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Сергеева Н.С.1,2, Канукоев К.Ю.1, Кармакова Т.А.1, Алентов И.И.1, Маршутина Н.В.1, Каприн А.Д.3,4

О НОРМИРОВАНИИ УРОВНЯ KIM-1 НА СОДЕРЖАНИЕ КРЕАТИНИНА В МОЧЕ  
У БОЛЬНЫХ ПОЧЕЧНО-КЛЕТОЧНЫМ РАКОМ

1Московский научно-исследовательский онкологический институт имени П.А. Герцена – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр радиологии» Минздрава РФ, 125284, Москва, Россия; 
2ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Минздрава РФ, 117997, Москва, Россия;  
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр радиологии» Минздрава РФ, 249036, Калужская обл., 
Обнинск, Россия; 
4ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», 117198, Москва, Россия

KIM-1 (kidney injury molecule 1) продуцируется клетками эпителия проксимальных почечных канальцев и является марке-
ром острого повреждения почек. Увеличение содержания KIM-1 в моче и плазме крови ассоциировано с почечно-клеточ-
ным раком (ПКР). Цель настоящей работы – сравнительная оценка информативности уровня KIM-1 в моче (uKIM-1), 
нормированного и не нормированного на креатинин мочи, как уринологического биомаркера при ПКР. Содержание uKIM-1, 
креатинина мочи и их соотношения (uKIM-1/Cre) исследовано у 118 больных ПКР и 58 условно здоровых добровольцев. 
Медиана uKIM-1 в группе здоровых лиц составила 0,71 (1-й и 3-й квартили – 0,35; 1,23) нг/мл, в группе больных ПКР – 
2,36 (1,43; 5,93) нг/мл; медианы uKIM-1/Cre – 0,77 (0,49; 1,18) и 2,42 (1,41; 4,61) нг/мг креатинина, соответственно. I 
стадия ПКР статистически достоверно отличалась от II-III стадии и IV стадии по величинам uKIM-1/Cre (р=0,0056 и 
р=0,0012, соответственно), величины uKIM-1 достоверно отличались только при сравнении I и IV стадий заболевания 
(р=0,015). У здоровых лиц и больных ПКР уровни uKIM-1/Cre в возрастных подгруппах младше 50 лет были несколько 
ниже, чем у лиц старше 50 лет, в то время как для uKIM-1 подобная тенденция наблюдалась только среди пациентов. У 
здоровых мужчин и мужчин с ПКР показатель uKIM-1 был выше, чем у женщин в соответствующих группах (отличия 
статистически недостоверны), а использование uKIM-1/Cre нивелировало гендерные отличия. У здоровых лиц, просле-
женных в течение 3-х недель в динамике, выявлена высокая корреляция между концентрациями uKIM-1 и креатинина в 
моче: в трех индивидуальных случаях коэффициент корреляции Спирмена составил 0,758, 0,825 и 0,933, соответственно. 
Полученные данные свидетельствуют в пользу необходимости нормировать uКIM-1 на содержание в моче креатинина. 
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KIM-1 (kidney injury molecule 1), a marker of acute kidney injury, is produced by epithelial cells of renal proximal tubules. 
Elevated KIM-1 levels in urine and plasma are associated with renal cell carcinoma (RCC). The aim of this study was to compare 
the significance of non-normalized uKIM-1 values and those normalized to urine creatinine, as urinary biomarkers in RCC. The 
uKIM-1, urine creatinine and their ratio (uKIM-1/Cre) were studied in 118 RCC patients and 58 apparently healthy subjects. The 
median of uKIM-1 in the healthy group was 0.71 ng/ml (1st and 3rd quartiles were 0.35 and 1.23, respectively) and in RCC patients 
it was 2.36 (1.43; 5.93) ng/ml. The medians of uKIM-1/Cre were 0.77 (0.49; 1.18) and 2.42 (1.41; 4.61) ng/mgCre, respectively. 
Stage I RCC is statistically significantly different from stages II-III and stage IV using uKIM-1/Cre values (p = 0.0056 and  
p = 0.0012, respectively); using uKIM-1 values significant differences occur only when comparing stages I and IV (p = 0.015). 
In both healthy individuals and RCC patients, uKIM-1/Cre levels were slightly lower in subgroups younger than 50 years than 
in subgroups older than 50 years, whereas a similar trend was observed for uKIM-1 only in patients. In healthy men and male 
patients, uKIM-1 levels were higher than in the corresponding groups of women (the differences were not statistically significant), 
but the use of uKIM-1/Cre values eliminated the gender differences. A high correlation was found between the concentrations of 
uKIM-1 and urine creatinine in three healthy subjects followed up for 3 weeks (Spearman’s correlation coefficients were 0.758, 
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0.825 and 0.933, respectively). The data obtained are clear evidence of the need for normalization uKIM-1 to urine creatinine in 
RCC patients.
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Введение. В структуре заболеваемости и смертности 
от злокачественных новообразований среди населения в 
развитых странах, включая Россию, рак почки входит в 
первую десятку [1]. Более чем у трети больных (36%) 
злокачественное поражение почки обнаруживается 
на распространенной – III или IV стадии заболевания, 
вследствие бессимптомного его течения на начальных 
этапах. В отличие от ряда других злокачественных опу-
холей, таких как, например, рак предстательной железы, 
рак яичников или колоректальный рак, для карциномы 
почки на сегодняшний день не описаны информативные 
опухолеассоциированные маркеры, которые могли бы 
быть полезными для раннего выявления опухолевого 
поражения, уточняющей диагностики и прогноза забо-
левания. 

Среди гистологических вариантов рака почки наи-
более часто встречается почечно-клеточный рак (ПКР), 
развивающийся из эпителия проксимальных почечных 
канальцев [2]. Одним из претендентов для использо-
вания в лабораторной диагностике и при мониторинге 
больных ПКР является «молекула повреждения почек 
1» – KIM-1 (kidney injury molecule 1), гликопротеин, ко-
торый экспрессируется в клетках эпителия проксималь-
ных почечных канальцев [3]. Увеличение уровня KIM-1 
в моче рассматривается как маркер острого ишемиче-
ского или токсического поражения почек [4, 5]. Кроме 
того, его содержание в моче возрастает при хронических 
заболеваниях почек, диабетической нефропатии, сер-
дечной недостаточности [6, 7]. Считается, что в норме 
основным источником KIM-1 в моче является эпителий 
проксимальных канальцев почек [3], при этом ПКР со-
провождается повышением содержания KIM-1 как в мо-
че [8 – 11], так и в крови [12, 13]. 

В литературе описаны разные подходы к оценке уров-
ня KIM-1 в моче (uKIM-1). В одних работах наилучшие 
диагностические результаты получены при нормирова-
нии концентраций uKIM-1 на креатинин мочи (uKIM-1/
Cre) [14 – 16], в других – наличие клинически значимых 
корреляций установлено только для uKIM-1, не норми-
рованного на уровень креатинина [17] или не найде-

но различий в диагностической значимости uKIM-1 и 
uKIM-1/Cre [18]. В. George и соавт. [14] на основании 
полученных данных предположили, что для одних па-
тологических процессов более информативным может 
оказаться соотношение uKIM-1/Cre, а для других –  
ненормированный uKIM-1. Авторы связывают это с 
различиями в патофизиологических механизмах, от-
ветственных за содержание в моче KIM-1 и креатинина 
при разных заболеваниях. В частности, S.S. Waikar и со-
авт. [19] обосновывают отсутствие необходимости ис-
пользования соотношения uKIM-1/Cre при мониторинге 
лечения почечной недостаточности и воспалительных 
заболеваний почек. Таким образом, вопрос о целесо
образности нормировании уровня uKIM-1 на содержа-
ние в моче креатинина до настоящего времени оконча-
тельно не решен.

Цель настоящей работы – сравнительная оценка ин-
формативности uKIM-1, нормированного и не нормиро-
ванного на креатинин мочи, как уринологического био-
маркера при ПКР.

Материал и методы. В исследование включены 118 
больных ПКР, проходивших обследование и лечение в 
отделении онкоурологии МНИОИ им. П.А. Герцена – 
филиале ФГБУ «НМИЦ радиологии» Минздрава РФ. 
Протокол исследования одобрен комитетом по биоме-
дицинской этике МНИОИ им. П.А. Герцена – филиала 
ФГБУ «НМИЦ радиологии» МЗ РФ. Все пациенты под-
писали информированное согласие на участие в иссле-
довании.

В группу вошли 76 мужчин и 42 женщины в возрас-
те от 28 до 79 лет (средний возраст 59,7 года). Диагноз 
у больных установлен на основании данных клиниче-
ского и инструментального обследований и верифици-
рован по результатам морфологического исследования 
операционного материала. Первая стадия заболевания 
установлена у 71 пациента (в том числе, T1a – у 49; T1b –  
у 22 больных), II стадия – у 4, III стадия – у 27, IV стадия – 
у 16 больных. Контрольную группу составили 58 условно 
здоровых добровольцев: 24 мужчины, 34 женщины в воз-
расте от 22 до 79 лет (средний возраст – 43,1 года). 

https://orcid.org/0000-0001-8784-8415
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Объектом исследования служила средняя порция 
утренней мочи. У больных мочу собирали до операции 
и до инвазивных диагностических процедур. У здоро-
вых лиц мочу собирали в рамках профилактического 
осмотра. Дополнительно у 3-х здоровых мужчин утрен-
нюю порцию биоматериала собирали каждые 2-3 дня в 
течение 3-х недель. 

Уровень uKIM-1 определяли иммуноферментным 
методом с использованием наборов EnzoLife Sciences 
KIM-1 ELISA (США). Преаналитическая подготовка 
включала центрифугирование мочи при 3000 g в тече-
ние 15 минут. Образцы мочи аликвотировали и замора-
живали при температуре -80°C. Срок хранения заморо-
женных образцов не превышал 3 месяцев. Уровень кре-
атинина в моче определяли биохимическим методом на 
анализаторе Beckman Coulter AU680.

Статистический анализ данных выполняли с исполь-
зованием программы Statistica 10 (StatSoft. Inc., США). 
Сравнение групп проводили при помощи U-критерия 
Манна-Уитни, отличия считали достоверными при 
р<0,05. Корреляционные отношения оценивали с при-
менением рангового критерия Спирмена. 

Результаты. Результаты определения уровня 
uKIM-1, концентрации креатинина в моче и нормиро-
ванной величины uKIM-1/Cre у здоровых доноров и в 
общей группе больных ПКР приведены в таблице. 

Как видно из данных, представленных в таблице, 
уровни uKIM-1 у больных ПКР, равно как и uKIM-1/
Cre, статистически достоверно отличаются от со-
ответствующих показателей в группе здоровых лиц 
(p<0,00001). Медиана уровня uKIM-1 в группе боль-
ных ПКР в 3,3 раза выше, чем у здоровых лиц; меди-
ана уровня uKIM-1/Cre – выше в 3,1 раза. При этом 
по величинам uKIM-1 достоверно отличаются толь-
ко группы больных с I и IVстадиями заболевания 
(р=0,015), а отличия между I и II-III стадиями ПКР 
не достигают статистической значимости (р=0,06). 
По величинам uKIM-1/Cre группа больных ПКР I ста-
дии достоверно отличается от больных с II-III стади-
ями и больных с IV стадией заболевания (р=0,0056 и 
р=0,0012, соответственно).

Сравнительная оценка uKIM-1, не нормированного и 
нормированного на креатинин мочи, в зависимости от 
возраста обследуемых показала следующее. 

Среди здоровых лиц в возрастных подгруппах младше 
50 лет, 50-59 лет и 60 лет и старше, не выявлено статисти-
чески значимых отличий по уровню uKIM-1 (рис. 1, а). 

У больных ПКР наблюдалась тенденция к повыше-
нию уровня uKIM-1 с возрастом (рис. 1, г), за счет по-

явления в старших возрастных подгруппах случаев с 
высоким значением показателя.

Как у здоровых лиц, так и у больных ПКР с возрас-
том наблюдалась ожидаемая тенденция к снижению со-
держания креатинина в моче (рис. 1, б, д). Как следствие 
этого, медианы uKIM-1 и uKIM-1/Cre в подгруппах лиц 
младше 50 лет были несколько ниже, чем показатели в 
подгруппах лиц старшего возраста (рис.1, в, е; отличия 
статистически недостоверны). Стратификация больных 
в соответствии с клиническим диагнозом выявила сход-
ные тенденции зависимости распределения показателей 
от возраста среди больных с I стадией заболевания и со 
II-IV стадиями заболевания (рис. 2). 

Меньшие величины uKIM-1/Cre в младшей возраст-
ной группе, полученные как в группе здоровых лиц, так 
и среди пациентов, указывают на целесообразность вве-
дения возрастного коэффициента в дискриминацион-
ный уровень при индивидуальной оценке uKIM-1/Cre у 
больных ПКР относительно нормы. 

Следующим этапом выполнен сравнительный ана-
лиз показателей uKIM-1, креатинина мочи и uKIM-1/Cre 
у мужчин и женщин. 

Выявлено, что средние значения uKIM-1 у мужчин 
выше, чем у женщин. Так, у здоровых мужчин медиана 
uKIM-1 составила 1,07 нг/мл (1-й и 3-й квартили – 0,31 и 
1,55, соответственно), у здоровых женщин – 0,67 (0,39; 
0,95) нг/мл; среди больных ПКР – 3,23 (1,71; 6,86) нг/мл 
и 1,66 (0,94; 3,19) нг/мл, соответственно (рис.3, а, г). От-
личия величин uKIM-1 между мужчинами и женщинами 
в обеих группах статистически недостоверны. 

Медиана концентрации креатинина в моче у здоровых 
мужчин статистически достоверно выше, чем у женщин 
(рис. 3, б; р=0,008), что, как известно, может быть связано 
с более интенсивным белковым и общим обменом веществ 
у мужчин [20]. Аналогичные достоверные отличия между 
мужчинами и женщинами отмечены и в группе больных 
ПКР (рис. 3, д; р=0,0002). В то же время, соотношение 
uKIM-1/Cre у мужчин и женщин, как у здоровых, так и у 
больных ПКР, не различались (рис. 3, в, е). Подобное вы-
равнивание статистических показателей распределения 
наблюдалось и в отдельно взятых группах больных с I ста-
дией или более распространенными стадиями заболевания 
ПКР (данные не представлены). Таким образом, норми-
рование uKIM-1 на креатинин нивелирует гендерные раз-
личия, что делает возможным использование единого дис-
криминационного уровня uKIM-1/Cre как опухолеассоци-
ированного маркера и у мужчин, и у женщин. 

У здорового человека содержание креатинина в моче 
является динамическим показателем и косвенно отра-

Уровни uKIM-1, креатинина в моче и uKIM-1/Cre у здоровых доноров и больных ПКР

Показатели n uKIM-1, нг/мл Креатинин, мг/мл uKIM-1/Cre, нг/мг креатинина

Здоровые лица
   Мин-макс
   Медиана (Q1;Q3)

58
0,03 – 2,83

0,71 (0,35; 1,23)
0,24 – 2,11

0,98 (0,55; 1,42)
0,05 – 3,39

0,77 (0,49; 1,18)
Больные ПКР
   Мин-макс
   Медиана (Q1;Q3)
в том числе:
   I стадия
   II-III стадия
   IV стадия

118

71
31
16

0,10 – 35,0
2,36 (1,43; 5,93)

1,99 (1,33; 3,84)
3,23 (1,64; 6,27)
6,94 (2,03; 9,92)

0,10 – 3,20
1,08 (0,66; 1,60)

1,19 (0,70; 1,63)
1,07 (0,67; 1,40)
0,89 (0,51; 1,65)

0,20 – 39,1
2,42 (1,41; 4,61)

1,94 (1,27; 3,08)
4,03 (1,66; 8,78)
4,44 (2,88; 13,6)

П р и м е ч а н и е . n – число обследованных; мин-макс – вариация величин; Q1 и Q3 – первый и третий квартили, соответственно. 
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жает ее концентрацию, которая зависит в том числе от 
питьевого режима. Мониторинг величин uКIM-1 и кре-
атинина мочи у трех здоровых лиц в течение 3-х недель 
показал, что колебания данных показателей происходи-
ли синхронно, а коэффициенты корреляции между ними 
составили 0,758, 0,825 и 0,933, соответственно (рис. 4.). 
Отмечено, что за время наблюдения индивидуальные 
значения uКIM-1/Cre колебались в более узком интерва-
ле вариативных значений, чем значения uKIM-1: коэф-
фициенты вариации величин, полученные в динамике в 
каждом отдельно взятом случае, для uKIM-1 составили 
29%, 46% и 54%, для uKIM-1/Cre – 23%, 25% и 31%, со-
ответственно. 

Полученные данные служат свидетельством в пользу 
необходимости учитывать фактор концентрации мочи и 
нормировать uКIM-1 на содержание в моче креатинина 
при использовании uКIM-1 как биологического маркера 
ПКР. 

Обсуждение. Поиск биологических маркеров, ассо-
циированных с онкологическими заболеваниями, в вы-

деляемой организмом больных моче осуществляется не 
менее интенсивно, чем изучение циркулирующих мар-
керов. Это обусловлено, с одной стороны, неинвазивно-
стью и простотой получения образцов биологического 
материала, а с другой стороны – с разнообразным и не 
до конца исследованным на сегодняшний день метабо-
ломом мочи.

Почки регулируют водный баланс организма за счет 
двух разнонаправленных процессов – фильтрации пер-
вичной мочи в клубочках и реабсорбции воды и ряда 
веществ в канальцах. Концентрация мочи, в отличие от 
плазмы крови, может варьировать в сравнительно ши-
роких пределах. При определении биологических мар-
керов в моче их количество, как правило, нормируют 
на содержание в моче креатинина, тем самым учитывая 
разведение выделяемой жидкости. Однако такой под-
ход не является непреложным условием. В отношении 
каждого из маркеров вопрос о нормировании его на кон-
центрацию мочи обсуждается «индивидуально», а ре-
шение этого вопроса зависит от механизмов появления 

Рис. 1. Уровни uKIM-1, креатинина  мочи и uKIM-1, нормированного на креатинин мочи (uKIM-1/Cre), у здоровых лиц (а, 
б, в) и больных почечно-клеточным раком (г, д, е) в зависимости от возраста.  Здесь и на рис. 2, 3: представлены медианы 
(центральные символы), верхние и нижние квартили (границы вертикальных линий).
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Рис. 2. Уровни uKIM-1, креатинина  мочи и uKIM-1, нормированного на креатинин мочи (uKIM-1/Cre), у больных почечно-
клеточным раком I стадии (а, б, в) и у больных со II, III или IV стадией заболевания (г, д, е) в зависимости от возраста. 
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Рис. 3. Уровни uKIM-1, креатинина мочи и uKIM-1, нормированного на креатинин мочи (uKIM-1/Cre), у здоровых лиц (а, б, в) 
и больных почечно-клеточным раком (г, д, е) в зависимости от пола. 
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и регуляции содержания конкретного вещества в моче. 
Так, S.S. Waikar и соавт. [20] считают, что нормирование 
необходимо, если уровень экскреции маркера и креати-
нина линейно связаны в норме. В частности, нормирова-
ние на креатинин используют при оценке в моче уровня 
альбумина или маркеров повреждения тубулярного ап-

парата почек; в то же время это не считается коррект-
ным, если гломерулярная функция почек нарушена [20].

