по уровню ТТГ (1 группа – ТТГ≤0,03 мЕ/л, 2 группа 
– ТТГ от 0,03 до 0,3 мЕ/л, 3 группа – ТТГ от 0,3 до  
5,0 мЕ/л). Помимо тиреоидного статуса оценивались 
значения уровней ЛПНП, ГСПГ и щелочной фосфатазы. 
Полученные данные продемонстрировали, что у паци-
ентов с послеоперационным уровнем ТТГ≤0,03 мЕ/л,  
были самые высокие показатели ГСПГ и щелочной 
фосфатазы и самый низкий уровень ЛПНП, в то вре-
мя как пациенты с ТТГ от 0,3 до 5,0 мЕ/л имели самые 
низкие значения ГСПГ и щелочной фосфатазы и са-
мый высокий уровень ЛПНП, что подтверждает у них 
наличие тканевого гипотиреоза, несмотря на относи-
тельно невысокий уровень ТТГ. Результаты проведён-
ной ранее работы подтверждают, что назначение L-T4 
в дозах, снижающих сывороточный ТТГ до референс-
ных значений, не приводит к нормализации систем-
ных маркёров передачи сигналов тиреоидных гормо-
нов, включая общий холестерин и холестерин ЛПНП 
[21]. Нормальный уровень ТТГ не является гарантией 
эутиреоидного состояния во всех тканях-мишенях 
[17, 21]. Можно сделать вывод, что терапия L-T4 не 
всегда позволяет достичь эутиреоза одновременно во 
всех тканях-мишенях. Такое заключение сделали ра-
нее H.F. Escobar-Morreale и соавт. [22] в своих извест-
ных экспериментах по заместительной гормональной 
терапии на крысах с гипотиреозом: только комбина-
ция L-T4 и L-T3 может обеспечить одновременный эу-
тиреоз во всех тканях. Введение только L-T4 крысам 
с тиреоидэктомией в различных дозах не приводило 
к нормальным концентрациям T4 и T3 одновременно 
во всех тканях, что может быть принято за один из 
критериев эутиреоза [22]. Доза L-T4, необходимая для 
нормализации концентрации гормонов щитовидной 
железы, вариабельна для каждой ткани, приходится 
достигать супрафизиологических концентраций T4, 
чтобы нормализовать концентрации T3. Только ком-
бинированное лечение L-T4 и L-T3 ведёт к нормаль-
ным концентрациям и T4, и T3 в плазме и всех тканях, 
к нормальному сывороточному ТТГ и активности 
йодтирониндейодиназ 1-го типа (D1) и 2-го типа (D2) 
[23]. Добавление небольших доз L-T3 уменьшает ко-
личество L-T4, необходимое для нормализации T3 в 
большинстве тканей примерно на 50% по сравнению 
с дозами L-T4 на монотерапии.

Одна из причин сохранения симптомов гипотире-
оза у части пациентов на монотерапии левотирокси-
ном может быть связана с генетическими фактора-
ми. Выдвинуто предположение, что в данном случае 
имеет значение однонуклеотидный полиморфизм 
(ОНП) гена, кодирующего D2, а именно Thr92Ala. 
Полиморфизм Thr92Ala ассоциировался со снижени-
ем психологического благополучия на терапии L-T4 

и усилением ответа на комбинированную терапию 
L-T4 и L-T3 [24]. Ряд исследований демонстрируют 
снижение активности D2 при наличии полиморфизма 
Thr92Ala [25]. Показано, что снижение уровней FT3 
после тиреоидэктомии более значительный у носите-
лей Thr92Ala, чем у лиц без данного ОНП. В других 
работах такая связь не наблюдалась [26, 27]. В боль-
шом популяционном когортном исследовании не вы-
явлено различий между уровнями ТТГ, свободного 
Т4, свободного Т3, соотношения T3/T4 в группах лиц 
с генотипом Thr92Ala и без него [26]. Вероятно, это 
расхождение в результатах можно объяснить тем, что 
большинство крупных исследований включало попу-
ляционные когорты, в которые входили лица с эути-
реозом. Клинические эффекты варианта 92Ala мог-
ли быть замаскированы собственной выработкой T3 
щитовидной железой. Предполагается, что эффекты 
Thr92Ala проявляются только у пациентов с атирео-
зом, получающих монотерапию LT4 [28].

В исследовании голландских авторов сообщается, 
что генотип Ala/Ala этого полиморфизма D2 присут-
ствует у 11,3% пациентов на терапии Т4 и у 10,7% на-
селения в целом. В обеих группах ОНП не связан ни с 
различиями в сывороточных уровнях ТТГ, свободных 
Т4 и FT3 или T3/T4, ни с качеством жизни [29].

В ходе датского рандомизированного контроли-
руемого испытания (РКИ) обнаружена связь двух 
ОНП (Thr92Ala DIO2 и rs17606253 MCT10-моно
карбоксилатный транспортер 10) с предпочитаемым 
пациентами лечением. При отсутствии обоих ОНП 
предпочтение терапии L-T4 и L-T3 отдавали 42% паци-
ентов, при наличии одного из ОНП – 63% и при нали-
чии обоих ОНП – 100% [30].

В метаанализе одиннадцати РКИ 2006 г., в котором 
сравнивали монотерапию L-T4 с комбинированной 
терапией L-T4 и L-T3, не выявлено различий между 
показателями исходов (качество жизни, когнитивные 
способности, настроение или наличие симптомов 
гипотиреоза) [11]. Частота возникновения неблаго-
приятных событий значимо не различалась на фоне 
лечения обоими вариантами. РКИ последних лет не 
продемонстрировали преимуществ использования 
той или иной терапии [31]. Большинство РКИ могут 
быть подвергнуты критике по ряду вопросов. Напри-
мер, предвзятость выбора из-за включения гетероген-
ных групп пациентов по этиологии и прогнозу, иска-
жение истинного эффекта низкой долей пациентов, 
имеющих клинические симптомы, небольшой размер 
выборки, некорректные цели ТТГ, наличие пациен-
тов с нарушением конверсии Т4 в Т3 по ряду причин 
[32]. В семи из одиннадцати РКИ пациентов опраши-
вали относительно их предпочтения проводимому 
лечению: 48% предпочли терапию L-T4 и L-T3, 25% 
– монотерапию T4, 27% не имели предпочтения [11, 
33]. Пациенты, рандомизированные для лечения L-T4 
и L-T3, теряли около 0,5-1,5 кг массы тела, в то время 
как пациенты, получавшие только L-T4, увеличивали 
вес на 0,1-0,5 кг.

В рекомендациях ETA 2012 г. указывается, что 
«комбинированную терапию L-T4 и L-T3 можно рас-
сматривать как экспериментальный подход у пациен-
тов с гипотиреозом на монотерапии L-T4, у которых 
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сохраняются постоянные жалобы, несмотря на зна-
чения сывороточного ТТГ в контрольном диапазоне, 
при условии, что ранее они соблюдали режим реко-
мендованной терапии, и у них исключены аутоим-
мунные заболевания. Комбинированная терапия L-T4 
+ L-T3 не рекомендуется беременным женщинам и па-
циентам с нарушениями сердечного ритма. Эти реко-
мендации приняты итальянской и британской ассоци-
ациями щитовидной железы, тогда как ATA занимает 
более нейтральную позицию [34]. Комбинированную 
терапию необходимо прекращать, если улучшение 
не наблюдается в течение трёх месяцев. Всё ещё су-
ществует озабоченность относительно долгосрочной 
безопасности комбинированной терапии L-T4 и L-T3. 
Результаты 17-летнего обсервационного популяцион-
ного исследования в Шотландии по применению ли-
отиронина обнадёживают. По сравнению с пациента-
ми, принимающими только L-T4, у пациентов на фоне 
применения L-T3 (с или без L-T4) после поправки на 
возраст не было повышенного риска сердечно-сосу-
дистых заболеваний, учащения эпизодов мерцатель-
ной аритмии, переломов [35]. В исследовании S.Kanji 
и соавт. [36] ретроспективно оценивались показатели 
70 пациентов с синдромом эутиреоидной патологии, 
находящихся в отделении интенсивной терапии в 
критическом состоянии и получавших трийодтиро-
нин. На фоне проводимого лечения, у пациентов от-
мечалась нормализация уровня Т3 в сыворотке крови 
при отсутствии нежелательных реакций со стороны 
сердечно-сосудистой системы. Данные работы А. 
Pingitore и соавт. [37]  демонстрируют не только без-
опасность применения L-Т3 у пациентов с острым ин-
фарктом миокарда, но и улучшение функции сердца 
по данным эхокардиографического исследования и 
МРТ при сравнении с показателями пациентов, полу-
чавших стандартное лечение.

Современной тиреоидологии предстоит просле-
дить ещё множество механизмов действия тех или 
иных вариантов лечения. Учитывая наличие большо-
го числа пациентов, не удовлетворённых монотера-
пией левотироксином, очевидно, что в ряде случаев 
необходимо использование альтернативных режимов 
терапии.
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НАРУШЕНИЕ БАЛАНСА СВОБОДНЫХ МЕТАЛЛОВ И МЕТАЛЛСОДЕРЖАЩИХ БЕЛКОВ  
В ОКОЛОПЛОДНЫХ ВОДАХ ПРИ ПЛАЦЕНТАРНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ

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

Изучено содержание ионов металлов и белков, содержащих или связывающих эти металлы, в околоплодных водах в раз-
ные периоды физиологической беременности и плацентарной недостаточности (ПН). С помощью спектрофотометри-
ческих методов, методов иммунотурбометрического и иммуноферментного анализа оценивали содержание ионов цинка, 
меди, магния, железа, цинк-α-2-гликопротеина, ферритина, церулоплазмина и активность Са2+, Мg 2+ -АТФазы. Уста-
новлено, что при ПН в обоих триместрах имеет место снижение содержания цинка, меди, железа и повышение уровня 
меди. Показатели церулоплазмина, ферритина, Ca2+, Mg2+-АТФазы при ПН ниже, а цинк-α-2-гликопротеина выше, чем в 
аналогичные сроки физиологической гестации. Тесная корреляционная связь разной направленности установлена между 
уровнем металлов и соответствующих белков. Выявленные нарушения, очевидно, играют определенную патогенетиче-
скую роль в развитии ПН, а показатели соотношения между металлами могут служить маркерами прогнозирования 
состояния новорожденных. 
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The content of metal ions and proteins containing or binding these metals in amniotic fluid during different periods of 
physiological pregnancy and placental insufficiency (PI) was studied. The content of zinc, copper, magnesium, iron, zinc-α-2-
glycoprotein, ferritin, ceruloplasmin and the activity of Ca2+, Mg2+-ATPase were estimated using spectrophotometric methods, 
immunoturbometric and enzyme immunoassay methods. It was found that in PI in both trimesters there is a decrease in the content 
of zinc, copper, iron and an increase in the level of copper. The indices of ceruloplasmin, ferritin, Ca2+, Mg2+-ATPase in PI are 
lower, and zinc-α-2-glycoprotein is higher than in similar periods of physiological gestation. A close correlation of different 
directions has been established between the level of metals and the corresponding proteins. The revealed violations obviously 
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Введение. Полноценность репродуктивных про-
цессов во многом зависит от снабжения организма 
женщины жизненно важными микроэлементами, 
значительная часть которых находится в состоя-

нии, связанном белками, в том числе с ферментами 
[1, 2]. Особую роль металлсодержащие белки, как 
и свободные ионы металлов, играют в период ге-
стации в связи с необходимостью обеспечения не 
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только потребностей материнского организма, но и 
плода. К наиболее значимым микроэлементам от-
носятся металлы: цинк, медь, магний, а также же-
лезо [3]. 

Цинк является незаменимым микроэлементом 
для нормального роста и развития, он участвует в 
регуляции экспрессии генов, процессов дифферен-
цировки и пролиферации клеток [4,5]. Известно, 
что цинксодержащие белки принимают участие во 
всех видах обмена веществ, включая обмен нукле-
иновых кислот, белков, углеводов, тканевое дыха-
ние, синтез многих гормонов, в частности эстроге-
нов [6]. В числе этих белков большую роль в кле-
точном метаболизме играет цинк-α-2-гликопротеин 
[7]. Ионы меди входят в состав ферментов, также 
участвующих во многих биохимических процес-
сах, что определяет значение этого микроэлемента 
в функционировании фетоплацентарной системы 
[8]. К числу специфических медьсодержащих бел-
ков относится церулоплазмин, обладающий силь-
ным антиоксидантным действием и влияющий на 
стабилизацию клеточных мембран [9]. 

В поддержании липидного обмена, синтезе ну-
клеиновых кислот, трансмембранных процессах, 
регуляции энергетического потенциала клетки уча-
ствует магний [10]. Известно, что дефицит магния, 
затрагивающий вышеперечисленные метаболические 
процессы, приводит к нарушению репродукции [11], 
и беременность, развивающаяся на фоне этих нару-
шений, может протекать с осложнениями. Среди маг-
ний-зависимых белков особое значение имеет Са2+, 
Мg2+ -зависимая аденозинтрифосфатаза (Са2+, Мg2+-
АТФаза), активность которой в определенной степени 
определяется запасом магния.

Еще одним микроэлементом, играющим важную 
роль в механизмах биологического окисления, явля-
ется железо. Оптимальный запас железа необходим 
для поддержания нормального уровня физиологиче-
ски важных процессов [12, 13]. Основным белком, 
выполняющим функции депонирования железа, явля-
ется ферритин, который служит высоко информатив-
ным маркером, характеризующим метаболизм железа 
[14]. Дисбаланс указанных металлов создает условия, 
способствующие развитию акушерской патологии. 

Среди факторов, осложняющих беременность и 
нарушающих нормальное развитие плода, особое 
место принадлежит плацентарной недостаточности 
(ПН), которая является одной из важных причин вы-
сокой перинатальной заболеваемости и смертности. 
С данной патологией непосредственно связано 20% 
случаев перинатальной смерти [15, 16]. Частота ПН 
во всем мире до настоящего времени остается до-
статочно высокой [17]. В связи с этим, несмотря на 
значительное количество работ по изучению функци-
ональных нарушений при ПН, уточнение ее патоге-
неза, как и разработка достоверных диагностических 
критериев, требует дальнейших исследований. По-
следнее особенно необходимо для своевременной и 
эффективной коррекции проводимых лечебных меро-
приятий.

Важной биосредой материнского организма явля-
ются околоплодные воды, играющие ведущую роль 

в параплацентарном обмене и осуществляющие вза-
имосвязь между матерью и плодом [18, 19]. Около-
плодные воды в определенной мере участвуют во обе-
спечении условий для физиологического роста и раз-
вития плода и в то же время реагируют изменением 
своего состава на любые нарушения, происходящие 
в системе мать-плацента-плод [20]. В связи с этим из-
учение биохимических показателей в околоплодных 
водах позволяют судить о развитии гестации, течении 
пренатального периода и прогнозировать состояние 
новорожденного. 

Актуальность изложенного определила цель на-
стоящей работы – изучить количество цинка, меди, 
железа, магния, а также содержащих или связываю-
щих их белков: цинк-α-2-гликопротеина, ферритина, 
церулоплазмина и активность Са2+, Мg2+ -АТФазы в 
околоплодных водах при физиологической беремен-
ности и ПН.

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 62 женщины в возрасте 24-30 лет. Контрольную 
группу составили 28 клинически здоровых женщин с 
неосложненным течением беременности и родов. Ос-
новную группу составили 34 женщины, беременность 
которых осложнилась ПН, верифицированной после 
родов. По возрасту, индексу массы тела, соматическо-
му, акушерско-гинекологическому анамнезу, паритету 
беременностей и родов женщины обеих групп были 
сопоставимы. В обеих группах преобладали перво-
родящие женщины: в основной группе они составили 
61,8%, в контрольной – 60,7%. В анамнезе прерывание 
беременности по желанию женщины было в 25% и 
23,6% случаев, соответственно в основной и контроль-
ной группах. Самопроизвольные выкидыши у всех па-
циенток отсутствовали. Наличие хронических заболе-
ваний имело место в 21,5% и 17,7% случаев.  

Из исследования исключали женщин с инфекци-
онными заболеваниями, декомпенсированными фор-
мами соматических заболеваний, многоплодной бере-
менностью, аутоиммунной патологией, признаками 
преэклампсии, задержки роста плода и не давших ин-
формированного согласия на расширенный протокол 
исследования.

Критериями при постановке диагноза (и для вклю-
чения в основную группу) служили: снижение фето- 
и маточно-плацентарного кровотока без признаков 
централизации кровообращения при допплероме-
трии, начальные признаки гипоксии при кардиотоко-
графии. Отставание роста плода по показателям уль-
тразвуковой фетометрии отсутствовало. Микроско-
пические исследования выявили в плацентах женщин 
основной группы патологические изменения, являю-
щиеся морфологическими критериями ПН: наличие 
участков кальциноза, фиброза, гиперваскуляризация 
ворсин, мелкие межворсинчатые кровоизлияния.

Обследованные пациентки наблюдались в амбула-
торно-консультативном отделении НИИ акушерства 
и педиатрии ФГБОУ ВО «РостГМУ» Минздрава Рос-
сии в рамках программы «Акушерский мониторинг». 
Проведение исследования одобрено локальным эти-
ческим комитетом НИИАП.  

Материалом для исследования служили около-
плодные воды, взятые в сроки 16-18 нед и 39-40 не-
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дель. В первом случае околоплодные воды получали 
путем трансабдоминального амниоцентеза. Прове-
дение этой процедуры согласно приказу Минздра-
ва России 572н от 01.11.2012 г. осуществлялось для 
исключения хромосомной патологии плода. У всех 
плодов женщин, включенных в исследование, был 
нормальный хромосомный набор. Во втором случае 
околоплодные воды получали при вскрытии плодного 
пузыря в первом периоде родов.

Содержание цинка и меди в околоплодных во-
дах определяли с помощью наборов фирмы «Витал 
Девелопмент Корпорэйшн» (Россия) на спектрофо-
тометре UV-Visible Spectrophotometer Evolution 300 
(США). Содержание железа и магния оценивали, 
используя наборы фирмы «Randox» (Германия) на 
анализаторе Sapphiri 400 (Япония). Количество цинк-
a-2-гликопротеина и ферритина определяли методом 
иммуноферментного анализа с помощью наборов 
фирм «BioVendor» (Чехия) и «Вектор-Бест» (Россия), 
соответственно, на микропланшетном фотометре 
Sunrise («Tecan», Швейцария). О количестве церуло-
плазмина судили по результатам иммунотурбидиме-
трического анализа, который проводили с использо-
ванием наборов фирмы «Sentinel» (Италия). Иссле-
дования проводили в соответствии с протоколами 
фирм-разработчиков. Активность Са2+, Мg2+-АТФазы 
(К.Ф.3.6.1.3) оценивали по приросту содержания не-
органического фосфата в реакции с молибдатом ам-
мония. Реакционная смесь содержала 10 мМ трис-
HCl буфер (рН 7,0), 5 мМ MgCl2, 0,15 мМ CaCl2, 5 мМ 
АТР, 100 мкг белка [21].

Статистическую обработку данных осущест-
вляли с помощью лицензионного пакета программ 
Statistica (версия 6.0 фирмы «StatSoft Inc.»). Сте-
пень соответствия закона распределения данных 
нормальному распределению оценивали с помощью 
критерия Шапиро-Уилка. Однородность дисперсий 

проверяли по критерию Фишера. При заданных объ-
емах выборок (n1=28, n2=34) значение F-критерия 
Фишера для различных параметров изменялось от 
2,0 до 3,1, что давало уровень значимости p<0,05. 
Достоверность различий между сравниваемыми 
показателями определяли по критерию Стьюдента 
(t-критерий) для независимых выборок. Корреляци-
онный анализ выполнен с использованием критерия 
Пирсона с расчетом коэффициента корреляции (r). 
Результаты оценивали как статистически значимые 
при p<0,05.

Результаты. Проведенные исследования сви-
детельствуют об изменении содержания металлов и 
связанных с ними белков в околоплодных водах жен-
щин основной группы по сравнению с аналогичны-
ми величинами в контрольной группе (см. таблицу). 
Как следует из таблицы, содержание цинка, железа 
и магния в околоплодных водах при ПН уменьша-
ется. Степень снижения в среднем одинаковая во II 
и III триместрах гестации (от 31% до 38%). В то же 
время, уровень меди в эти периоды беременности 
возрастает, соответственно на 59% и 90%. Важным 
показателем дисбаланса ионов металлов является 
коэффициент отношения цинка и меди, который при 
осложненной беременности резко снижается. При 
физиологической беременности этот показатель ра-
вен 4,4 во II триместре и 4,8 – в III триместре, а при 
ПН в среднем – 1,7 в обоих триместрах. 

Для изученных ферментов также установлены 
разнонаправленные изменения их уровня и актив-
ности (для Са2+, Мg 2+-АТФазы). Количество цинк-
α-2-гликопротеина в околоплодных водах при дис-
функции плаценты возрастает на 63% и 70%, а 
уровень медьсодержащего церулоплазмина уменьша-
ется практически одинаково в течение гестации (на 
36-37%). В такой же степени в околоплодных водах 
снижается активность Са2+, Мg 2+-АТФазы. Подобная 

Содержание металлов, металлсодержащих и металлсвязывающих белков в околоплодных водах при физиологической беременно-
сти и плацентарной недостаточности

Показатели Физиологическая
беременность, триместр

Плацентарная
недостаточность, триместр p

II III II III

Цинк, ммоль/л 1,28±0,10
[1,18-1,48]

1,54±0,15
[1,25-1,83]

0,83±0,09
[0,65-1,01]

0,98±0,09
[0,80-1,16]

p1=0,001
p2=0,002

Медь, ммоль/л 0,29±0,03
[0,23-0,35]

0,32±0,04
[0,24-0,35]

0,46±0,04
[0,38-0,54]

0,61±0,07
[0,47-0,75]

p1=0,002
p2=0,001

Железо, мкмоль/л 0,21±0,02
[0,17-0,25]

0,29±0,03
[0,23-0,35]

0,13±0,02
[0,09-0,17]

0,19±0,02
[0,15-0,23]

p1=0,007
p2=0,006

Магний, ммоль/л 0,81±0,06
[0,69-0,93]

1,43±0,11
[1,21-1,65]

0,56±0,05
[0,46-0,66]

0,97±0,08
[0,81-1,13]

p1=0,002
p2=0,001

Цинк-α-2- гликопротеин, мкг/мл 23,2±2,5 [18,3-
28,1]

21,7±2,1 [17,6-
25,8]

39,6±3,8
[32,2-47,1]

35,4±3,2
[29,1-41,7]

p1=0,001
p2=0,001

Церулоплазмин, мг/мл 0,38±0,04
[0,30-0,46]

0,28±0,03
[0,22-0,34]

0,24±0,02
[0,20-0,28]

0,18±0,01
[0,16-0,20]

p1=0,002
p2=0,001

Ферритин, нг/мл 33,5±3,3
[27,1-40,0]

42,2±3,1
[36,1-48,3]

20,1±2,3
[15,6-24,6]

29,8±2,1
[25,7-33,9]

p1=0,001
p2=0,001

Са2+, Мg 2+ -АТФаза, активность, 
нмоль/мин х мг белка

0,40±0,03
[0,34-0,46]

0,48±0,04
[0,40-0,56]

0,26±0,03
[0,20-0,32]

0,32±0,03
[0,26-0,38]

p1=0,002
p2=0,003

Примечание. р1 – достоверность различий между показателями при физиологической беременности и ПН во II триместре; р2 – между 
показателями при физиологической беременности и ПН во III триместре. Данные представлены в виде средней величины ± ошибки среднего 
и в скобках 95% доверительный интервал.
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направленность отклонения характерна и для содер-
жания ферритина (снижение в II и III триместрах от 
30% до 40 %). 

О взаимозависимости между уровнем ионов ме-
таллов и показателями соответствующих ферментов 
при ПН свидетельствуют результаты корреляцион-
ного анализа. Положительная корреляционная связь 
выявлена между содержанием железа и ферритина: 
r=0,80 (p<0,01) во втором триместре беременности 
и 0,82 (p<0,01) в третьем триместре, а также между 
активностью Са2+, Мg2+ -АТФазы и уровнем магния: 
r=0,79 (p<0,01) во II триместре и r=0,83 (p<0,01) в III 
триместре. Отрицательная зависимость в обоих три-
местрах беременности установлена для меди и церу-
лоплазмина (r=-0.81 и -0,84, p<0,01). Между содер-
жанием цинка и цинк-α-2-гликопротеина также обна-
ружена негативная зависимость: r=-0.84 (p<0,001) и 
-0,85 (p<0,01) во II и III триместре соответственно. 

Обсуждение. Последствия, к которым может 
приводить изменение содержания металлов, весьма 
разнообразны. Так, снижение количества цинка спо-
собно вызвать самопроизвольный выкидыш, пороки 
развития плода и новорожденного, дискоординацию 
родовой деятельности [22]. Последнее объясняется 
действием цинка на метаболизм простагландинов, 
а также ряда стероидных гормонов в результате его 
включения в специфический домен белков, регулиру-
ющих действие этих гормонов [6]. Противоположная 
динамика уровня меди, по-видимому, объясняется 
конкуренцией между этим микроэлементом и цин-
ком за связывание с плацентарными транспортера-
ми двухвалентных ионов [23]. Можно полагать, что 
снижение содержания ионов цинка при дисфункции 
плаценты является результатом его повышенного 
связывания, что освобождает сайты для ионов меди 
и приводит к увеличению их транспорта в около-
плодные воды. В свою очередь, высокая концентра-
ция ионов меди вызывает снижение активности ряда 
ферментов пентозофосфатного шунта, способствуя 
энергетическому дисбалансу в фетоплацентарной си-
стеме [24]. Известно, что между динамикой меди и 
цинка существует взаимосвязь: высокий уровень ме-
ди усиливает тератогенный эффект дефицита цинка 
[25]. О высокой степени различий между величинами 
этих микроэлементов можно судить по их соотноше-
нию, приведенному выше, причем данный показатель 
в связи со значительной информативностью может 
быть использован в качестве прогностического теста 
оценки состояния плода и новорожденного ребенка. 

Что касается цинк-α-2-гликопротеина, то повыше-
ние его уровня в околоплодных водах при ПН, поми-
мо уменьшения свободного фонда цинка, очевидно, 
приводит к нарушению регулируемых им процессов, 
таких как пролиферация, клеточная дифференциа-
ция, апоптоз [26], физиологический уровень которых 
необходим для нормального функционирования фе-
топлацентарной системы. Уменьшение количества 
медьсодержащего церулоплазмина, по-видимому, 
сопровождается падением антиоксидантной защи-
ты, усилением свободнорадикальных реакций и, как 
следствие, развитием внутриутробной гипоксии, име-
ющей место при дисфункции плаценты [20].

Снижение содержания железа и ферритина в 
околоплодных водах может оказывать негативное 
влияние прежде всего на энергообеспечение в си-
стеме мать-плацента-плод, тем самым способствуя 
развитию осложненной гестации и нарушению 
процессов пренатального развития [27]. Уменьше-
ние уровня магния, являющегося кофактором боль-
шого числа ферментов, необходимых для регуля-
ции практически всех видов обмена веществ [11], 
очевидно, также служит одной из важных причин 
формирования акушерской патологии, в том числе 
дисфункции плаценты и всего фетоплацентарного 
комплекса. Отрицательные последствия, особенно 
в обмене макроэргов, усугубляются снижением ак-
тивности Са2+, Мg2+ -АТФазы. 

Подытоживая причины и последствия выяв-
ленных изменений в околоплодных водах при ПН, 
можно полагать, что они вызваны модификацией 
механизмов трансплацентарного перехода из мате-
ринской крови к плоду различных химических ком-
понентов, необходимых для развития плода, в том 
числе, и микроэлементов. В свою очередь, наруше-
ние баланса металлов и уровня металлсодержащих/
металлсвязанных белков усиливает функциональ-
ные и метаболические повреждения в плаценте, что 
приводит к нарушению развития внутриутробного 
плода и в дальнейшем – новорожденного. Наблюде-
ние за новорожденными основной группы, которые 
были переведены в отделение патологии и реаби-
литации новорожденных и детей младшего возрас-
та, показали, что у 27% из них появились признаки 
постнатальной энцефалопатии. Наличие церебраль-
ных повреждений у новорожденных на 7-8 сутки и 
в более поздние сроки подтверждалось результата-
ми комплексного клинико-функционального обсле-
дования согласно классификации перинатальных 
повреждений нервной системы у новорожденных 
[28]. Информативным прогностическим маркером 
развития энцефалопатии у новорожденных может 
служить коэффициент соотношения цинк/медь в 
околоплодных водах уже во втором триместре бе-
ременности. Величина этого показателя при выяв-
ленной церебральной патологии снижена почти в  
3 раза. 