В настоящей работе сделана попытка оценить необ-
ходимость нормирования на креатинин концентрации 
в моче гликопротеина KIM-1, в аспекте его возможного 
использования в качестве маркера ПКР. Постановка про-
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Рис. 4. Изменения концентраций KIM-1 (темные символы) и креатинина (светлые символы) в моче здоровых лиц на протяже-
нии 3-х недель (а, б и в – индивидуальные динамики показателей у трех добровольцев). По оси абсцисс – сутки наблюдения; 
по оси ординат – концентрация uKIM-1 (нг/мл) и креатинина (мг/мл). R – коэффициент ранговой корреляции Спирмена.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА. 2021; 66(9)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-9-517-524

БИОХИМИЯ

523

блемы обусловлена тем, что в норме содержание в моче 
креатинина и uКIM-1 отражают разные физиологиче-
ские процессы: креатинин – клубочковую фильтрацию, 
а uКIM-1 – функциональное состояние проксимальных 
канальцев, что является основным доводом в дискуссии о 
нецелесообразности нормирования uКIM-1 на креатинин 
мочи [20]. Однако при разных патологических состояни-
ях такое однозначное понимание клинического значения 
uКIM-1 и креатинина мочи может быть неполным. 

Считается, что основным источником KIM-1 в моче 
при почечной недостаточности является поврежден-
ный эпителий проксимальных канальцев [3, 22, 23], а 
при светлоклеточном ПКР – опухолевые клетки, про-
изводные измененного эпителия этих канальцев [8, 22]. 
Однако при этом нельзя исключить фильтрацию KIM-
1 или его фрагментов из плазмы крови через почечные 
клубочки. Так, по данным отдельных исследований, при 
злокачественных опухолях внепочечной локализации 
концентрации KIM-1 повышены не только в плазме, но 
и в моче [18]. С другой стороны, креатинин в некоторых 
количествах может секретироваться в мочу эпителием 
канальцев, а при почечной недостаточности может ре-
абсорбироваться в кровоток через поврежденный эпите-
лий [23]. Принимая во внимание, что несколько транс-
портных процессов могут регулировать концентрации 
KIM-1 и креатинина в моче, вопрос о необходимости 
нормирования KIM-1 на креатинин мочи у пациентов 
с конкретными заболеваниями, по-видимому, наиболее 
правильно решать эмпирически – путем исследования 
его сравнительной диагностической ценности каждого 
отдельно взятого показателя.

В ходе исследования нами выявлено, что оценка ве-
личин uКIM-1/Cre, в отличие от uKIM-1, позволяет более 
достоверно дифференцировать начальную I стадию ПКР 
и более распространенные стадии заболевания. Анализ 
данных, полученных с учетом возраста и пола пациентов, 
также представил ряд аргументов в пользу того, что в ка-
честве биологического маркера, ассоциированного с ПКР, 
показатель uКIM-1/Cre имеет определенное преимуще-
ство по сравнению с uКIM-1. Так, по данным литературы, 
в норме содержание KIM-1 в моче у мужчин выше, чем у 
женщин, и линейно увеличивается с возрастом [24, 25]. 
В ходе нашего исследования установлено, что нормиро-
вание uКIM-1 на креатинин нивелирует небольшие ген-
дерные различия, имеющие место для uKIM-1, как среди 
здоровых лиц, так и среди больных ПКР. Кроме того, ис-
пользование нормированных величин uKIM-1 позволяет 
уменьшить разнонаправленные вариации показателя в 
возрастных группах как у здоровых лиц, так и у пациен-
тов, и воспроизвести тенденцию к повышению uKIM-1 с 
возрастом, описанную в литературе и подтвержденную в 
настоящей работе. 

Самым значимым аргументом в пользу нормирова-
ния оказалось то, что у здоровых лиц в течение трех не-
дель наблюдения индивидуальные колебания uКIM-1 и 
креатинина мочи происходят синхронно, то есть в рав-
ной степени зависят от одного общего параметра – кон-
центрации разовой порции мочи. Наличие прочной вза-
имосвязи uКIM-1 с концентрацией креатинина в моче у 
здоровых людей подтверждает целесообразность нор-
мирования uКIM-1 на креатинин мочи у больных ПКР.

Заключение. При исследовании uKIM-1 как урино-
логического опухолеассоциированного маркера ПКР не-
обходимо нормирование его уровня на креатинин мочи 
и использование показателя uKIM-1/Cre.

Финансирование. Исследование выполнено в рам-
ках государственного задания № 056-00008-21-00 ПР.
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ЭНДОТЕЛИН-1 И МЕТАБОЛИТЫ ОКСИДА АЗОТА В ДИАГНОСТИКЕ РИСКА 
АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ У ЛИЦ МОЛОДОГО И СРЕДНЕГО ВОЗРАСТА, 
РАБОТАЮЩИХ ВО ВРЕДНЫХ УСЛОВИЯХ ТРУДА

ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт гигиены и профпатологии» Роспотребнадзора, 603105, 
Нижний Новгород, Россия 

Артериальная гипертензия является важной проблемой общественного здравоохранения. Одна из причин, способству-
ющих развитию артериальной гипертензии – дисфункция эндотелия, которая выражается в дисбалансе вазоактивных 
показателей сосудистого тонуса – оксида азота и эндотелина-1. Мониторинг показателей эндотелиальной дисфункции 
у работающих в условиях воздействия вредных производственных факторов позволит выявить группу риска развития 
производственно обусловленных заболеваний сердечно-сосудистой системы и, в частности, артериальной гипертензии, 
для своевременного проведения профилактических мероприятий. Цель данной работы – выявить взаимосвязь между 
эндотелином-1, метаболитами оксида азота и уровнем артериального давления у лиц молодого и среднего возраста, 
работающих во вредных условиях труда, дать оценку изученным показателям как возможным маркерам диагностики 
риска артериальной гипертензии. Обследованы 236 работников молодого и среднего возраста одного из металлургиче-
ских заводов Нижегородской области. Для характеристики состояния тонуса сосудов был использован коэффициент, 
представляющий величину отношения концентрации оксида азота (мкмоль/л) к эндотелину-1 (пг/мл) (NOx/ЭТ-1). Вы-
явлено, что у одной трети лиц с нормальным и высоким нормальным артериальным давлением величина NOx/ЭТ-1 была 
меньше в 2-3 раза, чем у лиц с оптимальным артериальным давлением, что говорит о явлениях эндотелиальной дисфунк-
ции и возможном развитии стойкой артериальной гипертензии. Выявлено, что вредные производственные факторы 
негативно влияют на сосудистый тонус – величина NOx/ЭТ-1 у лиц, подвергавшихся воздействию вредных факторов, 
была меньше в 3-4 раза, чем у лиц, не подвергавшихся такому воздействию. Коэффициент NOx/ЭТ-1 можно применять в 
качестве информативного показателя при мониторинге за состоянием здоровья при углубленном обследовании работа-
ющих лиц, он может явиться критерием риска развития артериальной гипертензии.
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FBSI «Nizhny Novgorod Research Institute for Hygiene and Occupational Pathology», Rospotrebnadzor, 603105, Nizhny 
Novgorod, Russia
Hypertension is a global public health problem. One of the reasons contributing to the development of arterial hypertension is 
endothelial dysfunction, which is expressed in the imbalance of vasoactive indicators of vascular tone – nitrogen oxide and en-
dothelin-1. Monitoring the indicators of endothelial dysfunction in workers exposed to harmful occupational factors will help to 
identify a risk group for the development of occupationally caused diseases of the cardiovascular system and, in particular, arterial 
hypertension, for early implementation of preventive measures. This study aims to identify the relationship between endothelin-1, 
nitrogen oxide metabolites and blood pressure in young and middle-aged people occupied in harmful working conditions, to evalu-
ate the studied parameters as possible markers for diagnosing the risk of hypertension. Two hundred thirty-six (236) employees of 
young and middle age were examined of one of the metallurgical plants of the Nizhny Novgorod region. In order to characterize the 
state of vascular tone, a coefficient was used that represents the ratio of the concentration of nitrogen oxide (μmol/L) to endothe-
lin-1 (pg/ml) (NOx/ET-1). It was revealed that in one-third of people with normal and high normal blood pressure, the NOx/ET-1 
value was 2-3 times less than in people with optimal blood pressure, which indicates the occurrence of endothelial dysfunction and 
the possible development of persistent arterial hypertension. Harmful occupational factors negatively affect vascular tone – the 
value of NOx/ET-1 in individuals exposed to harmful factors was 3-4 times less than in individuals not subjected to such exposure. 
The NOx/ET-1 coefficient can be used as an informative indicator when monitoring health conditions with an in-depth examination 
of working people; it can be a criterion for the risk of developing hypertension.
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Эндотелий кровеносных сосудов играет ключевую 
роль в поддержании гомеостаза сердечно-сосудистой 
системы, высвобождая ряд вазоактивных факторов, 
которые регулируют тонус, рост, ремоделирование со-
судов, поддерживают состояние сосудистой стенки и 
характер кровотока, а также противовоспалительные, 
антиоксидантные и гемостатические реакции [1, 2]. 
В нормальных физиологических условиях эндотелий 
активируется механически: напряжением сдвига, соз-
даваемым потоком крови или растяжением сосуда под 
ее давлением. Эндотелиальные клетки чувствуют на-
пряжение сдвига от циркулирующей крови с помощью 
механосенсорных молекул или их комплексов, при-
сутствующих на мембране эндотелиальных клеток и 
передающих механосигналы в гладкомышечные клет-
ки. Именно от различного уровня напряжения сдвига и 
состояния механосенсоров зависит сбалансированный 
синтез вазоконстрикторов и компонентов, обуслав-
ливающих расслабление сосудов и поддерживающих 
нормальное артериальное давление (АД). Биомехани-
ческие основы эндотелиальной дисфункции (ЭД) в на-
стоящее время интенсивно изучаются [3]. Нарушение 
экспрессии или структуры механосенсоров приводят к 
изменённой механотрансдукции и возникновению ЭД. 
При этом нарушаются регуляторные свойства эндоте-
лия, происходит ослабление NO-зависимых механиз-
мов, усиливается влияния эндотелинов, ангиотензина 
и других вазоконстрикторов, возникают условия для 
атеросклеротического изменения сосудов, повышается 
общее периферическое сосудистое сопротивление, что 
вносит существенный вклад в развитие гипертензии, 
ишемии, тромбозов и атеросклероза [4,5]. Дисфункция 
эндотелия описана при многих заболеваниях и факторах 
риска, способствующих развитию артериальной гипер-
тензии (АГ), таких, как атеросклероз, сахарный диабет, 
ожирение, почечная недостаточность, пожилой возраст, 
курение, гиперхолестеринемия, гипергомоцистеине-
мия [6]. АГ является важной проблемой общественного 
здравоохранения из-за ее высокой распространенности 
и сопутствующего риска сердечно-сосудистых заболе-
ваний. К настоящему времени повышенное АД конста-
тируется все чаще у лиц молодого возраста и даже под-
ростков [7, 8]. Несмотря на то, что в лечении гиперто-
нии достигнуты значительные успехи, точная причина 
возникновения эссенциальной гипертонии остается не 
ясной [9]. Патогенетические механизмы развития АГ 
и связанных с ней других заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы сложны, а выявление их на начальных 
этапах развития особенно у лиц молодого возраста, у 
которых компенсаторно-приспособительные механиз-
мы достаточно высоки, является трудной задачей врача 

и исследователя. В связи с чем, АГ ставится на поздних 
стадиях развития болезни [10, 11]. Вопрос о причинно-
следственной связи между ЭД и повышением АД до на-
стоящего времени остается нерешенным и широко об-
суждается исследователями. По мнению большинства 
авторов, при ЭД, вызванной повреждением или актива-
цией эндотелия, происходит избыточная продукция ва-
зоконстрикторов, в частности эндотелина-1 (ЭТ-1), что 
приводит к повышению АД с последующим развитием 
сердечно-сосудистой патологии [12]. Широко признано, 
что многочисленные заболевания сердечно-сосудистой 
системы связаны с повышением ЭТ-1-зависимого то-
нуса сосудов и дисбалансом между оксидом азота (NO) 
и ЭТ-1. Этот дисбаланс вызывает изменения в динами-
ческой регуляции тонуса сосудов с помощью ЭТ-1, на 
первоочередную роль которого в изменении кровотока 
указывают экспериментальные и клинические исследо-
вания [13, 14]. Процессу вазоконстрикции, вызванной 
ЭТ-1, противодействуют вазодилататоры, к которым от-
носится NO – один из важнейших эндотелиальных фак-
торов релаксации [15]. Поток крови обеспечивает посто-
янную секрецию эндотелием небольших количеств NO 
[16]. Способность к продукции NO служит маркером 
нормального функционального состояния эндотелия: 
снижение концентрации NO в здоровом организме мо-
жет привести к сужению сосудов и повышению уровня 
АД. В связи с чем многие исследователи предполагают, 
что ЭД и избыток вазоконстрикторов являются ранним 
событием в патофизиологии АГ [17, 18]. Предшествуя 
развитию АГ, ЭД может стать перспективной терапев-
тической мишенью для лечения гипертонии [4, 9, 19]. 
Меньшее число исследователей считает, что большую 
роль в поддержании тонуса сосудов и нормального АД 
в физиологических условиях играет постоянный выброс 
NO, а не содержание ЭТ-1, которое меняется в зависи-
мости от состояния рецепторов на гладких мышцах. ЭТ-
1 имеет более ограниченное влияние на регуляцию со-
судистого тонуса, так как сужение сосудов уменьшается 
под влиянием NO, который с одной стороны ингибирует 
синтез ЭТ-1, с другой – непосредственно воздействует 
на сосуды, вызывая их дилатацию. Если бы ЭТ-1 был ос-
новным регулятором АД, то эффект его действия был бы 
более устойчивым и постоянным, а не динамическим [3].  
В экспериментальных исследованиях было показано, что 
ингибирование NO синтазы и циклооксигеназы не вы-
зывало даже минимального сужения сосудов. В резуль-
тате не происходит уменьшения эндотелийзависимого 
расслабления артерий, опосредуемого NO, тем самым 
АД может сохраняться на нормальном уровне. У паци-
ентов с АГ некоторые исследователи вообще не обнару-
живали нарушений эндотелийзависимого расслабления 
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сосудов предплечья в ответ на ацетилхолин. Возможно, 
что в этом случае, ЭД является скорее следствием, чем 
причиной повышенного АД [20]. При тяжелой ЭД, ког-
да продукция эндотелием NO практически полностью 
отсутствует, эндотелийзависимые вазодилататоры (аце-
тилхолин, брадикинин, серотонин и другие) начинают 
проявлять противоположные эффекты – вызывать так 
называемый «парадоксальный вазоспазм», обуслов-
ленный их прямым воздействием на гладкомышечные 
рецепторы. Такое состояние возникает при осложнен-
ной АГ [21]. Большой теоретический и практический 
интерес представляют исследования, направленные на 
изучение влияния вредных производственных факто-
ров на функцию эндотелия и риск повышения АД у лиц 
молодого и среднего возраста, работающих во вредных 
условиях труда [22, 23]. Так, различного рода промыш-
ленные аэрозоли, химические вещества, с которыми 
контактируют в процессе профессиональной деятель-
ности работники металлургической, машиностроитель-
ной, горнодобывающей промышленности, сельского 
хозяйства могут повреждать клетки эндотелия легких, 
нарушать баланс между выработкой вазоконстрикторов 
и вазодилятаторов, и способствовать возникновению 
ЭД, следствием которой может быть повышение АД и 
развитие сердечно-сосудистой патологии. Результаты, 
полученные путем мета-анализа, убедительно показали, 
что производственный шум приводит через раздраже-
ние симпатической и эндокринной систем к повышению 
АД, частоты сердечных сокращений, увеличению уров-
ня гормонов стресса, к более сильному окислительно-
му стрессу и ЭД [24, 25]. Мониторинг показателей ЭД 
у работающих в условиях воздействия вредных произ-
водственных факторов позволит выявить группу риска 
развития производственно обусловленных заболеваний 
сердечно-сосудистой системы и, в частности, АГ, что яв-
ляется крайне важным для своевременного проведения 
профилактических мероприятий и для продления тру-
довой деятельности и увеличения продолжительности 
жизни работающих.

Цель исследования – выявить взаимосвязь между 
эндотелином-1, метаболитами оксида азота и уровнем 
артериального давления у лиц молодого и среднего воз-
раста, работающих во вредных условиях труда, дать 
оценку изученным показателям как возможным марке-
рам диагностики риска артериальной гипертензии.

Материал и методы. Обследованы 236 работников 
одного из металлургических заводов Нижегородской 
области – мужчины в возрасте от 25 до 51 года. Стаж 
работы на данном производстве колебался в пределах от 
5 до 10 лет. Работники проходили углубленный перио-
дический медицинский осмотр в консультативной поли-
клинике ФБУН «ННИИГП» Роспотребнадзора. В зави-
симости от вида и характера вредных производственных 
факторов обследуемые были разделены на 2 группы: 1-я 
группа (120 человек в возрасте 38,6±8,3 лет) подверга-
лась воздействию производственного шума; 2-я группа 
(116 человек в возрасте 39,1±9,5 лет) контактировала с 
промышленными сварочными и кремний содержащими 
аэрозолями. Оценка труда проводилась в соответствии с 
ФЗ № 426 от 28.12.2013 г. «О специальной оценке усло-
вий труда». Согласно данной оценке уровень производ-
ственного шума на рабочем месте был выше предельно 
допустимого (более 80 дБА). Концентрация аэрозоля 
в воздухе рабочей зоны, по материалам специальной 
оценки, непостоянно превышала предельно допусти-

мые концентрации и находилась в пределах, соответ-
ствующих классу условий труда 3.1. Группу сравнения 
(3-я группа) составили мужчины (34 человека в возрасте 
43,3±9,6 лет), которые в своей трудовой деятельности не 
подвергались воздействию вредных производственных 
факторов – работники рекламного агентства, менедже-
ры, занимающиеся размещением наружной рекламы в 
городе и области. По возрасту группы обследуемых не 
различались (р > 0,05). В исследование не включались 
лица с острыми инфекционными и воспалительными 
заболеваниями, злокачественными новообразованиями, 
сахарным диабетом (СД2), обострениями хронических 
заболеваний. Участники дали добровольное информи-
рованное согласие на обследование и опубликование по-
лученных результатов. Проведенная работа не ущемля-
ла права и не подвергала опасности обследованных лиц 
в соответствии с требованиями биомедицинской этики, 
предъявляемыми Хельсинской Декларацией Всемирной 
медицинской ассоциации (2000) и Приказом Минздрава 
РФ от 19.06.2003№ 266. Оценку уровней АД проводили 
согласно «Клиническим рекомендациям по диагностике 
и лечению артериальной гипертонии»: оптимальное –  
систолическое АД < 120 мм рт. ст. и диастолическое 
АД < 80 мм рт. ст.; нормальное и высокое нормальное – 
120–139 мм рт. ст. и 80-89 мм рт. ст.; высокое – 140 мм 
рт. ст. и более и 90 мм рт. ст. и более [26]. Концентра-
цию эндотелина 1 (ЭТ-1) в сыворотке крови определяли 
с помощью набора реагентов для иммуноферментного 
анализа «Еndotelin (1-21)» фирмы «Biomedica Medizin-
produkte GmbH & Co KG» (Австрия) по методике, опи-
санной производителем. Диапазон референтных значе-
ний эндотелина-1 в сыворотки крови здоровых доноров 
составил 1,0 – 3,5 пг/мл. Содержание оксида азота (NO) 
оценивали по его стабильным метаболитам в депро-
теинезированной сыворотке крови – суммарной кон-
центрации нитрит- и нитрат- ионов (NOx) по реакции 
диазотирования сульфаниламида (с реактивом Грисса) 
при предварительном восстановлении нитрат-ионов 
в нитрит с помощью хлорида ванадия (VCl3) методом 
В.А. Метельской и Н.Г. Гумановой [27]. Диапазон ре-
ферентных значений концентрации метаболитов окси-
да азота в сыворотке крови здоровых доноров составил 
9,0 – 50,0 мкмоль/л. Кровь у обследованных лиц брали 
утром натощак из срединной локтевой вены, образцы 
крови центрифугировали при 3000 об/мин в течение 
10 мин. Сыворотки экстрагировались и хранились при 
температуре минус 80°С. Для оценки состояния вазоак-
тивной системы NO – ЭТ-1 использован показатель от-
ношения концентрации метаболитов оксида азота к кон-
центрации Эндотелина-1: NOх (мкмоль/л)/ЭТ-1 (пг/мл) 
[отн. ед.]. Данный коэффициент указывает на дисбаланс 
между процессами вазоконстрикции и вазодилатации и 
возможность риска развития сердечно-сосудистой па-
тологии [28,29]. Статистический анализ выполнен при 
помощи программ Statistica 10.0 (StatSoft, США) и па-
кета R (версия 3.2.3) непараметрическим методом с ис-
пользованием U-критерия Манна-Уитни. Описание вы-
борки производили с помощью подсчёта медианы (Ме) 
и интерквартильного размаха в виде 25-го и 75-го про-
центилей (Med±IQR (25 – 75%)). Критический уровень 
значимости результатов исследования принимался при 
р<0,05.

Результаты и обсуждение. Полученные результаты 
показали, что у одной трети обследуемых лиц во всех 
группах констатировалось нормальное АД и у одной 



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(9)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-9-525-532

BIOCHEMISTRY

528

трети – высокое АД. Различия в величине АД между 
группами обследуемых были выявлены в частоте об-
наружения оптимального АД – с наибольшей частотой 
оптимальное давление определялось у лиц 2-й груп-
пы, контактирующих с промышленными аэрозолями 
(16,3%), с наименьшей – у лиц 1-й группы, работающих 
в условиях воздействия шума (10,0%). Следует обратить 
внимание на число лиц с высоким нормальным давлени-
ем, т.к. именно эти лица относятся к предгипертоникам: 
23,3% лиц 1-й группы, 14,7% 2-й группы и 17,6% 3-й 
группы. Данные представлены в табл. 1.

Результаты исследования взаимосвязи концентрации 
ЭТ-1 в сыворотке крови и величины АД в группах об-
следуемых представлены табл. 2 и 3.

Проведенные исследования выявили достоверные 
различия в содержании ЭТ-1 в сыворотке крови работ-
ников, контактирующих с вредными производственны-
ми факторами (группы 1 и 2), относительно работаю-
щих в условиях отсутствия вредного фактора (группа 3) 
(р1-3 = 0,0006; р2-3 = 0,0007). Содержание ЭТ-1 в сыво-
ротке крови у лиц 3-й группы было в 1,8 раза ниже от-
носительно его уровня в первых двух группах. Не было 
выявлено различий в концентрациях ЭТ-1 в сыворотке 
крови работающих между группами 1 и 2 (р1-2 = 0,23). 
Анализ концентрации ЭТ-1 при разной величине АД 
показал, что с увеличением АД содержание ЭТ-1 в сы-
воротке крови увеличивалось во всех трех группах об-

следуемых. Наибольшие концентрации ЭТ-1 были вы-
явлены при высоком АД (140 / 90 и более) – 5,84 (2,76 
– 10,88); 5,52 (3,0 – 11,5); 2,61 (2,05 – 2,84) в первой, вто-
рой и третьей группах соответственно относительно его 
концентраций при оптимальном и нормальном уровнях 
АД (р* = 0,02; 0,02; 0,03). Концентрация ЭТ-1 в группе 
сравнения при разном уровне АД была достоверно ниже 
его концентрации в сыворотке крови лиц 1 и 2-й групп. 
Различий в концентрации ЭТ-1 при разных уровнях АД 
между 1 и 2-й группами не было выявлено (р>0,05). Вы-
явлены различия в частоте обнаружения повышенного 
уровня ЭТ-1 (более 3,5 пг/мл) в сыворотке крови обсле-
дованных лиц разных групп в зависимости от величины 
АД (табл. 3).

Проведённые исследования показали, что у лиц, име-
ющих оптимальное АД, во всех трёх группах не наблю-
далось повышенного содержания ЭТ-1. При высоком 
АД уровень ЭТ-1 более 3,5 пг/мл выявлялся с наиболь-
шей частотой у обследуемых всех трех групп. Обраща-
ют на себя внимание лица с высоким нормальным АД: 
уровень ЭТ-1 превышал референсные границы у 46,4% 
обследуемых 1-й группы и у 35,3% 2-й группы, в то вре-
мя как в группе сравнения превышение величины ЭТ-1 
более 3,5 пг/мл наблюдалось только у 16,7% обследуе-
мых. У обследуемых 1-й группы доля лиц с повышен-
ным уровнем ЭТ-1 в сыворотке крови увеличилась с ро-
стом уровня АД в 5,9 раз, у 2-й группы – в 2,2 раза. Ана-

Т а б л и ц а  1
Частота выявления различных уровней АД у работающих в разных условиях труда, абс. (%)

Показатели
1-я группа (n=120) 2-я группа (n=116) 3-я группа (n=34)

Частота обнаружения АД, абс. (%)
АД (мм рт. ст.) 
менее 120 / 80 12 (10,0) 19 (16,4) 5 (14,7)
120-129 / 80-84 39 (32,5) 41 (35,3) 11 (32,3)
130-139 / 85-89 28 (23,3) 17 (14,7) 6 (17,6)
140 / 90 и более 41 (34,2) 39 (33,6) 12 (35,3)

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2-5: n  – число обследованных.
Т а б л и ц а  2

Концентрация ЭТ-1 в сыворотке крови работающих в разных условиях труда и его зависимость от величины АД, (Med±IQR (25 – 75%))

Показатели 1-я группа (n=120) 2-я группа (n=116) 3-я группа (n=34) р
Концентрация 
ЭТ-1 (пг/мл) 3,00

(2,36 – 7,20)
3,21

(2,57 – 6,78)
1,80

(1,08 – 2,20)
р1-2 = 0,23;

р1-3 = 0,0006;
р2-3 = 0,0007

АД (мм рт. ст.) Концентрация ЭТ-1 (пг/мл)
менее 120 / 80 2,18 (2,08 – 3,6)

n=12
2,68 (2,38 – 2,76)

n=19
1,21 (0,9 – 1,4)

n=2
р1-2 = 0,21;

р1-3 = 0,004;
р2-3 = 0,003

120-129 / 80-84 2,38 (2,24 – 3,36)
n=39

3,24 (3,0 – 6,96)
n=41

1,23 (1,0 – 1,4)
n=11

р1-2 = 0,011;
р1-3 = 0,0005;
р2-3 = 0,0006

130-139 / 85-89 5,68 (2,38 – 6,06)
n=28

4,12 (2,64 – 5,24)
n=17

2,25 (1,9 – 2,71)
n=6

р1-2 = 0,19;
р1-3 = 0,005;
р2-3 = 0,004

140 / 90 и более 5,84 (2,76 – 10,88)
n=41

5,52 (3,0 – 11,5)
n=39

2,61 (2,05 – 2,84)
n=12

р1-2 = 0,26;
р1-3 = 0,006;
р2-3 = 0,003

р* р*1-4 = 0,02
р*2-4 = 0,02
р*2-3 = 0,04

р*1-4 = 0,02
р*2-4 = 0,02
р*3-4 = 0,002

р*1-4 = 0,02
р*2-4 = 0,02
р*2-3 = 0,03

П р и м е ч а н и е . р  – достоверность различий в концентрациях ЭТ-1 между группами работающих в разных условиях труда; р*  – до-
стоверность различий в концентрациях ЭТ-1 в каждой группе работающих в зависимости от величины АД (представлены только р*<0,05).
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логичная тенденция была выявлена в группе сравнения, 
однако увеличение частоты повышенного уровня ЭТ-1 
с ростом АД было незначительным – на 7,6%. Анализ 
концентрации NOx в сыворотке обследуемых групп по-
казал достоверные различия в содержании оксида азота 
между группами (табл. 4).

Исследования показали, что в сыворотке крови 
лиц, контактирующих с промышленными аэрозолями, 
концентрация NOx превышала его содержание у рабо-
тающих в условиях воздействия шума и группы срав-
нения (р1-2 = 0,0005; р2-3 = 0,0003). Подобные различия 
в содержании NOx сохранялись между группами при 
разной величине АД. Следует отметить, что концен-
трация NOx в сыворотке крови обследуемых лиц вну-
три каждой группы сохранялась на одном уровне при 
разной величине АД. Различий в содержании NOx 
между 1-й и 3-й группами выявлено не было. Выяв-
лены различия в частоте обнаружения повышенного 

уровня NOx (более 50 мкмоль/л) в сыворотке крови 
обследованных лиц разных групп в зависимости от 
величины АД (табл. 5). 

Исследования показали, что с наибольшей частотой 
повышенный уровень NOx выявлялся у лиц с нормаль-
ным и высоким нормальным АД в 1-й и 2-й группах: 
(23,1% и 17,9%) и (39,0% и 35,3%) соответственно. При 
высоком АД доля лиц с повышенным содержанием ок-
сида азота в обеих группах снижалась до 9,8% в 1-й 
группе и до 23,1% во 2-й группе. При оптимальном АД 
частота обнаружения повышенного уровня оксида азо-
та была наименьшей во всех группах обследуемых лиц. 
Корреляционный анализ, проведенный между показате-
лями ЭТ-1 и NOx в 1-й и 2-й группах выявил наличие 
прямой положительной связи (р = 0,027). Прямая по-
ложительная связь средней силы была выявлена между 
ЭТ-1 и NOx в группе лиц с нормальным и высоким АД: 
р=0,023 и р=0,028 соответственно. Для характеристики 

Т а б л и ц а  3
Частота выявления повышенного содержания ЭТ-1 у работающих в разных условиях труда в зависимости от величины АД, абс. (%)

Группы обследуемых
АД (мм рт. ст.)

менее 120 / 80 (n=36) 120-129 / 80-84 (n=91) 130-139 / 85-89 (n=51) 140 / 90 и более (n=92)
Частота выявления ЭТ-1 (более 3,5 пг/мл), абс. (%)

1-я (n=120) 0 из 12 (0) 4 из 39 (10,3) 13 из 28 (46,4) 25 из 41 (60,9)
2-я (n=116) 0 из 19 (0) 15 из 41 (36,6) 6 из 17 (35,3) 31 из 39 (79,5)
3-я (n=34) 0 из 5 (0) 1 из 11 (9,1) 1 из 6 (16,7) 2 из 12 (16,7)

Т а б л и ц а  4
Концентрация метаболитов NOx в сыворотке крови работающих в разных условиях труда и их зависимость от величины АД, 

(Med±IQR (25 – 75%)

Показатели 1-я группа (n=120) 2-я группа (n=116) 3-я группа (n=34) р
Концентрация NOx (мкмоль/л) 25 (15 – 45) 39 (25 – 55) 24 (12 – 30) р1-2 = 0,0005;

р2-3 = 0,0003;
р1-3 = 0,282

АД (мм рт. ст.) Концентрация NOx (мкмоль/л)
Менее 120 / 80 20 (9 – 37) 32 (20 – 35) 21 (10 – 32,5) р1-2 = 0,11;

р2-3 = 0,09;
р1-3 = 0,382

120-129 / 80-84 27 (15 – 45) 40 (24 – 55) 24 (12 – 38) р1-2 = 0,025;
р2-3 = 0,018;
р1-3 = 0,336

130-139 / 85-89 24 (10 – 43) 45 (32 – 49) 22 (9 – 40) р1-2 = 0,002;
р2,3 = 0,0018;
р1,3 = 0,424

140 / 90 и более 25 (17 – 38) 40 (25 – 45) 22 (14 – 38) р1-2 = 0,011;
р2-3 = 0,009;
р1-3 = 0,482

П р и м е ч а н и е . р  – достоверность различий в концентрациях метаболитов NOx между группами работающих в разных условиях труда.

Т а б л и ц а  5
Частота выявления повышенного содержания оксида азота у работающих в разных условиях труда в зависимости от величины АД, 

абс. (%)

Группы обследуемых
АД (мм рт. ст.)

менее 120 / 80 (n=36) 120-129 / 80-84 (n=91) 130-139 / 85-89 (n=51) 140 / 90 и более (n=92)
Частота выявления повышенного уровня оксида азота, абс. (%)

1-я (n=120) 1 из 12 (8,3) 9 из 39 (23,1) 5 из 28 (17,9) 4 из 41 (9,8)
2-я (n=116) 2 из 19 (10,5) 16 из 41 (39,0) 6 из 17 (35,3) 9 из 39 (23,1)
3-я (n=34) 0 из 5 (0) 2 из 11 (18,2) 1 из 6 (16,7) 2 из 12 (16,7)
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состояния тонуса сосудов был использован коэффици-
ент, представляющий величину отношения концентра-
ции оксида азота (мкмоль/л) к эндотелину-1 (пг/мл) 
(NOx/ЭТ-1). Величина коэффициента у обследуемых 
разных групп при различном уровне АД представлена 
в табл. 6. 

Проведённые исследования показали, что величи-
на отношения NOx/ЭТ-1 у работающих 1-й и 2-й групп 
была ниже в 1,8 и 1,2 раза соответственно по срав-
нению с данной величиной в группе 3 (р 1-2 = 0,008;  
р 2-3 = 0,03). Подобная разница в величине коэффици-
ента NOx/ЭТ-1 сохранялась между группами при раз-
ной величине АД. Наименьший коэффициент был вы-
явлен при нормальном высоком и высоком АД в 1-ой 
группе обследуемых, подвергающихся воздействию 
производственного шума (4,2 (4,1 – 7,1) и 4,4 (4,2 – 
7,5) соответственно). Использование данного коэф-
фициента позволило выявить дисбаланс в продукции 
NO и ЭТ-1. Уменьшение величины данного показате-
ля, что вызвано увеличением ЭТ-1 или уменьшением 
содержания NO в сыворотке крови, может говорить о 
наличии выраженных изменений в функциональном 
состоянии сосудистого эндотелия, т.е. о ЭД и увели-
чении риска АГ. Увеличение данного коэффициента, 
вызванного увеличением содержания NO или умень-
шением ЭТ-1 в сыворотке крови, может говорить о 
тенденции к уменьшению ЭД и снижению риска АГ. 
Полученные результаты показали, что у 95,4% здо-
ровых доноров при оптимальном и нормальном АД 
величина NOx/ЭТ-1 лежит в диапазоне от 10,00 до 
25,00. Если NOx/ЭТ-1 < 10,00 – это говорит о преоб-
ладании процессов вазоконстрикции, что провоциру-
ет развитие гипертонии. Если NOx/ЭТ-1 > 25,00, то  
рассматривается возможное преобладание процессов 
вазодилятации, что приводит к снижению АД и воз-
можному развитию гипотонии. Можно предложить 
использовать данный коэффициент в качестве инфор-
мативного показателя состояния сосудистого тонуса 
и риска АГ при мониторинге за состоянием здоровья 
при углубленном обследовании работающих лиц.