Заключение. Резюмируя полученные данные, можно 
заключить, что развитие ПН происходит на фоне изме-
нения в околоплодных водах баланса металлов и белков, 
содержащих или связывающих металлы на протяжении 
II и III триместров гестации, что нарушает нормальное 
функционирование фетоплацентарной системы. Резуль-
таты настоящего исследования позволяют расширить 
наши представления о биохимических механизмах 
формирования и дальнейшего развития дисфункции 
плаценты, а также предложить информативный диа-
гностический и прогностический тест пренатальной 
патологии и состояния новорожденного ребенка, позво-
ляющий проводить превентивную терапию на доклини-
ческой стадии патологии. 

Финансирование. Исследование не имело спон-
сорской помощи.
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Определение скорости оседания эритроцитов 
(СОЭ) является одним из старейших, широко и часто 
используемым в клинической практике лаборатор-
ным тестом. СОЭ входит в состав показателей обще-
клинического анализа крови. В европейских странах 
СОЭ назначается 20% амбулаторных пациентов, и 
составляет более 16% всех лабораторных анализов 
крови [1].

Данные обзорных публикаций в международных 
клинических изданиях показывают, что СОЭ, по-
прежнему, широко используется как для диагностики 
заболеваний, так и для наблюдения за пациентами [2, 
3]. Этот тест считается полезным для мониторинга 
воспалительных заболеваний, в частности ревмато-
идного артрита.

СОЭ является не до конца понятным физико-хи-
мическим феноменом. Процесс характеризуется 3 
различными фазами: 1) агрегации, в которую отрица-
тельно заряженные эритроциты соединяются в стол-
бики; 2) седиментации (оседания) – быстрое появле-
ние эритро-плазматической границы – продолжение 
формирования столбиков эритроцитов и их оседание; 
3) уплотнения (упаковки) – завершение агрегации 
эритроцитов и оседания столбиков эритроцитов на 
дне пробирки.

Несмотря на длительное использование в клини-
ческой и лабораторной медицине, СОЭ является те-
стом очень низкого качества. Он плохо измеряет то, 
что должен измерить, часто измеряет то, чего не дол-
жен, и ненадежен. Рабочая группа Международного 
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совета по стандартизации в гематологии показала, 
что повторные тесты определения СОЭ один пациент 
– один и тот же – образец имели величину отклоне-
ния в 44% при значениях, близких к верхнему преде-
лу «нормального» [4]. Анализ результатов контроля 
качества, проведенный этой рабочей группой, при ис-
пользовании одного и того же контрольного материа-
ла, показал различия в результатах метода Вестергре-
на выше 40% (286 лабораторий), а в других методах, 
основанных не на принципах метода Вестергрена – 
142% (376 лабораторий).

1. История теста. В 1897 г. польский врач-
терапевт Эдмунд Бирнацкий (Edmund Biernacki) [5] 
впервые показал, что скорость, с которой оседают 
красные тельца, может помочь идентифицировать 
болезнь пациента, и что повышенная скорость оседа-
ния эритроцитов у больных людей обусловлена при-
сутствием фибриногена». Позже, в 1918 г., шведский 
патолог и гематолог Роберт (Робин) Санно Фареус 
(Robin Fahraeus) [6] продолжил работу Э. Бирнацкий, 
первоначально использовав скорость оседания эри-
троцитов (СОЭ) в качестве теста на беременность.

Альф Вильгельм Альбертссон Вестергрен (Alf 
Westergren) [7], шведский терапевт, предложил свою 
методику проведения СОЭ и показал полезность те-
ста для определения прогноза у пациентов с туберку-
лезом. Разработанный А. Вестергреном метод изме-
рения СОЭ стал широко использоваться в клиниче-
ской практике, и был назван в его честь.

В классическом методе Вестергрена использу-
ют стандартные капилляры из стекла или пластика 
длиной 300 мм ± 1,5 мм (рабочей является длина ка-
пилляра 200 мм), диаметром – 2,55 мм ± 0,15 мм, что 
повышает чувствительность метода. Время измере-
ния – 1 ч. Для анализа может быть использована как 
венозная, так и капиллярная кровь. Пробу венозной 
(капиллярной) крови смешивают с 5% раствором на-
трия цитрата в соотношении 4:1. В 1973 г. Междуна-
родным комитетом по стандартизации в гематологии 
метод Вестергрена был принят в качестве эталонного 
метода для определения скорости оседания эритроци-
тов [8].

У нас в стране широкое распространение получил 
метод Т.П. Панченкова [9]. В этом методе использу-
ется стандартный стеклянный капилляр длиной 172 
мм (рабочей является длина капилляра 100 мм), на-
ружным диаметром 5 мм и диаметром отверстия – 1,0 
мм. В качестве антикоагулянта используется раствор 
натрия цитрата.

В 1935 г. американский гематолог Максвелл Май-
ер Винтроуб (M.M. Wintrobe) [10] предложил свой 
метод определения СОЭ, который одно время полу-
чил широкое распространение. В методе М. Винтро-
уба использовался более короткий капилляр (100 мм) 
и другой антикоагулянт (оксид аммония и оксалат 
калия). Метод обладал более высокой чувствитель-
ностью при умеренных повышениях СОЭ, но давал 
много ложноположительных результатов, в то время 
как метод А. Вестергрена более чувствителен к изме-
нениям СОЭ при высоких значениях и является более 
полезным, когда СОЭ используется для оценки реак-
ции на проводимое лечение при таких заболеваниях, 

как височный артериит. Поэтому в дальнейшем от 
применения метода М. Винтроуба отказались.

С внедрением в клиническую практику вакуум-
ных систем для определения СОЭ стали использовать 
вакуумные пробирки с 0,105 моль/л (3,13%) трина-
трийцитрат лимонной кислоты в соотношении кровь/
антикоагулянт 4:1. При этом рабочая длина вакуум-
ной пробирки составляла 100 мм. При этом диаметр 
пробирки у разных производителей мог существенно 
отличаться.

В дальнейшем, метод А. Вестергрена был под-
вергнут различным модификациям. В одних методах 
стали использовать укороченное время постановки 
СОЭ (15-30 мин), в других использовали установку 
капилляра не вертикально, а под углом, в третьих, в 
качестве антикоагулянта применяют ЭДТА.

В последние десятилетия в практику КДЛ приш-
ли технологии автоматизации СОЭ. Наиболее про-
стые анализаторы осуществляют простое измерение 
результата анализа через 1 ч или меньшее время. 
Более сложные автоматизируют взятие пробы кро-
ви с антикоагулянтом из пробирки, разведение ее 
тринатрийцитратом лимонной кислоты, заполнение 
капилляра кровью и измерение результата. Появи-
лись анализаторы, полностью автоматизирующие 
все процедуры определения СОЭ, и использующие 
принципы, совершенно отличные от метода Вестер-
грена (например, центрифугирование или фотоме-
трия агрегации).

Новые методы определения СОЭ позволили зна-
чительно быстрее получать результаты анализа, обе-
спечили безопасность специалистов лаборатории, 
значительно снизили трудовые затраты на проведе-
ние анализа, а некоторые позволили отказаться от 
вакуумных пробирок для взятия проб крови на СОЭ.

Разнообразие методов определения СОЭ привело 
к увеличению расхождений в результатах исследо-
ваний, что затрудняет их сравнение. Использование 
в практике лабораторий различных метод определе-
ния СОЭ, новых технологий и средств автоматизации 
обостряют проблему стандартизации этого метода 
исследования для лабораторий нашей страны.

2. Классификация методов определения 
СОЭ. В настоящее время только 28% КДЛ ис-
пользуют в своей работе немодифицированный 
метод Вестергрена, в то время как 72% -модифи-
цированные методы [4]. Международный коми-
тет по стандартизации в гематологии (International 
Committee for Standardization in Haematology –  
ICSH) классифицирует методы определения СОЭ на 
3 группы:

1) метод Вестергрена – референсный метод (золо-
той стандарт);

2) модифицированные методы Вестергрена – мето-
ды, основанные на методологии Вестергрена с неко-
торыми модификациями, например, более коротким 
временем анализа, без использования тринатрийци-
трата лимонной кислоты в качестве антикоагулянта, 
с использованием других добавок в качестве антико-
агулянта.

3) альтернативные методы определения СОЭ 
(основанные не на методе Вестергрена) – анализа-
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торы, использующие новые технологии, такие как 
центрифугирование или фотометрическое измере-
ние агрегации.

Поскольку модифицированные и альтернативные 
методы не обязательно измеряют те же патофизиоло-
гические процессы, что и метод Вестергрена, ICSH 
рекомендует производителям четко обозначить эти 
методы как модифицированные или альтернативные 
методы.

Непрерывная разработка и внедрение в практику 
КДЛ модифицированных и альтернативных методов 
измерения СОЭ обуславливает необходимость разра-
ботки универсальных рекомендаций, которые служи-
ли бы основой для внедрения этих методов в повсед-
невную практику. Автоматизация измерения СОЭ 
на фоне роста количества лабораторных анализов в 
КДЛ, при одновременном повышении безопасности 
пациентов и специалистов лаборатории являются объ-
ективным требованием времени. Очевидно, что стан-
дартизация методов и сопоставимость результатов из-
мерения СОЭ стали проблемой. 

3. Методы автоматизации определения СОЭ. 
На результаты определения СОЭ классическим мето-
дом Вестергрена и другими методами могут оказы-
вать существенное влияние ряд факторов преанали-

тического и аналитического этапов (не связанных с 
заболеванием пациента) производства лабораторных 
анализов:

1) температура в помещении где проводится ана-
лиз (повышение температуры в помещении на 1°С 
увеличивает СОЭ на 3%);

2) время хранения пробы (не более 4 ч при комнат-
ной температуре);

3)используемый антикоагулянт;
4) вертикальность установки капилляра;
5) длина капилляра;
6) внутренний диаметр капилляра;
7) степень разведения крови антикоагулянтом;
8) величина гематокрита (низкие значения гемато-

крита, ниже 35%, могут вносить искажения).
В целях снижения влияние этих факторов на ре-

зультаты СОЭ были предприняты усилия по автома-
тизации анализа. Для автоматизации СОЭ исполь-
зуются специальные приборы – анализаторы СОЭ. 
Технологическим преимуществами автоматизирован-
ного измерения СОЭ являются:

1) быстрота выполнения процедуры;
2) уменьшение числа ручных манипуляций;
3) стандартизация условий проведения анализа;
4) возможность проведения контроля качества.

Частичный перечень анализаторов СОЭ и их принципы измерения результатов

Анализатор Производитель Принцип измерения

Excyte M Vital Diagnostics, Lincoln, 
США

Пробу крови разбавляют цитратом натрия в 120 мм пластиковых вакуумных  
пробирках. Измерение седиментации через 30 мин, математически скорректированное 
до 1-часового СОЭ по Вестергрену

iSED Alcor Scientific Inc.,  
Smithfield, США

Фотометрическое измерение агрегации эритроцитов. Результаты сопоставлены  
с методом Вестергрена

Roller 20 Alifax S.r.L., Polverara, 
Италия

Используется капиллярная фотометрическо-кинетическая технология. Кровь из пробы 
с ЭДТА поступает в капилляр, где ускоряется через контур «остановленного потока», 
который вызывает осаждение эритроцитов. Результаты преобразуются в значения 
Вестергрена и доступны в течение 20 с

Sedimatic 100 Analysis Instrument AB, 
Broma, Швеция

Измеряет оседание эритроцитов в специальной вакуумной пробирке для определения 
СОЭ с цитратом натрия 

Sedisystem Becton Dickinson, Meylan 
Cedex, Франция

Пробирки Seditainer для СОЭ помещаются в системную стойку; пробы перемешива-
ются. Камера измеряет начальную высоту столба крови и показание конечного уровня 
седиментации через 20 мин. Результаты преобразуются полиномиальной экстраполя-
цией для корреляции с традиционным методом Вестергрена

Seditainer Becton Dickinson  
Vacutainer Systems,  
Oxford, Великобритания

Проба крови берется в силиконизированную 100-миллиметровую стеклянную вакуум-
ная пробирку, содержащую антикоагулянт. Пробирки помещаются в измерительный 
штатив и через 1 ч отмечают показание конечного уровня седиментации

Starrsed Auto 
Compact

Mechatronics Manufactur-
ing BV, Zwaag, Нидер-
ланды

Измеряет СОЭ в специальных капиллярах с использованием цельной крови, разве-
денной цитратом. Полностью закрытая, автоматизированная система. Седиментацию 
измеряют через 30 мин и экстраполируют до значений 60 мин

Streck ESR Auto 
Plus

Streck, Omaha, США Измерение седиментации через 30 мин, математически скорректированное  
до результата, сравнимого с 1 часовым Вестергрена 

Test 1 Alifax S.r.L., Polverara, 
Италия

Используется капиллярная фотометрическо-кинетическая технология. Кровь из пробы 
с ЭДТА поступает в капилляр, где ускоряется через контур «остановленного потока», 
который вызывает осаждение эритроцитов. Результаты преобразуются в значения 
Вестергрена и доступны в течение 20 с

Vesmatic Cube 200 Diesse Diagnostica  
Senese, Siena, Италия

Использует стандартные вакуумные пробирки с ЭДТА; пробы крови устанавливают  
в анализатор. Камера измеряет начальную высоту столба крови и показание конечного 
уровня седиментации через 20 мин. Результаты преобразуются в единицы Вестергрена
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Вместе с тем, принципы работы анализаторов 
СОЭ различных производителей существенно отли-
чаются. В таблице представлен частичный перечень 
анализаторов для определения СОЭ.

Ves-Matic Cube 200 – это закрытый автоматиче-
ский анализатор СОЭ, который выполняет исследо-
вание из первичных вакуумных пробирок с ЭДТА. 
Метод, используемый в анализаторе, основан на мо-
дифицированной методике Вестергрена. СОЭ опре-
деляется с помощью оптической разницы высоты 
столбика эритроцитов до и после седиментации за 
20 мин. Последующие результаты анализатор выдает 
каждые 18 с. Результаты корректируются с поправкой 
на температуру, а также математически преобразуют-
ся в значения по Вестергрену.

Анализатор СОЭ Starrsed Auto Compact представ-
ляет собой полностью автоматизированную систему. 
Для определения СОЭ используется проба крови с К2-
ЭДТА, взятая в вакуумную пробирку. Для анализа до-
статочно 3 мл крови. Анализатор с помощью вакуум-
ного насоса разбавляет пробу крови с ЭДТА – к 1,6 мл 
крови добавляет 0,4 мл 3,8% раствора тринатрийци-
трата лимонной кислоты, а затем заполняет капилляр 
Вестергрена (200 мм). Результат анализа измеряется 
через 30 мин. Для измерения результата используется 
оптическая система с длиной регистрационной волны 
950 нм. С помощью корреляционной кривой резуль-
таты анализа преобразуются в 1–часовое измерение. 
Конечный результата анализа получают в мм/ч с уче-
том коррекции температуры (приводятся к 18°С).

Анализаторы Ves-Matic Cube 200, Starrsed Auto 
Compact и ряд других, приведенных в таблице ис-
пользуют методологию модифицированных методов 
Вестергрена.

Анализаторы Test 1 производства фирмы Alifax 
S.r.L. и iSED компании Alcor Scientific, используют 
технологию кинетического измерения агрегации эри-
троцитов, отличную от метода Вестергрена. Теоре-
тическим основанием данного метода определения 
СОЭ служит агрегационная модель оседания эри-
троцитов, объясняющая этот процесс образованием 
агрегатов эритроцитов при адсорбции на них макро-
молекул, способствующих их адгезии, и оседанием 
агрегатов в соответствии с законом Стокса. Согласно 
данному закону, частица, плотность которой превы-
шает плотность среды, оседает под действием силы 
тяжести с постоянной скоростью. Скорость оседания 
пропорциональна квадрату радиуса частицы, разнице 
ее плотности и плотности среды, и обратно пропор-
циональна вязкости среды [11]. 

Test 1 – это полностью автоматический анализатор 
СОЭ производительностью до 180 проб/ч. Для анализа 
используется кровь из вакуумных пробирок с ЭДТА, 
тех же, которые поступают на гематологические ана-
лизаторы. Вакуумные пробирки загружаются в ана-
лизатор (в специальные штативы), и все дальнейшие 
процедуры анализа выполняются в автоматическом ре-
жиме. Первоначально штативы с вакуумными пробир-
ками тщательно перемешиваются со скоростью вра-
щения 60 об/мин. Затем образец крови, извлеченный 
непосредственно из вакуумной пробирки с помощью 
закрытой аспирационной иглы, поступает в капилляр-

ную трубку, где ускоряется, а затем останавливается 
(технология «остановленного потока»). Остановка 
пробы в капилляре вызывает агрегацию (оседание) 
эритроцитов. Для регистрации агрегации использует-
ся инфракрасный микрофотометр с длиной волны 650 
нм. Импульсы, измеренные за единицу времени, затем 
используются для определения кривой седиментации 
для каждого образца с помощью математического ал-
горитма. Среднее уменьшение сигнала за единицу вре-
мени, называемое средним сигналом, и квадратный ко-
рень интегрального сигнала были преобразованы в со-
поставимые значения с данными метода Вестергрена 
с помощью модели линейной регрессии. Технология  
«остановленного потока» позволяет уменьшить вре-
мя получения результата до 20 секунд. Важным пре-
имуществом анализатор служит то, что все измерения 
осуществляются при постоянной температуре 37°С, 
которая является золотым стандартом для определения 
большинства аналитов. 

Автоматический анализатор Roller 20 позволяет 
определять СОЭ в капиллярной и венозной крови, 
так как имеет 2 аналитических контура. Анализатор 
может работать как с вакуумными пробирками, так и 
с первичными микропробирками с ЭДТА для капил-
лярной крови. Одновременная загрузка анализатора 
составляет до 20 проб, производительность – до 75 
тестов/ч.

Анализаторы компании Alifax S.r.L. измеряют ки-
нетику агрегации эритроцитов, благодаря этому, дан-
ная методика способна устранить влияние факторов 
преаналитического и аналитического этапов, прису-
щие классическому методу Вестергрена и модифици-
рованным методам, а также ряду анализаторов СОЭ, 
основанных на оседании.

В настоящее время активно разрабатывается 
уникальная рабочая станция для измерения СОЭ и 
определения других гематологических показателей 
(подсчета числа эритроцитов, лейкоцитов, определе-
ния концентрации гемоглобина и др.) в одной пробе 
крови.

Таким образом, существуют 2 подхода к автома-
тизации СОЭ, первый основан на автоматизации мо-
дифицированных методов Вестергрена, второй – ав-
томатизации альтернативных методов определения 
СОЭ.

4. Стандартизация методов определения СОЭ. 
Анализ, используемых методов и подходов к их ав-
томатизации, показывает, что клиническая практика 
остро нуждается в стандартизации методов опреде-
ления СОЭ. Вместе с тем, история стандартизации 
этого метода быстрее свидетельствует о не том, как ее 
решить, а о том, как ее не решить.

В мире существуют 2 некоммерческих профессио-
нальных организации, которые на протяжении более 
40 лет пытаются решить проблему стандартизации 
метода определения СОЭ. Национальный комитет 
по клиническим лабораторным стандартам (National 
Committee for Clinical Laboratory Standards – NCCLS; 
теперь называется Институтом клинических лабора-
торных стандартов – Clinical and Laboratory Standards 
Institute CLSI) и Международный комитет по стан-
дартизации в гематологии (International Committee for 
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Standardization in Haematology – ICSH) неоднократно 
предпринимали усилия по стандартизации методов 
определения СОЭ.

В 1973 г. Международный комитет по стандартиза-
ции в гематологии, а в 1977 г. Национальный комитет 
по клиническим лабораторным стандартам рекомен-
довали метод Вестергрена в качестве референсного 
метода для определения СОЭ [8, 12]. В качестве анти-
коагулянта был рекомендован дигидрат тринатрийци-
трата лимонной кислоты, определены требования к 
параметрам капилляра для измерения СОЭ (стеклян-
ный капилляр длиной 300 мм с четко маркирован-
ным и нумерованным шагом 10 или менее мм от 0 до 
200мм, внутренним диаметром 2,55 ± 0,15 мм).

В 1977 г. ICSH внес некоторые изменения в пре-
дыдущие рекомендации [13]. Самым важным момен-
том в обновленной версии было то, что для рутинных 
методов было допустимо использовать пластиковые 
капилляры и этилендиаминтетрауксусную кисло-
ту (ЭДТА) в качестве антикоагулянта. Пробу крови, 
взятую с ЭДТА необходимо было развести дигидрат 
тринатрийцитратом лимонной кислоты в точной про-
порции 4:1. 

Следующие рекомендации ICSH вышли в 1988 г. 
[14]. В этой публикации был представлен стандарти-
зированный метод. В стандартизованном методе ис-
пользовались неразбавленные образцы крови с ЭД-
ТА, а проведение анализа должно было выполняться 
в стандартных условиях в капилляре Вестергрена. 
Полученные результаты анализа сопоставлялись со 
стандартным (референсным) методом Вестергрена 
следующим образом: (результаты неразбавленного 
образца крови с ЭДТА × 0,86) – 12. Конечный ре-
зультат должен выражаться в мм/ч. В рекомендациях 
была описана методика сравнения рутинных или ис-
пользуемых в лаборатории методов определения СОЭ 
со стандартизированным методом.

Последние рекомендации ICSH по измерению СОЭ 
были опубликованы в 1993 г. [15]. В качестве эталонно-
го метода для определения СОЭ рекомендовалось ис-
пользовать пробы крови с ЭДТА. Стандартизованный 
(референсный) метод был описан как такой же, как и 
эталонный метод, за тем исключением, что для рефе-
ренсного метода Вестергрена можно было использо-
вать стеклянные и пластиковые капилляры. Основная 
причина применения обоих методов заключалась в 
их использовании для проверки, контроля качества и 
установления сопоставимости результатов, получен-
ных другими методами.

В 2011 г. ICSH опубликовал обзор, в котором пере-
числены конкретные подробности эталонного метода 
для определения СОЭ [16].

Длительная история разработки рекомендаций 
ICSH по стандартизации методов определения СОЭ 
показывает, что они имеют много недостатков, имеют 
весьма относительную ценность для практических 
лабораторий и скорее подстраивались под непрерыв-
ный поток различных модификаций методов измере-
ния СОЭ, чем пытались решить проблему.

Параллельно Национальным комитетом по кли-
ническим лабораторным стандартам (NCCLS) и его 
приемником Институтом клинических лабораторных 

стандартов (CLSI) разрабатывались стандарты в от-
ношении методов определения СОЭ. Следует конста-
тировать, что CLSI более целенаправленно пытался 
решить проблему стандартизации. 

В 2011 г. CLSI опубликовал 5-е издание стандарта 
(H02-A5) «Процедуры проведения теста на скорость 
оседания эритроцитов» [17]. Этот документ являет-
ся пересмотром четвертого издания утвержденного 
стандарта, который был опубликован в декабре 2000 
года. Примечательно, что этот стандарт использует 
унифицированный подход для оптимального исполь-
зования всех существующих методов СОЭ и рекомен-
дует стандартизированный метод с использованием 
разбавленной крови. С этой целью в документе изло-
жены необходимые детали для работы этого нового 
стандартизированного метода (в основе методология 
Вестергрена) на разведенных образцах крови (4:1) 
для определения СОЭ. Также описывается обеспе-
чение качества и оценка других методов измерения 
СОЭ, включая процедуры подготовки эталонного 
материала свежей крови для использования в лабора-
тории или изготовления приборов СОЭ. Кроме того, 
стандарт предоставляет руководство по валидации, 
верификации, контролю качества и контролю каче-
ства измерительных приборов СОЭ и связанных с ни-
ми средств контроля.

Стандарт предназначен для использования произ-
водителями анализаторов СОЭ, клиническими лабо-
раториями, аккредитующими организациями и регу-
лирующими органами.

В качестве «золотого стандарта» утверждена но-
вая методика определения СОЭ (пересмотрен класси-
ческий метод Вестергрена):

1) венозная кровь берется в вакуумные пробирки с 
К2-ЭДТА или К3-ЭДТА;

2) использование натрия цитрата (4:1) неприемле-
мо для определения СОЭ;

3) время хранения пробы крови после взятия – не 
более 4 ч при комнатной температуре; при хранении 
крови при +4ºС СОЭ можно исследовать в течение 24 
ч, но перед выполнением анализа пробу крови необ-
ходимо прогреть до комнатной температуры;

4) исследование СОЭ должно выполняться при 18-
25ºС;

5) перед проведением анализа проба крови должна 
быть тщательно перемешана;

6) капилляр Вестергрена наполняют пробой веноз-
ной крови;

7) время измерения результата 60±1 мин. 
Проба крови с ЭДТА имеет несколько преиму-

ществ:
1) сохраняет морфологию эритроцитов;
2) не влияет на механизмы, которые приводят к 

осаждению эритроцитов;
3) повышает стабильность пробы крови;
4) не вызывает проблем, связанных с разведением 

пробы крови цитратом натрия.
Любой другой метод определения СОЭ, перед его 

использованием в лаборатории в обязательном по-
рядке должен быть подвергнут сравнению с «золотым 
стандартом» (эталонным методом). Кроме этих тре-
бований любой метод определения СОЭ в лаборато-
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рии должен сопровождаться проведением следующих 
процедур контроля качества:

1) проведением 3-х уровневого контроля качества 
с использованием контрольных материалов или 

2) внутренним статистическим контролем каче-
ства, основанным на постоянном усреднении резуль-
татов измерения проб пациентов;

3) участием во внешнем контроле качества. 
4) контролем функциональных возможностей счи-

тывающих датчиков анализатора во время каждой 
промывки.

Лаборатория может использовать любой метод 
определения СОЭ отвечающего этим требованиям.

В 2017 г. группа экспертов ICSH опубликовала ре-
комендации по созданию уникального протокола ва-
лидации для методов определения СОЭ и предпо-
сылок для контроля качества и представления резуль-
татов, чтобы обеспечить сопоставимость с эталонным 
методом [4]. Протокол валидации которой позволит 
специалистам лабораторий провести объективную 
оценку того, может ли конкретный модифицирован-
ный или альтернативный метод СОЭ применяться в 
лаборатории.

Минимальные процедуры проверки для новых мо-
дифицированных и альтернативных методов измере-
ния СОЭ включают:

1) проведение сравнительного исследования мето-
да «золотого стандарта» и нового метода или анали-
затора, чтобы определить их пригодность для разных 
групп пациентов;

2) проверить путем сравнения двух методов кон-
трольные диапазоны, предоставленные производи-
телем.

ICSH рекомендует рассматривать для практики 
лабораторий только методы, валидированные в соот-
ветствии с этими определенными критериями. Про-
изводители должны четко указать, можно ли просле-
дить результаты, полученные на их инструментах, по 
методу Вестергрена.

Несмотря на эти усилия, стандартизация и со-
поставимость методов СОЭ оставались неудовлет-
ворительными. В первую очередь это обусловлено 
тем, что Международный комитет по стандарти-
зации в гематологии (ICSH) и Институт клиниче-
ских лабораторных стандартов (CLSI) основные 
усилия направил не на строгую регламентацию 
процедур контроля качества при использовании 
методов СОЭ, а регламентацию и приведения к 
единому стандарту разнообразных методов опреде-
ления СОЭ. Добиться этого не удалось, кроме того 
в результате этих усилий классический метод Ве-
стергрена перестал быть золотым стандартом, под-
вергся модификации, и от оригинальной методики 
постановки СОЭ в настоящее время остался только 
капилляр Вестергрена. В связи с этим Международ-
ная организация по стандартизации (ISO) в настоя-
щее время разрабатывает международный стандарт 
по методам определения СОЭ.

5. Контроль качества при определении СОЭ. 
Внутрилабораторный контроль качества (ВКК) яв-
ляется ключевой процедурой обеспечения качества 
результата лабораторного исследования на аналити-

ческом этапе. В КДЛ проведение ВКК регламентиру-
ется следующими документами:

1) приказом Минздрава РФ № 45 от 07.02.2000 г. 
«О системе мер по повышению качества клинических 
лабораторных исследований в учреждениях здраво-
охранения Российской Федерации»;

2) Отраслевым стандартом (ОСТ 91500.13.0001-
2003) «Правила проведения внутрилабораторного 
контроля качества количественных методов клиниче-
ских лабораторных исследований с использованием 
контрольных материалов»;

3) ГОСТ Р 15333 2-2008. Контроль качества кли-
нических лабораторных исследований. Часть 2. Пра-
вила проведения внутрилабораторного контроля ка-
чества количественных методов клинических лабора-
торных исследований с использованием контрольных 
материалов.