Заключение. Таким образом, полученные результа-
ты выявили различные взаимоотношения показателей 
ЭД с величиной АД. С повышением уровня АД увели-
чивалась концентрация ЭТ-1 в сыворотке крови обсле-
дуемых лиц всех групп. При высоком АД доля лиц с 
повышенным уровнем ЭТ-1 была наибольшей и превы-
шала на 50%-70% частоту обнаружения повышенной 
концентрации ЭТ-1 у лиц с нормальным АД. Содержа-
ние NOx в сыворотке обследуемых лиц всех трех групп 
не изменялось в зависимости от величины АД, а до-
ля лиц с повышенным содержанием NOx при высоком 

АД имела тенденцию к снижению и была наименьшей 
относительно его концентрации у лиц с нормальным 
и высоким нормальным АД. Более чем у одной трети 
лиц с нормальным и высоким нормальным АД наблю-
дались признаки ЭД, проявляющиеся в избыточном об-
разовании ЭТ-1 и метаболитов NOx. Регулирование то-
нуса сосудов осуществляется динамическим балансом 
между повышенным синтезом и высвобождением ЭТ-1 
и ингибированием его синтеза под действием NO, вы-
рабатываемого в избыточном количестве. Можно пред-
положить, что у лиц с повышенным содержанием ЭТ-1 
нормальное и высокое нормальное АД поддерживает-
ся благодаря процессу расслабления сосудов под дей-
ствием NO и на донозологическом этапе процесс пери-
одического повышения АД может быть обратимым. У 
обследуемых с высоким АД синтез ЭТ-1 усиливается, 
количество высвобожденного NO уменьшается и ин-
гибирования синтеза ЭТ-1 не происходит, что может 
приводить к выраженной вазоконстрикции и стойкой 
гипертензии. Большую информацию о ЭД может дать 
коэффициент NOx/ЭТ-1. У работающих в условиях 
воздействия производственного шума и контактирую-
щих с промышленными аэрозолями, имеющих высокое 
нормальное АД, данный коэффициент был значитель-
но снижен относительно его величины у лиц с опти-
мальным и нормальным АД и не отличался от его зна-
чения у лиц с высоким АД. Выявлены особенности вза-
имоотношений маркеров эндотелия в зависимости от 
вида вредного производственного фактора. Различий в 
содержании ЭТ-1 в группах, работающих в условиях 
воздействия производственного шума и контактирую-
щих с промышленными аэрозолями, не было выявлено. 
В то же время выявлялись достоверные различия в со-
держании в сыворотке крови обследуемых метаболи-
тов NOх. У лиц, контактирующих с промышленными 
аэрозолями, величина NOх в 1,5 – 2 раза превышала та-
ковую у лиц, работающих в условиях воздействия про-
изводственного шума. Эти различия сохранялись во 
всех группах с разным уровнем АД, что обусловлено, 
по-видимому, воздействием промышленных аэрозолей, 
образующихся при производстве металлоизделий. Пы-
левые частицы, индуцируя фагоцитоз, способствуют 
активации индуцибельной синтазы, которая продуци-
рует NO в 1000 раз быстрее, чем другие виды синтаз 
[30]. Поэтому у лиц, контактирующих с промышлен-
ными аэрозолями, концентрация метаболитов NOх 
превышала их содержание у работающих в условиях 
производственного шума. Это объясняет менее выра-
женное повышение АГ у лиц, контактирующих с про-
мышленными аэрозолями: при высоком нормальном и 
высоком АД коэффициент NOx/ЭТ-1 в группе 2 не из-

Т а б л и ц а  6
Величина коэффициента NOx/ЭТ-1 у работающих в разных условиях и его зависимость от величины АД, (Med±IQR (25 – 75%)

Показатели Группы обследуемых
1-я  (n=120) 2-я  (n=116) 3-я  (n=34)

NOx/ЭТ-1 7,25 (4,8 – 9,6) 10,4 (7,4 – 11,8) 12,8 (11,6 – 24,8)
АД (мм рт. ст.) NOx/ЭТ-1
Менее 120 / 80 9,1 (4,3 – 10,3) 11,1 (8,4 – 12,7) 17,3 (11,1 – 23,2)
120-129 / 80-84 11,3 (6,7 – 13,4) 12,3 (8,0 – 13,9) 19,5 (12,0 – 25,1)
130-139 / 85-89 4,2 (4,1 – 7,1) 7,9 (6,3 – 10,1) 9,8 (9,0 – 13,1)
140 / 90 и более 4,4 (4,2 – 7,5) 7,2 (3,9 – 8,3) 8,4 (5,3 – 10,6)
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менялся и в 1,7 раза превышал его величину у работаю-
щих 1-й группы. Результаты проведённого исследова-
ния позволяют рекомендовать использовать показатели 
эндотелиальной дисфункции ЭТ-1 и NO как маркеры 
риска АГ. При периодических медицинских осмотрах 
работающих следует обратить повышенное внимание 
на лиц с нормальным и высоким нормальным АД, в 
сыворотке которых выявлено повышенное содержание 
ЭТ-1 и NOx, а величина коэффициента NOx/ЭТ-1 ме-
нее 10, поскольку данные лица находятся в зоне риска 
развития стойкой АГ.
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Представлены данные сравнительного иммуноферментного анализа содержания растворимой формы контрольной 
точки иммунитета VISTA в сыворотке крови 30 здоровых доноров (группа контроля), 79 больных первичными злока-
чественными (остеосаркома – 30, хондросаркома – 31, хордома – 14) и 14 пограничными (гигантоклеточная опухоль) 
новообразованиями костей. В общей группе больных злокачественными новообразованиями костей медиана содержания 
sVISTA в сыворотке крови статистически значимо ниже по сравнению с контролем (p=0,040). У больных опухолями 
костей и здоровых доноров старше 18 лет отмечено снижение с возрастом уровней sVISTA в сыворотке крови. Не выяв-
лено значимых различий концентрации sVISTA между больными остеосаркомой, хондросаркомой и здоровыми донорами. 
Только у больных хордомой кости уровни sVISTA были статистически значимо ниже, чем в контроле (р=0,013). В груп-
пах больных хондросаркомой и остеосаркомой кости не отмечено значимых ассоциаций между содержанием sVISTA в 
сыворотке крови и основными клинико-морфологическими характеристиками заболевания. У больных остеосаркомой не 
выявлено связи между уровнями sVISTA и показателями общей выживаемости, тогда как у пациентов с хондросаркомой 
кости отмечена тенденция к благоприятному прогнозу при высоком содержании маркера в сыворотке крови.
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Введение. Первичные злокачественные новообра-
зования костей являются относительно редкими и ге-
терогенными опухолями, чаще встречаются у детей и 
молодых людей, характеризуются крайне агрессивным 
клиническим течением, ранним гематогенным метаста-
зированием, в большинстве наблюдений низкой чув-
ствительностью к химиотерапии и неблагоприятным 
прогнозом [1].

Остеосаркома является наиболее частой злокаче-
ственной опухолью кости (36%), за ней следуют хон-
дросаркома (20-25%) и саркома Юинга (16%) [2]. Ча-
стота выявления сарком костей связана с возрастной 
заболеваемостью и варьирует в зависимости от ги-
стологического типа новообразования. Так, например, 
хондросаркома чаще встречается в возрасте третьего и 
четвертого десятилетий, пик заболеваемости остеосар-
комой наблюдается в период пубертата в возрасте от 
16 до 18 лет, когда начинают активно функционировать 
половые железы.

В связи с низкой чувствительностью злокачествен-
ных опухолей костей к различным схемам химиотера-
пии, активно осуществляется поиск новых мишеней 
лекарственной терапии. В настоящее время особый 
интерес представляют различные виды иммунотера-
пии, направленной на активацию противоопухолевого 
иммунного ответа, и которые активно внедряются в по-
вседневную клиническую практику.

Современные успехи иммунотерапии опухолей с 
применением ингибиторов контрольных точек CTLA-4, 
PD-1/PD-L1 усиливают интерес исследователей к изуче-
нию других членов семейства В7. Одной из таких «кон-
трольных точек иммунитета» является белок семейства 
В7 – VISTA (B7-H5), который принадлежит к суперсе-
мейству иммуноглобулинов (lg) и регулирует активность 
Т-лимфоцитов. Наряду со своими близкими гомологами 
PD-1 и CTLA-4, VISTA способен как активировать, так 
и подавлять иммунореактивность Т-клеток. У человека 
наиболее высокая экспрессия этого белка наблюдается в 
моноцитах, нейтрофилах и дендритных клетках, проме-
жуточный уровень экспрессии VISTA отмечен в CD4+ 
и СD8+ Т-клетках, а в NK- и В-клетках данный белок 
не экспрессируется [3]. VISTA является трансмембран-
ным белком I типа с одним N-концевым доменом lgV. 
Имеет консервативный SH2-связывающий мотив в ци-
топлазматическом участке, потенциально способный 
связывать белки семейства STAT. Накопленные данные 
позволяют предположить, что в контексте иммунной ре-
гуляции VISTA может действовать и в качестве лиганда, 
и в качестве рецептора.

В последние годы проводятся исследования раство-
римых форм контрольных точек иммунитета у больных 
саркомами костей, которые в литературе представлены 
единичными публикациями [4, 5].

Помимо мембранно-связанной формы VISTA, опи-
сана также растворимая форма данного белка (sVISTA), 
способная подавлять пролиферацию Т-клеток и продук-
цию цитокинов [6]. Экспрессию VISTA на различных 
типах клеток активно изучают в качестве прогностиче-
ского маркера в онкологии, в то время как о его раство-
римой форме известно крайне мало.

Цель данного исследования – сравнительная оцен-
ка содержания растворимой формы VISTA в сыворотке 
крови практически здоровых доноров, больных погра-
ничными и злокачественными опухолями костей раз-
личных гистологических типов, а также анализ взаи-
мосвязи уровня данного маркера с основными клини-
ческими и морфологическими особенностями опухолей 
костей и их прогнозом.

Материал и методы. В исследование включены 79 
больных злокачественными новообразованиями костей 
в возрасте от 19 до 73 лет (средний возраст 40,8 лет), 
14 больных пограничными опухолями костей (гиганто-
клеточная опухоль) в возрасте от 24 до 43 лет (средний 
возраст 32,7 года) и 30 практически здоровых доноров 
в возрасте от 22 до 76 лет (средний возраст 36,4 года), 
составивших группу контроля. Все пациенты проходи-
ли обследование и лечение в ФГБУ «Национальный ме-
дицинский исследовательский центр онкологии имени 
Н.Н. Блохина» Минздрава РФ. Новообразование кости 
у всех больных выявлено впервые и подтверждено дан-
ными гистологического исследования согласно Между-
народной классификации опухолей костей (ВОЗ, 2013).

Группу злокачественных новообразований костей 
составили три гистологических типа: остеосаркома 
(n=34), хондросаркома (n=31), хордома (n=14). Данные 
о больных злокачественными опухолями костей пред-
ставлены в табл. 1.

Иммуноферментный анализ. Концентрацию белка 
sVISTA определяли в сыворотке крови, полученной по 
стандартной методике с использованием ЭДТА до на-
чала специфического лечения, с помощью набора реак-
тивов для прямого иммуноферментного анализа (Human 
VISTA/B7-H5/PD-1H ELISA Кit; RayBiotech, США) в 
соответствии с инструкциями производителя. Изме-
рения проводили на автоматическом иммунофермент-
ном анализаторе BEP 2000 Advance (Siemens Healthcare 
Diagnostics, Германия). Содержание маркера выражали 
в нанограммах (нг) на 1 мл сыворотки крови.
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Статистический анализ клинико-лабораторных 
данных. Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы GraphPad Prizm 9.0. При сравнении показа-
телей и анализе их взаимосвязей использовали непара-
метрические критерии Манна–Уитни и Краскела–Уол-
лиса. Для анализа выживаемости группы были сфор-
мированы относительно медианы содержания sVISTA. 
Анализ выживаемости проводили с помощью построе-
ния кривых дожития по методу Каплана–Майера. Срав-
нение статистической значимости различий выполняли 
при использовании логарифмического рангового крите-
рия. Различия и корреляции считали статистически зна-
чимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение. Данные сравнительного 
анализа уровней sVISTA в сыворотке крови здоровых 
доноров (группа контроля), больных пограничными и 
злокачественными опухолями костей представлены в 
табл. 2.

В группе больных первичными злокачественными 
новообразованиями костей медиана содержания sVISTA 
в сыворотке крови статистически значимо ниже по срав-
нению с таковой в контроле (p=0,040). Показатели мар-
кера у пациентов с пограничными опухолями костей 
также ниже, чем в контрольной группе, однако данные 
не достигали статистической значимости (p=0,064). 
Проведенный анализ диагностической информативно-
сти sVISTA в сыворотке крови с помощью оценки его 
чувствительности и специфичности методом постро-
ения ROC кривых и вычисления площади под ними 
(AUC) не выявил их значимости. Результаты представ-
лены на рис. 1.

Сравнительный анализ концентрации sVISTA в сыво-
роте крови больных различными гистологическими ти-
пами опухолей костей показал, что наименьшие уровни 
маркера обнаружены при хордоме (медиана 0,46 нг/мл),  

а наибольшие – при остеосаркоме (медиана 1,78 нг/мл). 
Результаты представлены в табл. 3. Только у больных 
хордомой кости уровни sVISTA в сыворотке крови ста-
тистически значимо отличались от таковых в контроль-
ной группе (р=0,013).

Представленные в литературе данные свидетельству-
ют о том, что содержание в крови белков «контрольных 
точек иммунитета» может изменяться с возрастом. Так 
как опухоли костей часто встречаются у пациентов мо-
лодого возраста, для анализа данного раздела исследо-
вания нами были исключены  пациенты моложе 18 лет, 
а группы сравнения максимально возможно уравняли 
по возрасту. Так как минимальное содержание sVISTA 
наблюдали в группе хордом, а максимальное – в груп-
пе остеосарком, необходимо отметить, что средний воз-
раст пациентов в группе хордом составил 53,9 года, а в 
группе остеосарком – 34,6 года и это подтверждает наше 
предположение о том, что на уровни sVISTA в сыворот-
ке крови может влиять не только гистологический тип 
опухоли, но и возраст пациентов.

Провели анализ клинической и прогностической 
значимости sVISTA в сыворотке крови пациентов с раз-
личными гистологическими типами опухолей костей. 
Для группы больных хордомой кости проведение такого 
анализа оказалось невозможным, так как подавляющее 
большинство пациентов находилось в одной стадии за-
болевания и на этапе наблюдения все пациенты были 
живы. На рис. 3 представлены результаты анализа про-
гностической и клинической значимости содержания 
sVISTA в группах больных хондросаркомой и остеосар-
комой кости.

Из представленных графиков следует, что в группах 
больных хондросаркомой и остеосаркомой кости не отме-
чено значимых ассоциаций между содержанием sVISTA 
в сыворотке крови с основными клиническими и мор-

Т а б л и ц а  1
Характеристика больных злокачественными новообразованиями костей

Критерии Остеосаркома (n=34) Хондросаркома (n=31) Хордома (n=14)
Возраст, годы 34,6 (19-60) 41,9 (20-60) 53,9 (31-73)
Стадия:
I-II
III-IV

25
9

25
6

13
1

Степень дифференцировки 
опухоли:
G1-G2
G3

31
3

24
7

2
12

Тип пораженной опухолью 
кости:
трубчатая (Тр)
губчатая (Г)

22
12

14
17

-
14

Т а б л и ц а  2
Уровни sVISTA в сыворотке крови здоровых доноров, больных пограничными и злокачественными опухолями костей

Группы обследованных Число наблюдений
Уровни sVISTA, нг/мл

Медиана Квартили р
Контроль 1 30 4,64 0,88-14,39 -
Пограничные
опухоли костей 2

14 0,77 0,34-5,97 1vs2
p=0,064

Злокачественные
новообразования костей 3

79 1,21 0,4-8,57 1vs3
p=0,040*

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 3 надстрочными цифрами обозначены группы сравнения для статистического анализа. * – здесь и в табл. 3  
обозначает статистически значимое отличие.
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Рис. 1. Сравнительный анализ содержания sVISTA у пациентов с пограничными опухолями костей (ПОК) (а), злокачествен-
ными новообразованиями костей (ЗНК) (б) и здоровыми донорами (контроль). ROC-анализ для sVISTA у больных ЗНК (в). 
Площадь под ROC-кривой составляет 0,6274.

Т а б л и ц а  3
Уровни sVISTA в сыворотке крови больных первичными злокачественными опухолями костей различных гистологических типов

Группы обследованных Число наблюдений Возраст, годы
Уровни sVISTA, нг/мл

Медиана Квартили р

Контроль 1 30 36,4 4,64 0,88-14,39 -

Остеосаркома 2 34 34,6 1,78 0,32-10,38 1vs2
p=0,1743

Хондросаркома 3 31 41,9 1,29 0,68-8,57 1vs3
p=0,1391

Хордома 4 14 53,9 0,46 0,30-1,31 1vs4
p=0,013*

Рис. 2. Ассоциация содержания sVISTA в сыворотке крови с клинико-морфологическими характеристиками остеосаркомы 
(ОС) (а) и хондросаркомы (ХС) (б) кости. Прогностическая значимость sVISTA в сыворотке крови больных ОС (в) и ХС (г).



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(9)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-9-533-538

ИММУНОЛОГИЯ

537

фологическими характеристиками заболевания (рис. 2, 
а, б). В группе больных остеосаркомой анализ отдален-
ных результатов лечения показал отсутствие связи между 
уровнями sVISTA в сыворотке крови до начала лечения и 
показателями общей выживаемости (рис. 2, в). Тогда как, 
у больных хондросаркомой отмечена тенденция к благо-
приятному прогнозу при высоком исходном содержании 
sVISTA в сыворотке крови (рис. 2, г).

Ввиду достигнутых успехов современной иммуноте-
рапии предпринимаются попытки расширить сферу ее 
применения у онкологических больных и повысить эф-
фективность. Одним из потенциальных способов улуч-
шения результатов лечения является сочетание различ-
ных препаратов схожего механизма действия. Именно 
поэтому поиском новых мишеней иммунотерапии опу-
холей занимаются научные коллективы по всему миру. 
VISTA является одной из молекул так называемых «кон-
трольных точек иммунитета», негативно регулирующих 
функции Т-клеток. Интересной особенностью данного 
белка является его способность функционировать как в 
качестве рецептора, так и в качестве лиганда. Известно, 
что VISTA в норме экспрессируется на гематопоэтиче-
ских клетках (лимфоидного и миелоидного ряда), а так-
же в клетках гематопоэтических органов (селезенка, ти-
мус). Кроме того, у VISTA обнаружено два партнера для 
связывания PSGL-1 [7] и VSIG3 [8]. PSGL-1 является 
достаточно хорошо изученной молекулой адгезии, экс-
прессирующейся преимущественно на лейкоцитах. В 
нормальных физиологических условиях данная молеку-
ла при связывании с Р-селектином способствует выходу 
лейкоцитов из кровотока в ткани. Однако при снижении 
pH среды (5,85-6,5) PSGL-1 приобретает способность 
взаимодействовать с белком VISTA, экспрессирующим-
ся на различных типах клеток (Т-клетках, макрофагах, 
опухолевых клетках). В любом случае все эти взаимо-
действия приводят к подавлению активации и пролифе-
рации Т-клеток.

Показано, что VSIG3 является членом суперсемей-
ства Ig, преимущественно экспрессирующийся в яич-
никах и яичках, а также в более низком количестве в 
почках, скелетных мышцах и некоторых других тканях. 
Показана его экспрессия в опухолевых клетках рака же-
лудка. Обнаружено, что, VSIG3, экспрессирующийся на 
опухолевых клетках при нейтральном pH среды, может 
связываться с VISTA на Т-клетках и подавлять их ак-
тивность. Таким образом, VISTA в качестве рецептора 
взаимодействует с VSIG3 при нейтральном pH, однако в 
кислых условиях среды VISTA в качестве лиганда, экс-
прессирующегося на различных типах клеток, может 
связываться с PSGL-1 на Т-клетках. Оба этих взаимо-
действия приводят к ингибированию Т-клеток и, соот-
ветственно, локальной иммуносупрессии. Необходимо 
отметить, что лимфатические узлы, участки заживления 
ран, а также опухолевое микроокружение имеют кис-
лый рН, что обеспечивает возможность взаимодействия 
VISTA с PSGL-1 [9].