В Приказе Минздрава РФ от 07.02.2000 г. № 45 «О 
системе мер по повышению качества клинических 
лабораторных исследований в учреждениях здраво-
охранения Российской Федерации» указывается, что 
ВКК состоит в постоянном (повседневном, в каждой 
аналитической серии) проведении контрольных ме-
роприятий: исследовании проб контрольных матери-
алов или применении мер контроля с использованием 
проб пациентов. Целью ВКК является оценка соот-
ветствия результатов исследований установленным 
критериям их приемлемости при максимальной ве-
роятности обнаружения недопустимой погрешности 
и минимальной вероятности ложного отбрасывания 
результатов выполненных лабораторией аналитиче-
ских серий. ВКК обязателен в отношении всех видов 
исследований, выполняемых в лаборатории.

ОСТ 91500.13.0001-2003 и ГОСТ Р 15333 2-2008 
констатируют, что ВКК обязателен в отношении всех 
видов количественных исследований, выполняемых в 
лаборатории для которых разработаны контрольные 
материалы. Если для количественного метода кон-
трольные материалы недоступны, рекомендуется ис-
пользование других способов контроля качества с ис-
пользованием проб пациентов: метод оценки воспро-
изводимости измерений аналита «по дубликатам», 
«по ежедневным средним».

Большим недостатком метода Вестергрена и мо-
дифицированных методов является отсутствие воз-
можности осуществлять доступный ВКК. Правиль-
нее говорить об отсутствии доступных коммерче-
ских контрольных материалов 3-х уровней. Вместе 
с тем, результаты исследования параллельно тести-
руемых проб, проведенные Национальной академи-
ей клинической биохимии и стандартизации США 
показали достаточно высокую аналитическую вари-
ацию даже для определения СОЭ методом Вестер-
грена – 18,99% [18]. Данные многих других публи-
каций свидетельствуют о том, что такой контроль в 
отношении метода Вестергрена является объектив-
ной необходимостью [19]. Поэтому проблема прове-
дения ВВК в отношении методов измерения СОЭ в 
настоящее время является самой острой для практи-
ки лабораторий.

В 5-м издании (H02-A5) стандарта CLSI указы-
вается на обязательность проведения 3-х уровнево-
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го контроля качества с использованием контроль-
ных материалов для применения метода измерения 
в лаборатории. Не смотря на то, что в стандарте 
указывается, что ВКК можно проводить внутрен-
ним статистическим контролем качества, основан-
ным на постоянном усреднении результатов изме-
рения проб пациентов. В реальности ежедневно та-
кой контроль выполнить практически очень сложно 
и трудозатратно.

Если объективно рассмотреть состояние и возмож-
ность проведения ВКК (согласно регламентирующим 
документам) в отношении применяемых в нашей стра-
не методов измерения СОЭ, то необходимо констати-
ровать, что только в отношении альтернативного мето-
да, основанного на измерении агрегации эритроцитов, 
этот контроль качества можно практически осуще-
ствить в полном объеме. Корреляция данной техноло-
гии с классическим методом Вестергрена составляет 
94-99% [20, 21].

Для калибровки анализаторов компании Alifax  и 
проведения регулярного контроля качества исполь-
зуются специальные латексные частицы. Наборы ла-
тексных контролей трех уровней выпускаются гото-
выми к использованию – низкий (3–6 мм/ч), средний 
(23–33 мм/ч) и высокий (60–80 мм/ч). На основании 
исследования контрольных материалов строится кар-
та Леви-Дженнингса, а результаты регулярного ВКК 
оценивают согласно правилам Westgard.

В эпоху сертификации и аккредитации лаборато-
рий, обеспечение качества результатов лабораторных 
исследований, в том числе СОЭ должно быть доку-
ментировано. Не смотря на то, что измерение СОЭ 
должно проводится со свежей пробой крови и огра-
ничено во времени, на рынке представлено несколько 
стабилизированных образцов человеческой крови в 
качестве контрольных материалов для практики ла-
бораторий. Проблему контрольных материалов для 
измерения СОЭ необходимо решать. Несколько деся-
тилетий назад она стояла также остро в отношении 
гематологических анализаторов.

Заключение. История стандартизации методов из-
мерения СОЭ привела к коренному изменению клас-
сического метода Вестергрена и использованию в 
практике лабораторий множества его модификаций, 
а также альтернативных методов. Вместо дигидрат 
тринатрийцитратом лимонной кислоты в качестве 
антикоагулянта, в эталонном методе стали применять 
ЭДТА, что привело к возможности исследовать пробу 
крови в течение 24 ч. Требование времени к сниже-
нию затрат на проведение лабораторных исследова-
ний при одновременном повышении безопасности 
пациентов и специалистов лаборатории указывает на 
то, что без автоматизации измерения СОЭ обойтись 
невозможно.

В настоящее время в лабораториях нашей страны 
используется множество модифицированных и альтер-
нативных методов измерения СОЭ. Очевидно, что для 
реальной клинической практики необходимости в этом 
нет. Для клинической практики остро стоит вопрос 
качества результатов измерения СОЭ, их воспроизво-
димости и точности. Без систематического и полного 
ВКК решить проблему качества СОЭ не удастся.

Процедура ВКК в нашей стране строго регламен-
тирована, однако в отношении большинства методов 
измерения СОЭ не работает. Приведенный выше ана-
лиз показал, что только метод агрегации эритроцитов 
соответствует требованиям по верификации и вали-
дации аналитических измерительных процедур, хо-
рошо стандартизирован и может быть легко встроен 
в менеджмент качества и аккредитации деятельности 
медицинских лабораторий.

В заключение необходимо отметить, что, несмо-
тря на широкое применение в клинической практике, 
определение СОЭ имеет ограниченное диагностиче-
ское значение. Вместе с тем, большинство автори-
тетных экспертов в области клинической медицины, 
однозначно указывают на то, что диагностические 
возможности этого метода используются далеко не 
полностью, и основная проблема для практики отече-
ственных лабораторий лежит в плоскости методиче-
ских особенностей постановки теста и их качества. 
Если в отношении используемого в лаборатории ме-
тода измерения СОЭ не может быть выполнена про-
цедура ВКК, то от использования метода в клиниче-
ской практике полезней отказаться. 
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Интерфероны типа 1 (ИФН1) являются ключевыми молекулами противовирусной защиты, а также мощными медиа-
торами воспаления. В 2003 году было впервые установлено, что в клетках крови пациентов с системной красной вол-
чанкой (СКВ) наблюдалась повышенная экспрессия целого ряда генов, индуцированных интерферонами типа 1. Дан-
ный феномен получил название интерфероновой сигнатуры (type 1 interferon signature) или интерферонового профиля. В 
дальнейшем паттерны экспрессии, свидетельствующие о наличии ИФН1-профиля были обнаружены при разнообразных 
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рактивации ИФН1-пути, является т.н. интерфероновый индекс (interferon score).
В настоящем обзоре обсуждаются возможные причины изменения экспрессии интерферон-зависимых генов, клинико-
лабораторные подходы к анализу интерферонового индекса, а также практическое использование этого индикатора 
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IMMUNOLOGY

Интерфероны типа 1 (ИФН1), наиболее известны-
ми представителями которых являются интерфероны 
α и β, относятся к семейству цитокинов с противо-
вирусными и иммуномодулирующими свойствами. 
Помимо важнейшей роли в качестве компонента 
врожденного иммунитета, они прямо и косвенно за-
действованы в регуляции клеточной пролиферации, 
ингибировании ангиогенеза и промоции апоптоза 
[1]. Биологические свойства ИФН1 достаточно дав-
но нашли применение в медицине: рекомбинантные 
интерфероны используются для лечения гепатитов В 
и С, рассеянного склероза и некоторых опухолей [2].

Секреция интерферонов α и β индуцируется пре-
имущественно в ответ на распознавание вирусных 
нуклеиновых кислот (ДНК и РНК) т.н. паттерн-рас-
познающими рецепторами (PRR). К последним отно-
сятся расположенные в эндосомах рецепторы TLR3, 
TLR7, TLR8, TLR9, а также цитозольные сенсоры 
нуклеиновых кислот RIG1, MDA5 и cGAS. Помимо 
микробных патогенов, паттерн-распознающие рецеп-
торы  могут быть активированы за счет молекул из 
поврежденных тканей или апоптотических клеток; 
нарушение распознавания собственных нуклеиновых 
кислот играет важнейшую роль в развитии аутоим-
мунных и аутовоспалительных заболеваний [3].

Все интерфероны типа 1 связываются с гетероди-
мерным рецептором IFNAR, который присутствует на 
поверхности большинства клеток. Посредством ак-
тивации нескольких сигнальных каскадов, в первую 
очередь, канонического пути JAK/STAT, происходит 
усиление экспрессии ряда интерферонов и интерфе-
рон-индуцируемых генов (IFN-response genes, IRG). 
По-видимому, число последних может достигать 2000 
[4]. Точная функция многих из них пока не изучена, 
однако, некоторые, такие как IRF5 и TLR7, стимули-
руют продукцию интерферона типа 1 [5]. При этом 
паттерны экспрессии IRG, как правило, специфичны 
для определенных типов клеток. Лишь ограниченное 
число этих молекул гиперэкспрессируется повсемест-
но и стабильно вне зависимости от того, какой имен-
но стимул вызвал активацию сигнального каскада. 

В норме индукция, интенсивность и продолжи-
тельность интерферонового ответа строго регулиру-
ется. Избыточная активация ИФН1-каскада может 
приводить к крайне неблагоприятным для организма 
последствиям – например, развитию тромботической 
микроангиопатии [6]. Нарушение регуляции ИФН1–
опосредованного пути лежит в основе патогенеза 
ряда редких моногенных заболеваний, получивших 
название интерферонопатий типа 1. К ним относят-
ся синдромы Айкарди-Гутьерес, Синглтон-Мертен, 
хронический атипичный нейтрофильный дерматоз с 
липодистрофией и повышением температуры (CAN-
DLE), STING–ассоциированная васкулопатия с нача-
лом в детском возрасте (SAVI) и т.д. [7]. Кроме того, 
гиперактивация ИФН1-каскада продемонстрирована 
при целом ряде аутоиммунных заболеваний много-
факторной этиологии, в частности, при системной 
красной волчанке (СКВ), ювенильном дерматомиози-
те (ЮДМ), системной склеродермии и т.д. [8]. 

Причины гиперактивации ИФН1-пути.  Усиле-
ние продукции ИФН-1 в ответ на вирусную инфек-

цию в основном происходит в плазмацитоидных ден-
дритных клетках. Эта активация запускается и за счет 
эндогенных стимулов, например, образования ауто-
антител и иммунных комплексов, содержащих РНК 
или двухцепочечную ДНК [9]. Генерация аутоантител 
может быть, в частности, связана с процессом нетоза 
(NETosis) – разновидности программированной кле-
точной гибели нейтрофилов с высвобождением т.н. 
нейтрофильных внеклеточных ловушек (neutrophil 
extracellular traps, NET). Деконденсированный хрома-
тин, присутствующий в составе этих ловушек, может 
индуцировать продукцию альфа-интерферона ден-
дритными клетками [10].

Компоненты комплемента в норме осуществляют 
удаление иммунных комплексов и апоптотических 
клеток, стимулируя их фагоцитоз моноцитами. Одна-
ко при дефиците «ранних» компонентов этой систе-
мы, например, отсутствии достаточного количества 
С1q, иммунные комплексы связываются вместо мо-
ноцитов с плазмоцитоидными дендритными клетка-
ми, что приводит к активации продукции ИФН1 [11]. 

В случае моногенных интерферонопатий одним из 
механизмов гиперактивации ИФН1-пути является по-
вышенная чувствительность сенсоров нуклеиновых 
кислот – паттерн-распознающих рецепторов (MDA5, 
RIG-1, STING) – к собственным или чужеродным ну-
клеиновым кислотам. В частности, роль мутаций ге-
на IFIH1, кодирующего белок–сенсор MDA5, проде-
монстрирована при целом ряде заболеваний, включая 
синдром Айкарди-Гутьерес, Синглтон-Мертен, моно-
генные формы СКВ и т.д. [12]. 

Еще одной причиной гиперактивации ИФН1 мо-
гут быть нарушения метаболизма нуклеиновых кис-
лот, например, дефекты активности нуклеаз TREX1, 
SAMHD1, ADAR1, RNASEH2A, RNASEH2B, DN-
ASE1, DNASE1L3 и т.д. В результате в цитоплазме 
накапливаются иммуногенные фрагменты собствен-
ной ДНК или РНК, которые в норме подвергаются 
утилизации [8]. 

В некоторых ситуациях гиперактивация ИФН1 
происходит вследствие дефекта молекул, принимаю-
щих непосредственное участие в ИФН1-сигналинге. 
Например, белок USP18 негативно регулирует ИФН1-
каскад за счет связывания с рецептором IFNAR2, 
что, в свою очередь не дает ему взаимодействовать 
с JAK1. Мутации USP18 вызывают очень редкое за-
болевание – т.н. псевдо-TORCH синдром типа 2, про-
явления которого могут напоминать очень тяжелую 
вирусную инфекцию [13]. 

Наконец, существует группа заболеваний, при ко-
торых точный механизм гиперактивации интерферо-
нового пути неизвестен. К таким болезням относят-
ся, в частности, синдромы COPA (COatomer Protein 
complex subunit Alpha) и PRAAS (proteasome-associat-
ed autoinflammatory syndrome) [14]. 

Методы детекции интерферонового профиля.  
Прямая детекция уровня ИФН1 в крови пациентов 
представляется затруднительной, поскольку его фи-
зиологические концентрации очень низки. В связи с 
этим, применение традиционного иммунофермент-
ного анализа (ELISA) не представляется возможным. 
Показано, что эта проблема может быть преодолена 
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путем использования ультрачувствительной разно-
видности метода ELISA – Single Molecular Array (Si-
moa), недавно предложенной компанией Quanterix. 
Simoa позволяет выявлять аттомолярные концентра-
ции ИФНα, а также одновременно детектировать все 
13 типов ИФНα [15]. Этот метод успешно использо-
вался для мониторинга уровня ИФНα у пациентов с 
СКВ [16] и идиопатическими воспалительными ми-
опатиями [17]. Однако, необходимость приобретения 
специального оборудования и реагентов ограничива-
ет широкое применение Simoa, поэтому косвенные 
методы выявления гиперактивации интерферонового 
пути по-прежнему доминируют.

Были разработаны тест-системы, основанные на 
функциональном анализе клеточных культур: cyto-
pathic protection assay [18], recombinant replicon assay 
[19], gene reporter assays [20]. Упомянутые молекуляр-
но–биологические методики, как правило, непригод-
ны для практического применения в медицине ввиду 
сложности и отсутствия стандартизации, поэтому 
главным направлением исследований активности 
ИФН1-пути стала оценка РНК-экспрессии интерфе-
рон-индуцируемых генов. 

Впервые повышение экспрессии ряда интерфе-
рон-индуцируемых генов было выявлено у паци-
ентов с СКВ с помощью метода РНК-микрочипов 
[21,22]. Данный феномен получил название ин-
терфероновой сигнатуры (IFN1 signature, ИФН1-
сигнатура, ИФНС). В дальнейшем ряд исследова-
ний подтвердил устойчивое наличие характерно-
го паттерна экспрессии ИФН1-зависимых генов у 
больных с СКВ, а также выявил его присутствие у 
пациентов с рядом других ревматологических забо-
леваний (дерматомиозит, системная склеродермия, 
ревматоидный артрит, синдром Шегрена, синдром 
Айкарди-Гутьерес [23–32]. Несмотря на то, что про-
филь гиперэкспрессии ИФН1-зависимых генов об-
ладает определенной специфичностью при различ-
ных заболеваниях, по-видимому, можно выделить 
несколько «универсальных» генов, стабильно отра-
жающих наличие активацию интерферонового сиг-
нального каскада. После того, как удалось выделить 
наиболее информативные ИФН1-индуцированные 
гены, основными методами детекции ИФНС стали 
количественная ПЦР в реальном времени (с предва-
рительной обратной транскрипцией РНК) и, в мень-
шей степени, технология NanoString [33]. Последняя 
позволяет одновременно анализировать до несколь-
ких сотен индивидуальных транскриптов [34]. В от-
личие от ПЦР в режиме реального времени, метод 
NanoString основан на прямой гибридизации мо-
лекул РНК со специфическими пробами, содержа-
щими уникальные идентификаторы (баркоды); это 
позволяет снизить погрешности косвенного измере-
ния транскриптов, возникающие на этапе обратной 
транскрипции. Сравнение ПЦР и NanoString проде-
монстрировало хорошую конкордантность двух ме-
тодов; при этом преимуществом NanoString является 
большая степень автоматизации процесса [35]. В то 
же время, ПЦР, в отличие от NanoString, не являет-
ся «закрытой» системой и не требует специального 
оборудования, т.е., оценка ИФН1-сигнатуры может 

проводиться практически в любой современной мо-
лекулярно-генетической лаборатории.

Как правило, для оценки наличия интерфероно-
вой сигнатуры используется т.н. интерфероновый 
индекс (interferon score, IFN score). Этот показатель 
оценивает изменение экспрессии исследуемых ге-
нов у больных в сравнении с здоровыми донорами; 
обычно анализируется сумма стандартизованной 
экспрессии исследуемых генов и рассчитываются 
пороговые значения, превышение которых свиде-
тельствует об активации ИНФ1-зависимого сиг-
нального каскада [33]. Значительное повышение 
ИФН1-индекса выявлено при ряде редких интер-
феронопатий – дефиците аденозин-дезаминазы 2 
(DADA2), синдромах CANDLE, SAVI [36,37], COPA 
[38], семейной ознобленной волчанке [39] – соот-
ветственно, данный тест может оказать существен-
ную помощь в диагностике этих состояний. Опре-
деление ИФН1-индекса в совокупности с изучением 
цитокинового профиля и секвенированием нового 
поколения позволило выделить несколько ранее не-
известных нозологических форм в группе пациентов 
с недифференцированными системными аутовоспа-
лительными заболеваниями [40].

Различные исследовательские коллективы пред-
лагают использовать для анализа интерферонового 
индекса различные наборы генов – их число варьиру-
ет от 5-6 [26,31] до нескольких десятков [40]. Наибо-
лее часто применяется анализ 6 генов (IFI27, IFI44L, 
IFIT1, ISIG15, RSAD2, SIGLEC1) [32]. 

Некоторые исследователи используют менее уни-
версальные сочетания транскриптов, выделяя индек-
сы IFN-A и IFN-B [41] и добиваясь таким образом 
большей специфичности. Например, score А позво-
ляет дифференцировать больных СКВ от пациентов 
с ревматоидным артритом (РА), тогда как score B по-
зволяет отличить лиц с СКВ и РА от здоровых инди-
видуумов [42].

Сравнение данных измерения ИФН1-индекса, 
полученных в разных лабораториях, представляется 
проблематичным, учитывая использование разных 
панелей генов, разных исследуемых состояний и раз-
ных контрольных групп. Недавнее методологическое 
исследование показало, что проблему нормализации 
данных можно решить за счет использования стан-
дартного набора пулированных образцов здоровых 
индивидуумов, верифицированных методом РНК-
секвенирования [43].

По-видимому, могут влиять на результат и осо-
бенности преаналитического этапа. Для обеспечения 
сохранности РНК кровь исследуемых помещается в 
специальные пробирки. Существует два основных 
вида пробирок для забора крови, предлагаемые ком-
паниями PreAnalytiX (PAXgene Blood RNA tubes) и 
Thermofisher Scientific (Tempus Blood RNA tubes); 
экстракция РНК осуществляется с помощью соот-
ветствующих коммерческих наборов. По данным 
некоторых авторов, использование разных преанали-
тических систем может приводить к различиям в ре-
зультатах измерения экспрессии [44,45], в том числе 
и при оценке экспрессии ИФН-индуцированных ге-
нов IFI44L и IFIT1 [46]. В то же время, исследование 
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Уровень экспрессии LY6E позволял дифференци-
ровать активный и неактивный нефрит, тогда как у 
пациентов с вовлечением нервной системы корреля-
ции с ИФН1-индексом не было выявлено. Высокий 
ИФН1-индекс ассоциирован с наличием антител к 
двухцепочечной ДНК и гипокомплементемией [56]. 
В другом исследовании, несмотря на ассоциацию 
уровня 5-генного ИФН1-индекса и активности СКВ в 
исходной точке, при измерении в динамике наблюда-
лась слабая корреляция [57].

Результаты ряда работ свидетельствуют, что связь 
между ИФН1-индексом и клиническими параметра-
ми активности СКВ, системной склеродермии и син-
дрома Шегрена зависит от уровня экспрессии гена 
BAFF (B-cell activating factor) [26,58,59]. Во многих 
исследованиях была доказана взаимосвязь между ак-
тивностью кожного поражения при дерматомиозите и 
наличием ИФН1-сигнатуры [22,25,60–62].

Данные, полученные отечественными ревматоло-
гами, свидетельствуют о наличии позитивной кор-
реляции между величиной ИФН1-индекса, уровнем 
экспрессии ИФН1-стимулированного гена EPST11, и 
длительностью терапии метотрексатом у пациентов с 
ревматоидным артритом [63].

Подходы к патогенетической терапии. Уста-
новление важнейшей роли гиперактивации ИФН1-
пути в развитии аутоиммунных заболеваний привело 
к попыткам фармакологического подавления ИФН-
сигнатуры. Достаточно успешным оказалось блоки-
рование ИФН1-сигнального каскада с помощью ин-
гибиторов янус-киназ (барицитиниб, тофацитиниб)
[64]; следует отметить, что столь мощная иммуносу-
прессия приводит к развитию оппортунистических 
инфекций у некоторых пациентов с  интерферонопа-
тиями. Применение человеческих моноклональных 
антител к ИФН-α показало неплохие результаты в 
отношении снижения ИФН1-индекса и снижения по-
казателей активности СКВ и дерматомиозита [65–67]. 

Предпринимаются успешные попытки активной 
иммунизации, направленной на выработку нейтра-
лизующих антител к ИФН-α с помощью киноидов – 
производных цитокинов, обладающих иммуногенно-
стью, но лишенных биологической активности [68]. 
Перспективным подходом является непосредственное 
воздействие на главные продуценты ИФН1 – плазма-
цитоидные дендритные клетки посредством блокиро-
вания лектина BDCA2 (Blood dendritic cell antigen 2), 
экспрессируемого на их поверхности [69,70]. 

Заключение.  Исследование ИФН1-сигнатур яв-
ляется перспективным направлением современной 
ревматологии. Определение ИФН1-индекса может 
эффективно использоваться для мониторинга актив-
ности как многофакторных аутоиммунных заболева-
ний, так и редких моногенных интерферонопатий и 
аутовоспалительных синдромов. С технической точ-
ки зрения, оценка этого показателя с помощью ПЦР 
в режиме реального времени обладает хорошей вос-
производимостью и может быть внедрена в любой 
лаборатории, обладающей соответствующим обору-
дованием.

Финансирование. Работа поддержана грантом 
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базовой и интерферон-индуцированной экспрессии в 
цельной крови здоровых доноров свидетельствует о 
хорошей корреляции между образцами, хранившими-
ся в разных пробирках [47].

Прогностическое значение интерферонового 
профиля. Исследования транскриптома свидетель-
ствуют, что пациенты с низким и высоким ИФН1-
индексом могут существенно различаться в отно-
шении активности течения различных ревматиче-
ских заболеваний [48]. По всей видимости, развитие 
ИФН1-сигнатуры является ранним событием в пато-
генезе СКВ и других аутоиммунных состояний, по-
этому величина ИФН1-индекса может иметь прогно-
стическое значение. В частности, из 118 пациентов 
с повышенным уровнем антинуклеарного фактора 
(АНФ) и наличием максимум одного симптома СКВ 
у 14 больных в течение года развилась СКВ и у 5 – 
первичный синдром Шегрена. У всех пациентов, раз-
вивших аутоиммунное заболевание, уровни IFN-score 
A и, в более значительной степени, IFN-score B ока-
зались выше по сравнению с теми, у кого заболева-
ние не прогрессировало [49]. В то же время, в другом 
исследовании у бессимптомных субъектов, позитив-
ных в отношении наличия антинуклеарных антител, 
ИФН1-профиль коррелировал с титром антител, но 
не являлся предиктором развития системного аутоим-
мунного заболевания [50].

Исследование экспрессии 12 ИФН1-индуциро
ванных генов (IP10, IFI44L, IFIT3, LY6E, MX1, 
SERPING1, IFITM1, IRF7, STAT1, C1QA, IFI16, IRF9) 
у 39 пациентов с СКВ и 29 с вероятной СКВ показало, 
что половина пациентов с вероятной СКВ имела по-
вышенный ИФН1-индекс. Повышение индекса было 
значимо ассоциировано с низким уровнем компонен-
тов комплемента С3 и С4, наличием специфических 
антител и повышенным уровнем IgG, что свидетель-
ствует о более высоком риске прогрессирования за-
болевания. У пациентов с СКВ повышенный уровень 
ИФН1-индекса коррелировал с поражением кожи, 
алопецией и более высокими значениями индекса 
клинической активности SLEDAI [51].

ИФН-индекс позволяет дифференцировать подти-
пы идиопатических воспалительных миопатий, что, в 
свою очередь, открывает перспективы выбора таргет-
ной терапии в зависимости от выявленного подтипа. 
При анализе мышечных биоптатов было выявлено, 
что миозит с включениями (inclusion body myositis) и 
миозит в структуре антисинтетазного синдрома ассо-
циированы с сигнатурой интерферонов типа 2, класси-
ческий дерматомиозит – только с ИФН1-сигнатурой, а 
некротизирующий миозит – ни с одной из них [52]. 

Связь с активностью ревматических заболе-
ваний.  Начиная с пионерских работ, посвященных 
исследованию ИФН1-сигнатуры [21,22], была много-
кратно подтверждена связь между наличием этого 
феномена и тяжестью течения СКВ [53–55]. В част-
ности, при изучении 5 ИФН1–индуцированных генов 
(LY6E, OAS1, OASL, MX1, ISG15) у 48 пациентов с 
СКВ выявлена достоверная зависимость между высо-
ким ИФН1-индексом и активностью СКВ по индексу 
SELENA-SLEDAI. Пациенты с волчаночным нефри-
том имели более высокие показатели ИФН1-индекса. 
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Введение. Одной из актуальных проблем совре-
менной мировой медицины является высокая заболе-
ваемость герпесвирусной инфекцией (ГВИ). По дан-

ным ВОЗ, частота инфицирования населения мира 
герпесвирусами составляет 95-99% [1-3]. Для паци-
ентов с иммунодефицитными состояниями (больных 
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СПИДом, пациентов после трансплантации, онколо-
гических больных) эта инфекция представляет осо-
бую опасность, так как приводит к тяжелой болезни и 
в некоторых случаях к летальному исходу [4 - 6]. От-
мечено также неблагоприятное, а порой и фатальное 
влияние герпесвирусов в перинатальной патологии, 
так как они нарушают эмбриогенез, вызывают спон-
танные аборты и плацентарную недостаточность, что 
в свою очередь приводит к врождённым патологиям 
плода [7 - 9]. 

Современная эпидемиологическая и клиническая 
диагностика невозможна без применения комплек-
са современных лабораторных методов. В качестве 
скрининговых методов при диагностике ГВИ реко-
мендуется использовать ПЦР, ИФА и РИФ, а в каче-
стве подтверждающего – метод выделения герпеса 
на чувствительных клеточных культурах [10]. Виру-
сологический метод недоступен большинству меди-
цинских учреждений, так как культивирование с ис-
пользованием клеточных культур является процессом 
трудоемким, дорогостоящим, а также требующим 
высокой квалификации персонала. К числу зареко-
мендовавших себя современных иммунохимических 
технологий относят ИФА и реакцию непрямой имму-
нофлюоресценции (РИФ), позволяющих с высокой 
степенью клинической информативности определять 
в крови больного присутствие иммуноглобулинов 
(Ig), направленных против антигенов возбудителя за-
болеваний [11 - 13].

Различают две разновидности реакции иммуноф-
люоресценции: прямой и непрямой. При прямом ме-
тоде метят антитела, которые непосредственно взаи-
модействуют с исследуемым антигеном. В непрямом 
методе с исследуемым антигеном сначала взаимо-
действуют специфические к нему антитела, а уже с 
ними – антивидовые антитела, меченые флюорохро-
мом. Учет результатов реакции осуществляется с по-
мощью люминесцентного микроскопа, в оптическую 
систему которого устанавливается набор светофиль-
тров, обеспечивающих освещение препарата ультра-
фиолетовым или сине-фиолетовым светом с заданной 
длинной волны. Исследователь оценивает интенсив-
ность и характер свечения [14,15].

Достоинствами РИФ являются: высокая специфич-
ность и чувствительность; простота техники постанов-
ки; минимальное количество компонентов и оборудо-
вания для проведения анализа. Это метод относится к 
экспресс-методам, так как в течение двух часов можно 
получить ответ. 

Необходимо отметить, что в настоящее время 
отечественных коммерческих тест-систем для вы-
явления антител к герпесвирусам методом РИФ не 
существует. 

В связи с этим целью исследования было улуч-
шить серодиагностику ГВИ и разработать иммуноф-
люоресцентные диагностикумы для определения IgM 
и IgG антител к вирусу простого герпеса 1 и 2 типа. 
Оценить показатели чувствительности и специфич-
ности на подтвержденном клиническом материале. 

Для достижения поставленной цели представля-
лось необходимым решить следующие задачи: нара-
ботать инфицированную вирусами простого герпеса 

1 и 2 типа культуру; подобрать условия сорбции и 
фиксации антигена на поверхности предметных сте-
кол; приготовить готовые к применению лаборатор-
ные серии иммунофлюоресцентных диагностикумов 
и оценить их диагностические возможности.

Материал и методы. Вирус. Использовали штам-
мы «ВН» вируса простого герпеса 2 типа (ВПГ-2) и 
«УС» вируса простого герпеса 1 типа (ВПГ-1), полу-
ченные из лаборатории Государственной коллекции 
вирусов ФГБУ ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи.

Клетки. Эпителиальные клетки почки африкан-
ской зеленой мартышки (линия Vero) фирмы АТСС 
(США) культивировали в среде RPMI-1640 фирмы 
«Биолот» (Россия), содержащей 10% сыворотки эм-
брионов коров (Gibco, Великобритания).

Приготовление антигена ВПГ-1 и ВПГ-2. Клетки 
Vero заражали вирусами ВПГ-1 штамм «УС» и ВПГ-2 
штамм «ВН» в разведении 1:400 и 1: 800. Культиви-
ровали в среде RPMI-1640 в культуральных флаконах 
с площадью рабочей поверхности 150 см2 при темпе-
ратуре 37°С. Когда цитопатическое действие вируса 
охватывало не более 60 % площади монослоя прово-
дили трипсинизацию вируссодержащего инокулята. 
Вирусный материал инактивировали и наносили по 
50 мкл в лунки обезжиренных предметных стекол. 
Предметные стекла с сорбированным антигеном ин-
кубировали при температуре 37оС в течение 15-16 ч. 
По истечении этого времени фиксировали антиген на 
поверхности предметных стекол раствором, содержа-
щим ацетон.

Приготовление коньюгатов. Поликлональные 
кроличьи антитела к IgG и IgM человека, метили 
в щелочной среде флюоресцеин-5-изотиоцианатом 
(ФИТЦ; «Sigma», США) согласно стандартной  
методике.

В качестве клинического материала использовали 
125 сывороток крови людей проходящих обследова-
ние в лабораторно-диагностическом подразделении 
клинического центра при 1 МГМУ им. Сеченова с 
различными клиническими диагнозами (герпетиче-
ская, цитомегаловирусная инфекции, пиелонефрит, 
внутриутробные инфекции, конъюнктивит и пораже-
ние центральной нервной системы).

В качестве контрольной группы использовали сы-
воротки здоровых детей в возрасте от 1 до 14 лет из 
лаборатории «INVITRO».

Результаты и обсуждение. При разработке диа-
гностикума принцип действия, которого основан на 
реакции непрямой иммунофлюоресценции, решили 
следующие задачи:

• определили оптимальные инфекционные дозы 
для вирусных штаммов при заражении клеток Vero.

• подобрали оптимальный состав остальных ком-
понентов тест-системы (буферные растворы для раз-
ведения сывороток и коньюгата)

• отработали оптимальные условия проведения 
реакции (время инкубации, разведение клинического 
материала).

Нами были подобраны оптимальные разведения 
вирусных штаммов для заражения в течение 15-16 
часов. Дело в том, что для удобства в учете резуль-
татов зараженность клеточного монослоя не долж-
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на превышать 60 % от площади лунки предметного 
стекла. 

При постановке реакции иммунофлюоресценции, 
как и других иммунологических реакций широко ис-
пользуют буферные растворы, значение рН и соле-
вой состав которых обеспечивает хорошую раство-
римость и подвижность молекул иммуноглобулинов, 
и их быструю диффузию через поры клеток. Кроме 
того, рН является важным фактором, влияющим на 
интенсивность специфической люминесценции изо-
лированных клеток [16]. Учитывая это, были прове-
дены специальные исследования с целью изучения 
состава и рН раствора для разведения сывороток на 
результаты РИФ. Обнаружено влияние рН растворов 
на интенсивность свечения клеток и фона. При инку-
бации сывороток, разведенных в фосфатном буфер-
ном растворе с рН 7,0, наблюдалась наибольшая яр-
кость свечения. При разведении в ацетатном буфере 
интенсивность значительно снижалась из-за влияния 
на люминесценцию ацетат-иона. При разведении в 
дистиллированной воде тоже наблюдалась низкая ин-
тенсивность свечения. Слабая флюоресценция была 
также отмечена при использовании трисбуфера из-за 
способности его основного компонента тригидроси-
метиламинометана гасить люминесценцию. 

Взаимодействие антител с антигенами – это слож-
ный абсорбционно-химический процесс, скорость 
которого зависит от воздействия температуры ин-
кубаций [17]. Были отработаны режимы постанов-

ки реакции при 24°С и 37°С. При 24°С наблюдался 
рост люминесценции до определенного предела, до-
стигнув которого, яркость становилась постоянной 
и не зависела от времени контакта с сыворотками и 
коньюгатом. При 24°С стабилизация интенсивности 
свечения отмечалась за более короткий промежуток 
времени, чего не скажешь о реакции при 37°С, кото-
рая шла значительно быстрее и не стабилизировалась 
в течение 30 минут. Наилучшие показатели чувстви-
тельности и специфичности были при инкубации сы-
вороток и коньюгата в течение 30 мин при 24°С.

Для определения активности полученных конью-
гатов подбирали рабочее разведение, дающее опти-
мальную люминесценцию комплекса антиген-анти-
тело снижающую вероятность неспецифического 
окрашивания клеток. В лунки предметных стекол с 
сорбированными антигенами ВПГ-1 и ВПГ-2 добав-
ляли двукратные разведения конъюгатов от 1/100 до 
1/1200. Рабочие разведения конъюгатов составили – 
1/600 для IgG и 1/300 для IgM. Разведение сывороток 
(диагностический титр) составило 1:20.

Чувствительность и специфичность разработан-
ных наборов вначале оценили на сыворотках стан-
дартной панели положительных и отрицательных 
образцов предприятия ЗАО «ЭКОлаб», содержащих 
IgG и IgM к ВПГ-1 и ВПГ-2. Результаты данного ис-
следования приведены в таблице. 

Результаты, приведенные в таблице, показывают 
полное совпадение оценок сывороток панелей пред-

Результаты реакции иммунофлюоресценции в диагностикумах для выявления антител классов М и G  
к вирусу простого герпеса 1 и 2 типов  

Стандартная панель предприятия
ВПГ-1-Флюороген ВПГ-2-Флюороген

- IgG - IgМ - IgG - IgМ
Положительная по ВПГ 1 
(СОП+214)

4+ 4+ - -

Отрицательная по ВПГ 1 
(СОП-214)

- - - -

Положительная по ВПГ 2 
(СОП+202)

- - 4+ 4+

Отрицательная по ВПГ 2
(СОП-202)

- - - -

П р и м е ч а н и е . Интенсивное желто-зеленое свечение на (4+) – положительный результат (+); полное отсутствие флюоресценции - от-
рицательный результат (-).

Рис. 1. Фотография положительного результата реакции на 
ВПГ-1-IgG. 

Рис. 2 Фотография отрицательного результата реакции на 
ВПГ-1-IgG.
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приятия с исходными характеристиками, что является 
свидетельством 100% аналитической чувствительно-
сти и специфичности. У положительных по ВПГ-1 и 
ВПГ-2 сывороток наблюдалось специфическое све-
чение цитоплазмы и ядра клеток интенсивностью от 
(2+) до (4+) в колониях из 1-3 клеток (рис. 1). Полное 
отсутствие свечения или едва различимое свечение 
цитоплазмы всех клеток (неспецифическая реакция 
с Fc-рецепторами) являлось показателем отрицатель-
ной реакции (рис. 2).

Для оценки диагностической (клинической) чув-
ствительности и специфичности было исследовано 
125 сывороток. Предварительно их протестировали 
на наличие антител классов M и G к ВПГ-1 и ВПГ-
2 в иммуноферментных коммерческих тест-системах 
производства ЗАО «ЭКОлаб» (Россия) и «БиоХим-
Мак». 

Предварительное исследование на наличие IgG к 
ВПГ-1 и ВПГ-2 в скрининговых иммуноферментных 
тест-системах «HERPES SIMPLEX 1/2 IgG» фир-
мы «Биохиммак» показало наличие IgG к ВПГ-1 у 
112(89,6%) образцов (из них 4(3,2%) образца содер-
жали IgG к ВПГ-2). 2(1,6%) были сомнительными по 
ВПГ-1 и 6(4,8%) по ВПГ-2. Отсутствие IgG к ВПГ-1 
и ВПГ-2 было у 11(8,8%) и 113(90,4%) образцов. В 
иммуноферментных тест-системах ЗАО «ЭКОлаб» 
антитела были обнаружены к ВПГ-1 у 110(88%), к 
ВПГ-2 у 4(3,2%), сомнительными к ВПГ-1 оказались 

3(2,4%) образца, а к ВПГ-2 – 7(5,6%). Отрицатель-
ный результат был по ВПГ-1 у 12(9,6%), а по ВПГ-2 
у 114(91,2%). При исследовании образцов в реакции 
иммунофлюоресценции наблюдалась различной сте-
пени интенсивность желто-зеленого свечения кле-
ток, инфицированных ВПГ-1 и ВПГ-2 в поле зрения 
микроскопа, что свидетельствует о наличии антител 
класса G к ВПГ-1 у 110(87,2%), к ВПГ-2 у 4(3,2%). 
Образцы с очень слабым желто-зеленым свечением 
расценивались как сомнительные. Из 125 в РИФ у 
2(1,6%) по ВПГ-1 и у 7(5,6%) по ВПГ-2 сомнитель-
ные результаты. Отрицательные результаты были по-
лучены в 13(10,4%) по ВПГ-1 и в 114(91,2%) по ВПГ-
2 случаях (рис. 3).

Аналогичным образом была проведена оценка 125 
сывороток на наличие антител классов M к ВПГ-1 и 
ВПГ-2. В наборах сравнения IgM к ВПГ-1 и ВПГ-2 бы-
ло выявлено в 13(10,4%) и 1(0,8%) случае. Сомнитель-
ные результаты были в 10(8%) по ВПГ-1 и 7(5,6%) по 
ВПГ-2. Антитела класса М к ВПГ-1 отсутствовали у 
102(81,6%), к ВПГ-2 у 117(93,6%). При исследовании 
этих образцов в тест-системах методом иммунофер-
ментного анализа и в разработанных диагностикумах 
основанных на реакции иммунофлюоресценции на-
блюдалось 100-процентное совпадение результатов с 
наборами сравнения (рис. 4). 

Специфичность разработанных тест-систем была 
оценена на 100 сыворотках здоровых детей, не содер-
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Рис. 3. Выявление антител класса G к ВПГ-1 и ВПГ-2 в различных тест-системах.

Рис. 4. Выявление антител класса М к ВПГ-1 и ВПГ-2 в различных тест-системах.
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жащих антител классов М и G вирусам простого гер-
песа 1 и 2 типов. При исследовании этих образцов в 
реакции иммунофлюоресценции наблюдалось 100% 
совпадение результатов. В поле зрения микроскопа 
наблюдалось едва различимое свечение или его пол-
ное отсутствие – результат отрицательный.

Выводы. При постановке непрямой реакции им-
мунофлюоресценции наилучшие показатели чув-
ствительности и специфичности наблюдались при 
разведении сывороток в 20 раз в фосфатно-солевом 
буферном растворе с рН=7,2. Оптимальные рабочие 
разведения коньюгатов для IgG -1/600, а для IgM-
1/300. Инкубация в течении 30 минут при температу-
ре 24°С сводит к минимуму неспецифическое связы-
вание флюоресцирующих антител. 

Специфичность у разработанных иммунофлюо-
ресцентных наборов для выявления специфических 
IgG к ВПГ-1 выше, чем в иммуноферментных тест-
системах. Два образца положительных по результа-
там ИФА в наборах фирмы «Биохиммак» дали от-
рицательные результаты в аналогичных ИФА фирмы 
«ЭКОлаб». Эти же данные были подтверждены в ре-
акции иммунофлюоресценции: в поле зрения микро-
скопа наблюдалось полное отсутствие специфическо-
го свечения – результат отрицательный. По осталь-
ным образцам было полное совпадение результатов 
во всех тест-системах.

При исследовании на наличие IgM к ВПГ-1 и 
ВПГ-2 методом иммуноферментного анализа и в раз-
работанных диагностикумах основанных на реакции 
иммунофлюоресценции наблюдалось 100% совпаде-
ние результатов с наборами сравнения.

В связи с этим диагностикумы могут успешно при-
меняться в клинической практике как для скрининга, 
так и для верификации результатов в диагностике 
этих герпесвирусных инфекций. Непрямая реакция 
иммунофлюоресценции обладает высокой диагно-
стической эффективностью и наряду с иммунофер-
ментным анализом может использоваться в практиче-
ской медицине для серодиагностики герпесвирусов. 
Разработанные наборы успешно прошли регистраци-
онные испытания и на сегодняшний день внедрены в 
широкую практику здравоохранения.
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сутствии конфликта интересов.
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ЛАБОРАТОРНЫЕ ПРЕДИКТОРЫ НАСТУПЛЕНИЯ БЕРЕМЕННОСТИ В ПРОГРАММАХ 
ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ОПЛОДОТВОРЕНИЯ

ФГБОУ ВО «Национальный исследовательский Мордовский государственный университет им. Н. П. Огарёва», 430005, 
Саранск, Россия

Цель работы – провести анализ взаимосвязи между сывороточной концентрацией IL-1α, носительством генотипа 
rs1800587 (C/T) его гена и тиреотропным гормоном (ТТГ), гормонами щитовидной железы (трийодтиронином (Т3) и 
тетрайодтиронином (Т4)), и оценить прогностическую значимость их сочетаний у женщин с трубно-перитонеальным 
бесплодием в рамках программы ЭКО. Обследованы 120 пациенток с трубно-перитонеальным бесплодием, обративших-
ся для проведения программы ЭКО. В зависимости от исхода процедуры было выделено 2 группы пациенток: 1 группа –  
40 женщин, у которых наступила беременность после ЭКО, 2 группа – 80 пациенток, у которых беременность не на-
ступила. Содержание IL-1α, ТТГ, Т3, Т4 определяли в крови методом твердофазного иммуноферментного анализа. Про-
водили генотипирование по полиморфному маркеру rs1800587 (C/T) гена IL-1α. Показатели ТТГ, Т3, Т4 были в пределах 
нормы у обеих групп. В проведенном нами исследовании, женщины с концентрацией ТТГ от 0,23 до 1,7 нмоль/л имели 
шанс благоприятного исхода ЭКО в 1,4 раза выше, чем с другими уровнями ТТГ (р=0,042901); с уровнем Т3 от 1,0 до  
1,8 нмоль/л имели шанс забеременеть в 5,7 раз выше, чем с другими уровнями Т3 (р=0,00002). Для концентрации Т4 
критерий достоверности достигнут не был (р=0,068505). Отдельно взятые показатели IL-1α, ТТГ, Т3 и носительство 
генотипа гена IL-1α на преконцептивном этапе обладают более низкой диагностической ценность, чем их совместное 
сочетание. Максимальной прогностической ценностью обладают три сочетания: сочетание генотипа Т/Т гена IL-1α 
и уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 нмоль/л – OR=8,1 (р = 0,000048); сочетание IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, генотипа Т/Т гена 
IL-1α и уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 нмоль/л – OR=8,1 (р = 0,000048); сочетание IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, генотипа Т/Т 
гена IL-1α, уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 нмоль/л и уровня Т3 от 1,0 до 1,8 нмоль/л – OR=8,1 (р = 0,000146). Таким образом, 
предложены новые прогностические маркеры эффективности программ ЭКО.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  IL-1α; цитокины; предикторы ЭКО; rs1800587 (C/T) гена IL-1α; ТТГ; гормоны щитовидной желе-
зы; Т3, Т4.
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LABORATORY PREDICTORS OF PREGNANCY IN VITRO FERTILIZATION
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education «National Research Ogarev Mordovia State University», 
430005, Saransk, Russia
Identification of factors determining both of favorable and unfavorable outcome of IVF will increase the effectiveness of this method 
and optimize infertility treatment. The aim of the research is to analyze the correlation between serum IL-1α concentration, its gene 
rs1800587 (C/T) genotype carrier and thyroid-stimulating hormone (TSH), thyroid hormones (triiodothyronine (Т3) and tetraiodothy-
ronine (T4)), and evaluate the prognostic significance of their combinations in women with tube-peritoneal infertility under the IVF 
program. 120 patients with tube-peritoneal infertility who applied for an IVF program were examined. Depending on the outcome of the 
procedure, 2 groups of patients were allocated: 1 group – 40 women who had a pregnancy after IVF, 2 group – 80 patients who did not 
have a pregnancy. The content of IL-1α, TSH, Т3, Т4 was determined in blood by ELISA. Genotyping was performed on the rs1800587 
(C/T) polymorphic marker of the IL-1α gene. TSH, Т3, Т4 were within the norm for both groups. In our study, women with a TSH con-
centration of 0.23 to 1.7 nmol/L had a chance of a favorable IVF outcome 1.4 times higher than with other TSH levels (p = 0.042901); 
with a Т3 level of 1.0 to 1.8 nmol/L had a chance of becoming pregnant 5.7 times higher than with other levels of Т3 (p = 0.00002). For 
Т4 concentration, the confidence test was not achieved (p = 0.068505). The individual indicators of IL-1α, TSH, Т3 and carrier of the 
genotype of the gene IL-1α at the preconceptive stage have lower diagnostic value than their combined combination. Three combinations 
have maximum predictive value: a combination of the T/T genotype of the IL-1α gene and the TSH level of 0.23 to 1.7 nmol/l – OR = 8.1 
(p = 0.000048); combination of IL-1α of 28.7 to 85.1 pg/ml, T/T gene genotype IL-1α and TSH level of 0.23 to 1.7 nmol/l – OR = 8.1  
(p = 0.000048); combination of IL-1α of 28.7 to 85.1 pg/ml, T/T gene genotype IL-1α, TSH level of 0.23 to 1.7 nmol/l and Т3 level of 1.0 
to 1.8 nmol/l – OR = 8.1 (p = 0.000146). Thus, proposed new prognostic markers of IVF program effectiveness.
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Введение. В последние годы все большую актуаль-
ность приобретает поиск клинико-лабораторных пара-
метров пациенток, обладающих прогностической цен-
ностью и дающих возможность до начала стимуляции 
суперовуляции предсказать исход процедуры экстракор-
порального оплодотворения (ЭКО). Определение шан-
сов наступления беременности на преконцепционном 
этапе позволит включать в программу ЭКО наиболее 
перспективных в физиологическом плане пациенток, 
что позволит обеспечить персонализированных подход 
к каждой женщине, оптимизировать процесс лечения, 
избежать лишней гормональной нагрузки и повысить 
результативность процедуры.

В предыдущих работах нами было установлено, что 
интерлейкин-1α (IL-1α) (в концентрации от 28,7 до 85,1 
пг/мл) и полиморфный вариант Т/Т rs1800587 гена IL-1α 
обладают прогностической значимостью и могут быть 
использованы в качестве ранних маркеров благоприят-
ного исхода программы ЭКО у женщин с трубно-пери-
тонеальным бесплодием [1].

Безусловно, IL-1α играет фундаментальную роль в 
ремоделировании тканей и создании воспалительно-по-
добного иммунного ответа при имплантации эмбриона и 
децидуализации [2], регулируя экспрессию других цито-
кинов, факторов роста и молекул адгезии в эпителиаль-
ных и стромальных клетках эндометрия [3, 4]. На самой 
бластоцисте экспрессируются рецепторы к IL-1α [5].

В свою очередь, гормоны щитовидной железы тоже 
влияют на взаимодействие плода и матери через взаи-
модействие с рецепторами тиреоидных гормонов и ре-
цепторами тиреотропного гормона (ТТГ), присутствую-
щими на эндометрии и трофобласте во время импланта-
ции [6]. В настоящее время накоплены данные о тесной 
двунаправленной связи и регуляции между нейроэндо-
кринной и иммунной системами. Гормоны щитовидной 
железы оказывают влияние на различные иммунные 
клетки – моноциты, макрофаги, естественные клетки-
киллеры и лимфоциты, регулируя хемотаксис, фагоци-
тоз, генерацию активных форм кислорода и выработку 
цитокинов [7 – 14]. Известно, что взаимодействия меж-
ду эндокринной и иммунной системами способствуют 
развитию патофизиологических состояний, включая 
сепсис, воспаление и аутоиммунные заболевания [15]. 

Изменения концентрации гормонов щитовидной же-
лезы могут по-разному влиять на иммунологические по-
казатели [7-14]. Однако данные результаты немногочис-
ленны и противоречат друг другу, поэтому трудно уста-
новить четкую корреляцию между иммунной функцией 
и гипер- или гипотироидными состояниями.

Безусловно, многие из неудачных попыток ЭКО про-
исходят из-за системных факторов, которые оказывают 
воздействие на материнскую среду и отрицательно вли-
яют на способность эмбриона к имплантации. В этой 
связи важен комплексный анализ возможного влияния 
нескольких факторов, в том числе и для их оптимизации 
и коррекции с целью достижения наибольших шансов 
на успех процедуры для каждой пациентки.

Цель работы – провести анализ взаимосвязи между 
сывороточной концентрацией IL-1α, носительством ге-
нотипа rs1800587 (C/T) его гена и ТТГ, гормонами щито-
видной железы и оценить прогностическую значимость 
их сочетаний у женщин с трубно-перитонеальным бес-
плодием в рамках программы ЭКО.

Материал и методы. На базе отделения вспомога-
тельных репродуктивных технологий ГБУЗ РМ «Мор-

довский республиканский клинический перинатальный 
центр» было отобрано 120 пациенток с трубно-перито-
неальным бесплодием для проведения программы ЭКО. 
Все пациентки дали добровольное информированное 
согласие на участие в исследовании и использовании 
их биопроб. Исследование одобрено локальным этиче-
ским комитетом. Возраст женщин в среднем составил 
33,4±3,8 года. Включением в исследование явилось: 
трубно-перитонеальная форма бесплодия; нормофунк-
ция щитовидной железы, подтвержденная результатом 
определения ТТГ, гормонов щитовидной железы (трий-
одтиронина (Т3) и тетрайодтиронина (Т4)), антител к 
тиреопероксидазе и УЗИ; отсутствие противопоказаний 
к ЭКО. Все пациентки были обследованы согласно при-
казу Минздрава России №107н от 30.08.2012 г. «О по-
рядке использования вспомогательных репродуктивных 
технологий, противопоказаниях и ограничениях к их 
применению». В качестве единого протокола был при-
менен короткий протокол стимуляции суперовуляции. 
Диагностика беременности проводилась на основании 
определения в сыворотке концентрации β-субъединицы 
хорионического гонадотропина (ХГч) через 14 дней по-
сле переноса эмбрионов в полость матки и ультразву-
ковой диагностики клинической беременности с целью 
оценки наличия одного или двух плодных яиц в полости 
матки через 21 день после переноса эмбрионов.

Путем ретроспективного анализа в зависимости от 
исхода процедуры было выделено 2 группы пациенток: 
1-я группа – 40 женщин, у которых наступила беремен-
ность после ЭКО, 2-я группа – 80 пациенток, у которых 
беременность не наступила. Группы были сопоставимы 
по возрасту и анамнестическим данным.

Материалом для исследования служила перифери-
ческая венозная кровь, полученная на 3-4 день мен-
струального цикла, предшествующего процедуре ЭКО. 
Содержание IL-1α, ТТГ, Т3, Т4 определяли в сыворот-
ке крови методом твердофазного иммуноферментного 
анализа. За нормальные значения были приняты следу-
ющие показатели: ТТГ – 0,23-3,4 мкМЕ/мл, Т3 – 1,0-2,8 
нмоль/л, Т4 – 10-25 нмоль/л. 

Для молекулярно-генетического исследования ис-
пользованы образцы крови, собранные в вакутайнер 
с ЭДТА в объеме 5 мл. Выделение ДНК проводили на 
автоматической станции для выделения нуклеиновых 
кислот QIAcube, используя комплект реагентов QIAamp 
DNA Mini Kit (QIAGEN, Германия). ДНК-типирование 
проводилось методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с последующим секвенированием по Сэнгеру. 
Амплификацию фрагмента гена IL-1α, содержащий по-
лиморфный локус, проводили с использованием подо-
бранных в рамках настоящего исследования праймеров 
в двух раздельных реакциях. Для подбора праймеров ис-
пользовали Интернет-ресурс Primer-BLAST и референс-
ную нуклеотидную последовательность NM_000575.5 
из базы данных NCBI. Секвенирование очищенных про-
дуктов ПЦР осуществляли на анализаторе ABI PRISM 
3500 с использованием наборов для циклического сик-
венса BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, США). Анализ нуклеотидных по-
следовательностей выполняли используя программы 
Sequence Scanner v.1.0, Peak Trace, Vector NTI Advance 
10, Chromas Lite 2.1.1.

Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием программы Stat Soft Statistica 10.0 
(США). Учитывая, что данные подчинялись нормально-
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му распределению, для анализа различий между коли-
чественными признаками использовалась описательная 
статистика с использованием t-критерия Стьюдента, 
а для оценки взаимосвязи между показателями прово-
дился линейный корреляционный анализ с определени-
ем коэффициента корреляции Пирсона (r). Пороговый 
уровень значимости для коэффициента корреляции был 
принят при r>0,3. Для оценки ассоциаций генотипов с 
наступлением беременности использовался критерий 
χ2 Пирсона и отношение шансов (OR) с 95%-ным до-
верительным интервалом (CI). Распределение частот 
аллелей и генотипов полиморфных вариантов было про-
верено на соответствие равновесию Харди-Вайнберга. 
Значимость выявленных различий и взаимосвязей во 
всех видах анализа была принята при уровне значимо-
сти p< 0,05.

Результаты. Показатели ТТГ, Т3, Т4, были в преде-
лах нормы у обеих групп. Проводя сравнительный ана-
лиз содержания ТТГ и Т4 у обследованных женщин до-
стоверных различий между группами выявлено не было 
(р>0,05 во всех случаях), в то время как содержание Т3 
было достоверно ниже в группе женщин с наступившей 
беременностью (р=0,000087) (табл. 1).

Анализируя взаимосвязь между IL-1α и ТТГ, Т3, Т4 
у женщин из группы с благоприятным исходом ЭКО об-
наружена отрицательная корреляционная взаимосвязь 
средней силы между IL-1α и ТТГ (р=0,000096) (табл. 2). 
У женщин с неблагоприятным исходом процедуры ЭКО 
взаимосвязи между изучаемыми показателями выявле-
но не было (р>0,05 во всех случаях).

Учитывая полученные ранее данные о прогностиче-
ской значимости полиморфного варианта Т/Т гена IL-1α 
[1], нами был проведен анализ содержания ТТГ и гормо-
нов щитовидной железы в зависимости от носительства 
полиморфного варианта гена IL-1α (табл. 3). Содержа-
ние ТТГ было наименьшим у носителей генотипа Т/Т 
по сравнению с пациентками-носителями других гено-
типов (р<0,05 во всех случаях). У женщин-носителей 
благоприятного генотипа Т/Т с благоприятным исходом 
ЭКО, содержание ТТГ составило 1,6 (1,3-1,7) мкМЕ/мл 
и было достоверно ниже, чем у женщин-носителей бла-
гоприятного генотипа Т/Т с неблагоприятным исходом 
процедуры (р=0,009098). 