Экспрессия белков контрольных точек иммунитета 
часто повышается при возникновении злокачествен-
ных новообразований. Среди опухолей человека наи-
более высокий уровень экспрессии VISTA выявлен в 
мезотелиомах (как в опухолевых клетках, так и в вос-
палительном инфильтрате). Высокая экспрессия VISTA 
ассоциирована с благоприятным прогнозом данного за-
болевания, тогда как для PD-L1 результаты были проти-
воположными [10]. В большинстве солидных опухолей 

VISTA преимущественно экспрессируется на иммунных 
клетках микроокружения, хотя его экспрессия на опухо-
левых клетках описана для рака легкого, почек, толстой 
кишки, эндометрия и яичников [11-13].

Прогностическая значимость VISTA показана для 
меланомы и протоковой аденокарциномы поджелудоч-
ной железы. При этом для меланомы высокая экспрес-
сия данного маркера ассоциирована с плохим прогнозом 
[14], в то время как для поджелудочной железы резуль-
таты противоположны [15]. Также благоприятная про-
гностическая значимость VISTA отмечена при колорек-
тальном раке. Экспрессию маркера анализировали как 
в опухолевых клетках, так и в инфильтрирующих опу-
холь иммунных клетках. Авторы показали, что высокая 
экспрессия VISTA в иммунных клетках коррелирует с 
ранней стадией заболевания, дефицитом системы MMR 
(mismatch repair) и благоприятным прогнозом [16].

По аналогии с PD-1/PD-L1 для VISTA также описана 
растворимая форма белка, которую можно обнаружить 
в плазме или сыворотке крови [17]. Однако если для 
sPD-L1 показана прогностическая и клиническая зна-
чимость для многих солидных опухолей, то для sVISTA 
таких данных практически не опубликовано. Данное 
исследование посвящено изучению содержания раство-
римой формы белка VISTA у пациентов с различными 
вариантами опухолей костей.

На первом этапе исследования нами показано, что 
содержание sVISTA в сыворотке крови здоровых доно-
ров выше, чем у пациентов с доброкачественными или 
злокачественными образованиями костей. Кроме того, 
было замечено, что содержание sVISTA в сыворотке 
крови зависит от возраста пациентов с различными ти-
пами опухолей костей. Поэтому для дальнейших иссле-
дований группы сравнения были скорректированы по 
возрасту. Различий в содержании исследованного марке-
ра в группах больных основными гистологическими ва-
риантами опухолей костей выявлено не было. Вероятно, 
это обусловлено тем, что образование любой из выше 
исследованных сарком костей приводит к системному 
снижению содержания sVISTA в крови. В целом и для 
других белков контрольных точек иммунитета данные 
по содержанию в крови их растворимых форм при со-
лидных опухолях достаточно противоречивы. Так, на-
пример, содержание растворимых форм белков систе-
мы PD-1/PD-L1 в сыворотке крови больных, почечно-
клеточным раком повышается [18], в то время как при 
колоректальном раке их содержание чаще понижается 
[19]. Это свидетельствует в пользу того, что системная 
концентрация исследуемых белков в крови может не от-
ражать их локальное содержание. Далее для двух самых 
распространенных вариантов опухолей костей (осте-
осаркома и хондросаркома) у взрослых был проведен 
анализ прогностической и клинической значимости со-
держания sVISTA в сыворотке крови. Ни для хондросар-
ком, ни для остеосарком не удалось выявить значимых 
ассоциаций с клиническими и морфологическими ха-
рактеристиками заболевания. Анализ прогностической 
значимости показал отсутствие таковой в группе паци-
ентов с остеосаркомами, однако в группе хондросарком 
отмечена тенденция к благоприятному прогнозу при вы-
соком содержании sVISTA. Возможно, при расширении 
выборки, данная тенденция достигнет статистической 
значимости. Таким образом, в целом развитие опухо-
лей костей вызывает системное снижение концентрации 
sVISTA в сыворотке крови, но данное изменение не ас-
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социировано с клиническими и морфологическими ха-
рактеристиками сарком костей.

Из данных литературы известно, что белок VISTA ас-
социирован с иммуносупрессивным фенотипом микро-
окружения опухоли, оказывая подавляющее действие 
на активацию Т-клеток и стимулируя созревание Treg 
[20]. С одной стороны, накопленные результаты по-
служили основанием для использования этого белка в 
качестве новой мишени для иммунотерапии опухолей. 
В настоящее время проводят клинические испытания 
монотерапии с использованием моноклональных анти-
тел или малых молекул направленных против VISTA 
(NCT04475523, NCT02812875). Однако данное исследо-
вание показывает, что клиническая и прогностическая 
значимость содержание растворимой формы sVISTA не 
всегда соответствует таковой непосредственно в опухо-
ли. Именно поэтому для перехода в будущем к персо-
нализированной терапии необходим тщательный анализ 
экспрессии VISTA как в локальной опухоли, так и си-
стемно в сыворотке крови. Сочетание этой информации 
поможет подобрать эффективную комбинированную те-
рапию для каждого пациента.
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В работе представлены данные о влиянии содержания апоА-I в периферической крови на состояние иммунного гомео-
стаза у лиц, проживающих в экстремальных климатических условиях Арктики. Обследованы 191 человек поселка Ревда 
Мурманской области, 160 женщин и 31 мужчина, в возрасте от 21 до 55 лет. Анализ результатов проведен в зависимо-
сти от уровня содержания апоА-I: у 111 обследованных установлено низкое содержание апоА-I (менее 115 мг/дл) и у 80 
человек концентрация апоА-I – в пределах физиологической нормы (115-220 мг/дл). Показано, что дефицит апоА-I ассо-
циирован с повышением концентрации в плазме общего холестерина в 37,5% и триглицеридов в 62,5% случаев. Низкое 
содержание апоА-I взаимосвязано со снижением содержания нейтрофильных гранулоцитов, увеличением концентрации 
малых лимфоцитов, IL-10 и IgE. Дефицит апоА-I ассоциирован с увеличением содержания в крови фенотипов лимфо-
цитов CD45RA+, CD16+, CD56+. Низкие концентрации апоА-I ассоциированы с низкой активностью экспрессии гена 
L-селектина и свободного лиганда L-селектина. При дефиците содержания апоА-I не установлено значимых различий в 
содержании трансферрина, свободного рецептора к трансферрину, гаптоглобина, свободного кальцийзависимого белка 
клеточной адгезии, а также свободного пула рецепторов, участвующих в процессе апоптоза. Таким образом, дефицит 
апоА-I в плазме крови ассоциирован с активизацией миграции нейтрофилов в ткани и клеточно-опосредованной цито-
токсичности лимфоцитов и происходит под влиянием снижения активности уровня антиоксидантной защиты, измене-
ния структуры клеточных мембран и участия молекул адгезии.
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The paper presents data on the impacts of the content of ApoA-I in peripheral blood on the state of immune homeostasis in people 
living in extreme climatic conditions of the Arctic. From the village of Revda, Murmansk region, 191 people were examined, 
160 women and 31 men, aged from 21 to 55 years. The analysis of the results was carried out depending on the level of ApoA-I 
content: 111 examined people had a low content of ApoA-I (< 115 mg/dl) and 80 people had a concentration of ApoA-I ‒ within 
the physiological norm (115-220 mg/dl). Deficiency of ApoA-I is associated with an increase in plasma concentrations of total 
cholesterol in 37.5% and triglycerides in 62.5% of cases. Low content of ApoA-I is associated with a decrease in the content of 
neutrophilic granulocytes and an increase in the concentration of small lymphocytes, IL-10 and IgE. Deficiency of ApoA-I is 
associated with an increase in the content of CD45RA+, CD16+, CD56+ lymphocyte phenotypes in blood. Low concentrations of 
ApoA-I are associated with low expression activity of L-selectin gene and free L-selectin ligand. Due to deficiency of ApoA-I, no 
significant differences were detected in the content of transferrin, free transferrin receptor, haptoglobin, free calcium-dependent 
cell adhesion protein, and free pool of receptors involved in apoptosis. Conclusion: deficiency of ApoA-I in blood plasma is 
associated with increased migration of neutrophils into the tissue and cell-mediated cytotoxicity of lymphocytes and occurs 
because of the effect of decreased activity of the level of antioxidant defense, changes in the structure of cell membranes and the 
participation of adhesion molecules.
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Введение. Нарушение метаболических регулятор-
ных механизмов становятся для современного челове-
ка серьезнейшей проблемой. Растет число “наеденных» 
синдромов, возрастает угроза несовместимых пищевых 
продуктов и утраты толерантности к пищевым анти-
генам. Метаболические проблемы человека становят-
ся главной причиной и лежат в основе этиологических 
факторов социально значимых болезней сердечно-сосу-
дистой, эндокринной систем и заболеваний органов пи-
щеварения. Метаболический синдром является одной из 
широко обсуждаемых проблем современной медицины. 
По статистическим данным в России метаболическим 
синдромом страдает более 30% взрослого населения. 
Основными проявлениями метаболического синдрома 
являются артериальная гипертония, ожирение и гипер-
гликемия. Известно, что у пациентов с метаболическим 
синдромом в 3 раза быстрее развивается атерогенез, что 
ведет к развитию сердечно-сосудистых заболеваний и 
через 5-7 лет приводит к развитию сахарного диабета II 
типа [1]. 

Липопротеины высокой плотности (ЛПВП) способ-
ствуют удалению холестерина (ХС), который клетки 
синтезируют и/или поглощают в составе хиломикрон 
(ХМ), липопротеинов очень низкой и низкой плотности 
(ЛПОНП и ЛПНП). Связывание апоА-I ЛПВП с рецеп-
торами клеток внепочечных тканей обеспечивает пере-
ход свободного холестерина в оболочку ЛПВП, под дей-
ствием лецитин-холестерин-ацилтрансферазы (ЛХАТ) 
холестерин этерифицируется до сложных эфиров ХС 
(ЭХС) и перемещается в сердцевину, образуя липидное 
ядро ЛПВП [2]. Постоянному поглощению свободно-
го ХС частицами ЛПВП для осуществления обратного 
транспорта холестерина (ОТХ) способствует снижение 
концентрации ХС на поверхности ЛПВП. Нарушение 
ОТХ связано с дисфункцией ЛПВП. К дисфункции 
ЛПВП приводит изменение состава протеома и/или 
липидома ЛПВП и проявляется нарушением антиокси-
дантной и противоспалительной функций [3 –  5] 

В структуре ЛПВП может содержаться от одной до 
пяти молекул апоА-I. В условиях окислительного стрес-
са, инфекции или воспаления изменение в структуре 
апоA-I несомненно влияет на функциональность ЛПВП. 
Так, в очаге воспаления миелопероксидаза (МПО) ин-
дуцирует окисление аминокислотных остатков апоA-I 
в положениях 143-165 и процессы нитрирования и 
хлорирования специфических остатков апоA-I, что при-
водит к нарушению активации ЛХАТ [3, 4, 6]. При сахар-
ном диабете II типа в структуре апоA-I происходит гли-
козилирование остатков лизина [1], при атеросклерозе 
ЛПВП обогащены апоС-III и сывороточным амилоидом 
A (SAA) [5]. SSА является членом семейства амилоидов 
и обладает высокой тропностью к апоА-I ЛПВП [1,7,8]. 
Провоспалительные цитокины (IL-1β, IL-6, TNF-α) спо-
собствуют синтезу SAA, при воспалении дисфункция 
ЛПВП связана с замещением апоА-I до 80% SAA и про-
является снижением содержания апоA-I и более низкой 

способностью ЛПВП обеспечивать обратный транспорт 
холестерина [1, 3, 4, 9]

 При развитии острого воспаления дисфункция 
ЛПВП и изменение ориентации апоA-I происходит в 
результате повышения полярности липидных доменов 
ЛПВП вследствие гидролиза фосфолипидов ферментом 
секреторная фосфолипаза A2 группы IIA (sPLA2), экс-
прессия которого индуцируется провоспалительными 
цитокинами. В период острой фазы воспаления повы-
шенное содержание триглицеридов (ТГ) в крови может 
способствовать реорганизации липидных компонентов 
ЛПВП и привести к нарушению стабильности ЛПВП и 
усилению катаболизма апоA-I [6]. 

Начальный этап биологической реакции воспаления 
во внутрисосудистой среде индуцируется окислени-
ем ЛПНП, которые имеют нарушенную конформацию 
апоB-100 активными формами кислорода (АФК). Секре-
ция нейтрофилами H2O2 и NO предназначена для окис-
ления апоВ-100, с последующим формированием афизи-
ологичных эпитопов, определяя которые, toll-подобные 
рецепторы признают безлигандные ЛПНП как «не 
свои», подлежащие удалению из пула внутрисосудистой 
среды [2,10]. Повышенное содержание в межклеточной 
среде ненасыщенных жирных кислот, ТГ, ЛПНП,  окис-
ленно модифицированных ЛПНП (оЛПНП) или ано-
мальное содержание иных субстанций обусловливает 
через toll-рецепторы активизацию митогензависимых 
протеинкиназ, синтез первичных и вторичных медиато-
ров реакции превентивного воспаления (хемокины, мо-
лекулы адгезии, белки острой фазы, цитокины) [11,12]. 
Известно, что аутофагия может развиваться в ответ на 
клеточный стресс под влиянием оЛПНП [13].

Безлигандные ЛПНП, удаленные из внутрисосуди-
стой среды путем трансцитоза в интиму артерий, ути-
лизируются макрофагами. Макрофаги воспринимают 
ЛПНП как денатурированные макромолекулы белка и 
подвергают их гидролизу. Накопление поли-ЭХС в ма-
крофагах с последующим формированием афизиоло-
гичных пенистых клеток обусловлено низкой активно-
стью кислых гидролаз для поли-ЭХС [2,14]. Развитие 
превентивного воспаления в стенке сосуда с последую-
щим включением иммунного компонента лежит в осно-
ве патогенеза атеросклероза.

Наряду с профилактикой, лечением и диагностикой 
осложнений атеросклероза важен вопрос выявления до-
стоверных маркеров риска формирования атеросклероза 
в ситуации повышения уровня заболеваемости атеро-
склерозом в России и в мире.

Поскольку апо-белки являются структурными ком-
понентами липопротеинов (ЛП), то соотношение апоВ/
апоA-I характеризует баланс между атерогенными и 
антиатерогенными ЛП в крови и может быть ранним 
потенциальным маркером риска развития сердечно-со-
судистых заболеваний (ССЗ). 

Увеличение показателя апоB/апоA-I связано с высо-
ким риском развития ССЗ, в частности атеросклероза 
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сонных артерий и периферических артерий нижних ко-
нечностей [15,16]. В отличие от липидных компонентов 
аполипопротеины апоB и апоA-I не покидают молекулы 
липопротеинов, в формировании которых они учавству-
ют.  В связи с этим апоB и апоA-I являются маркерами 
нарушений липидного профиля крови наряду с традици-
онными параметрами липидного обмена.

По данным Федеральной службы государственной 
статистики продолжает увеличиваться уровень заболе-
ваемости населения болезнями системы кровообраще-
ния (2015-2019 гг.). В национальном проекте «Здраво-
охранение» один из восьми федеральных проектов по-
священ снижению смертности от сердечно-сосудистых 
заболеваний, начиная с профилактики, включая попу-
ляционную профилактику [17]. Так, в структуре общей 
смертности населения Российской Федерации на долю 
ССЗ приходится 56% [18]. Развитие неблагоприятных 
сердечно-сосудистых и цереброваскулярных событий у 
больных с клиническими проявлениями атеросклероза 
является ведущей причиной инвалидизации и смертно-
сти населения всех развитых стран. По прогнозу Все-
мирной организации здравоохранения (ВОЗ) существу-
ет угроза смертности для более 23,3 млн человек в 2030 
г. от сердечно-сосудистых заболеваний [19]. У жителей, 
проживающих на арктических территориях, по сравне-
нию со средней полосой России, выше риск появления 
сердечно-сосудистых катастроф [20].

 В связи с вышесказанным, целью работы является 
выявление влияния содержания апоА-I в перифериче-
ской крови на состояние иммунного гомеостаза у лиц, 
проживающих в экстремальных климатических услови-
ях Арктики. 

Для достижения цели были поставлены следующие 
задачи:

1. Установить порядок липидных фракций крови у 
жителей Арктики в зависимости от уровня содержания 
апоА-I

2. Определить взаимосвязь содержания апоА-I в пе-
риферической крови и активности иммунокомпетент-
ных клеток у лиц, проживающих в Арктике.

3. Установить взаимосвязь содержания апоА-I пери-
ферической венозной крови и внеклеточного пула ре-
цепторов sCD71, sCD324, sCD62L, sApo-1/Fas, sFasL у 
людей, проживающих на арктической территории.

4. Выяснить механизм активного транспорта апоА-I 
под влиянием противовоспалительного (IL-10) и про-
воспалительных цитокинов (IL-2, IL-6, INF-γ) у жителей 
Арктики.

5. Изучить соотношение содержания апоА-I в пери-
ферической венозной крови и сывороточных иммуно-
глобулинов IgA, M, G, E у лиц, проживающих в Арктике.

Материал и методы. Проведено иммунологическое 
обследование 191 жителя поселка Ревда Мурманской 
области, 160 женщин и 31 мужчины, в возрасте от 21 до 
55 лет. Поселок Ревда (67°56ʹ13ʺс.ш.) Мурманской об-
ласти находится в центральной части Кольского полу-
острова, за полярным кругом и относится по природным 
условиям к экстремально дискомфортной зоне прожива-
ния [21].

Критериями включения в исследование были: 1) про-
живание в арктической зоне РФ: Мурманская область; 
2) заполнение информированного согласия на обследо-
вание; 3) возраст от 20 до 55 лет. Критерии исключения 
определяли в ходе первичного статистического анализа 
результатов исследования. Все исследования проводи-

лись с согласия волонтеров и в соответствии с требова-
ниями Хельсинкской Декларации Всемирной Медицин-
ской Ассоциации об этических принципах проведения 
медицинских исследований (2000 г.).

У обследованных лиц определяли содержание ЛПНП, 
апоB-100 в составе частиц ЛПНП (апоB), ЛПВП, апоА-I 
в составе частиц ЛПВП (апоА-I), оЛПНП, ТГ, ФЛ, обще-
го холестерина (ОХС) в сыворотке крови иммунофер-
ментным методом реактивами «Bender MedSystems» 
(Австрия) на автоматическом иммуноферментном ана-
лизаторе «Evolis» фирмы «Bio-Rad» (Германия). 