Было установлено, что у носителей условно благо-
приятного генотипа Т/Т содержание Т3 составило 1,6 
(1,5-1,8) нмоль/л и было достоверно ниже, чем у носи-

телей других генотипов (р<0,05 во всех случаях), при 
разделении внутри группы в зависимости от исхода 
процедуры содержание Т3 не различалось (р>0,05 во 
всех случаях). В группе женщин с наступившей бере-
менностью содержание Т3 различалось между носите-
лями генотипов С/Т и C/C гена IL-1α (р=0,014896), в то 
время как в группе женщин с неблагоприятным исходом 
процедуры у носителей благоприятного генотипа Т/Т 
уровень Т3 был достоверно ниже, чем у носителей дру-
гих генотипов (р<0,05 во всех случаях). Содержание Т3 
у пациенток-носителей генотипов С/Т и С/С из группы 
с наступившей беременностью было достоверно ниже, 
чем у носителей этих же генотипов из группы сравнения 
(р<0,05 во всех случаях).

Содержание Т4 у носителей благоприятного гено-
типа Т/Т не различалось от пациенток с другими гено-
типами (р>0,05 во всех случаях). У носителей генотипа 
С/Т уровень Т4 был достоверно выше, чем у носителей 
генотипа С/C (р=0,002130).

Для оценки прогностической роли полученных концен-
траций гормонов был проведен расчет отношения шансов 
– OR (табл. 4). Установлено, что женщины с концентраци-
ей ТТГ от 0,23 до 1,7 нмоль/л имели шанс благоприятного 
исхода ЭКО в 1,4 раза выше, чем женщины с другим уров-
нем ТТГ (р=0,042901). Пациентки с концентрацией Т3 от 
1,0 до 1,8 нмоль/л имели шанс забеременеть в 5,7 раз вы-
ше, чем с другими уровнями Т3 (р = 0,00002). Женщины 
с концентрацией Т4 от 10,0 до 14,2 нмоль/л имели шанс 
развития беременности в 1,2 раза выше, однако критерий 
достоверности достигнут не был (р=0,068505).

Для оценки комплексного вклада на исход проце-
дуры далее была изучена прогностическая значимость 
комбинаций выявленных показателей: концентрации 
IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, носительства генотипа Т/Т 
rs1800587, концентрации ТТГ от 0,23 до 1,7 мкМЕ/мл, 
концентрации Т3 от 1,0 до 1,8 нмоль/л. Результаты пред-
ставлены в табл. 4. Следует отметить, что максимальной 
прогностической ценностью обладают три сочетания: 
сочетание носительства генотипа Т/Т гена IL-1α и уров-
ня ТТГ от 0,23 до 1,7 мкМЕ/мл – OR=8,1 (р=0,000048); 
сочетание IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, носительства ге-
нотипа Т/Т гена IL-1α и уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 мкМЕ/
мл – OR=8,1 (р=0,000048); сочетание IL-1α 28,7-85,1 пг/
мл, генотипа Т/Т гена IL-1α, уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 
мкМЕ/мл и уровня Т3 от 1,0 до 1,8 нмоль/л – OR=8,1 
(р=0,000146). 

Т а б л и ц а  1 
Содержание ТТГ, Т3, Т4 у обследованных женщин

Показатель 1 группа (n=40) 2 группа (n=80) Достоверность различий
ТТГ, мкМЕ/мл 2,1 2,1 0,970431
Т3, нмоль/л 1,7 2,3 0,000087
Т4, нмоль/л 13,9 13,4 0,269228

Т а б л и ц а  2
Результаты корреляционного анализа между IL-1α и ТТГ, Т3, Т4 в крови  у обследованных женщин

Показатель Все обследованные женщины (n=120) 1 группа (n=40) 2 группа (n=80)
R p r p r р

ТТГ -0,212489 0,019806 -0,577506 0,000096 0,023439 0,836501
Т3 -0,280087 0,001607 -0,023593 0,885104 -0,296146 0,007648
Т4 0,017862 0,846459 0,111957 0,491584 0,000563 0,996047
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гипоталамусом и, как следствие, лютеинизирующего 
гормона (ЛГ) гипофизом [23-25]. 

ЛГ, фолликулостимулирующий гормон (ФСГ), ТТГ и 
ХГч имеют структурную гомологию и представляют со-
бой сложные гликопротеиды, состоящие из идентичных 
α-субъединиц и специфических β-субъединиц, опре-
деляющих их активность. Структурное сходство этих 
гормонов указывает на их общее эволюционное проис-
хождение из одного предшественника и на способность 
изменения концентрации одних гормонов влиять на дру-
гие. Так, ХГч, возрастающий с первых дней беременно-
сти, обладает ТТГ-подобными эффектами, что приводит 
к стимуляции щитовидной железы [26, 27].

ТТГ играет важную регуляторную роль в определе-
нии баланса между IL-1α и его рецепторным антагони-
стом IL-1Rа посредством индукции обеих молекул. ТТГ 
способствует увеличению уровня продукции IL-1Rа, 
являющегося ингибитором и важным физиологическим 
регулятором экспрессии IL-1α [28]. 

Обсуждение. Имплантация эмбриона требует слож-
ного взаимодействия между эндометрием и бластоцистой 
и регулируется множеством факторов, таких как цитоки-
ны, растворимые факторы роста, молекулы адгезии, гор-
моны, простагландины, аутокринно, интракринно и пара-
кринно осуществляющие регуляцию процесса [16 – 20]. 

Выявленная отрицательная корреляция между IL-1α 
и ТТГ в группе женщин с благоприятным исходом про-
цедуры ЭКО согласуется с результатами эксперимен-
тальных работ авторов, продемонстрировавших, что IL-
1 подавляет высвобождение ТТГ из гипофиза [21, 22]. 
Известно, что нейроны гипофиза и гипоталамуса экс-
прессируют на своей поверхности рецепторы к некото-
рым цитокинам. Так наибольшее количество рецепторов 
к IL-1 обнаружено в таких структурах гипоталамуса как 
воронка, серый бугор, а также в перивентрикулярных 
ядрах [23]. IL-1 способен подавлять активность гипота-
ламо-гипофизарно-гонадной оси, приводя к уменьше-
нию секреции гонадотропин-рилизинг-гормона (ГнРГ) 

Т а б л и ц а  3
Содержание ТТГ, Т3 и Т4 в зависимости от носительства полиморфизма rs1800587 (C/T) гена IL-1α у обследованных женщин

Показатель Генотип Т/Т (1) Генотип С/Т (2) Генотип С/С (3) Достоверность  
различийЭКО + (4) ЭКО – (5) ЭКО + (6) ЭКО –(7) ЭКО + (8) ЭКО – (9)

ТТГ, мкМЕ/мл 1,6 (1,4-2,1) 2,2 (1,6-2,9) 2,0 (1,6-2,3) р4-6=0,000298,  
р4-8=0,015201,
р6-8=0,077001,  
р5-7=0,328852,  
р5-9=0,701114,  
р7-9=0,480008

1,6 
(1,3-1,7)

2,0 
(1,5-2,2)

2,6 
(2,4-3,4)

2,1 
(1,5-2,8)

2,0 
(1,7-2,5)

2,0
(1,3-2,2)

р1-2=0,002575, р1-3=0,007058,  p2-3=0,187366, р4-5=0,009098, p6-7=0,017608, p8-9=0,132661

Т3, нмоль/л 1,6 (1,5-1,8) 2,0 (1,5-2,5) 2,0 (1,7-2,6) р4-6=0,137082,  
р4-8=0,243203,
р6-8=0,014896,  
р5-7=0,008441,  
р5-9=0,009213,  
р7-9=0,392007

1,7 
(1,5-1,8)

1,6 
(1,4-1,8)

1,4 
(1,3-1,7)

2,2 
(1,8-2,8)

1,8 
(1,6-1,9)

2,4 
(1,7-3,0)

р1-2=0,005820, р1-3=0,000593,  p2-3=0,243171, р4-5=0,078701, p6-7=0,005571, p8-9=0,001488

Т4, нмоль/л 13,5 (12,5-14,2) 14,2 (13,4-15,2) 12,8 (11,6-13,9) р4-6=0,630008,  
р4-8=0,505825,
р6-8=0,039221,  
р5-7=0,187691,  
р5-9=0,434355,  
р7-9=0,008202

13,7 
(12,9-14,2)

13,4 
(12,4-13,9)

14,2 
(13,5-14,8)

14,2 
(12,6-15,6)

13,2 
(12,8-13,8)

12,2 
(11,0-13,9)

р1-2=0,237081, р1-3=0,106327,  p2-3=0,002130, р4-5=0,094220, p6-7=0,789623, p8-9=0,0955602

Т а б л и ц а  4 
Прогностическая значимость изучаемых показателей и их сочетаний в развитии ЭКО-индуцированной беременности 

Показатель 1 группа (n=40) 2 группа (n=80) χ2 р
OR

знач. 95% CI
сIL-1α 17 13 12,6 0,0035 3,8 1,61-9,04
ген IL-1α 18 12 12,8 0,000347 4,64 1,93-11,1
сIL-1α + ген IL-1α 17 12 12,5 0,000909 4,2 1,76-10,1
ТТГ 18 30 0,62 0,042901 1,4 0,63-2,94
Т3 31 30 18,15 0,000020 5,7 2,41-13,7
Т4 29 55 0,3 0,068505 1,2 0,52-2,77
ТТГ+Т3 13 14 3,1 0,028693 2,3 0,94-5,5
сIL-1α + ТТГ 14 6 14,52 0,000139 6,6 2,3-19,1
сIL-1α +Т3 15 10 6,88 0,008693 4,2 1,8-10,5
ген IL-1α +ТТГ 14 5 16,54 0,000048 8,1 2,65-24,6
ген IL-1α +Т3 16 9 13,73 0,000211 5,2 2,1-13,5
сIL-1α + ген IL-1α +ТТГ 14 5 16,54 0,000048 8,1 2,65-24,6
сIL-1α + ген IL-1α +Т3 15 9 11,48 0,000702 4,7 1,84-12,2
сIL-1α + ген IL-1α +ТТГ +Т3 12 4 14,42 0,000146 8,1 2,42-27,4

П р и м е ч а н и е . сIL-1α - концентрация IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, ген IL-1α - генотип Т/Т rs1800587, ТТГ – концентрация ТТГ от 0,23 
до 1,7 мкМЕ/мл, Т3 – концентрация Т3 от 1,0 до 1,8 нмоль/л, Т4 – концентрация Т4 от 10,0 до 14,2 нмоль/л.
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Ранее авторами функция щитовидной железы в ос-
новном изучалась в контексте ЭКО с точки зрения про-
лонгирования беременности, а также развития самопро-
извольного выкидыша. В работе авторов, у пациенток 
с неблагоприятным исходом процедуры отмечены по-
вышенные уровни ТТГ по сравнению с контролем [29]. 
Исследователями при попытке изолировать влияние 
функции щитовидной железы на имплантацию на эта-
пе подготовки к ЭКО были выявлены пороговые низко-
нормальные значения ТТГ – менее 2,5 мкМЕ/мл, обеспе-
чивающие успех имплантации [6, 27, 30]. 

В проведенном нами исследовании уровень ТТГ на 
преконцептивном этапе был в пределах нормы, а пред-
ложенный уровень от 0,23 до 1,7 мкМЕ/мл обладал про-
гностической ценностью OR=1,4, однако при изучении 
его сочетаний с сывороточной концентрацией IL-1α или 
носительством условно благоприятного генотипа Т/Т 
гена IL-1α, его прогностическая значимость увеличива-
лась. Это еще раз косвенно подтверждает наличие взаи-
мосвязи между ТТГ и IL-1α. 

Отдельно взятые показатели ТТГ, IL-1α, Т3, но-
сительство генотипа гена IL-1α на преконцептивном 
этапе обладают более низкой диагностической ценно-
стью, чем их совместное сочетание. Эффективность 
процедуры ЭКО и благоприятный исход беременности 
детерминированы многими факторами, в числе кото-
рых большое значение имеет иммуноэндокринное вза-
имодействие. Следует отметить, что в каждом из трех 
полученных сочетаний факторов, обладающих макси-
мальной прогностической значимостью, присутствует 
носительство генотипа Т/Т гена IL-1α и концентрация 
ТТГ до 1,7 нмоль/л. 

В результате проведенной стимуляции суперову-
ляции на протяжении первых месяцев ЭКО-индуци-
рованной беременности, в отличие от спонтанной, 
формируется выраженный гормональный дисбаланс. 
Использование препаратов аналогов ГнРГ, эстрогенов, 
прогестерона, индукторов овуляции приводит к гормо-
нальной сверхнагрузке, что может негативно отразиться 
на щитовидной железе. Индукция суперовуляции при-
водит к одновременному росту нескольких фолликулов 
и образованию нескольких желтых тел. Эти железы вы-
рабатываю гормоны в концентрациях, которые в десятки 
раз превышают физиологические. Даже после отмены 
триггера овуляции гиперпродукция стероидов сохраня-
ется длительное время, что может быть причиной к из-
менению гомеостаза в организме женщины [29].

Стремительно развивающаяся, выраженная гипе-
рэстрогения при ЭКО-индуцированной беременности 
приводит к повышенному синтезу тироксинсвязываю-
щего глобулина (ТСГ), что сопровождается повышени-
ем концентрации общего Т4, снижению свободного Т4 
и стимуляции по механизму обратной связи продукции 
ТТГ гипофизом. Существует мнение, что введение ХГч 
в качестве триггера овуляции за счет прямой стимуля-
ции щитовидной железы может препятствовать сниже-
нию свободного Т4 [31].

Заключение. Частота наступления беременности по-
сле ЭКО за последние тридцать лет увеличилась в ре-
зультате достижений в базовых знаниях и внедрения но-
вых технологий. Однако основное внимание в исследо-
ваниях, направленных на улучшение результатов ЭКО, 
было сосредоточено на двух областях: оценке качества 
эмбриона и оптимизации восприимчивости эндометрия. 
Однако, несмотря на эти успехи, более половины жен-

щин до сих пор не могут забеременеть после ЭКО. У 
многих пациенток беременность не наступает даже по-
сле переноса эуплоидного эмбриона в, казалось бы, вос-
приимчивый эндометрий.

Часть этих безрезультативных попыток, несомнен-
но, отражает ограниченность современных диагности-
ческих методов для отбора наиболее благоприятных 
пациенток. Многие из этих неудач происходят из-за 
системных факторов, которые влияют как на материн-
скую среду, так и на способность эмбриона к имплан-
тации. Хотя исследованиям этих системных факторов 
уделяется меньше внимания, чем исследованиям доим-
плантационного эмбриона и восприимчивости эндоме-
трия, ясно, что многие из них влияют на успех ЭКО. 
Сочетание нескольких факторов увеличивает вероят-
ность того, что перенос отдельного эмбриона приведет 
к беременности.

В ходе проведенного исследования установлено, что 
прогностическая значимость отдельных показателей 
(ТТГ, IL-1α, Т3, носительство генотипа гена IL-1α) мень-
ше, чем их сочетаний. Максимальной прогностической 
ценностью обладают три сочетания: сочетание генотипа 
Т/Т гена IL-1α и уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 мкМЕ/мл;  
сочетание IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, генотипа Т/Т ге-
на IL-1α и уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 мкМЕ/мл; сочета-
ние IL-1α от 28,7 до 85,1 пг/мл, генотипа Т/Т гена IL-1α, 
уровня ТТГ от 0,23 до 1,7 мкМЕ/мл и уровня Т3 от 1,0 
до 1,8 нмоль/л.

Таким образом, типирование однонуклеотидного по-
лиморфизма rs1800587 (C/T) гена IL-1a, определение 
уровня IL-1α, ТТГ, Т3 в крови у женщин с трубно-пе-
ритонеальным бесплодием и анализ полученных сочета-
ний могут быть использованы в качестве дополнитель-
ных ранних прогностических предикторов исхода ЭКО, 
позволяющие оптимизировать процесс лечения и повы-
сить результативность процедуры.

Л И Т Е Р А Т У Р А (пп. 2 – 25, 28, 30 см. R E F E R E N C E S )
1.	 Лапштаева А.В., Евсегнеева И.В., Новиков В.В., Сычев И.В., 

Караулов А.В. Сывороточный уровень интерлейкина-1α, поли-
морфизм его гена и результативность лечения бесплодия мето-
дом экстракорпорального оплодотворения. Медицинская имму-
нология. 2018; 20 (1): 115-22.

26.	 Перминова С. Г. Бесплодие у женщин с заболеваниями щитовидной 
железы: принципы диагностики, тактика ведения. Акушерство и 
гинекология: Новости. Мнения. Обучения. 2013; 2: 18-24.

27.	 Дружинина А.С., Витязева И.И. Патогенетические особенности 
влияния иммунологических нарушений на результаты лече-
ния бесплодия методом экстракорпорального оплодотворения 
(ЭКО) у женщин репродуктивного возраста с носительством 
антител к тиреопероксидазе.  Проблемы эндокринологии. 2019; 
65(4): 289-94. 

29.	 Ходжаева З. С., Перминова С.Г., Сидельникова В.М.Тактика 
ведения беременных после экстракорпорального оплодотворе-
ния. Российский медицинский журнал. 2008; 1: 8-12.

31.	 Перминова С.Г., Ибрагимова М.Х., Назаренко Т.А., Каширова 
Т.В., Фадеев В.В. Особенности заместительной терапии гипо-
териоза у женщин в ранние сроки индуцированной беременно-
сти. Проблемы женского здоровья. 2008; 3(2): 31-6.

R E F E R E N C E S
1.	 Lapshtaeva А.V., Evsegneeva I.V., Novikov V.V., Sychev I.V., 

Karaulov А.V. Serum level of interleukin-1α, polymorphism of its 
gene and in vitro fertilization method infertility treatment effective-
ness. Meditsinskaya immunologiya. 2018; 20 (1): 115-22. (in Rus-
sian)



296

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-5-291-296

IMMUNOLOGY

2.	 Massimiani M., Lacconi V., La Civita F., Ticconi C., Rago, R., 
Campagnolo L. Molecular Signaling Regulating Endometrium–
Blastocyst Crosstalk. Int. J. Mol. Sci. 2020; 21(1), 23. https://doi.
org/10.3390/ijms21010023.

3.	 Nasu K., Fujisawa K., Arima K., Kai K., Sugano T., Miyakawa I. 
Expression and regulation of growth-regulated oncogene alpha in 
human endometrial stromal cells. Mol. Hum. Reprod. 2001; 7(8): 
741–6.

4.	 Simon C., Frances A., Piquette G., Hendrickson M., Milki A., Polan 
M. L. Interleukin-1 system in the materno-trophoblast unit in human 
implantation: immunohistochemical evidence for autocrine/para-
crine function. J. Clin. Endocrinol. Metab. 1994; 78(4): 847–54.

5.	 Chaouat G., Ledée-Bataille N., Dubanchet S., Zourbas S., Sandra 
O., Martal J. Th1/Th2 paradigm in pregnancy: Paradigm lost? Int. 
Arch. Allergy Immunol. 2004; 134(2): 93–119.

6.	 Fox C., Morin S., Jeong J. W., Scott R. T. Jr., Lessey B. A. Local 
and systemic factors and implantation: what is the evidence? Fertil 
Steril. 2016; 105(4): 873–84. 

7.	 De Vito P.,  Balducci V.,  Leone S.,  Percario Z.,  Mangino G., Davis 
P.J. et al. Nongenomic effects of thyroid hormones on the immune 
system cells: new targets, old players. Steroids. 2012; 77(10): 988-95.

8.	 Marino F., Guasti L., Cosentino M., De Piazza D., Simoni C., Pi-
antanida E. et al. Thyroid hormone regulation of cell migration and 
oxidative metabolism in polymorphonuclear leukocytes: clinical 
evidence in thyroidectomized subjects on thyroxine replacement 
therapy. Life Sci. 2006; 78(10): 1071-7.

9.	 Duarte C.G.,  Azzolini A.E.,  Assis-Pandochi A.I. Effect of the period 
of treatment with a single dose of propylthiouracil on the antibody 
response in rats. Int. Immunopharmacol. 2003; 3(10–11): 1419-27.

10.	 De Vito P., Incerpi S., Pedersen J.Z., Luly P., Davis F.B., Davis P.J. 
Thyroid hormones as modulators of immune activities at the cel-
lular level. Thyroid. 2011; 21(8): 879-90.

11.	 Klecha A.J., Genaro A.M., Gorelik G., Barreiro Arcos M.L., Silber-
man D.M., Schuman M., et al. Integrative study of hypothalamus-
pituitary-thyroid-immune system interaction: thyroid hormone-me-
diated modulation of lymphocyte activity through the protein kinase 
C signaling pathway. J. Endocrinol. 2006; 189(1): 45-55.

12.	 Klecha A.J., Genaro A.M., Lysionek A.E., Caro R.A., Coluccia 
A.G., Cremaschi G.A. Experimental evidence pointing to the bi-
directional interaction between the immune system and the thyroid 
axis. Int. J. Immunopharmacol. 2000; 22(7): 491-500. 

13.	 Fabris N.,   Mocchegiani E.,   Provinciali M. Pituitary-thyroid axis 
and immune system: a reciprocal neuroendocrine-immune interac-
tion. Horm. Res. 1995; 43(1–3): 29-38.

14.	 Foster M.P.,  Jensen E.R.,  Montecino-Rodriguez E.,  Leathers H.,  
Horseman N.,  Dorshkind K. Humoral and cell-mediated immunity 
in mice with genetic deficiencies of prolactin, growth hormone, 
insulin-like growth factor-I, and thyroid hormone. Clin. Immunol. 
2000; 96(2): 140-9.

15.	 Jara E.L., Muñoz-Durango N., Llanos C., Fardella C., González 
P.A., Bueno S.M., et al. Modulating the function of the immune 
system by thyroid hormones and thyrotropin. Immunol. Lett. 2017; 
184: 76-83. 

16.	 Su R.W., Fazleabas A.T. Implantation and Establishment of Preg-
nancy in Human and Nonhuman Primates. Adv. Anat. Embryol. Cell 
Biol. 2015; 216, 189–213.

17.	 Fazleabas A.T. Strakova Z. Endometrial function: Cell specific 
changes in the uterine environment. Mol. Cell. Endocrinol. 2002; 
186: 143–7.

18.	 Tabibzadeh S., Babaknia A. The signals and molecular pathways in-
volved in implantation, a symbiotic interaction between blastocyst 
and endometrium involving adhesion and tissue invasion. Hum. Re-
prod. 1995; 10: 1579–1602.

19.	 Norwitz E.R.; Schust D.J., Fisher S.J. Implantation and the survival 
of early pregnancy. N. Engl. J. Med. 2001; 345: 1400–8.

20.	 Sharkey A.M., Smith S.K. The endometrium as a cause of implan-
tation failure.  Best Pract. Res. Clin. Obstet. Gynaecol.  2003;  17: 
289–307.

21.	 Rettori V., Jurcovicova J., McCann S.M. Central action of interleu-
kin-1 in altering the release of TSH, growth hormone, and prolactin 
in the male rat. J. Neurosci. Res. 1987; 18: 179 –83.

22.	 Fujii T., Sato K., Ozawa M., Kasono K., Imamura H., Kanaji Y., et 
al. Effect of interleukin-1 (IL-1) on thyroid hormone metabolism in 
mice: stimulation by IL-1 of iodothyronine 5’-deiodinating activity 
(type I) in the liver. Endocrinology. 1989; 124(1): 167-74. 

23.	 Kang S.S., Kim S.R., Leonhardt S., Jarry H., Wuttke W., Kim K. 
Effect of interleukin-1beta on gonadotropin-releasing hormone 
(GnRH) and GnRH receptor gene expression in castrated male rats. 
J. Neuroendocrinol. 2000; 12(5): 421-9.

24.	 Igaz P., Salvi R., Rey J.P., Glauser M., Pralong F.P., Gaillard R.C. 
Effects of cytokines on gonadotropin-releasing hormone (GnRH) 
gene expression in primary hypothalamic neurons and in GnRH 
neurons immortalized conditionally. Endocrinology. 2006; 147(2): 
1037-43. 

25.	 Herman A.P., Krawczyńska A., Bochenek J., Antushevich H., 
Herman A., Tomaszewska-Zaremba D. Peripheral injection of 
SB203580 inhibits the inflammatory-dependent synthesis of proin-
flammatory cytokines in the hypothalamus. Biomed. Res. Int. 2014; 
2014: 475152. doi: 10.1155/2014/475152. 

26.	 Perminova S. G. Infertility in women with thyroid disease: prin-
ciples of diagnosis, management. Akusherstvo i ginekologiya: No-
vosti. Mneniya. Obucheniya. 2013; 2: 18-24. (in Russian)

27.	 Druzhinina A.S., Vitjazeva I.I. Pathogenetic features of immuno-
logical disorders in women with thyroid peroxidase antibodies pres-
ence and their effect on infertility treatment by in vitro fertilization 
(IVF). Problemy endokrinologii. 2019; 65(4): 289-94. (in Russian)

28.	 Li B., Smith T.J. Regulation of IL-1 receptor antagonist by TSH in 
fibrocytes and orbital fibroblasts. J. Clin. Endocrinol. Metab. 2014; 
99(4): E625-33. doi: 10.1210/jc.2013-3977. 

29.	 Hodzhaeva Z. S., Perminova S.G., Sidel’nikova V.M. Management 
of pregnant women after in vitro fertilization. Rossiyskiy meditsins-
kiy zhurnal. 2008; 1: 8-12. (in Russian)

30.	 Stuefer S., Moncayo H., Moncayo R. The role of magnesium and 
thyroid function in early pregnancy after in-vitro fertilization (IVF): 
New aspects in endocrine physiology. BBA Clin. Elsevier. 2015; 3: 
196–204.