Комплекс иммунологического исследования вклю-
чал изучение гемограммы, фагоцитарной активности 
нейтрофильных лейкоцитов периферической крови. 
Количество и соотношение клеток гемограммы подсчи-
тывали в мазках крови, окрашенных по методу Рома-
новского–Гимзе. Фагоцитарную активность нейтрофи-
лов определяли с помощью тест-набора «Реакомплекс» 
(Россия). Изучены фенотипы лимфоцитов (CD3+, 
CD4+, CD8+, CD10+, CD16+, CD19+, CD23+, CD25+, 
CD45RA+, CD56+, CD62L+, CD71+, CD95+, HLA-DR+) 
методом непрямой иммунопероксидазной реакции с 
использованием моноклональных антител («Сорбент», 
г. Москва). Содержание IgA, IgM, IgG, IgE, цитокинов 
IL-2, IL-6, IFN-γ, трансферрина, свободного рецептора 
трансферрина sCD71, молекул межклеточной адгезии 
sCD324, sCD62L, белка апоптоза sApo-1/Fas и лиганда 
к Fas sFasL в сыворотке крови изучали методом имму-
ноферментного анализа. Реакции оценивали с помо-
щью фотометра Multiskan MS (Labsystems, Финляндия) 
и автоматического иммуноферментного анализатора 
«Evolis» фирмы «Bio-RAD» (Германия). 

Анализ результатов был  проведен в зависимости от 
уровня содержания апоА-I: у 111 обследованных людей 
выявлено низкое содержание апоА-I (менее 115 мг/дл) и 
у 80 человек концентрация апоА-I – в пределах физио-
логической нормы (115-220 мг/дл). На основе первич-
ного статистического анализа для оценки влияния со-
держания апоА-I на состояние иммунного гомеостаза 
был проведен отбор в группы сравнения и контроля на 
основе распределения значений содержания апоA-I: ни-
же Q1 (25%-квартиль: апоА-I <90 мг/дл; n=48) и выше Q3 
(75%-квартиль: апоА-I >120 мг/дл; n=48). В результате в 
группу сравнения были включены наблюдения с низким 
содержанием (дефицитом) апоА-I, а в группу контроля ‒  
наблюдения с содержанием апоА-I в пределах нормы, 
не превышая уровень референсного значения. Крите-
рий исключения: распределение значений содержания 
апоA-I между Q1‒Q3 (от 90 мг/дл до 120 мг/дл). Данный 
отбор в группы сравнения и контроля обеспечил их ре-
презентативность и равномерность, дополнительный 
отбор по показателям липидного обмена (содержание 
ОХС, ТГ, ФЛ, ХС-ЛПНП, ХС-ЛПВП) не проводили с 
учетом цели исследования. Исследование нерандомизи-
рованное контролируемое.

Распределение значений количественных показате-
лей в группах сравнения и контроля подчинялись закону 
нормального распределения (критерий Колмогорова-
Смирнова). В качестве описательной статистики ис-
пользовали среднее значение и стандартное отклонение 
(M±δ). Для оценки различий количественных показате-
лей группы сравнения по отношению к группе контро-
ля применяли критерий t-Стьюдента для независимых 
выборок. Критерием статистической достоверности 
разницы считали уровень p<0,05. Полученные резуль-



542

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(9)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-9-539-545

IMMUNOLOGY

таты обработаны с применением прикладных программ 
прикладных программ «Microsoft Excel 2010» (США) и 
«Statistica 21.0» («StatSoft», США).  

Результаты и обсуждение. Среднее содержание 
апоА-I (110,30±3,28 мг/дл) в крови у жителей поселка 
Ревда Мурманской области ниже референсного предела 
содержания, в 58% случаях выявлена пониженная кон-
центрация апоA-I. У лиц с низким содержанием апоА-I 
средние концентрации ТГ, ХС и оЛПНП выше по срав-
нению с таковыми в группе лиц с содержанием апоА-I 
в пределах нормы. В группе сравнения (апоA-I < 90 мг/
дл) наблюдается повышение концентраций ТГ в 62,5% 
и ХС в 37,5% случаев. Одновременное повышение со-
держания ХС и ТГ характеризуется как III тип гиперли-
пидемии.  

При дефиците апоА-I отмечается повышение со-
держания ЛПНП и понижение содержания апоB. При 
увеличении триглицеридов в крови (>2,2 ммоль/л) по-
вышение показателей липидных фракций затрудняет их 
интерпретацию, уровень ЛПНП будет завышен [14]. По-
рядок липидных фракций крови у жителей пос. Ревда 
Мурманской области в зависимости от уровня содержа-
ния апоА-I представлен в таблице.

Снижение апоА-I и ЛПВП ассоциировано со сниже-
нием поглощения клетками ЛПОНП, ЛПНП по причи-
не нарушения формирования апоE/B-100 и апоB-100-
лигандов. Безлигандные ЛПНП не поглощаются клетка-
ми и в крови происходит накопление ЖК в форме ТГ, 
сочетающееся с повышением в крови ЖК в форме ЭХС. 
При длительной циркуляции в кровотоке безлигандные 
ЛПНП подвержены окислению, в результате происходит 
образование афизиологичных эпитопов путем денатура-
ции апоB с последующей опсонизацией безлигандных 
ЛПНП компонентами комплемента и распознаванием 
toll-подобными рецепторами. [2, 14]. В результате био-
логической реакции трансцитоза клетки монослоя эндо-
телия выводят из внутрисосудистой среды физиологич-
но денатурированные, безлигандные ЛПНП в интиму 
артерий эластического типа [22]. 

Повышенное содержание ТГ в крови может приве-
сти к дисфункции ЛПНП из-за реорганизации липид-
ных компонентов, вызванной повышенной активностью 
БПЭХс. В условиях гипертриглицеридемии высокая ак-
тивность БПЭХс способствует повышенному переносу 
ЭХС из ЛПВП в обмен на ТГ из ЛПНП, в результате в 
ЛПВП происходит изменение соотношения ЭХС/ТГ,  
что приводит к формированию дисфункцио-
нальных ЛПВП, в которых 50% ХС заменено 
на ТГ. Обогащение ТГ частиц ЛПВП и измене-
ние соотношения ЭХС/ТГ важно для антиокси-
дантной активности и циркуляции ЛПВП. При 
преобладании в крови пальмитиновых ЛПНП, 
переходящих ЭХС, оказывается недостаточным 
для формирования лигандных ЛПНП [2 – 4].

Более высокие значения показателя апоB/
апоA-I у лиц с низким содержанием апоA-I 
(<90 мг/дл) свидетельствует о риске развития 
сердечно-сосудистых заболеваний и атероскле-
роза, а также о снижении антиоксидантной ак-
тивности ЛПВП, что проявляется в увеличении 
оЛПНП, которые играют ключевую роль в раз-
витии атеросклероза, выступая в роли индук-
тора атерогенеза в сосудистой стенке [23]. При 
низком содержании апоA-I установлено более 
высокое значение оЛПНП (r = -0,936; p = 0,019).

При снижении изучаемого транспортного белка по-
казатель апоB/апоA-I находится в пределах физиологи-
ческой нормы (до 1,0 усл. ед.). Однако, есть данные, что 
значения апоB/апоA-I > 0,57 усл. ед. применяется для 
выявления атеросклероза сонных артерий [15]. При зна-
чении апоB/апоA-I > 0,46 усл. ед. можно предположить, 
что у лиц с ожирением и артериальной гипертензией 
имеются начальные стадии атеросклероза [24]. Следова-
тельно, при каких значениях апоB/апоA-I можно судить 
о развитии атеросклероза, еще требует дальнейшего из-
учения.

Окисленные ЛПНП (оЛПНП), первичные провос-
палительные цитокины активируют эндотелий артерий 
для привлечения воспалительных клеток из кровотока 
внутрь сосудистой стенки [25]. Для распознавания эн-
дотелиальных воспалительных сигналов на цитоплаз-
матической мембране решающее значение имеют PS-
GL-1 и L-селектин. Ингибирование процесса шеддинга 
L-селектина на нейтрофилах увеличивает их адгезию 
к очагам воспаления. Повышение адгезивных свойств 
нейтрофилов приводит к перераспределению из цирку-
лирующего пула в маргинальный [26].

Дефицит содержания апоА-I ассоциирован со сни-
жением содержания нейтрофилов в периферической 
венозной крови (с 5,56±0,81 до 4,63±0,72×109 кл/л;  
p <0,05) преимущественно с 2 и 3 сегментами ядер  
(соответственно с 1,71±0,21 до 1,50±0,15×109 кл/л; 
p<0,05) без существенных различий со стороны содер-
жания лимфоцитов (2,61±0,28 и 2,53±0,25×109 кл/л), мо-
ноцитов (0,69±0,15 и 0,65±0,10×109 кл/л) и эозинофилов 
(0,11±0,03 и 0,15±0,03×109 кл/л). Снижение содержания 
нейтрофилов в крови при низком уровне апоA-I свиде-
тельствует об их перераспределении из внутрисосуди-
стого пула, возможно, в ответ на развитие сосудистого 
воспаления. Показатели гемограммы в зависимости от 
содержания апоА-I у жителей пос. Ревда Мурманской 
области представлены на рис. 1. 

В структуре лимфоцитограммы при дефиците апоА-I 
установлено увеличение содержания малых лимфоци-
тов (с 0,44±0,12 до 0,58±0,17×109 кл/л; p<0,01),  являю-
щихся в основном рециркулирующими [27], форма ко-
торых является наиболее экономичной для сохранения 
информации. Поскольку лимфоцит несет информацию 
о неблагополучии, то и увеличение малых лимфоцитов 
при дефиците апоА-I связано с повышением содержания 
ТГ в крови. Повышение в крови уровня содержания ТГ 

Порядок липидных фракций крови в зависимости от содержания апоА-I  
у жителей пос. Ревда Мурманской области

Показатели
Уровни 

референсных 
значений

Группы сравнения в зависимости  
от уровня содержания апоА-I

апоА-I <90 мг/дл, 
n=48

апоА-I >120 мг/дл, 
n=48

ОХС, ммоль/л 2,09-6,2 6,03±0,57* 4,92±0,44
ХС-ЛПНП, ммоль/л 0-3,3 3,13±0,17 1,66±0,11
ХС-ЛПВП, ммоль/л 0,9-1,9 1,52±0,12 2,56±0,21
oЛПНП, мкг/мл 0,8-10 8,72±0,69* 5,27±0,43
ТГ, ммоль/л 0,5-2,2 3,05±0,36** 1,77±0,17
ФЛ, ммоль/л 2-3 1,94±0,09 1,88±0,06
апоB, мг/дл 52-138 61,30±2,94* 69,27±3,17
апоА-I, мг/дл 115-220 82,53±2,29*** 138,91±3,59
апоB/апоА-I, усл.ед. до 1,0 0,65±0,03* 0,54±0,02

П р и м е ч а н и е . * ‒  p <0,05; ** ‒ p < 0,01; *** ‒ p < 0,001 – достоверность 
различия по сравнению с контрольной группой (апоA-I > 120 мг/дл).
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>2,2 ммоль/л является неблагоприятным и существенно 
повышает риск сердечно-сосудистых заболеваний.

В средних значениях относительного и абсолютного 
содержания фенотипов лимфоцитов в периферической 
крови при дефиците апоА-I не наблюдали изменений 
в уровнях содержания зрелых Т-лимфоцитов (CD3+), 
активированных Т-клеток с рецепторами к трансфер-
рину (CD71+), IL-2 (CD25+) и с антигенами Главного 
комплекса гистосовместимости класса II (HLA-DR+), 
а также Т-хелперов (СD4+) и В-клеток (CD19+). Стати-
стически значимые различия установлены относитель-
но уровня содержания в крови наивных Т-лимфоцитов с 
фенотипом CD45RA+, натуральных киллеров (СD16+), 
молекул межклеточной адгезии (CD56+) и клеток с Fc-
рецептором к IgE, концентрации которых у лиц с дефи-
цитом содержания апоА-I были выше (p<0,01-0,001) и 
представлены на рис. 2. Активизация клеточно-опосре-
дованной цитотоксичности на фоне гиперлипидемии III 
типа опосредовано, на наш взгляд, повышением содер-
жания в крови ТГ, ХС и оЛПНП. 

Низкие концентрации апоА-I ассоциированы с низ-
кой активностью экспрессии гена L-селектина, что про-
является тенденцией снижения содержания фенотипа 
CD62L+ (с 0,65±0,09 до 0,53±0,08 ×109 кл/л; p<0,05) 
и соответственно свободного лиганда L-селектина  
(sL-селектина) (с 12,55±0,83 до 7,95±0,97 нг/мл; p<0,01). 
Известно, что L-селектин закрепляет связь молекул ад-

гезии и лейкоцита, участвует в формировании марги-
нального пула лейкоцитов и их миграции в ткани. Более 
низкие уровни sL-селектина наблюдаются у пациентов с 
риском ишемической болезни сердца [26]. 

У группы лиц с низким содержанием апоА-I в кро-
ви выявлено снижение содержания в крови INF-γ  
(с 71,74±4,92 до 52,25±4,59 пг/мл; p<0,05) и повышение 
концентрации в 3 раза IL-10 (с 8,52±0,71 до 21,78±0,88 
пг/мл; p<0,05), без изменений со стороны содержания 
IL-6 и IL-2 (рис. 3).

Физиологической ролью IL-10 является обеспечение 
адекватного уровня реакций иммунитета за счет пода-
вления чрезмерного синтеза цитокинов и иммуноглобу-
линов, в том числе, секреторных IgA и IgE [28 – 30]. При 
этом происходит снижение функциональной активности 
Th1  и продукции ими провоспалительных цитокинов, 
таких как INF-γ, TNF-α и IL-12. Подобное происходит 
и под влиянием катехоламинов и глюкокортикоидов, ко-
торые способствуют повышению активности Th2 и про-
дукции IL-10, а также секреции IgE [30]. IL-10 снижа-
ет экспрессию адгезивных молекул на эндотелиальных 
клетках [31].

При дефиците апоА-I статистически значимо повыша-
ется концентрация IgG и IgE (рис. 4). Повышенные кон-
центрации IgE (>100 МЕ/мл) отмечаются в 17% случаев. 
Превышение относительно нормативных уровней содер-
жания IgE в крови возможно среди условно здоровых жи-
телей высоких широт в диапазоне 16–40%. Известна связь 
повышения содержания IgE c сокращением светового пе-
риода и напряжением иономагнитной обстановки [32]. 

Повышение концентраций IgG и IgE при низком со-
держании апоA-I, возможно, является результатом на 
повышение содержания оЛПНП в крови из-за снижения 
антиоксидантной функции ЛПВП. Модификация липо-
протеинов, в том числе оЛПНП, придает липопротеи-
нам аутоантигенность. Гуморальный ответ на подобные 
антигены проявляется синтезом аутоантител классов 
IgM и IgG [25].

Следует отметить, что в анализируемой выборке 
выявлена относительно высокая частота регистрации 
(в 43% наблюдений) пониженных концентраций IgG.У 
жителей заполярного пос. Ревда Мурманской области 
ранее были выявлены признаки ингибиции переключе-
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Рис. 1. Показатели гемограммы у жителей пос. Ревда Мур-
манской области в зависимости от содержания апоА-I. 
* – p < 0,05 – достоверность различия.
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Рис. 2. Уровни фенотипов лимфоцитов у жителей пос. Ревда Мурманской области в зависимости от содержания апоА-I. 
** – p < 0,01; *** – p < 0,001 – достоверность различия.
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Рис. 3. Содержание цитокинов у жителей пос. Ревда Мурманской области в за-
висимости от содержания апоА-I. 
* – p < 0,05 – достоверность различия.

Рис. 4. Уровень сывороточных иммуноглобулинов у жителей пос. 
Ревда Мурманской области в зависимости от содержания апоА-I.
* – p < 0,05; ** – p < 0, 01; - достоверность различия.
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ния IgM на IgG. Возможен прямой путь переключения 
синтеза с IgM, минуя синтез IgG, на IgE. IgE участвуют 
в презентации антигена, которая осуществляется через 
FcɛRI или CD23 на поверхности антиген-распознающих 
клеток. IgE могут активировать макрофаги, в результа-
те чего они становятся цитотоксическими. Цитотоксич-
ность активированных макрофагов обеспечивается за 
счет активных форм кислорода и азота [33].

При дефиците содержания апоА-I не установле-
но статистически значимых различий в содержании 
трансферрина, свободного рецептора к трансферрину 
(sCD71), свободного кальций-зависимого белка клеточ-
ной адгезии (sCD324), а также свободного пула рецеп-
торов, участвующих в процессе апоптоза: белка sAPO-
1Fas и лиганда к апоптозу (sFasL).

Заключение. Для арктических территорий, по срав-
нению со средней полосой России, характерен более вы-
сокий уровень заболеваемости сердечно-сосудистыми 
заболеваниями. В проведенном исследовании представ-
лены результаты влияния апоA-I на состояние иммун-
ного гомеостаза у лиц, проживающих в экстремальных 
климатических условиях Арктики на примере Мурман-
ской области. Показана вероятность применения пока-
зателя апоB/апоA-I в оценке риска развития ССЗ. Не-
смотря на то, что в Мурманской области отмечается тен-

денция снижения общей заболеваемости 
населения ССЗ, число пациентов с ССЗ 
остается  на довольно  высоком уровне. 

Установлено, что у жителей пос. Рев-
да Мурманской области регистрируется 
низкое содержание в крови апоА-I с де-
фицитом в 58% случаев. Снижение уров-
ня содержания апоA-I и ЛПВП связано с 
усилением катаболизма апоA-I и реогра-
низацией липидных компонентов ЛПВП 
при повышенном содержании ТГ в крови. 
Обогащение триглицеридами ЛПВП и из-
менение соотношения ЭХС/ТГ важно для 
антиоксидантной активности и циркуля-
ции ЛПВП [2,3]. В условиях гипертригли-
церидемии изменение соотношения ЭХС/
ТГ в составе ЛПВП уменьшает эффектив-
ность антиоксидантной защиты с повы-
шением концентраций оЛПНП (r=-0,622; 
p=0,031). О снижении антиоксидантной 

функции ЛПВП свидетельствует повышение показа-
теля апоB/апоA-I. Увеличение значения апоB/апоA-I 
в группе лиц с дефицитом апоА-I также отражает 
повышение риска атерогенных изменений.