31.	  Perminova S.G., Ibragimova M.H., Nazarenko T.A., Kashirova 
T.V., Fadeev V.V. Features of replacement therapy for hypothyroid-
ism in women in the early stages of induced pregnancy. Problemy 
zhenskogo zdorov’ya. 2008; 3(2): 31-6. (in Russian)

                                         Поступила 09.12.20
                                            Принята к печати 13.01.21



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-5-291-296

ИММУНОЛОГИЯ

297

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2021

Генинг С.О.1, Абакумова Т.В.1, Антонеева И.И.1,2, Ризванов А.А.3, Генинг Т.П.1, Гафурбаева Д.У.3

СТВОЛОВО-ПОДОБНЫЕ ОПУХОЛЕВЫЕ КЛЕТКИ И ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫЕ 
ЦИТОКИНЫ В АСЦИТИЧЕСКОЙ ЖИДКОСТИ ПАЦИЕНТОК С РАКОМ ЯИЧНИКОВ
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Рак яичников (РЯ) обладает способностью к развитию имплантационных метастазов в брюшной полости. Асцит 
является перспективным материалом для оценки опухолевого процесса. Целью исследования являлась оценка содер-
жания опухолевых клеток стволового фенотипа и медиаторов воспаления в асците при РЯ. В проспективное исследо-
вание включены 11 пациенток с первичным РЯ и 8 пациенток с с доброкачественными опухолями яичников, имеющих 
опухоль-ассоциированный асцит, а также 22 соматически здоровые женщины. В асцитической жидкости, получен-
ной путем лапароцентеза, методом проточной цитометрии на основе молекулярной панели маркеров CD45, CD44 и 
CD133 определяли популяции опухолевых клеток с признаками стволовости на приборе Cytoflex S` (Beckman Coulter, 
США) и программного обеспечения CytExpert Software с моноклональными антителами. Цитокиновый профиль асци-
тической жидкости и сыворотки крови (IL-1β, IL-18, IL-4, IL-10 и VEGF) оценивали методом ИФА. Стволо-подобные 
клетки обнаружены во всех исследованных образцах асцита. Были оценены 5 популяций клеток. Наименьшим было 
количество клеток, экспрессирующих оба маркера: CD45-CD44+ и CD45-CD133+. Наибольшим, порядка 32 %, было 
число клеток CD45-CD44+. Число клеток CD45-CD44+CD133- в асците сильно положительно коррелировало с со-
держанием IL-10 в асците, а количество CD45- CD133+ и CD45-CD44-CD133+ – с уровнем VEGF в сыворотке кро-
ви. Корреляций между числом клеток стволового фенотипа и стадией болезни, уровнем СА125 в крови не выявлено. 
Наибольшей значимостью в связи со стадией обладала комбинация IL-4 и IL-10 в асците. Полученные результаты 
предполагают взаимосвязь между уровнями VEGF, IL-10 и стволовых опухолевых клеток в асците при РЯ. Стволово-
подобные клетки в асците РЯ гетерогенны и присутствуют уже на ранней стадии заболевания. Представляется 
крайне перспективным исследование клеточных популяций и цитокинового статуса асцита в комплексе для оценки их 
биомаркерного потенциала.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  рак яичников; асцит; стволовые опухолевые клетки; VEGF; IL-10; IL-18; IL-4; IL-1beta.
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Стволово-подобные опухолевые клетки и провоспалительные цитокины в асцитической жидкости пациенток с раком 
яичников. Клиническая лабораторная диагностика. 2021;66 (5): 297-300. DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-
2021-66-5-297-303
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STEM-LIKE TUMOR CELLS AND PROINFLAMMATORY CYTOKINES IN THE ASCITIC FLUID OF OVARIAN 
CANCER PATIENTS
1Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education Ulyanovsk State University, 432017, Ulyanovsk, Russia; 
2Federal Healthcare Institution Regional Clinical Oncology Center, 432017, Ulyanovsk, Russia; 
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Ovarian cancer (OC) is able to develop implantation metastases in the abdominal cavity. Ascites is potentially useful for evalu-
ating cancer features. The aim of the study was to assess the content of stem-like tumor cells and inflammatory mediators in as-
cites of OC. The prospective study included 11 patients with primary OC having ascites, 8 patients with benign ovarian tumors 
having ascites and 22 healthy women. In ascitic fluid obtained by laparocentesis, the populations of tumor stem-like cells were 
determined on a Cytoflex S` flow cytometer (Beckman Coulter, USA) and CytExpert Software using monoclonal antibodies to 
CD45, CD44 and CD133. The cytokine profiles of ascitic fluid and blood serum (IL-1β, IL-18, IL-4, IL-10 and VEGF) were as-
sessed by ELISA. Stem-like cells were found in all samples. 5 cell populations were evaluated. The number of cells expressing 
both markers: CD44 + and CD133+, was the lowest. The highest, about 32%, was the number of CD44+ cells. The number 
of cells CD45-CD44+CD133- in ascites strongly positively correlated with the content of IL-10 in ascites, and the numbers of 
CD45-CD133+ and CD45-CD44-CD133+ – with the level of VEGF in blood serum. No correlations were found between the 
numbers of stem-like cells and the disease stage or the level of CA125 in blood. The combination of IL-4 and IL-10 in ascites 
had the greatest significance in predicting the disease stage. These results suggest a relationship between the levels of VEGF, 
IL-10, and cancer stem cells in the OC ascites. Stem-like cells in OC ascites are heterogeneous and are present even at an early 
stage of the disease. It seems promising to study cell populations and cytokine profile of ascites together, to assess the bio-
marker potential of their combination.
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Рак яичников (РЯ) отличается высокой летальностью 
[1] и частым развитием рецидивов болезни, выбор ле-
чебных опций для которых ограничен [2]. Это заболева-
ние обладает уникальной способностью к развитию им-
плантационных метастазов в брюшной полости. Асцит 
может появляться на любой стадии, даже в отсутствие 
канцероматоза брюшины, и относится к факторам не-
благоприятного прогноза болезни [3]. 

Согласно современным представлениям, стволовые 
опухолевые клетки (СОК) ответственны за процессы 
инициации, метастазирования, рецидивирования, разви-
тия химиорезистентности злокачественных опухолей, в 
том числе РЯ [4]. При этом «стволовость» – скорее функ-
циональное состояние опухолевой клетки, чем стабиль-
ный клеточный подтип [5]. Стволовой фенотип обратим 
и зависит от воздействия внешних факторов опухолевого 
микроокружения [6]. Асцитическая жидкость при РЯ со-
держит большое количество опухолевых клеток с при-
знаками стволовости [7, 8]. Доля СОК в клеточной фрак-
ции асцита выше у пациенток с развившейся резистент-
ностью к химиотерапии, чем у женщин до лечения [9]. 
Характерная высокая устойчивость к аноикису – гибели 
клетки в жидкой среде в результате потери межклеточных 
контактов – дает СОК преимущество в выживании в ус-
ловиях асцита [10]. Нахождение в непривычных физиче-
ских условиях брюшной полости может стимулировать 
приобретение стволовых свойств клетками РЯ [11].

Асцит также является источником широкого спектра 
биологически активных соединений: цитокинов, хемо-
кинов, факторов роста, а также лейкоцитов, которые спо-
собны регулировать характеристики опухолевой клетки 
[12]. У пациенток с РЯ в асците показано повышенное 
содержание важнейших провоспалительных цитокинов 
[13, 14]. Создаваемая провоспалительная ниша способ-
ствует агрессивному поведению СОК [15]. Асцитиче-
ские СОК экспрессируют молекулы адгезии PECAM1 и 
ICAM1 для прикрепления к мезотелию брюшины [16]; 
прикрепившись, они индуцируют в мезотелии секрецию 
ферментов разрушения межклеточного матрикса, чтобы 
облегчить процесс инвазии [17]. Хемокины асцитиче-
ской жидкости активируют в СОК проканцерогенный 
сигнальный путь NFkappaB [18], отвечающий за такие 
характеристики, как пролиферация, самообновление и 
химиорезистентность СОК [19]. При помощи хемоки-
нов СОК также могут влиять на Т-хелперы, обеспечивая 
развитие иммунологической толерантности [20]. Ма-
крофаги индуцируют создание сфероидных колоний и 
активируют Wnt-сигналинг в СОК, что также приводит 
к химиорезистентности [21, 22]. 

СОК, присутствующие в асците при РЯ, гетероген-
ны [23]. Универсальный маркер СОК отсутствует, и для 
определения их характеристик используют комбинации 
маркеров. CD133 (проминин) – антиген клеточной по-
верхности, используемый для обнаружения и выделения 
СОК рака яичников. На сегодня нет четкого представле-
ния о роли его экспрессии как биомаркера при данном 
заболевании, но показано, что CD133+ клетки гораздо 
более туморогенны, чем остальные [24 – 26]. Значитель-
но больше изучен маркер CD44 (рецептор гиалуроната). 
Он ответственен за адгезию клеток как друг с другом, 
так и с внеклеточным матриксом; в ходе метастазиро-
вания CD44 также обеспечивает адгезию и трансэндо-
телиальную миграцию [27]. Активация CD44 в клетках 
РЯ стимулирует сигналинг Nanog-Stat-3 [28].  В метаа-
нализе [29] показана прогностическая роль экспрессии 
CD44+ при РЯ. Интересно, что сами CD44+ клетки се-
кретируют большое количество цитокинов IL-6, IL-8, 
MCP-1 [30]. VEGF также может входить в состав вне-
клеточных везикул с провоспалительными цитокинами, 
которые секретируют стволовые клетки РЯ [31].

Несмотря на большое количество работ, доказываю-
щих протуморогенность асцита, о корреляциях его кле-
точного и цитокинового состава у пациенток известно 
не так много.

Целью исследования была оценка содержания опухо-
левых клеток стволового фенотипа и медиаторов воспа-
ления VEGF, IL-10, IL-18, IL-4, IL-1beta в асците при РЯ.

Материал и методы. В исследование были включе-
ны пациентки (n=11) в возрасте от 37 до 72 лет (медиана 
60 лет), проходившие лечение в Ульяновском областном 
клиническом онкологическом диспансере в 2017-2020 
гг. Критериями включения в экспериментальную груп-
пу были: впервые диагностированный РЯ (I-IV стадии 
по FIGO) с наличием асцита, до получения противоопу-
холевого лечения; отсутствие сопутствующих острых 
заболеваний любой этиологии, а также хронических 
инфекционных заболеваний. В группу сравнения были 
включены пациентки (n=8) в возрасте от 35 до 50 лет 
(медиана 45 лет) с асцитом, развившимся вследствие до-
брокачественной опухоли яичников и направленные на 
оперативное лечение. Доброкачественная этиология бы-
ла подтверждена гистологическим исследованием опе-
рационного материала. В контрольную группу (n=22) 
вошли практически здоровые женщины в возрасте от 30 
до 70 лет (медиана 60 лет). Все участницы исследования 
предоставили подписанное добровольное информиро-
ванное согласие в соответствии с принципами Хельсин-
ской декларации (2013 г.). Исследование было одобрено 
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этическим комитетом ИМЭиФК УлГУ (протокол №3 от 
15.03.2017г.). 

У всех пациенток до лечения осуществляли взятие 
образцов асцитической жидкости (путем лапароценте-
за) и сыворотки крови. Асцит центрифугировали 10 мин 
при 1500 об/мин. На основе молекулярной панели мар-
керов к CD45, CD44 и CD133 методом проточной цито-
метрии с использованием тройной флуоресцентной мет-
ки на приборе Cytoflex S (Beckman Coulter, США) с по-
мощью программного обеспечения CytExpert Software 
определяли различные популяции асцитических опухо-
левых клеток с признаками стволовости. Для этого асци-
тическую жидкость инкубировали с моноклональными 
антителами к CD45 (PE anti-human CD45 Antibody Clone 
2D1, Biolegend, США); CD44 (APC anti-human CD4 An-
tibody cloneBJ18, Biolegend, США); СD133 (CD133/1 
VioBright 667 mouse IgG1 clone AC133, Miltenyi biotec, 
Германия). Окрашивание проводили в рабочем раство-
ре  DPBS  c  1% фетальной бычьей сыворотки (FBS)  в 
концентрации 0,25мг/1млн кл. Подсчитывали количе-
ство клеток популяций CD45-/CD44+, CD45-/CD133+, 
CD45-/CD44-/CD133+, CD45-/CD44+/CD133-, CD45-/
CD44+/CD133+. Пересчет производили на 1 млн выде-
ленных из асцита клеток.

Цитокиновый профиль асцитической жидкости и сы-
воротки крови, а именно уровни IL-1β, IL-4, IL-10, IL-
18 и VEGF-A оценивали сэндвич-методом ИФА (ЗАО 

Вектор-Бест-Волга). Поскольку распределение количе-
ственных переменных не было нормальным (критерий 
Шапиро-Уилка), средние значения выражены в медиане 
с указанием интерквартильного размаха (Q1-Q3). При 
обработке данных использовали коэффициент Спирме-
на для корреляционных взаимосвязей; методы простой 
линейной регрессии и множественной регрессии; для 
оценки различий между группами – критерий Манна-
Уитни в программном пакете Statistica 13.6.0 (TIBCO, 
USA). Результат считался статистически значимым при 
р˂0,05.

Pезультаты. Характеристики пациенток с РЯ, вклю-
ченных в работу, представлены в табл. 1. Медиана воз-
раста пациенток с РЯ составила 60 (37-72) лет. 4 паци-
ентки с РЯ имели стадию заболевания III, 3 – стадию I и 
4 – стадию IV. 

В результате проведенных исследований в асците па-
циенток с РЯ выявлено 5 популяций клеток, экспресси-
рующих маркеры стволовости (табл. 2, рис. 1, 2).

Попарное сравнение при помощи критерия Вилкок-
сона показало статистически значимые различия между 
числом клеток выявленных популяций. При этом коли-
чество опухолевых клеток асцита, экспрессирующих оба 
маркера стволовости, CD44 и CD133, было наименьшим 
и значимо отличалось от количества клеток в остальных 
популяциях. Наибольшим было число опухолевых клеток 
с положительной экспрессией CD44 (популяции I и III).

Т а б л и ц а  1
Характеристики пациенток с РЯ, включенных в исследование

№ образца Возраст, годы Стадия РЯ Гистологический тип СА-125 до лечения, Ед/мл
1 67 IV, T3cN1M1 - 308
2 62 IIIc, T3cNxMo Серозная аденокарцинома 635
3 57 IIIc, T3cNxMo - 485
4 53 IIIc, T3cNxMo Серозная аденокарцинома 210
5 72 IIIc, T3cNxMo Серозная аденокарцинома 1618
6 60 Ic3, T1c3N0M0 Серозная аденокарцинома 25
7 37 IV, T3cN1M1b - 400
8 71 IV, T3N1M1 - 695
9 62 IV, T3CNxM1b - 1528
10 59 Ic3, T1c3N0M0 Недифференцированный 29
11 56 Ic3, T1c3N0M0 Серозная аденокарцинома 173

П р и м е ч а н и е . Гистологический тип указан для пациенток, которым впоследствии выполнялось оперативное вмешательство.

Рис. 1. Дискриминация клеток асцита РЯ в ходе проточной цитометрии по уровню связывания с CD45. Отрицательную по 
данному признаку популяцию использовали для дальнейшего анализа.
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Корреляций между числом клеток стволового фе-
нотипа и стадией болезни, уровнем СА-125 сыворотки 
крови выявлено не было.

При сравнении содержания цитокинов в сыворотке 
крови женщин из различных групп было обнаружено, 
что уровни всех исследуемых показателей при РЯ выше, 
чем у здоровых женщин. У пациенток с РЯ в сравнении 
с больными доброкачественными опухолями яичников 
были достоверно повышены уровни IL-18, IL-1 и VEGF. 
В группах здоровых добровольцев и пациенток с добро-
качественными опухолями отличался только уровень 
IL-10 (табл.3). Содержание IL-18 в сыворотке крови 
пациенток с РЯ коррелировало со стадией заболевания 
(r=0,71, p=0,014). Уровни других изучаемых цитокинов 
в сыворотке при РЯ не коррелировали ни со стадией, ни 
с показателями крови (СА-125, количество лейкоцитов, 
СОЭ). Также не было корреляций уровней цитокинов 
сыворотки при РЯ между собой. При доброкачествен-
ных опухолях не наблюдалось взаимосвязей концен-
траций цитокинов в сыворотке крови и в асцитической 
жидкости.

Экспрессия VEGF и IL-10 в асците пациенток с РЯ 
значимо выше, чем в асците при доброкачественной па-
тологии (см.табл.3). Уровни цитокинов в асците при РЯ 
не коррелировали между собой.

Как следует из данных табл.3, уровень провоспали-
тельных цитокинов IL-1β и IL-4 в асците пациенток с 
РЯ значимо не отличался от такового в контроле. Инте-
ресно, что наблюдалась сильная отрицательная корре-
ляция между содержанием VEGF в асците и сыворотке 

пациенток с РЯ (r=-0,85, p=0,0008). Также наблюдалась 
корреляция между содержанием IL-4 в сыворотке крови 
и IL-1 в асците при РЯ (r=0,72, p=0,012).

При этом уровень VEGF сыворотки крови положи-
тельно коррелировал с числом CD45-CD133+ клеток в 
асците (r=0,78, p=0,036). При анализе методом простой 
линейной регрессии повышение уровня VEGF сыворот-
ки было связано с ростом числа CD45-CD44-CD133+ 
клеток в асците (p=0,030). Уровень ИЛ-18 в асците при 
РЯ отрицательно коррелировал с уровнем СА-125 сы-
воротки крови  (r=-0,70, р<0,05). Число клеток CD45-
CD44+CD133- в асците при РЯ сильно положительно 
коррелировало с содержанием в асците IL-10 (r=0,84, 
р=0,010). 

Обсуждение. Мы обнаружили стволово-подобные 
клетки во всех исследованных образцах асцита. Нами 
было оценено 5 популяций клеток, экспрессирующих 
маркеры стволовости. Наиболее многочисленной была 
популяция, экспрессирующая CD44. Согласно данным 
литературы, CD44 способствует формированию сфе-
роидных колоний клетками РЯ, адгезии к мезотелию и 
орган-специфическому метастазированию [32]. Нами 
также установлено, что популяция с фенотипом CD45-/
CD133+, клетки которой обладают повышенной способ-
ностью к сфероидообразованию [33], составляет поряд-
ка 32% ото всех клеток асцита, экспрессирующих мар-
керы стволовости. 

Значение VEGF (фактора роста эндотелия сосудов) 
в прогрессии рака яичников трудно переоценить, ведь 
анти-VEGF терапия является одним из немногих эф-

Рис. 2. Идентификация клеток CD44+, CD133+, CD44+CD133+ среди CD45- в асците РЯ в ходе проточной цитометрии.

Т а б л и ц а  2
Число опухолевых клеток, экспрессирующих маркеры стволовости, в асците пациенток с РЯ, на 1 млн выделенных клеток

Популяция Фенотип клеток Количество выделенных клеток/млн, медиана (Q1-Q3)
I CD45-/CD44+ 371,58 (220,10-782,06)

II CD45-/CD133+ 330,49 (3,19-634,37) 
р1-2=0,612

III CD45-/CD44+/CD133- 326,60 (149,65-434,66)
р1-3=0,108; р2-3=0,017

IV CD45-/CD44-/CD133+ 14,76 (2,36-631,09)
р1-4=0,612; р2-4=0,108; р3-4=0,646

V CD45-/CD44+/CD133+ 0,68 (0-11,427)
р1-5=0,018; р2-5=0,027; р3-5=0,050; р4-5=0,007
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фективных методов его лечения [2]. Экспрессия VEGF, 
однако, не является предиктивным биомаркером при 
назначении данной терапии [34]. Мы обнаружили, что 
уровень VEGF в сыворотке пациенток с РЯ повышен 
относительно уровней здоровых женщин и пациенток с 
доброкачественным асцитом; его уровень в асците паци-
енток с РЯ также повышен в сравнении с асцитом добро-
качественной этиологии. При этом содержание VEGF в 
крови пациенток с РЯ было тем выше, чем ниже была 
его концентрация в асците. Низкая концентрация в асци-
те также коррелировала с более распространенной ста-
дией болезни; высокая концентрация в сыворотке была 
связана с большим числом клеток CD45-CD44-CD133+ 
в асците. Можно предположить, что соотношение кон-
центрации VEGF в асците и крови динамически изме-
няется в ходе канцерогенеза. Стоит отметить, что VEGF 
участвует в процессе васкулогенной мимикрии [35] – 
формировании стенок кровеносных сосудов из СОК, а 
анти-VEGF препараты блокируют дифференцировку 
СОК в клетки эндотелия [36]. Мимикрия, однако, может 
протекать и независимо от VEGF [37], а функции VEGF 
многогранны и не ограничиваются ангиогенезом [38].

Уровень IL-10 в крови пациенток с РЯ выше, чем у 
женщин с доброкачественной патологией, а у последних 
– выше, чем у здоровых женщин. Содержание IL-10 в 
злокачественном асците больше, чем в доброкачествен-
ном, и тем больше, чем выше стадия болезни. Эти резуль-
таты согласуются с данными литературы [39], причем 
IL-10 стимулирует миграцию клеток линий РЯ. Уровень 
данного цитокина в асците исследованной выборки кор-
релировал с числом клеток CD45-CD44+CD133-. Учиты-
вая иммуносупрессивную роль IL-10 при РЯ [40], можно 
предположить, что нарастание его содержания способ-
ствует прогрессии заболевания. Кроме того, большое ко-
личество IL-10 секретируется макрофагами, входящими в 
состав сфероидных колоний вместе с СОК РЯ [41].

Содержание IL-18, IL-4, IL-1β в асците и крови 
не было связано с числом стволово-подобных кле-
ток. Наблюдались, однако, корреляции со стадией РЯ 
для IL-18 в крови и асците и для IL-4 в асците; с СА-

125 сыворотки крови для IL-18 в асците. Кроме того, 
уровни IL-4 в сыворотке и IL-1 в асците коррелиро-
вали между собой. Содержание всех цитокинов в сы-
воротке пациенток с РЯ было выше, чем в контроле.  
В сравнении с показателями крови при доброкаче-
ственных опухолях при РЯ были повышены концен-
трации IL-18, IL-1. Очевидно, что эти изменения 
связаны  локальным и системным воспалением, со-
провождающим развитие РЯ [42;43] и формирова-
ние выпота в брюшной полости. Известно, что, как 
злокачественные, так и доброкачественные опухоли 
яичников экспрессируют рецепторы к IL-18 [44]; зло-
качественные, однако, отличаются высоким содержа-
нием IL-18-связывающего белка в опухолевом микро-
окружении [45]. Клиническая значимость изменений 
содержания этих цитокинов подлежит уточнению в 
дальнейших исследованиях.

Заключение. Полученные результаты предполагают 
взаимосвязь между уровнями VEGF, IL-10 и стволовых 
опухолевых клеток в асците при РЯ. Стволово-подобные 
клетки в асците РЯ гетерогенны и присутствуют уже на 
ранней стадии заболевания. Представляется крайне пер-
спективным исследование клеточных популяций и ци-
токинового статуса асцита в комплексе для оценки их 
биомаркерного потенциала.
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Т а б л и ц а  3
Цитокиновый профиль асцитической жидкости и сыворотки крови пациенток с доброкачественными опухолями и раком яичников

 Группы пациенток Ме (Q1-Q3), пг/мл
IL-18 IL-1β VEGF IL-4 IL-10

Асцитическая жидкость пациенток 
с доброкачественной опухолью 
(контрольная группа), n=8

12,328  
(10,347-16,865)

5,257
(4,560-6,454)

74,422  
(70,303-115,019)

1,789  
(1,567-1,919)

193,425  
(143,599-244,505)

Асцитическая жидкость пациенток 
с РЯ, n=11

20,560  
(13,037-27,138)

5,428  
(3,921-6,401)

3145,487  
(2835,346-3430,026)

1,823  
(1,564-2,057)

411,661 
(355,644-540,201)

р1 0,267 0,844 0,005 0,844 0,026
Сыворотка крови здоровых  
женщин, n=22

299,900  
(0-874,858)

1,811 (1,259-
2,334)

48,940  
(41,229-52,629)

1,248  
(0,249-2,366)

1,475  
(0,450-5,260)

Сыворотка крови пациенток с 
доброкачественной опухолью 
(контрольная группа), n=8

214,235  
(189,231-238,301)

1,163  
(0,836-1,377)

166,715  
(109,225-272,211)

1,992  
(1,741-2,290)

5,174  
(3,894-6,905)

р2 0,999 0,393 0,749 0,831 0,009
Сыворотка крови пациенток с РЯ, 
n=11

464,166  
(397,643-510,969)

2,425  
(2,218-2,597)

834,178 (390,558-
1264,822)

7,436  
(1,568-8,143)

8,971  
(4,500-16,407)

р1
р2

0,039
0,018

0,001
0,002

0,039
0,0001

0,556
0,002

0,170
0,0002

П р и м е ч а н и е . n – число пациенток; р1 – по сравнению с группой доброкачественных опухолей; р2- по сравнению с аналогичными по-
казателями у здоровых.
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Комбинированная антибиотикотерапия широко используется при инфекциях, вызванных карбапенеморезистентными 
штаммами K. pneumoniae. Цель работы – выявление синергидной активности комбинаций из двух карбапенемов в отно-
шении множественно- и экстремально-антибиотикорезистентных штаммов K. pneumoniae, продуцирующих карбапе-
немазы различных типов. Для 60 антибиотикорезистентных штаммов K. pneumoniae, выделенных в 8 городах Беларуси, 
методом последовательных микроразведений определены минимальные подавляющие концентрации (МПК) колистина и 
карбапенемов, выполнена детекция генов карбапенемаз и фосфоэтаноламинтрансфераз. Методом «шахматной доски» 
определена чувствительность к комбинации эртапенема и дорипенема. Выявлены высокие значения МПК карбапенемов 
для штаммов – продуцентов карбапенемазы NDM (МПК50 меропенема 64 мг/л, МПК50 дорипенема 64 мг/л). Дорипенем 
проявлял большую активность, МПК дорипенема ≤ 16 мг/л (низкий уровень резистентности) определялась у 28 (46,7%) 
штаммов, МПК меропенема ≤ 16 мг/л – у 8 (13,3% штаммов). Эффект потенцирования активности дорипенема эрта-
пенемом в фиксированной фармакокинетической / фармакодинамической концентрации наблюдали в отношении 20,0% 
штаммов, продуцирующих карбапенемазу KPC и 29,0% штаммов, продуцирующих карбапенемазу OXA-48. Потенцирую-
щий эффект не зависел от наличия устойчивости к колистину. Таким образом, подтверждена способность эртапенема 
потенцировать антимикробную активность дорипенема и меропенема в отношении части штаммов, продуцирующих 
сериновые карбапенемазы (KPC и OXA-48). Показана необходимость рутинного определения истинных значений МПК 
карбапенемов для оптимизации режимов их дозирования и выбора схем комбинированной антибиотикотерапии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  Klebsiella pneumoniae; антибиотикорезистентность; карбапенемазы; эртапенем; меропенем; 
дорипенем; синергидная активность.
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MICROBIOLOGICAL EFFICIENCY OF THE COMBINATIONS OF TWO CARBAPENEMS AGAINST  
ANTIBIOTIC RESISTANT KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS
1Gomel State Medical University, 246050, Gomel, Belarus; 
2Belarusian State Medical University, 220116, Minsk, Belarus
Combined antibiotic therapy is widely used for infections caused by carbapenem-resistant K.  pneumoniae. The objective of 
this work was to identify the synergistic activity of combinations of two carbapenems against multidrug- and extensively drug-
resistant K. pneumoniae strains producing various types of carbapenemases. For 60 antibiotic-resistant K. pneumoniae strains 
isolated in 8 cities of Belarus, the minimum inhibitory concentrations (MIC) of colistin and carbapenems were determined by 
subsequent broth microdilution method, and the genes of carbapenemases and phosphoethanolamine transferases were detected. 
The checkerboard method was used to determine the sensitivity to the combination of ertapenem and doripenem. High MIC values 
of carbapenems were revealed for NDM carbapenemase-producing strains (MIC50 of meropenem 64 mg/L, MIC50 of doripenem 64 
mg/L). Doripenem was more active; MIC of doripenem ≤ 16 mg/L (low level of resistance) was determined in 28 (46.7%) strains, 
MIC of meropenem ≤ 16 mg/L ― in 8 (13.3% of strains). The effect of potentiating the activity of doripenem with ertapenem at a 
fixed pharmacokinetic / pharmacodynamic concentration was observed for 20.0% of the strains producing KPC carbapenemase 
and 29.0% of the strains producing OXA-48 carbapenemase. The potentiating effect was independent of the presence of colistin 
resistance. Thus, the ability of ertapenem to potentiate the antimicrobial activity of doripenem and meropenem against some of the 
strains producing serine carbapenemases (KPC and OXA-48) was confirmed. The necessity of routine determination of the true 
MIC values of carbapenems was shown to optimize their dosage regimens and select the combination antibiotic therapy regimens.

K e y  w o r d s :  Klebsiella pneumoniae; antimicrobial resistance; carbapenemases, ertapenem; meropenem; doripenem; syner-
gistic activity. 
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Введение. Klebsiella pneumoniae с множественной 
и экстремальной устойчивостью к антибиотикам в по-
следние годы становится лидирующим и наиболее опас-
ным госпитальным патогеном во многих регионах мира 
[1]. Устойчивость клебсиелл к карбапенемам в Белару-
си, как правило, опосредована продукцией карбапене-
маз различных типов и ассоциирована с устойчивостью 
к большинству β-лактамных и не β-лактамных антибио-
тиков [2]. В лечении инфекций, вызванных карбапене-
морезистентными штаммами, широко использовали по-
лимиксины, что закономерно привело к формированию 
и распространению устойчивости к ним [3, 4]. Так, по 
данным многоцентрового исследования «МАРАФОН 
2015-2016», у 14,4% нозокомиальных штаммов энтеро-
бактерий обнаружена продукция карбапенемаз, 21,2% 
карбапенемазопродуцирующих штаммов имели устой-
чивость к колистину [5]. Особого внимания заслуживает 
горизонтальное распространение плазмидно-опосре-
дованных генов фосфоэтаноламинтрансферазы mcr-1, 
mcr-2, mcr-3, способствующее быстрому накоплению 
устойчивости к полимиксинам в бактериальных популя-
циях энтеробактерий [6].