 Дефицит апоА-I ассоциирован с увеличени-
ем содержания в крови фенотипов лимфоцитов 
CD45RA+, CD16+, CD56+. Увеличение активности 
миграции нейтрофилов в ткани и клеточно-опос-
редованной цитотоксичности лимфоцитов, на наш 
взгляд, происходит под влиянием снижения актив-
ности уровня антиоксидантной защиты, изменения 
структуры клеточных мембран и участия молекул ад-
гезии. CD56 является типичной молекулой адгезии, 
участвующей в цитотоксичности. Цитотоксичность 
клеток CD56+ отличается тем, что она реализуется 
в отсутствии молекул гистосовместимости I класса, 
антител и комплемента.  Контактный цитолиз обе-
спечивается с участием цитотоксических гранул: 
после контактного синапса между NK и клеткой, 

цитотоксические агенты проникают в атакуемую клетку 
через отверстие в мембране, образуемого перфорином.
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ИССЛЕДОВАНИЕ АНТИФОСФОЛИПИДНЫХ АНТИТЕЛ ИММУНОФЕРМЕНТНЫМ  
И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНЫМ МЕТОДАМИ У ПАЦИЕНТОВ С АНТИФОСФОЛИПИДНЫМ 
СИНДРОМОМ И СИСТЕМНОЙ КРАСНОЙ ВОЛЧАНКОЙ (ПРЕДВАРИТЕЛЬНЫЕ ДАННЫЕ)

1ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ревматологии им. В.А. Насоновой», лаборатория сосудистой 
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2ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава РФ, 
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Антифосфолипидные антитела (аФЛ) – это семейство различных аутоантител, которые приводят к рецидивирующим 
тромбозам сосудов любой локализации и калибра, и/или акушерской патологии – потере плода. К серологическим марке-
рам антифосфолипидного синдрома (АФС) отнесены только три вида аФЛ – волчаночный антикоагулянт (ВА), антите-
ла к кардиолипину (аКЛ) классов IgG и IgM, антитела к β2-гликопротеину1 (аβ2ГП1) классов IgG и IgM. Средние и высо-
кие уровни aКЛ и аβ2ГП1 (IgG и/или IgM) были выбраны в качестве серологических маркёров в АФС классификационных 
критериях 2006 г. Порог значений, используемый от низких до умеренных и высоких уровней не был стандартизирован. 
Вопросы стандартизации аФЛ до сих пор остаются нерешенными, что приводит к получению неоднородных резуль-
татов проводимых исследований. Целью исследования была оценка сопоставимости исследования IgG/IgM-аКЛ и IgG/
IgM-аβ2ГП1 иммуноферментным и хемилюминесцентным анализами у пациентов с АФС с системной красной волчанкой 
(СКВ) и без нее. Материалом для исследования служила периферическая кровь 70 пациентов (49 женщин и 21 мужчин) 
с АФС, из которых 21 (30%) – были с первичным АФС (пАФС) и 49 (70%) – с АФС в сочетании с СКВ. Всем участникам 
исследования проводилось определение IgG/IgM-аКЛ и IgG/IgM-аβ2ГП1 методом иммуноферментного анализа. Мето-
дом хемилюминесцентного анализа было проведено исследование: IgG/IgM-аКЛ – у 70 пациентов; IgG/IgМ-аβ2ГП1 – у 
69 пациентов. Результаты предварительных данных таковы: определение IgG-аКЛ и IgG-аβ2ГП1 хемилюминесцентным 
анализом информативнее согласно уровням позитивности по данным фирмы-производителя, по сравнению с иммуно-
ферментным анализом (p < 0,05). Однако, при учете уровней позитивности антител, определяемых по результатам 
иммуноферментного анализа, уровень положительных значений по данным хемилюминесцентного анализа был гораздо 
выше показателей фирмы-производителя.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  антифосфолипидные антитела; антифосфолипидный синдром; системная красная волчанка; 
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STUDY OF ANTIPHOSPHOLIPID ANTIBODIES BY ENZYME IMMUNOASSAY AND CHEMILUMINESCENT 
METHODS IN PATIENTS WITH ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME AND SYSTEMIC LUPUS 
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Antiphospholipid antibodies (аPL) are a family of different autoantibodies that lead to recurrent vascular thrombosis of any local-
ization and caliber, and/or obstetric pathology – fetal loss. Serological markers of antiphospholipid syndrome (APS) include only 
three types of aPL – lupus anticoagulant (VA), antibodies to cardiolipin (aCL) classes IgG and IgM, antibodies to β2-glycoprotein1 
(aβ2GP1) classes IgG and IgM. Medium and high levels of aCL and aß2HP1 (IgG and / or IgM) were selected as serological 
markers of APS in the 2006 classification criteria. However, the threshold of values used from low to moderately high levels has 
not been standardized. аPL standardization issues are still unresolved, resulting in heterogeneous results of the ongoing studies. 
The aim of the study was to assess the comparability IgG/IgM-aCL and IgG/IgM-ab2GP1 by enzyme-linked immunosorbent assay 
and chemiluminescent analysis in patients with APS with and without (systemic lupus erythematosus) SLE. The study included 70 
patients (49 women and 21 men) with APS, of which 21 (30%) were with primary APS (pAPS) and 49 (70%) with APS in combi-
nation with SLE. All study participants underwent determination of IgG/IgM-aСL and IgG/IgM-aβ2GP1 by enzyme-linked im-
munosorbent. A study was performed by the chemiluminescent analysis: IgG/IgM-aСL – in 70 patients; IgG/IgM-aβ2GP1 – in 69 
patients. Results. According to preliminary data, the determination of IgG-aCL and IgG-aβ2GP1 by the chemiluminescent analysis 
is informative in assessing positivity according to the manufacturer, compared with the enzyme-linked immunosorbent (р < 0.05). 
However, when taking into account the levels of antibody positivity determined by enzyme-linked immunosorbent, the level of posi-
tive values according to chemiluminescent analysis was much higher than the performance of the manufacturer.
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chemiluminescent analysis; antibodies to b2 glycoprotein 1; antibodies to cardiolipin
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Введение. Антифосфолипидные антитела (аФЛ) – это 
семейство различных аутоантител, которые взаимодей-
ствуют с фосфолипидными детерминантами клеточных 
мембран, фосфолипидно-белковыми комплексами, фос-
фолипид-связывающими белками, белками свертываю-
щей системы [1]. Наличие этих антител ассоциируется 
с развитием определенного клинического симптомоком-
плекса, именуемого антифосфолипидным синдромом 
(АФС). АФС – аутоиммунная патология сосудов, клини-
чески проявляющаяся рецидивирующими тромбозами 
сосудов любой локализации и калибра, и/или акушерской 
патологией – рецидивирующими потерями плода [2, 3]. 
К серологическим маркерам АФС, согласно Междуна-
родным классификационным критериям [2], отнесены 
только три вида аФЛ, обнаруживаемые вместе или по от-
дельности – это волчаночный антикоагулянт (ВА), IgG и 
IgM антитела к кардиолипину (аКЛ), а также IgG и IgM 
антитела к β2-гликопротеину1 (аβ2ГП1). Для диагности-
ки АФС уровень этих антител должен быть средне- и вы-
сокопозитивным в двух последовательных определениях 
с промежутком не менее 12 недель. Это позволяет исклю-
чить транзиторное их повышение на фоне инфекций.

Средние и высокие уровни aКЛ (IgG и / или IgM) 
ассоциированные с клиническими проявлениями АФС 
были выбраны в качестве серологических критериев в 
2006 году [2]. Однако порог, используемый от низких до 
умеренных и высоких уровней не был стратифицирован 
[2], и, обычно, используемые в клинических условиях 
анализы, особенно иммуноферментный, не имеют стан-
дартизированных наборов, что приводит к существен-
ным различиям в оценке позитивности антител между 
различными лабораториями [4–7].

Хемилюминесцентный анализ был использован для 
тестирования аутоантител [8–10], а полностью автома-
тизированная панель анализа HemosIL AcuStar показала 
сходные характеристики с коммерческими наборами для 
иммуноферментного анализа [8]. F. Van Hoecke и соавт. 
[11] оценили уровни аКЛ и аβ2ГП1 в автоматизирован-
ном хемилюминесцентном анализаторе для диагности-
ки АФС и пришли к выводу, что хемилюминесцентный 
анализ сравним с иммуноферментным. Преимущества 
первого метода, по мнению авторов, в более простом 
(автоматизированном) использовании. S. Zhang и соавт. 
[12] установили, что хемилюминесцентный анализ по-
казал хорошие результаты в измерении аβ2ГП1 и аКЛ, 
особенно для выявления IgG-аβ2ГП1, и может быть бо-
лее чувствительным в лабораторной диагностике АФС.

Цель исследования – oценить сопоставимость исследо-
вания IgG/IgM-аКЛ и IgG/IgM-аb2ГП1 иммунофермент-
ным и хемилюминесцентным анализами у пациентов с 
АФС с системной красной волчанкой (СКВ) и без нее.

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 70 пациентов (49 женщин и 21 мужчина) с АФС, 
из которых у 21 (30 %) пациентов был первичный АФС 
(пАФС) и у 49 (70%) – АФС в сочетании с СКВ. Харак-
теристика пациентов приведена в табл. 1.

Критериями включения в исследование служили на-
личие информированного согласия пациента, достовер-
ность диагноза АФС [2], пациенты с «вероятным» АФС 
(наличие позитивных аФЛ в сочетании с одним из при-
знаков: тромбоцитопения, livedo reticularis, патология 
клапанного аппарата сердца и др.), а также пациенты с 
достоверным диагнозом СКВ (ACR, 1997 г.) [13]. Кри-
терии исключения: выраженная хроническая сердечно-
легочная недостаточность, хроническая болезнь почек V 
стадии, печеночная недостаточность декомпенсирован-
ная, хронические инфекции, способные привести к ор-
ганной недостаточности, онкологические заболевания.

Всем пациентам проводилось определение IgG/IgM-
аКЛ, IgG/IgM-аβ2ГП1 методом иммуноферментного 
анализа на автоматическом анализаторе для лаборатор-
ной диагностики аутоиммунных заболеваний Alegria 
(фирма «Orgentec Diagnostika GmbH», Германия) с набо-
ром реагентов для определения антител фирмы Orgentec 
Diagnostika GmbH (Германия). IgG-аКЛ измерялись в фос-
фолипидсвязывающей активности IgG-аКЛ на 1 мкг/мл  
в единицах GPL (IgG phospholipid binding units (GPL 
Ед/мл), а IgM-аКЛ – в фосфолипидсвязывающей актив-
ности IgМ-аКЛ на 1 мкг/мл в MPL (IgM phospholipid 
binding units (MPL Ед/мл). IgG/IgM-аb2ГП1 измеряли 
в Ед/мл. Уровни позитивности для IgG/IgM-аКЛ и IgG/
IgM-аb2ГП1 приведены в табл. 2. 

Методом хемилюминесцентного анализа было про-
ведено исследование IgG/IgM-аКЛ у 70 пациентов, IgG/
IgМ-аβ2ГП1 – у 69 пациентов. Хемилюминесцентный 
анализ проводили на автоматизированном хемилюми-
несцентном анализаторе BioFlash (фирма «Biokit S.A.», 
Испания). Набор реагентов для определения IgG/IgM-
аb2ГП1 и IgG/IgM-аКЛ – AcuStar, Испания. Все антите-
ла, определяемыми хемилюминесцентным анализом, из-
мерялись в относительных световых единицах (relative 
light units – RLU). Позитивными, согласно фирме изго-
товителя, считались уровни ≥ 20 RLU для IgG/IgM-аКЛ 
и IgG/IgM-аb2ГП1.
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Статистический анализ результатов исследований 
проводился с использованием программ Statistica и Epi 
Info. Применялись методы описательной статистики и 
непараметрические методы. Статистическая значимость 
показателей была определена с вероятностью ложнопо-
ложительных результатов р < 0,05. При описании цен-
тральных моментов количественных признаков, имею-
щих приближенно нормальное распределение, исполь-
зовались среднее значение (М) и среднеквадратичное 
отклонение (SD), при описании признаков, не имеющих 
нормального распределения, применялись медиана (Ме) 
и интерквартильный размах [между 25-й и 75-й процен-
тилями]. При сравнении по количественному признаку 
двух независимых групп использовались критерии Ман-
на-Уитни. Качественные показатели в 2-х несвязанных 
группах сравнивались в таблице сопряженности 2х2 с 
помощью теста χ2. При количестве наблюдений менее 
5 достоверность (Р) оценивалась в программе Statistica 
и указывалась с поправкой по Йетесу. При количестве 
наблюдений более 5, статистическая обработка данных 
производилась в программе Epi Info, χ2 оценивался при 
достоверном р, указывалось отношение шансов с 95% 
доверительным интервалом.

Результаты. У 50 (71%) из 70 пациентов выявлялись 
позитивные IgG-аКЛ при исследовании методом имму-
ноферментного анализа и у 61 (87%) – методом хеми-
люминесцентного анализа (табл. 3). Преобладало число 
пациентов с высоко-позитивными уровнями IgG-аКЛ по 

результатам иммуноферментного анализа, медиана этих 
антител по данным хемилюминесцентного анализа со-
ставила 704,8 [461,9-2024,0]. Уровни антител при иссле-
довании хемилюминесцентным методом были разделены 
на высокопозитивные, среднепозитивные и низкопозитив-
ные в соответствии их степени позитивности по данным 
иммуноферментного анализа. Высокопозитивные уровни 
в хемилюминесцентном анализе, соответствовавшие вы-
сокопозитивным значениям в иммуноферментном, бы-
ли достоверно выше по сравнению со значениями сред-
них уровней по данным хемилюминесцентного анализа  
(р = 0,009). Среднепозитивные и низкопозитивные уровни 
IgG-аКЛ хемилюминесцентным анализом между собой 
не различались. У 15 пациентов отмечалось расхождение 
в уровнях IgG-аКЛ по данным обоих методов определе-
ния: 13 из них с отрицательными уровнями IgG-аКЛ по 
результатам иммуноферментного анализа имели позитив-
ные значения по данным хемилюминесцентного анализа, 
и их медиана составила 100,2 RLU [38,1-183,4]. По гра-
дации фирмы-изготовителя они соответствовали позитив-
ности (>20 RLU) по этим антителам, однако по градации 
по уровням позитивности в соответствии со значениями 
в иммуноферментном анализе у 5 пациентов из этих 13 
выявлялись уровни IgG-аКЛ выше 108,0 RLU, что соот-
ветствовало низко-позитивным уровням по данным им-
муноферментного анализа. Медиана низкопозитивных 
уровней IgG-аКЛ методом хемилюминесцентного анализа 
составила 294,5 [108,7-480,4]. Восемь из 13 пациентов с 

Т а б л и ц а  1
Характеристика пациентов, включенных в исследование

Параметры IgG/IgM-аКЛ, n=70 IgG/IgM-аb2ГП1, n=69
Возраст,  годы (М ± SD) 38,8 ± 9,6 38,8 ± 9,6
Число пациентов с СКВ+АФС / пАФС 48 / 22 48 / 21
Продолжительность АФС, Мe [25-75%], годы 9,9 [3,5-16,0] 9,9 [3,2-16,5]
Продолжительность СКВ, Мe [25-75%], годы 10,0 [3,8-20,0] 10,9 [3,4-20,2]
Пол: жен./муж., абс. (%) 49/21 48/21
Тромбоз в анамнезе,
абс. (%)

Венозный 21 (30) 20 (29)
Артериальный 17 (24) 17 (25)
Сочетанный 16 (23) 16 (23)

Акушерская патология*, абс. (%) 26/20 (77) 25/20 (80)
Преднизолон, абс. (%) 38 (54) 38 (55)
Антикоагулянты, абс. (%) НМГ 12 (17) 12 (17)

Варфарин 15 (21) 15 (22)
ПОАК 25 (36) 24 (35)
Без а/к терапии 18 (26) 18 (26)

Низкие дозы ацетилсалициловой кислоты, абс. (%) 25 (36) 25 (36)
Гидроксихлорохин, абс. (%) 55 (79) 54 (78)

П р и м е ч а н и е . SD – стандартное отклонение, Ме – медиана и в квадратных скобках дан интерквартильный 25%-75% разброс, НМГ –  
низкомолекулярные гепарины, ПОАК – пероральные антикоагулянты.  * – акушерская патология рассчитана из числа женщин, имевших бере-
менность на фоне заболевания, процент указан из числа женщин, имевших беременность на фоне заболевания. В числителе – число женщин, 
имевших беременность на фоне заболевания, в знаменателе – число женщин с акушерской патологией.

Т а б л и ц а  2
 Границы степеней позитивности при оценке результатов определения аКЛ и аb2ГП1 [14] 

Степень позитивности аКЛ аb2ГП1
IgG-аКЛ (GPL) IgM-аКЛ (MPL) IgG-аb2ГП1, Ед/мл IgM-аb2ГП1, Ед/мл

Высокопозитивные ≥ 65,0 ≥ 45,0 ≥ 60,0 ≥ 60,0
Среднепозитивные 35,0-65,0 35,0-45,0 30,0-60,0 30,0-60,0
Низкопозитивные 25,0-35,0 24,7-35,0 15,3-30,0 17,0-30,0
Негативные < 25,0 < 24,7 < 15,3 < 17,0

П р и м е ч а н и е . аКЛ – антитела к кардиолипину, аβ2ГП1 – антитела к β2-гликопротеину 1.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(9)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-9-546-551

ИММУНОЛОГИЯ

549

Позитивные уровни IgM-аβ2ГП1 были зарегистрирова-
ны у 18 (26%) пациентов и у 17 (25%) из 69 пациентов при 
определении иммуноферментным и хемилюминесцент-
ным анализами соответственно. Высокопозитивные уров-
ни в иммуноферментном анализе были выявлены у 9 (50%) 
из 18 больных, их медиана в хемилюминесцентном анали-
зе была достоверно выше по сравнению с медианой низко-
позитивных уровней (р=0,003) и по сравнению с медианой 
средне-позитивных уровней (р=0,02) (табл. 3). Средне-
позитивные и низкопозитивные уровни IgM-аβ2ГП1 по 
данным хемилюминесцентного анализа между собой не 
различались. У 9 пациентов отмечалось расхождение в 
уровнях IgM-аβ2ГП1 по результатам обоих методов опре-
деления. У 4 пациентов, IgM-аβ2ГП1 отрицательных в им-
муноферментном анализе, отмечались позитивные уровни 
в хемилюминесцентном анализе и колебались от 31,1 RLU 
до 61 RLU. У 5 пациентов с отрицательными значениями 
IgM-аβ2ГП1 хемилюминесцентным анализом, значения 
этих антител в иммуноферментном анализе были позитив-
ными и колебались от 18,2 до 54,9 Ед/мл. Отрицательные 
уровни IgM-аβ2ГП1 в хемилюминесцентном анализе у 2 
из этих 5 пациентов соответствовали среднепозитивным 
значениям в иммуноферментном анализе.