Комбинированная антибиотикотерапия с включени-
ем карбапенемов и полимиксинов широко используется 
при инфекциях, вызванных карбапенеморезистентными 
штаммами K. pneumoniae. Участившиеся случаи выде-
ления штаммов K. pneumoniae с устойчивостью высо-
кого уровня одновременно к антибиотикам каждой из 
этих групп требует поиска альтернативных комбинаций, 
активных в отношении штаммов с экстремальной и пол-
ной антибиотикорезистентностью [7]. Исследования, 
выполненные in vitro, а также на животных моделях, по-
казали эффективность комбинаций из двух карбапене-
мов в отношении карбапенемазопродуцирующих штам-
мов K. pneumoniae [8, 9]. Теоретическое обоснование 
использования комбинаций из двух карбапенемов, глав-
ным образом эртапенема с другими карбапенемами, за-
ключается в «суицидальном ингибировании» активного 
центра карбапенемазы эртапенемом за счет его более 
высокой аффинности. В результате такого ингибирова-
ния предотвращается ферментативный гидролиз моле-
кул второго карбапенема [10]. Комбинацию эртапенема 
с меропенемом и дорипенемом с успехом применяли 
для лечения вентилятор-ассоциированной пневмонии, 
инфекций мочевыводящих путей, бактериемии, вы-
званных колистинорезистентными карбапенемазопро-

дуцирующими штаммами K. pneumoniae [11]. Показана 
клиническая эффективность комбинации меропенем – 
эртапенем в лечении инфекций кровотока, вызванных 
карбапенеморезистентными штаммами K. pneumoniae 
– продуцентами карбапенемазы KPC [12]. Данные о 
микробиологической и клинической эффективности 
комбинаций из двух карбапенемов в отношении проду-
центов карбапенемаз других типов крайне ограничены. 
Это может быть связано со значительным преобладани-
ем карбапенемазы KPC в странах, где были выполнены 
исследования [13]. Вместе с тем, в Республике Беларусь 
и Российской Федерации устойчивость K. pneumoniae к 
карбапенемам обусловлена главным образом продукци-
ей карбапенемазы OXA-48, реже NDM [2, 5].

Цель исследования – выявление синергидной актив-
ности комбинаций из двух карбапенемов в отношении 
множественно- и экстремально-антибиотикорезистент-
ных штаммов K. pneumoniae, продуцирующих карбапе-
немазы различных типов.

Материал и методы. В исследование включено 60 
штаммов K. pneumoniae с множественной либо экстре-
мальной антибиотикорезистентностью. Все штаммы 
были выделены в 2016-2019 гг. в 20 организациях здра-
воохранения 8 городов Беларуси (Минск – 16 штаммов, 
Витебск – 17 штаммов, Гомель – 19 штаммов, районные 
центры Гомельской области – 9 штаммов). Все штаммы 
имели устойчивость к карбапенемам (МПК меропенема 
> 8 мг/л), обусловленную продукцией карбапенемаз. Де-
текция генов карбапенемаз выполнена методом ПЦР в 
реальном времени с использованием диагностических 
наборов «АмплиСенс MDR KPC/OXA-48-FL» и «Ам-
плиСенс MDR MBL-FL», ФБУН ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора, Российская Федерация. Определение 
минимальных подавляющих концентраций (МПК) ме-
ропенема, дорипенема, колистина выполнено методом 
последовательных микроразведений в бульоне Мюллер-
Хинтон (BD, США) в стерильных круглодонных 96-лу-
ночных полистироловых планшетах в соответствии с 
ISO 20776-1:2006 [14].

Для штаммов с устойчивостью к колистину (МПК > 
2 мг/мл) выполнен поиск генов фосфоэтаноламинтранс-
ферзы mcr-1, mcr-2, mcr-3 методом ПЦР с электрофоре-
тической детекцией [15]. В качестве позитивных контро-
лей использовали mcr-позитивные штаммы Escherichia 
coli из коллекции НИИ антимикробной химиотерапии, 
Смоленск, Российская Федерация.
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Для оценки способности эртапенема потенцировать 
активность других карбапенемов выполнено опреде-
ление МПК меропенема и дорипенема в присутствии 
фиксированной концентрации эртапенема 0,5 мг/л. Ис-
пользуемая концентрация эртапенема соответствует его 
фармакокинетической/фармакодинамической (ФК/ФД) 
концентрации, рекомендованной EUCAST [16]. Фактор 
потенцирования (ФП) рассчитывали как соотношение 
МПК меропенема (дорипенема) к МПК меропенема (до-
рипенема) в присутствии фиксированной ФК/ФД кон-
центрации эртапенема.

Дополнительно оценивали чувствительность к комби-
нации дорипенема с эртапенемом для 15 штаммов K. pneu-
moniae с использованием метода «шахматной доски» [17]. 
Рассчитывали фракционные подавляющие концентрации 
(ФПК) для каждого из антибиотиков в комбинации:

ФПКA = МПКAB / МПКA,
ФПКB = МПКBA / МПКB,

где МПКAB – минимальная подавляющая концентрация 
антибиотика А в присутствии антибиотика В, МПКА – 
минимальная подавляющая концентрация антибиотика 
А без добавления второго антибиотика.

Индекс ФПК (ΣФПК) рассчитывался как сумма ФПК 
каждого из антибиотиков в комбинации:

ΣФПК = ФПКA + ФПКB.
При ΣФПК ≤ 0,5 эффект комбинации антибиотиков 

оценивался как синергидный, при 0,5 < ΣФПК ≤ 1 – как 
аддитивный.

Контроль качества всех исследований по определе-
нию чувствительности к антибиотикам и их комбинаци-
ям выполняли с использованием референcных штаммов 
Американской коллекции типовых культур. После при-
готовления рабочих растворов антибиотиков параллель-
но с выполнением основного исследования готовили 
последовательные микроразведения рабочих растворов 
в бульоне Мюллер-Хинтон и определяли МПК рефе-
ренсных штаммов E. coli ATCC 25922 и Pseudomonas 
aeruginosa ATCC 27853. 

Результаты. Продукция карбапенемазы KPC об-
наружена у 15 штаммов K. pneumoniae из 3 городов, 
карбапенемазы OXA-48 – у 31 штамма из 5 городов, 
металло-β-лактамазы (МБЛ) NDM – у 14 штаммов из 5 
городов. Только 33 штамма (55,0%) сохраняли чувстви-
тельность к колистину (МПК ≤ 2 мг/л, см. рисунок). 
Колистинорезистентные штаммы выявлены среди про-
дуцентов карбапенемаз всех трех типов. Из 16 штаммов 
K. pneumoniae с высокими уровнями резистентности 
к колистину (МПК 32-64 мг/л) 14 были продуцентами 
карбапенемазы OXA-48.

Фрагменты генов фосфоэтаноламинтрансферазы 
mcr-1 (502 п.н.), mcr-2 (379 п.н.), mcr-3 (296 п.н.) ам-
плифицированы у соответствующих mcr-позитивных 
контрольных штаммов E. coli, но не обнаружены среди 
включенных в исследование колистинорезистентных 
штаммов K. pneumoniae.

Для всех штаммов подтверждена устойчивость к 
меропенему (МПК > 8 мг/л) и дорипенему (МПК >  
2 мг/л). Штаммы, продуцирующие карбапенемазу OXA-
48, в целом имели менее выраженную устойчивость к 
карбапенемам (для меропенема МПК50 – 32 мг/л, МПК90 – 
64 мг/л, для дорипенема МПК50 – 64 мг/л, МПК90 – 128 мг/л)  
по сравнению с продуцентами карбапенемаз KPC и 
NDM (табл. 1). Уровни устойчивости к дорипенему бы-
ли максимальными у продуцентов МБЛ NDM (МПК50 – 
64 мг/л, МПК90 – 256 мг/л).

Известно, что стандартный режим дозирования ме-
ропенема (внутривенное введение 1000 мг в течение 1 ч 
каждые 8 часов) обеспечивает его адекватную экспози-
цию (поддержание концентрации выше значения МПК 
в течение ≥40% интервала дозирования) для штаммов с 
МПК ≤ 4 мг/л. Увеличение разовой дозы до 2000 мг и ее 
введение в виде продленной 3-часовой инфузии позво-
ляет выдержать адекватную экспозицию для штаммов 
с МПК меропенема ≤ 16 мг/л. Стандартный режим до-
зирования дорипенема (внутривенное введение 500 мг  
в течение 1 ч каждые 8 часов) эффективен в отноше-
нии штаммов с МПК ≤ 1 мг/л, увеличение разовой дозы 
до 1000 мг и ее введение в виде продленной 4-часовой 
инфузии позволяет воздействовать на штаммы с МПК 
дорипенема ≤ 8 мг/л [18]. Гуманизированные режимы 
терапии высокими дозами дорипенема в мышиных мо-
делях, аналогичные 4-часовой инфузии 1000 мг каждые 
8 ч, показали микробиологическую эффективность в 
отношении карбапенемазопродуцирующих штаммов  
K. pneumoniae с МПК дорипенема до 16 мг/л [19].

Только 8 из 60 исследуемых штаммов (13,3%) имели 
МПК меропенема ≤ 16 мг/л. Все они продуцировали 
карбапенемазу OXA-48. В присутствии фиксирован-
ной концентрации эртапенема 0,5 мг/л отмечено сни-
жение МПК меропенема в 2-4 раза только у 5 штаммов  
K. pneumoniae (8,3%). Дорипенем являлся более ак-
тивным карбапенемом, МПК дорипенема ≤ 16 мг/л 
определена у 28 (46,7%) штаммов. Эффект потенциро-
вания активности дорипенема эртапенемом в ФК/ФД-
концентрации был отмечен только для штаммов, про-
дуцирующих карбапенемазу KPC (в отношении 20,0% 
таких штаммов) и карбапенемазу OXA-48 (в отношении 
29,0% штаммов). Потенцирующий эффект не зависел 
от наличия устойчивости к колистину и отмечался в 
отношении 18,2% колистиночувствительных и 22,2% 
колистинорезистентных штаммов. Не выявлено штам-
мов, для которых эффект комбинаций меропенема или 
дорипенема с 0,5 мг/л эртапенема был бы антагонисти-
ческим.

Для количественной оценки фармакодинамических 
взаимодействий проведено исследование комбинации 
дорипенема с эртапенемом методом «шахматной доски». 
В него включены 15 штаммов (по 3 штамма – продуцен-
та карбапенемаз KPC и OXA-48 с выявленным в предва-
рительном эксперименте эффектом потенцирования эр-
тапенемом антибактериальной активности дорипенема, 
и по 3 штамма – продуцента карбапенемаз KPC, OXA-48 
и NDM, для которых указанный эффект не наблюдали). 
Полученные методом «шахматной доски» результаты 
дополняют результаты определения МПК дорипенема в 
присутствии фиксированной ФК/ФД-концентрации эр-
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тапенема, и в целом согласуются с ними (табл. 2). Так, 
для 5 из 6 штаммов – продуцентов карбапенемаз KPC 
и OXA-48, у которых в предварительном эксперименте 
выявлен эффект потенцирования для комбинации до-
рипенем-эртапенем, методом «шахматной доски» под-
твержден синергидный эффект данной комбинации 
(ΣФПК 0,31–0,50). Еще для одного штамма эффект взаи-
модействия аддитивный (ΣФПК 1,00). Аддитивный эф-
фект комбинации дорипенем-эртапенем выявлен также 
для 2 из 3 штаммов – продуцентов карбапенемазы KPC 
и 2 из 3 штаммов – продуцентов карбапенемазы OXA-
48, для которых в предварительном эксперименте с фик-
сированной концентрацией эртапенема потенцирующий 
эффект отсутствовал. Вместе с тем, эффект комбинации 
дорипенем-эртапенем был нейтральным в отношении 
всех протестированных штаммов, продуцирующих 
МБЛ NDM (ΣФПК 1,50–2,00).

Для всех штаммов – продуцентов карбапенемазы 
OXA-48, а также для 3 из 6 штаммов – продуцентов кар-
бапанемазы KPC методом «шахматной доски» выявлено 
снижение МПК дорипенема с исходных 16-64 мг/л до 
2-8 мг/л в присутствии эртапенема.

Обсуждение. Эффективность бактерицидного дей-
ствия β-лактамных антибиотиков зависит от време-
ни поддержания их концентации в очаге инфекции на 

уровне, превышающем значение МПК для возбудителя  
(t > МПК) [20]. Полученные результаты о распределе-
нии МПК карбапенемов важны для оптимизации режи-
мов дозирования. Показано, что изменение режима до-
зирования позволяет в некоторых случаях преодолевать 
устойчивость к карбапенемам низкого уровня без под-
ключения препаратов резерва [21]. Полученные резуль-
таты обосновывают возможность эффективного анти-
микробного воздействия на карбапенеморезистентные 
штаммы K. pneumoniae, продуцирующие карбапенема-
зы ОХА-48 и KPC, путем оптимизации режима дозиро-
вания карбапенемов (увеличение разовой дозы, исполь-
зование продленных инфузий). Поскольку дорипенем 
является наиболее устойчивым из всех карбапенемов 
в растворенном состоянии при комнатной температуре 
(стабилен в течение 8 ч, меропенем и имипенем – 4 ч, эр-
тапенем – 6 часов) выбор его для использования в виде 
пролонгированных инфузий более предпочтителен [22]. 

Потенцирующий эффект фиксированной ФК/ФД 
концентрации эртапенема проявлялся преимуществен-
но в комбинации с дорипенемом и отмечен в отношении 
штаммов, продуцирующих карбапенемазы OXA-48 и 
KPC. Для меропенема эффект потенцирования антибак-
териальной активности эртапенемом в ФК/ФД концен-
трации значительно менее выражен. Он обнаруживался 

Т а б л и ц а  1
Чувствительность к меропенему и дорипенему карбапенемазопродуцирующих штаммов K. pneumoniae

Антибиотик Тип продуцируемой 
карбапенемазы

% изолятов со значением МПК, мг/л МПК, мг/л
4 8 16 32 64 128 256 512 50% 90%

Меропенем KPC (n=15) 0,0 0,0 0,0 46,7 26,7 26,7 0,0 0,0 64 128
OXA-48 (n=31) 0,0 0,0 25,8 58,1 16,1 0,0 0,0 0,0 32 64
NDM (n=14) 0,0 0,0 0,0 21,4 64,3 0,0 7,1 7,1 64 256

Дорипенем KPC (n=15) 0,0 0,0 20,0 46,7 33,3 0,0 0,0 0,0 32 64
OXA-48 (n=31) 6,5 9,7 64,5 19,4 0,0 0,0 0,0 0,0 16 32
NDM (n=14) 0,0 0,0 0,0 21,4 57,1 7,1 14,3 0,0 64 256

Т а б л и ц а  2
Чувствительность карбапенемазопродуцирующих штаммов K. pneumoniae к дорипенему, эртапенему и их комбинации, метод «шах-

матной доски»

Штамм Город Карбапенемаза
Потенцирование 

(предварительный 
эксперимент)

МПК ФПК
ΣФПК Эффект

ДОР ЭРТ ДОР/ЭРТ ЭРТ/ДОР
В-387 Витебск KPC Есть 16 64 4 8 0,38 Синергидный
В-388 Витебск KPC Есть 64 128 8 32 0,38 Синергидный
МК-021 Минск KPC Есть 64 128 32 64 1,00 Аддитивный
БК-079 Жлобин KPC Нет 64 128 64 128 2,00 Нейтральный
В-644 Витебск KPC Нет 32 128 16 8 0,56 Аддитивный
В-074 Витебск KPC Нет 16 128 8 32 0,75 Аддитивный
БК-164 Жлобин OXA-48 Есть 16 64 4 4 0,31 Синергидный
БК-039 Гомель OXA-48 Есть 16 128 4 16 0,38 Синергидный
БК-051 Гомель OXA-48 Есть 16 64 4 16 0,50 Синергидный
БК-044 Петриков OXA-48 Нет 16 64 2 64 1,13 Нейтральный
БК-074 Гомель OXA-48 Нет 16 64 8 16 0,75 Аддитивный
37221 Минск OXA-48 Нет 16 64 8 16 0,75 Аддитивный
БК-060 Гомель NDM Нет 256 128 128 128 1,50 Нейтральный
БК-080 Жлобин NDM Нет 64 64 64 64 2,00 Нейтральный
БК-117 Светлогорск NDM Нет 32 32 16 32 1,50 Нейтральный

П р и м е ч а н и е . ДОР – дорипенем, ЭРТ – эртапенем, ДОР/ЭРТ – дорипенем в присутствии эртапенема, ЭРТ/ДОР – эртапенем в при-
сутствии дорипенема.
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среди отдельных штаммов, продуцирующих карбапене-
мазы OXA-48 и KPC, и не приводил к формальному вос-
становлению их чувствительности к меропенему (паде-
нию МПК меропенема до уровня ≤ 8 мг/л).

Эртапенем является наименее активным in vitro кар-
бапенемом в отношении карбапенемазопродуцирующих 
штаммов K. pneumoniae, что может быть связано с наи-
более высокой аффинностью к нему карбапенемаз [23]. 
В настоящем исследовании у 9 из 15 штаммов, тестиро-
ванных методом «шахматной доски», МПК эртапенема 
в 4-8 раз превышала МПК дорипенема. Эффект потен-
цирования дорипенема эртапенемом (синергидный либо 
аддитивный эффект) выявлялся только для штаммов –  
продуцентов сериновых карбапенемаз (KPC и OXA-48), 
и отсутствовал у штаммов – продуцентов МБЛ NDM. 
Это может быть связано с различиями в строении актив-
ных центров карбапенем-гидролизующих ферментов и 
в целом соответствует литературным данным [24]. По-
тенцирующий эффект был обнаружен как в отношении 
колистиночувствительных, так и в отношении колисти-
норезистентных штаммов. Для продуцентов сериновых 
карбапенемаз степень выраженности потенцирующего 
эффекта комбинации из дорипенема и эртапенема была 
штаммоспецифичной, поскольку вероятно он обуслов-
лен не только типом карбапенемазы, но и другими фе-
нотипическими и генотипическими характеристиками. 
Это согласуется с результатами большинства опублико-
ванных исследований синергизма антибиотиков in vitro 
и подчеркивает необходимость рутинного использова-
ния методов определения чувствительности к комбина-
циям антибиотиков.

Проведенное исследование показало микробиологи-
ческую эффективность комбинаций из двух карбапене-
мов (главным образом комбинации дорипенем-эртапе-
нем) в отношении карбапенеморезистентных штаммов 
K. pneumoniae, продуцирующих карбапенемазу OXA-
48, и, в меньшей степени, в отношении продуцентов 
карбапенемазы KPC. Необходимо отметить, что в Ре-
спублике Беларусь и Российской Федерации OXA-48 
является самым распространенным типом карбапенемаз 
среди энтеробактерий, а карбапенемаза KPC встречает-
ся только у единичных штаммов [2, 5]. Определение ти-
па карбапенемазы возможно не только с использованием 
молекулярно-генетических тестов, доступных в специа-
лизированных научно-исследовательских лабораториях, 
но и простыми фенотипическими методами. Так, при-
сутствие у штамма МБЛ NDM как правило проявляется 
высокими значениями МПК карбапенемов и может быть 
подтверждено достаточно простым методом комбини-
рованных дисков, основанным на ингибировании этого 
фермента металлохелаторами [25]. 

Кроме того, для оптимизации режимов антибио-
тикотерапии, позволяющих преодолеть устойчивость 
к карбапенемам низкого уровня, и эмпирического на-
значения комбинаций антибиотиков при инфекциях, 
вызванных экстремально-антибиотикорезистентными 
грамотрицательными возбудителями, требуется зна-
ние истинных значений МПК основных антибиотиков 
(карбапенемов, аминогликозидов, полимиксинов), а не 
только категорий чувствительности к ним (чувстви-
телен/умеренно-устойчив/устойчив). Таким образом, 
широкое внедрение методов определения МПК анти-
биотиков в рутинную работу микробиологических ла-
бораторий становится насущной потребностью прак-
тического здравоохранения.

Заключение. Подтверждена способность эртапенема 
потенцировать антимикробную активность дорипенема 
и меропенема в отношении штаммов, продуцирующих 
сериновые карбапенемазы (KPC и OXA-48). Показана 
необходимость рутинного определения истинных значе-
ний МПК карбапенемов для оптимизации режимов их 
дозирования и выбора схем комбинированной антибио-
тикотерапии.
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Цель исследования – оценка информативности показателей летучих жирных кислот для дифференциальной диагности-
ки инфицированного панкреонекроза (ИПН), осложнённого флегмонами забрюшинной клетчатки. Работа основана на 
результатах обследования и лечения 44 больных с инфицированным панкреонекрозом, осложнённым флегмонами забрю-
шинной клетчатки. Провёден анализ концентраций летучих жирных кислот: уксусной, пропионовой, масляной, изова-
лериановой на автоматизированном газовом хроматографе «Кристаллюкс-4000» с капиллярной колонкой «HP-FFAP» и 
пламенно-ионизационным детектором. Показатели уксусной кислоты и суммы летучих жирных кислот статистически 
значимо выше у больных с инфицированным панкреонекрозом с тотальными забрюшинными флегмонами по сравнению с 
показателями летучих жирных кислот больных инфицированным панкреонекрозом с параколическими флегмонами и по 
сравнению с показателями летучих жирных кислот больных инфицированным панкреонекрозом с парапанкреатически-
ми флегмонами. Показатели уксусной кислоты и суммы ЛЖК можно использовать в качестве дополнительных крите-
риев для дифференциальной диагностики ИПН, осложнённого флегмонами забрюшинной клетчатки.
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The aim of the study was to assess the informative value of volatile fatty acid parameters for the differential diagnosis of infected 
pancreatic necrosis (IPN), complicated by retroperitoneal cellulitis. The work was based on the results of examination and 
treatment of 44 patients with infected pancreatic necrosis. The analysis of concentrations of volatile fatty acids: acetic, propionic, 
butyric and isovalerianic was carried out on a Kristallux-4000 automated gas chromatograph with an HP-FFAP capillary column 
and a flame ionization detector. The indicators of acetic acid and the amount of volatile fatty acids were statistically significantly 
higher in patients with infected pancreatic necrosis with total retroperitoneal phlegmons in comparison with the indicators of 
volatile fatty acids in patients with infected pancreatic necrosis with paracolic phlegmons and in comparison with indicators of 
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Введение. Поздняя диагностика осложнений остро-
го панкреатита, неадекватный выбор консервативного 
и хирургического лечения ведут к высокой летально-
сти больных. Доля гнойных осложнений среди причин 

смертности у больных с панкреонекрозом достига-
ет 80%. Эта категория пациентов – наиболее сложная 
в силу тяжести состояния, их диагностика и лечение 
требуют значительных финансовых затрат [1-8]. Для 
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деструктивного панкреатита характерна закономерная 
трансформация стерильных форм в инфицированные. 
Основным источником инфекции является эндогенная 
транслокация микробов. Условно-патогенные бактерии 
и дрожжеподобные грибы, колонизирующие кишечник, 
способны транслоцироваться в некротические ткани [4]. 
Наиболее опасным гнойно-септическим осложнением 
острого некротического панкреатита являются флегмо-
ны забрюшинной клетчатки – инфицирование клетчатки 
вокруг поджелудочной железы. У больных с инфициро-
ванным панкреонекрозом (ИПН) диагностируют пара-
панкреатическую флегмону, параколическую флегмону, 
тотальную забрюшинную флегмону. Ультразвуковое 
сканирование и рентгеновская компьютерная томогра-
фия позволяют дифференцировать жидкостные обра-
зования от мягкотканых воспалительно-некротических 
масс [3, 4], но не позволяют на ранних сроках выявлять 
наличие флегмон забрюшинной клетчатки у пациентов 
с деструктивным панкреатитом. Для диагностики флег-
мон забрюшинной клетчатки используют лейкоцитоз со 
сдвигом влево, воспалительные маркёры: повышение 
фибриногена, С-реактивного белка, прокальцитонина и 
др. [3].

Новые технологии лабораторной диагностики позво-
ляют выявить метаболиты микробов в биологических 
жидкостях для оптимизации лечения заболеваний чело-
века. Летучие жирные кислоты (ЛЖК) – органические 
кислоты являются метаболитами облигатно-анаэробных 
и факультативно-анаэробных бактерий [9-14]. K ним от-
носятся уксусная, пропионовая, изомасляная, масляная, 
изовалериановая, валериановая, изокапроновая, капро-
новая кислоты. ЛЖК используют для диагностики дис-
биотических изменений желудочно-кишечного тракта 
[17, 18], для экспресс-диагностики анаэробной инфек-
ции путём обнаружения в патологическом материале 
больного ЛЖК, которые являются специфическими про-
дуктами метаболизма облигатно-анаэробных бактерий 
[12, 14-16].

Для оптимизации диагностики и лечения гнойно-
воспалительных заболеваний необходимо быстрое об-
наружение возбудителей, их классификация как аэробов 
или факультативных анаэробов или облигатных анаэро-
бов для выбора оптимального лечения [19-30]. Изучение 
содержания ЛЖК в биоптатах поджелудочной железы и 
периферической крови методом газовой хроматографии 
(ГХ) с масс-спектрометрией (МС), позволило устано-
вить роль анаэробной неклостридиальной инфекции в 
развитии инфицированного панкреонекроза [2].

Значение анаэробной микрофлоры и её метаболитов –  
ЛЖК для диагностики ИПН до настоящего времени изу
чено недостаточно [2, 5-8, 29]. Дифференциальная диа-
гностика ИПН, осложнённого флегмонами забрюшин-
ной клетчатки, разработана недостаточно. Ни один из 
используемых в настоящее время лабораторных методов 
диагностики в полной мере не удовлетворяет запросам 
хирургов, так как не позволяет провести дифференци-
альную диагностику флегмон забрюшинной клетчатки.

Цель исследования – оценка информативности пока-
зателей ЛЖК для дифференциальной диагностики ИПН, 
осложнённого флегмонами забрюшинной клетчатки.

Материал и методы. Работа основана на результа-
тах обследования и лечения 44 больных ИПН, осложнён-
ным флегмонами забрюшинной клетчатки, находивших-
ся в хирургическом отделении Ивановской областной 
клинической больницы (ретроспективное исследова-

ние). Диагноз ИПН устанавливали на основании кли-
нических данных, результатов ультразвукового иссле-
дования, мультиспиральной компьютерной томографии, 
общепринятых лабораторных показателей. На основа-
нии выполненных исследований выделены три группы 
пациентов. В 1-ю группу включены 16 больных с ИПН, 
осложнённым парапанкреатическими флегмонами, 2-ю 
группу составили 14 пациентов с ИПН, осложнённым 
параколическими флегмонами; в 3-ю группу включены 
14 пациентов с ИПН, осложнённым тотальными забрю-
шинными флегмонами. Всем больным проведено интен-
сивное консервативное лечение, выполнены различные 
оперативные вмешательства, эффективность которых 
оценена на основании клинико-лабораторных данных и 
инструментальных методик обследования.

После установления диагноза ИПН всем пациентам 
проведён анализ концентраций ЛЖК: уксусной, про-
пионовой, масляной, изовалериановой в крови ГХ ме-
тодом. Подготовка образцов крови для ГХ выполнена 
методом жидкостной экстракции диэтиловым эфиром. 
ГХ для количественного определения уксусной, пропи-
оновой, масляной, изовалериановой кислот выполена на 
автоматизированном газовом хроматографе «Кристал-
люкс-4000» с капиллярной колонкой «HP-FFAP» Agilent 
Technologies (длина – 50 м; диаметр – 0,32 мм; толщина 
фазы – 0,5 мкм) и пламенно-ионизационным детектором; 
газ-носитель – гелий [13, 16]. Идентификацию и количе-
ственное определение концентраций ЛЖК осуществляли 
при помощи аналитических стандартов и программного 
комплекса для обработки хроматографических данных 
«МультиХром». Продолжительность ГХ анализа ЛЖК 
составляет 40-60 мин с момента доставки исследуемого 
материала в лабораторию. Рассчитывали сумму ЛЖК.

Статистический анализ данных проведён с исполь-
зованием программы STATISTICA 7.0 (StatSoft. Inc). 
Накопление, корректировка и систематизация получен-
ных результатов осуществлены в электронных таблицах 
Microsoft Office Excel 2007. Использованы следующие 
методы анализа: расчёт размера выборки на основе ста-
тистической мощности; проверка нормальности рас-
пределения количественных данных с использованием 
критерия Шапиро-Уилка; оценка значимости различий 
количественных данных в независимых выборках с ис-
пользованием непараметрического U-критерия Манна-
Уитни. Расчёт объема выборки исследования, необходи-
мого для достижения требуемой мощности, выполнен 
по показателям уксусной кислоты и суммы ЛЖК. Разли-
чия между группами считали статистически значимыми 
при p<0,05. Совокупности количественных показате-
лей, распределение которых отличалось от нормально-
го, описаны при помощи значений медианы, нижнего и 
верхнего квартилей.

Результаты. При обследовании у пациентов диа-
гностировали различной степени распространённо-
сти ИПН, осложнённый флегмонами забрюшинной 
клетчатки.

Для достижения 90% мощности исследования при 
уровне ошибки первого рода в 5% требуемый объём 
выборки составил от 4 до 8 пациентов. Распределение 
концентраций ЛЖК отличается от нормального, поэто-
му для описания данных использованы непараметриче-
ские статистические показатели, для оценки значимости 
различий количественных признаков в независимых 
выборках использован непараметрический U-критерий 
Манна-Уитни. 
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Содержание уксусной, пропионовой, масляной, изо-
валериановой кислот и сумма ЛЖК в крови у больных 
ИПН с флегмонами забрюшинной клетчатки представ-
лено в табл. 1-3.

Показатели уксусной, пропионовой кислот и суммы 
ЛЖК статистически значимо выше у больных с парако-
лическими флегмонами по сравнению с показателями 
ЛЖК больных с парапанкреатическими флегмонами. По 
показателям масляной и изовалериановой кислот стати-
стически значимых различий между группами нет.

Показатели уксусной, пропионовой, масляной кислот 
и суммы ЛЖК выше у больных ИПН с тотальными за-
брюшинными флегмонами по сравнению с показателями 
ЛЖК больных ИПН с парапанкреатическими флегмона-
ми. По показателю изовалериановой кислоты статистиче-
ски значимого различия между группами не обнаружено.

Показатели уксусной, масляной кислот и суммы 
ЛЖК статистически значимо выше у больных с тоталь-
ными забрюшинными флегмонами по сравнению с по-
казателями ЛЖК больных с параколическими флегмо-

Т а б л и ц а  1
Содержание ЛЖК  у больных инфицированным панкреонекрозом с парапанкреатическими и параколическими флегмонами

Показатели, ммоль/л

Больные инфицированным панкреонекрозом с флегмоной
парапанкреатической (n=16) параколической (n=14)

Медиана Нижний
квартиль

Верхний
квартиль Медиана Нижний

квартиль
Верхний
квартиль

Уксусная кислота* 0,32000 0,28500 0,38500 0,43000 0,42000 0,47000
Пропионовая кислота** 0,00835 0,00710 0,01700 0,03100 0,00870 0,04600
Масляная кислота 0,00320 0,00300 0,00365 0,00365 0,00310 0,00450
Изовалериановая кислота 0,00010 0,00008 0,00031 0,00035 0,00010 0,00051
Сумма ЛЖК* 0,34148 0,30082 0,40255 0,47251 0,44208 0,49011

П р и м е ч а н и е . Различия значимы:* - p<0,00001; ** - p=0,022. U-критерий Манна-Уитни.

Т а б л и ц а  2
Содержание ЛЖК  у больных инфицированным панкреонекрозом с парапанкреатическими и тотальными забрюшинными флегмо-

нами

Показатели, ммоль/л

Больные инфицированным панкреонекрозом с флегмоной
парапанкреатической (n=16) тотальной забрюшинной (n=14)

Медиана Нижний
квартиль

Верхний
квартиль Медиана Нижний

квартиль
Верхний
квартиль

Уксусная кислота* 0,32000 0,28500 0,38500 0,58500 0,56000 0,62000
Пропионовая кислота** 0,00835 0,00710 0,01700 0,02600 0,01800 0,05800
Масляная кислота*** 0,00320 0,00300 0,00365 0,00470 0,00390 0,00560
Изовалериановая кислота 0,00010 0,00008 0,00031 0,00014 0,00010 0,00031
Сумма ЛЖК* 0,34148 0,30082 0,40255 0,62767 0,58370 0,65665

П р и м е ч а н и е . Различия значимы:* - p<0,00001; ** - p=0,001; *** - p=0,008. U-критерий Манна-Уитни.

Т а б л и ц а  3
Содержание ЛЖК  у больных инфицированным панкреонекрозом с тотальными забрюшинными и параколическими флегмонами

Показатели, ммоль/л

Больные инфицированным панкреонекрозом с флегмоной
Параколической (n=14) тотальной забрюшинной  (n=14)

Медиана Нижний
квартиль

Верхний
квартиль Медиана Нижний

квартиль
Верхний
квартиль

Уксусная кислота* 0,43000 0,42000 0,47000 0,58500 0,56000 0,62000
Пропионовая кислота 0,03100 0,00870 0,04600 0,02600 0,01800 0,05800
Масляная кислота** 0,00365 0,00310 0,00450 0,00470 0,00390 0,00560
Изовалериановая кислота 0,00035 0,00010 0,00051 0,00014 0,00010 0,00031
Сумма ЛЖК* 0,472510 0,442082 0,490110 0,62767 0,58370 0,65665

П р и м е ч а н и е . Различия значимы:* - p<0,00001;** - p=0,046. U-критерий Манна-Уитни.

нами. По показателям пропионовой и изовалериановой 
кислот статистически значимого различия между груп-
пами нет.

Обсуждение. Хирургам необходима быстрая диф-
ференциация забрюшинных флегмон для выбора опти-
мального консервативного и оперативного лечения.

ГХ анализ ЛЖК в крови отражает не только факт 
инфицирования панкреонекроза, но и распространён-
ность патологического процесса [14, 29]. Показатели 
уксусной, пропионовой, масляной кислот и суммы 
ЛЖК у больных с ИПН, осложнённым тотальными 
забрюшинными флегмонами, превышают показатели 
больных с ИПН, осложнённым парапанкреатическими 
и параколическими флегмонами, что отражает более 
выраженную распространённость гнойно-воспали-
тельного процесса у больных с ИПН, осложнённым 
тотальными забрюшинными флегмонами. Из показате-
лей для дифференциации забрюшинных флегмон ЛЖК 
наиболее информативны показатели уксусной кислоты 
и суммы ЛЖК.
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Статистически значимые отличия показателей ЛЖК 
больных ИПН с парапанкреатическими флегмонами, 
больных ИПН с параколическими флегмонами и боль-
ных ИПН с тотальными забрюшинными флегмонами 
позволяют рекомендовать показатели ЛЖК крови для 
дифференциальной диагностики ИПН, осложнённого 
тотальными забрюшинными флегмонами, ИПН, ослож-
нённого параколическими флегмонами и ИПН, ослож-
нённого парапанкреатическими флегмонами.

Показатели ЛЖК позволяют установить диагноз пан-
креонекроза [6], дифференцировать инфицированный 
панкреонекроз и стерильный панкреонекроз [5, 15], диф-
ференцировать ИПН, осложнённый абсцессами, от ИПН, 
осложнённого флегмонами [14, 29], дифференцировать 
ИПН, осложнённый флегмонами забрюшинной клетчатки.

Выводы:
1. Показатели уксусной, пропионовой кислот и сум-

мы ЛЖК выше у больных инфицированным панкреоне-
крозом с параколическими флегмонами по сравнению 
с показателями ЛЖК у больных инфицированным пан-
креонекрозом с парапанкреатическими флегмонами.

2. Показатели уксусной, пропионовой, масляной кис-
лот и суммы ЛЖК выше у больных инфицированным 
панкреонекрозом с тотальными забрюшинными флег-
монами по сравнению с показателями ЛЖК у больных 
инфицированным панкреонекрозом с парапанкреатиче-
скими флегмонами.

3. Показатели уксусной, масляной кислот и суммы 
ЛЖК выше у больных инфицированным панкреонекро-
зом с тотальными забрюшинными флегмонами по срав-
нению с показателями ЛЖК у больных инфицирован-
ным панкреонекрозом с параколическими флегмонами.

4. Показатели уксусной, пропионовой, масляной кис-
лот и суммы ЛЖК можно использовать в качестве кри-
териев для дифференциальной диагностики инфици-
рованного панкреонекроза, осложнённого флегмонами 
забрюшинной клетчатки.
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CКРИНИНГ СОМАТИЧЕСКИХ МУТАЦИЙ В ГЕНАХ JAK2 И CALR МЕТОДОМ АНАЛИЗА 
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Ассоциированные с онкологическими заболеваниями, в том числе с Ph-миелопролиферативными новообразованиями 
(Ph-МПН), соматические мутации очень разнообразны, встречаются с разной частотой и разным уровнем аллельной 
нагрузки. Поэтому, на начальном этапе выполнения молекулярно-генетических диагностических процедур желательно 
иметь возможность проведения в лаборатории скрининговых тестов. Это особенно важно, когда проводится анализ 
редких и разнообразных мутаций. В ряде работ для анализа Ph-МПН-ассоциированных мутаций в генах JAK2 и CALR 
предлагается анализ кривых плавления с высоким разрешением (HRM-анализ, high resolution melting), который имеет 
высокую чувствительность и подходит для скрининга всех типов мутаций. В большинстве просмотренных нами лите-
ратурных источниках авторы для анализа соматических мутаций используют амплификаторы «LightCycler» (Roche) и 
гораздо реже амплификатор «CFX96» (Bio-Rad), который в свою очередь чаще представлен в Российских научно-прак-
тических и медицинских организациях.
Цель работы – скрининг соматических мутаций в генах JAK2 и CALR методом HRM-анализа при использовании ампли-
фикатора «CFX96» и программы «Precision Melt Analysis» (Bio-Rad, США) для пациентов с диагнозом Ph-МПН.
В настоящем исследовании HRM-анализ проводился на образцах ДНК от пациентов с мутациями в гене JAK2 или в гене 
CALR. Программа «Precision Melt Analysis» выявила все варианты анализируемых мутаций, как однонуклеотидной за-
мены в гене JAK2 (с уровнем аллельной нагрузки в диапазоне 5-40%), так и разнообразных indel мутаций в гене CALR  
(с уровнем аллельной нагрузки в диапазоне 40-50%).
Таким образом, HRM-анализ, выполненный на приборе «CFX96» позволяет проводить скрининг высокоспецифичных для 
диагноза Ph-МПН мутаций в 14 экзоне гена JAK2 и в 9 экзоне гена CALR. Включение данного скринингового исследования 
в алгоритм лабораторного тестирования позволяет повысить эффективность и доступность молекулярно-генетиче-
ских технологий при диагностике Ph-МПН.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  JAK2; CALR; Ph-миелопролиферативные новообразования; анализ кривых плавления с высоким 
разрешением (HRM high resolution melting); пиросеквенирование.
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SCREENING OF SOMATIC MUTATIONS IN THE JAK2 AND CALR GENES BY HIGH-RESOLUTION MELTING 
CURVE ANALYSIS
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Somatic mutations associated with oncological diseases, including Ph-myeloproliferative neoplasms (Ph-MPN), are very diverse, 
occur with different frequencies and different allelic burden levels. Therefore, at the initial stage of performing molecular-genetic 
diagnostic procedures, it is desirable to be able to conduct screening tests in the laboratory. This is especially important when 
analyzing rare and diverse mutations. Analysis of high resolution melting curves (HRM analysis), which has high sensitivity and is 
suitable for screening all types of mutations, in a number of studies is proposed for the analysis of Ph-MPN associated mutations 
in the JAK2 and CALR genes. For analysis of somatic mutations in the majority of literature sources that we reviewed, the authors 
use the LightCycler (Roche) thermocycler and much rarely the CFX96 (Bio-Rad), which is often presented in Russian scientific 
and practical and medical organizations.
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The aim of the study was to screen the somatic JAK2 and CALR mutations by HRM analysis using the CFX96 thermocycler and the 
Precision Melt Analysis software (Bio-Rad, USA) for patients with Ph-MPN. In the present research, HRM analysis was conducted 
on the DNA samples from patients with mutations in the JAK2 or in the CALR gene. The Precision Melt Analysis software identified 
all variants of the analyzed mutations, both a single nucleotide substitution in the JAK2 gene (with allelic burden level in the range 
of 5-40%), and various indel mutations in the CALR gene (with allelic burden level in the range of 40-50%)
Therefore, the HRM analysis that was conducted on the CFX96 allows screening of highly specific mutation for the diagnosis 
of Ph-MPN in the exon 14 of the JAK2 gene and in the exon 9 of the CALR gene. The inclusion of this screening research in 
the laboratory testing algorithm improves the efficiency and accessibility of molecular genetic technologies in the diagnosis 
of Ph-MPN.
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Введение. Ph-миелопролиферативные новообразо-
вания (Ph-МПН) относят к клональным заболеваниям, 
характеризующимся аномальной пролиферацией одной 
или нескольких клеточных линий миелопоэза в костном 
мозге [1]. Соматические мутации в генах JAK2 и CALR 
являются драйверными и выявляются практически у 
90% больных с Ph-МПН. Встречаемость мутации V617F 
в гене JAK2 среди пациентов с истинной полицитемией 
составляет 95%, с эссенциальной тромбоцитемией (ЭТ) 
– 50-70%, с миелофиброзом (МФ) – 40-75%, распро-
страненность мутаций в гене CALR среди пациентов с 
МФ и ЭТ составляет 20-30% [2-4]. В соответствии с по-
следними клиническими рекомендациями ВОЗ наличие 
указанных мутаций является одним из основных диа-
гностических критериев при диагностике Ph-МПН [5,6].

Продуктом экспрессии гена JAK2 является Янус-ки-
наза 2 – тирозинкиназа, участвующая в JAK-STAT сиг-
нальном пути, ответственном за пролиферацию клеток. 
В норме, в отсутствии цитокинового лиганда, псевдоки-
назный домен фермента ингибирует активность киназ-
ного домена. Однонуклеотидная соматическая замена 
G на T в 1849 позиции 14 экзона в гене JAK2 приводит 
к нарушению аутоингибирования, что, в свою очередь, 
вызывает цитокин-независимую активацию самого 
JAK-STAT пути и, как следствие, активную пролифера-
цию клеток [7].

Многофункциональный белок кальретикулин высту-
пает в роли транспортера ионов кальция внутрь клетки, 
поддерживая, таким образом, внутриклеточный гомео-
стаз кальция, принимает участие в механизмах адгезии 
и апоптоза клеток, а также в передаче клеточного сиг-
нала через JAK-STAT путь. В 2013 году две исследова-
тельские группы одновременно обнаружили и описали 
наличие различных вариантов соматических мутаций в 

гене CALR у JAK2- и MPL-негативных пациентов с ЭТ 
и МФ [8, 9]. Все обнаруженные варианты генетических 
перестроек представлены инсерциями и делециями в 9 
экзоне гена, кодирующего кальретикулин. На протяже-
нии всего 9 экзона выявлено более 50 разных мутаций, 
среди которых выделяют 2 основных типа [3]. При 1 ти-
пе происходит делеция 52 нуклеотидов, при 2 типе про-
исходит инсерция 5 нуклеотидов. Встречаемость этих 
двух мутаций составляет 88% от всех мутаций в гене 
CALR.

В настоящее время для выявления соматических 
мутаций, используется большое количество разноо-
бразных молекулярно-генетических методов. Среди 
наиболее распространенных можно отметить следую-
щие: полиморфизм длин рестрикционных фрагментов 
(PCR-RFLP) [10], высокопроизводительное секвениро-
вание (NGS) [11], секвенирование по Сэнгеру (Sanger 
sequencing) [11], фрагментный анализ (fragment analysis) 
[12], аллель-специфическая ПЦР (AS-PCR) [10] и ана-
лиз кривых плавления с высоким разрешением (HRM-
анализ, high resolution melting) [13]. Каждый из методов 
имеет свои преимущества и недостатки при выявлении 
соматических мутаций. Например, аллель-специфиче-
ская ПЦР, имеет ограниченные возможности в тех слу-
чаях, когда более одной мутации располагаются на ис-
следуемом участке гена. Секвенирование по Сэнгеру и 
фрагментный анализ имеют ограниченную чувствитель-
ность в диапазоне 10-25% и 5-10%, соответственно [11]. 
Технология NGS обеспечивает наименьший порог обна-
ружения (1-1.5%), но все еще остается дорогостоящей и 
длительной процедурой [12].

Поскольку ассоциированные с онкологическими за-
болеваниями, соматические мутации очень разнообраз-
ны, встречаются с разной частотой и разным уровнем 
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аллельной нагрузки, то в начале проведения молеку-
лярно-генетических диагностических процедур в ла-
боратории желательно иметь возможность проведения 
скрининговых исследований. HRM-анализ подходит для 
обнаружения всех типов мутаций на небольшом фраг-
менте ДНК, метод обладает высокой чувствительно-
стью (от 2.5% мутантного аллеля), а также не требует 
больших временных затрат [13]. Подавляющее боль-
шинство исследований по поиску мутаций в генах JAK2 
и CALR методом HRM проводились на амплификаторах 
линейки «LightCycler» (Roche) и прилагающейся к не-
му программе [14-16]. Публикаций об использовании 
«CFX96» (Bio-Rad) для обнаружения мутаций в генах 
JAK2 и CALR методом HRM значительно меньше [17].

Цель работы – скрининг соматических мутаций в ге-
нах JAK2 и CALR методом HRM-анализа при использо-
вании амплификатора «CFX96» и программы «Precision 
Melt Analysis» (Bio-Rad, США) для пациентов с диагно-
зом Ph-МПН.

Материал и методы. Работа выполнена на базе на-
учно-практической лаборатории молекулярно-генети-
ческих методов исследований ФГАОУ ВО «Сибирский 
федеральный университет» (Красноярск). Для проведе-
ния скринингового исследования соматических мутаций 
в генах JAK2 и CALR методом HRM-анализа исполь-
зовались образцы ДНК от 10 пациентов с диагнозом  
Ph-МПН и ранее выявленными методами пиросеквени-
рования и ПЦР-РВ мутациями V617F (пациенты №1-5) и 
с различными мутациями в гене CALR (пациенты №6-10).  
[18, 19]. В качестве контролей использовали два образца 
ДНК без мутаций в анализируемых участках генов JAK2 
и CALR. Отсутствие каких-либо мутаций и полиморфиз-
мов в исследуемых областях было подтверждено секве-
нированием по методу Сэнгера.

ДНК была выделена из лейкоцитов венозной крови 
с помощью набора реагентов «ДНК-Сорб-В» (Ампли-
Сенс, Россия). HRM-анализ проводили с использовани-
ем набора реагентов «Precision Melt Supermix» в присут-
ствии красителя Eva Green dye (Bio-Rad, США). Прай-
меры для HRM-анализа были заимствованы из статей и 
представлены в табл. 1.

Количество реагентов, вносимых в одну пробу 
(общий объем – 10 мкл), составляло: Precision Melt 

Supermix – 5 мкл; праймеры forward, reverse – по 0.5 мкл  
(с начальной концентрацией 2 мкМ каждого); образец 
ДНК – 4 мкл (5 нг/мкл). ПЦР с дополнительным эта-
пом плавления высокого разрешения проводилась на 
приборе «CFX96» (Bio-Rad, США) по следующей про-
грамме: денатурация при 95°С в течение 2 мин, затем 
40 циклов при 95°С в течение 10 с, 57°С в течение 30 
с и 72°С в течение 30 с. Программа плавления с высо-
ким разрешением включала денатурацию при 95°С в 
течение 30 с, ренатурацию при 60°С в течение 1 мин и 
плавление при температуре от 65° С до 95°С с градиен-
том 0.2°С в 10 с.

Результаты и обсуждение. Анализ падения уров-
ня флуоресценции с повышением температуры на эта-
пе плавления проводился с использованием программы 
«Precision Melt Analysis» (Bio-Rad, США). Для облегче-
ния визуальной идентификации кластеров программа 
генерирует так называемые «кривые различия» (они же 
дифференциальные графики) каждого анализируемого 
образца. Кривые указывают на различия флуоресцен-
ции между каждым исследуемым образцом и кластером 
референсных кривых, полученных от контрольных об-
разцов без мутаций. Помимо этого, сигналы флуорес-
ценции нормализуются до относительных значений 1 и 
0, что способствует устранению различий фоновой флу-
оресценции и повышению способности детектирования 
незначительных профилей плавления.

Для анализа мутации JAK2 V617F были отобраны об-
разцы ДНК от 5 пациентов (№1-5) с диагнозом Ph-МПН 
и ранее выявленной методами пиросеквенирования [21] 
и ПЦР-РВ соответствующей мутацией. Уровень аллель-
ной нагрузки находился в диапазоне 5-40% (табл. 2).

Результаты анализа образцов с мутацией V617F в ге-
не JAK2 после обработки в программе «Precision Melt 
Analysis» представлены на рис. 1.

Представленные на рис.1 кривые плавления продук-
тов амплификации образцов ДНК, полученных от паци-
ентов с V617F мутацией, четко делятся на пять класте-
ров относительно образцов без мутаций. При этом мож-
но отметить, что чем выше уровень аллельной нагрузки 
в исследуемом образце ДНК, тем более выражено откло-
нение дифференциального графика от кривых, соответ-
ствующих образцам без мутации. Дифференциальный 

Т а б л и ц а  1
Праймеры для амплификации участков генов JAK2 и CALR

Праймер Последовательность (5′-3′) Размер фрагмента Источник
JAK2 forward primer TTCTTTGAAGCAGCAAGTATGATGA

179 bp [14]
JAK2 reverse primer CTGACACCTAGCTGTGATCC
CALR forward primer GGCAAGGCCCTGAGGTGT

265 bp [20]
CALR reverse primer GGCCTCAGTCCAGCCCTG

Т а б л и ц а  2
Уровень аллельной нагрузки мутацией V617F в гене JAK2, определенный методами пиросеквенирования и ПЦР-РВ  

для 5 пациентов с Ph-МПН

№ пациента Уровень аллельной нагрузки, %  
(пиросеквенирование)

Уровень аллельной нагрузки, %
(ПЦР-РВ)

1 7 5
2 20 15
3 20 20
4 22 28
5 40 35



318

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(5)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-5-315-320

CLINICAL MOLECULAR STUDIES

график от образца №1 с наименьшим уровнем аллель-
ной нагрузки имеет наименьшее отклонение, а график, 
полученный при анализе образца №5 – максимальное.

Для скрининга мутаций в гене CALR использовали 
образцы ДНК от других 5 пациентов с диагнозом Ph-
МПН (№6-10) и ранее выявленными методом пиросек-
венирования разными типами мутаций в гене CALR. 
Уровень аллельной нагрузки находился в диапазоне 40-
50% (табл. 3).

Результаты анализа образцов с CALR мутациями по-
сле обработки в программе «Precision Melt Analysis» 
представлены на рис. 2.

Согласно рис. 2, все кривые плавления продуктов 
амплификации образцов ДНК, полученные от пациен-

тов с CALR мутациями четко делятся на два кластера 
относительно образцов без мутаций. В первый кластер 
программа отнесла 2 образца, это образец №9 с клас-
сической мутацией типа 2 (инсерция 5 нуклеотидов), а 
также образец №6 с сочетанной мутацией (инсерция 8 и 
делеция 3 нуклеотидов). Во второй кластер программа 
отнесла образцы №7, №8 и №10, имеющие мутацию ти-
па 1 – делецию 52 нуклеотидов.

Ассоциированные с онкологическими заболева-
ниями, в том числе с Ph-МПН, соматические мутации 
очень разнообразны, встречаются с разной частотой и 
разным уровнем аллельной нагрузки. Поэтому, на на-
чальном этапе выполнения молекулярно-генетических 
диагностических процедур по выявлению мутаций, же-

Рис.1. Дифференциальные графики плавления фрагмента гена JAK2. К – кластер, включающий дифференциальные графики, 
полученные при анализе контрольных образцов ДНК (без мутации); № 1-5 – дифференциальные графики (в данном случае 
они же отдельные кластеры) от образцов ДНК с мутацией V617F и разным уровнем аллельной нагрузки. ОЕФ – относитель-
ные единицы флуоресценции.

Т а б л и ц а  3
Типы мутаций и уровень аллельной нагрузки CALR мутаций определенный методом пиросеквенирования  

для 5 пациентов с диагнозом Ph-МПН.

№ пациента Тип CALR мутации Уровень аллельной нагрузки, % (пиросеквенирование)

6 с.1128_1129insCTTTGCTT
c.1131_1133delAGA 40

7 c.1092_1143del (52) 48
8 c.1092_1143del (52) 50
9 c.1154_1155insTTGTC 46
10 c.1092_1143del (52) 45

Рис. 2. Дифференциальные графики плавления фрагмента гена CALR. К – кластер, полученный при анализе контрольных об-
разцов ДНК (без мутации); №6-10 – дифференциальные графики от образцов ДНК с CALR мутациями. ОЕФ – относительные 
единицы флуоресценции.
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лательно иметь возможность проведения в лаборатории 
скрининговых методов. Это особенно важно, когда про-
водится анализ редких и разнообразных мутаций, на-
пример, таких как мутации в гене CALR. HRM-анализ 
позиционируется как быстрый, надежный и высокочув-
ствительный метод для скрининга как однонуклеотид-
ных замен, так и инсерций и делеций. Кроме того, он не 
требует больших временных затрат. В настоящее время 
для скрининга мутаций в гене CALR в нашей лаборато-
рии проводится гетеродуплексный анализ с последую-
щим электрофорезом в ПААГ, который по сравнению с 
HRM-методом более трудоемок и длителен по времени 
[22, 23]. Для анализа мутации V617F в гене JAK2 кроме 
коммерческих наборов, позволяющих проводить анализ 
в количественном формате, также желательно иметь в 
арсенале предварительный скрининговый тест.

В соответствии с общими правилами для проведения 
HRM-анализа, точность результатов может варьировать 
в зависимости от конкретной исследуемой последова-
тельности [24]. Для амплификации рекомендуется вы-
бирать участок ДНК размером 50-200 пар оснований, 
так как с увеличением длины ампликона точность ана-
лиза падает [25]. По этой причине для анализа однону-
клеотидных замен предпочтительнее выбирать прайме-
ры, фланкирующие небольшой фрагмент ДНК. Так, для 
амплификации участка гена JAK2 с целью анализа му-
тации V617F в данной работе были использованы прай-
меры, ограничивающие участок ДНК длиной 179 пар 
оснований, что входит в рекомендуемый диапазон. Для 
амплификации участка гена CALR были использованы 
праймеры, фланкирующие участок ДНК длиной 265 пар 
оснований, что превышает рекомендуемый диапазон, но 
полученный ампликон позволяет провести анализ всех 
возможных (известных из литературных источников) 
мутаций в 9 экзоне гена CALR.

В результате проведенной нами работы по скринин-
гу соматических мутаций в генах JAK2 и CALR мето-
дом HRM с использованием амплификатора «CFX96» 
и программы «Precision Melt Analysis» были выявле-
ны все варианты анализируемых мутаций, как одно-
нуклеотидной замены в гене JAK2 (с уровнем аллель-
ной нагрузки в диапазоне 5-40%), так и разнообразных 
инсерций и делеций мутаций в гене CALR (с уровнем 
аллельной нагрузки в диапазоне 40-50%). По резуль-
татам анализа мутации в гене JAK2 можно отметить, 
что даже образец с минимальным из исследуемых об-
разцов уровнем аллельной нагрузки в 5% был выявлен 
программой и дифференцирован в отдельный кластер 
по сравнению с кластером образцов дикого типа и кла-
стерами образцов с JAK2 V617F мутацией и отличными 
вариантами уровней аллельной нагрузки. При анализе 
CALR мутаций используемый подход позволил диффе-
ренцировать мутации таким образом, что в одном кла-
стере оказались три образца (№7, №8, №10) с делецией 
52 нуклеотидов, в другом кластере – два образца (№6 и 
№9) с разными мутациями. При этом образец №9 имеет 
классическую мутациию 2 типа – инсерцию 5 нуклео-
тидов (c.1154_1155insTTGTC), а образец №6 – соче-
танную мутацию, при которой происходит инсерция 8 
и делеция 3 нуклеотидов (с.1128_1129insCTTTGCTT; 
c.1131_1133delAGA). Объединение образцов №9 и 
№6 в единый кластер, вероятно, обусловлено тем, что 
суммарное количество встроенных пуриновых и пири-
мидиновых нуклеотидов в обоих случаях одинаково (3 
пуриновых и 2 пиримидиновых), соответственно GC со-

став ампликонов не меняется, что объясняет их сходные 
свойства плавления [11]. Этот случай подтверждает, что 
любая мутация, выявленная при использовании скри-
нингового теста, обязательно должна быть идентифици-
рована и подтверждена с помощью секвенирования.

Таким образом, HRM-анализ, выполненный на при-
боре «CFX96», позволяет проводить скрининг высоко-
специфичных для диагноза Ph-МПН мутаций в 14 экзо-
не гена JAK2 и в 9 экзоне гена CALR.

Заключение. В настоящем исследовании показана 
возможность использования HRM-анализа, выполня-
емого на приборе «CFX96» для выявления мутации 
V617F в 14 экзоне гена JAK2 и различных вариантов му-
таций в 9 экзоне гена CALR. Включение данного подхода 
в качестве скринингового теста в алгоритм лаборатор-
ного тестирования позволяет повысить эффективность 
и доступность молекулярно-генетических технологий 
диагностики Ph-МПН. Но результаты HRM-анализа, как 
и других скрининговых тестов, должны быть обязатель-
но подтверждены с помощью других молекулярно-гене-
тических методов, основанных на секвенировании.
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