Обсуждение. В настоящее время определено более 30 
различных аФЛ, некоторые из которых непосредственно 
связываются с отрицательно заряженными фосфолипи-
дами (например, фосфатидилинозитол, фосфатидилсе-
рин), а другие реагируют с фосфолипидсвязывающими 
белками (например, отдельные домены β2ГП1, протром-
бина, аннексина-V) [15, 16]. Исторически иммунофер-
ментный анализ был ведущим методом определения аФЛ 
к β2-гликопротеину 1 (β2GPI) и его комплексу с кардио-
липином (КЛ) из-за специфических иммунохимических 
свойств полистироловой поверхности в качестве твер-
дой фазы для адсорбции основных аутоантигенов [17]. 
Альтернативой иммуноферментного анализа является 
автоматизированный хемилюминесцентный метод с ря-
дом преимуществ: высокий уровень автоматизации, что 
потенциально может привести к улучшению воспроиз-
водимости и снижению межлабораторных вариаций [11, 
18, 19]. Системы хемилюминесцентного анализа сокра-
щают время ручного труда по сравнению с трудоемкими 
системами иммуноферментного анализа. Тестирование 
хемилюминесцентным анализом основано на двухфаз-
ном методе иммуноанализа: вначале специфические 
антитела, присутствующие в образце, связываются с 
твердой фазой, содержащей магнитные частицы, покры-
тые антигеном, а затем, после добавления реагентов, за-
пускающих реакцию хемилюминесценции, излучаемый 
свет детектируется оптической системой. Результаты 
обычно представляются в RLU, которые прямо пропор-
циональны концентрации аФЛ в образце [11, 20, 21]. По 
данным литературы хемилюминесцентный анализ имеет 
более низкую чувствительность в целом, по сравнению 
с иммуноферментным, но более специфичен, чем им-
муноферментный анализ для идентификации пациентов 
с АФС [8]. Это связано с тем, что системы хемилюми-
несцентного анализа отличаются от систем иммунофер-
ментного анализа наличием антигенных и фосфолипид-
протеиновых комплексов на магнитных частицах, а не на 
поверхности микротитровальных углублений. Важным 
является связывание β2GPI с твердой фазой, поскольку 
это связывание влияет как на плотность антигена, так 
и на ориентацию и конформацию белка. Системы по-
крытий, используемые методом хемилюминесцентно-

отрицательными уровнями IgG-аКЛ по результатам имму-
ноферментного анализа при исследовании хемилюминес-
центным анализом имели уровни этих антител менее 108,0 
RLU. Два пациента в иммуноферментном анализе имели 
высокопозитивные уровни IgG-аКЛ (>120 GPL), которые 
были отрицательными в хемилюминесцентном методе.

Позитивные уровни IgM-аКЛ были зарегистрирова-
ны у 19 (27%) из 70 пациентов иммуноферментным ана-
лизом и у 22 (31%) – хемилюминесцентным. Значения 
IgM-аКЛ в хемилюминесцентном анализе, в соответ-
ствии с уровнями позитивности по данным иммунофер-
ментного метода, между собой не различались, несмотря 
на высокопозитивные значения IgM-аКЛ в хемилюми-
несцентном анализе – 190,1 [20,3-248,1] RLU (табл. 3).  
Как видно из табл. 3, медиана низкопозитивных значе-
ний в хемилюминесцентном анализе была 24,5 [22,4-
26,7] RLU, чуть выше позитивных значений по данным 
фирмы-изготовителя. У 13 пациентов отмечалось рас-
хождение в уровнях IgM-аКЛ по данных обоих методов 
исследования. У 8 пациентов, IgM-аКЛ отрицательных 
по результатам иммуноферментного анализа, отмеча-
лись позитивные уровни в хемилюминесцентном ана-
лизе. У двух из них уровни IgM-аКЛ были ≥ 50 RLU, 
у оставшихся 6 они колебались в пределах 22,0 – 33,2 
RLU. У 3 из 5 пациентов с отрицательными IgM-аКЛ в 
хемилюминесцентном анализе эти показатели в имму-
ноферментном анализе были выше 100,0 MPL и соот-
ветствовали высоко-позитивным уровням. У оставших-
ся двух – уровни IgM-аКЛ в иммуноферментном анали-
зе составили 49,8 и 30,6 MPL соответственно.

IgG-аβ2ГП1 были выявлены у 56 (80%) из 69 паци-
ентов в иммуноферментном анализе и у 64 (93%) – в 
хемилюминесцентном анализе (см. табл. 3). Высоко-
позитивные уровни IgG-аβ2ГП1 были у 38 (68%) из 56 
позитивных пациентов по результатам иммунофермент-
ного анализа. Медиана высокопозитивных, средне-по-
зитивных и низкопозитивных значений IgG-аβ2ГП1 хе-
милюминесцентным анализом была 190,1 [20,3-248,1] и 
43,5 [4,5-82,5], 24,5 [22,4-26,7], соответственно. Медиа-
на высоко-позитивных уровней IgG-аβ2ГП1 в хемилю-
минесцентном анализе у этих пациентов была достовер-
но выше по сравнению с низкопозитивными уровнями 
(р = 0,001), а среднепозитивные уровни были выше по 
сравнению с низкопозитивными уровнями (р = 0,005). 
Высокопозитивные и среднепозитивные значения IgG-
аβ2ГП1 между собой в хемилюминесцентном анализе 
были сопоставимы. У 11 пациентов отмечалось расхож-
дение в уровнях IgG-аβ2ГП1 при исследовании обоими 
методами определения. У 10 пациентов IgG-аβ2ГП1 от-
рицательных в иммуноферментном анализе регистри-
ровались позитивные уровни в хемилюминесцентном 
анализе согласно значениям фирмы-изготовителя, но 
уровень IgG-аβ2ГП1 только у одного (830,1 RLU) из них 
превышал 420,4 RLU (значение, соответствующее низ-
копозитивному уровню в иммуноферментном анализе). 
У 7 из этих 10 пациентов значения IgG-аβ2ГП1 коле-
бались в пределах 27,7 – 189,8 RLU (значения соответ-
ствовали отрицательным уровням в иммуноферментном 
анализе) и у оставшихся двоих – они составили 211,8 и 
356 RLU, которые так же были отрицательными в им-
муноферментном анализе. У 1 пациента с негативными 
уровнями IgG-аβ2ГП1 в хемилюминесцентном методе 
они в иммуноферментном были 100 Ед/мл, что соот-
ветствовало высокопозитивному уровню по результатам 
иммуноферментного анализа.
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го анализа, обеспечивают принципиальную разницу по 
сравнению с иммуноферментным анализом, и вместе 
с реакцией амплификации по хемилюминесцентному 
принципу объясняют значительно более высокие уровни 
аФЛ (особенно аКЛ), которые выявляются с помощью 
автоматизированных систем. Таким образом, в диагно-
стике АФС хемилюминесцентные анализаторы демон-
стрируют чувствительность, достигающую 100% при 
специфичности составляющей 72,3% [22]. По данным K. 
Oku и соавт., исследование аФЛ хемилюминесцентным 
анализом является более полным (так как этим методом 
помимо стандартных аФЛ исследуются такие антитела 
как: IgA-аКЛ, IgM-аβ2ГП1, антитела к домену I β2ГП1), 
быстрым и менее трудоемким процессом [23]. Проана-
лизировав чувствительность и специфичность IgG/IgM-
аКЛ и IgM-аβ2ГП1, авторы пришли к выводу, что эти 
характеристики схожи в обоих методах исследования. 
По данным исследования А. Capozzi и соавт. [24], про-
веденного на 314 пациентах, было выявлено, что опреде-
ление аКЛ хемилюминесцентным и иммуноферментным 
анализами не отличалось. Напротив, у 30,13% пациентов 
с отрицательным ВА, отрицательными аβ2ГП1 и поло-
жительными аКЛ по данным иммуноферментного ана-
лиза, значения аβ2ГП1 были положительные в хемилю-
минесцентном анализе. По результатам нашей работы, 
позитивные значения IgG/IgM-аКЛ и IgG/IgM-аβ2ГП1 
антител (см. табл. 2) выше в хемилюминесцентном мето-
де, по сравнению с уровнями антител в иммунофермент-
ном анализе. Однако, по литературным данным, не про-
водилось сопоставление уровней позитивности антител 
по данным обоих методов исследования. В нашей работе 
при проведении оценки уровней позитивности (низко-, 
средне- и высокопозитивные) в иммуноферментном 
анализе и при сопоставлении их с уровнями в хеми-

люминесцентном анализе было выявлено, что данные 
фирмы-производителя, а именно позитивные значения  
(>20 RLU), не соответствуют уровням позитивности 
антител, определяемых иммуноферментным анализом. 
Медиана низко-позитивных значений IgG-аКЛ при оцен-
ке хемилюминесцентным анализом составила 294,5 RLU 
с разбросом от 108,7 до 480,4 RLU, что соответствовало 
отрицательным значениям по градации на уровни пози-
тивности в иммуноферментном методе. При анализе 13 
пациентов с IgG-аКЛ в хемилюминесцентном анализе 
(по уровню фирмы-изготовителя> 20 RLU), которые бы-
ли негативными в иммуноферментном анализе, у 8 па-
циентов значения IgG-аКЛ были ниже нижней границы  
(< 108,7 RLU) в соответствии с градацией позитивности 
в иммуноферментного анализа. И только у 5 из 13 паци-
ентов уровни IgG-аКЛ были выше 108,7 RLU. 

Кроме несоответствия уровней позитивности в обо-
их методах исследования выявлено большое количество 
расхождений при сопоставлении хемилюминесцентного 
с иммуноферментным анализом по позитивным значени-
ям. Так, у 2 IgG-аКЛ отрицательных пациентов в хемилю-
минесцентном анализе их уровни в иммуноферментном 
анализе соответствовал высоко-позитивным уровням. У 3 
из 5 пациентов с IgM-аКЛ отрицательными в хемилюми-
несцентном анализе в иммуноферментном анализе их уро-
вень был высоко-позитивным (более 100,0 MPL), у двух из 
этих 5 пациентов – средне-позитивным. У одного пациен-
та отрицательного по IgG-аβ2ГП1 в хемилюминесцентном 
анализе в иммуноферментном анализе уровень составил 
100 Ед/мл, что соответствовало высоко-позитивным зна-
чениям. У 2 из 5 пациентов с отрицательным значением 
IgМ-аβ2ГП1в хемилюминесцентном анализе эти антитела 
в иммуноферментном анализе отмечались в средне-пози-
тивных уровнях, у 3 из 5 – в низко-позитивных.

Т а б л и ц а  3
Частота положительных значений IgG/IgM-аКЛ, IgG/IgM-аβ2ГП1 в иммуноферментном и  хемилюминесцентном анализах

Показатель

ИФА ХМА

χ2; рЧисло позитивных 
пациентов, 

n (%)

Уровни позитивности 
в GPL/MPL

Me [25-75%] 

Число позитивных 
пациентов,  n (%)

Уровни позитивности в RLU
Me [25-75%]

IgG-аКЛ, n = 70 50 (71) 109,0 [67,1-120,0] 61 (87) 480,4 [205,0-1810,8] 5,2; 0,02 
Низкопозитивные
Среднепозитивные
Высокопозитивные

2 (4)
10 (20)
38 (76)

30,2 [28,9-31,5]
48,5 [43,6-50,7]

120,0 [90,1-120,0]

294,5 [108,7-480,4]
316,9 [205,0-386,5]

704,8 [461,9-2024,0]*
IgM-аКЛ, n = 70 19 (27) 66,8 [49,7-80,0] 22 (31) 67,6 [30,1-236,0] НД; 0,6 
Низкопозитивные
Среднепозитивные
Высокопозитивные

2 (10,5)
2 (10,5)
15 (79)

25,7 [24,9-26,5]
36,0 [30,6-41,5]
80,0 [50,1-82,4]

24,5 [22,4-26,7]
43,5 [4,5-82,5]

190,1 [20,3-248,1]
IgG-аβ2ГП1, n = 69 56 (80) 100,0 [52,3-100,0] 64 (93) 1733,1 [529,3-6100,0] 4,0; 0,04 
Низкопозитивные
Среднепозитивные
Высокопозитивные

6 (11)
12 (21)
38 (68)

24,0 [21,1-27,9]
45,0 [40,8-52,3]

100,0 [100,0-100,0]

529,3 [420,4-705,9]
1726,2 [1214,4-2093,5]***
3117,6 [1043,4-6100,0]**

IgМ-аβ2ГП1, n = 69 18 (26) 58,5 [27,2-98,8] 17 (25) 144,5 [64,1-194,3] НД; 0,8 
Низкопозитивные
Среднепозитивные
Высокопозитивные

5 (28)
4 (22)
9 (50)

26,0 [25,0-26,8]
46,0 [39,0-52,9]
98,8 [88,3-100,0]

15,5 [10,2-64,1]
 42,6 [4,7-117,8]

194,3 [152,3-258,2]****
IgG+IgM-аКЛ 13 (19) 20 (29) НД; 0,2 
IgG+IgM-аb2ГП1 17 (24) 15 (21) НД; 0,7 

П р и м е ч а н и е . ИФА – иммуноферментный анализ, ХМА – хемилюминисцентный анализ, аКЛ – антитела к кардиолипину, аβ2ГП1 –  
антитела к β2-гликопротеину 1, Me – медиана, [25%-75%] – интерквартильный размах, р – сравнение частоты встречаемости по таблице 
сопряжённости; НД – не достоверно;  *р = 0,009 по сравнению со среднепозитивными уровнями в ХМА; **р = 0,008 по сравнению с низко-
позитивными уровнями в ХМА; ***р = 0,005 по сравнению с низко-позитивными уровнями в ХМА; **** р = 0,003 по сравнению с низкопо-
зитивными уровнями в ХМА и р=0,03 по сравнению со среднепозитивными уровнями в ХМА.
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На результаты значений аКЛ и аβ2ГП1 при исследо-
вании иммуноферментным анализом могут влиять мно-
жество факторов: свойства стандартных и контрольных 
сывороток (специфичность, авидность, стабильность), 
технология иммуноферментного анализа, аналитиче-
ские характеристики используемых тест-систем, способ 
построения калибровочной кривой для количественной 
оценки полученных данных, наличие интеркуррентной 
инфекции и др. [14]. 

Наша работа является предварительной и приведены 
описательные методы статистики, без анализа отрица-
тельной и положительной предсказательной ценности, а 
также ROC-кривых.

Заключение. Таким образом, наши предварительные 
результаты по сопоставимости двух методов исследова-
ния аФЛ (аКЛ и аβ2ГП1) показали, что при оценке по-
зитивности по данным фирмы-производителя (> 20 RLU) 
определение IgG-аКЛ и IgG-аβ2ГП1 методом хемилюми-
несцентного анализа информативнее, чем иммунофер-
ментным анализом (р < 0,05), что согласуется с литератур-
ными данными [11, 12, 21, 22-24]. Но при учете уровней 
позитивности по данным иммуноферментного анализа, 
уровень положительных значений по результатам хеми-
люминесцентного анализа был гораздо выше показателей 
фирмы-производителя, что указывает на необходимость 
дальнейшего исследования и наборе контроля для вычис-
ления уровней позитивности IgG/IgM-аКЛ и IgG/IgM-
аβ2ГП1 методом хемилюминесцентного анализа. 
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Бактериальный риносинусит (БРС) является осложненной формой риносинусита, характеризуется острым течением 
и тенденцией к хронизации процесса. Значимую роль в патогенетических механизмах БРС играет функциональное со-
стояние нейтрофилов, ответственных за развитие воспаления при БРС. Исследование метаболической активности 
нейтрофилов на внешние стимулы методом хемилюминесценции у больных с острой и хронической формами заболевания 
позволит разработать способ дифференциальной диагностики форм БРС. Проведено обследование 65 пациентов с БРС, 
которые были разделены на больных с острой формой (n=35) и с хронической формой заболевания (n=30). Контроль-
ную группу составили 30 здоровых людей. Функциональную активность нейтрофилов изучали в цельной крови методом 
хемилюминесценции с двойной стимуляцией (форбол-12-миристат-13-ацетатом (ФМА) и N-формилметионил-лейцил-
фенилаланином (фМЛФ).
У больных с острой формой БРС установлено повышение показателей удельной максимальной интенсивности свечения 
нейтрофилов, светосуммы спонтанной и стимулированной люминолзависимой хемилюминисценции и снижение времени 
выхода на максимум. У пациентов с хронической формой БРС выявлено снижение светосуммы спонтанной, стимулиро-
ванной продукции нейтрофилов и максимальной интенсивности свечения. На основе достоверно значимых различий по 
показателям хемилюминесценции нейтрофилов разработан способ дифференциальной диагностики форм БРС. Получен-
ные результаты свидетельствуют о повышенной продукции нейтрофилами активных форм кислорода (АФК) в процессе 
киллинга у больных с острой формой БРС и об истощении функции и резерва клеток у больных с хронической формой. 
Разработанный на основе изученных показателей способ диагностики форм БРС методом хемилюминесценции, позво-
лит дифференцировать острую и хроническую формы заболевания, что повысит эффективность лечения пациентов.
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Bacterial rhinosinusitis (BRS) is a complicated form of rhinosinusitis, characterized by its acute course and tendency to chronic-
ity. A significant role in pathogenetic mechanisms of HRS is played by functional state of neutrophils responsible for inflammation 
development at HRS. Investigation of neutrophils metabolic activity on external stimuli by chemiluminescence method in patients 
with acute and chronic forms of the disease will enable to develop method of differential diagnostics of BRS forms.  The exami-
nation of 65 patients with BRS which were divided into patients with acute form (n=35) and chronic form of the disease (n=30) 
was carried out. The control group consisted of 30 healthy subjects. Functional activity of neutrophils was studied in whole 
blood by chemiluminescence with double stimulation (phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) and N-formylmethionyl-leucyl-
phenylalanine (fMLP). In patients with the acute form of BRS we found an increase in parameters of specific maximum intensity of 
neutrophils luminescence, light sum of spontaneous and stimulated luminol-dependent chemiluminescence and a decrease in time 
to maximum output. Patients with the chronic form of BRS revealed a decrease in the luminescence of spontaneous, stimulated 
neutrophil production and maximum luminescence intensity. On the basis of significant differences in chemiluminescence indices 
of neutrophils, a method of differential diagnosis of the BRS forms was developed. The results obtained testify to increased produc-
tion of reactive oxygen species (ROS) by neutrophils in the process of killing in patients with acute form of LRS and depletion of 
cell function and reserve in patients with the chronic form. Developed on the basis of the studied indicators method of diagnosing 
the forms of BRS by chemiluminescence will allow to differentiate acute and chronic forms of the disease, which will increase the 
effectiveness of treatment of patients.
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Введение. Риносинусит – один из самых распро-
страненных инфекций верхних дыхательных путей, за-
болеваемость которым не имеет тенденции к снижению 
[1,2]. В современной оториноларингологии данная про-
блема не перестает быть актуальной из-за существенно-
го снижения качества жизни пациентов трудоспособно-
го возраста [3-5].

Острый бактериальный риносинусит (ОБРС) – это 
осложненная форма риносинусита (РС), причиной воз-
никновения которого является бактериальная инфекция 
[1]. В последние годы отмечена тенденция затяжного 
течения ОБРС, что увеличивает риск перехода заболева-
ния в хроническую форму [3]. 

Совершенствование методов диагностики и лечения 
больных с данной патологией не привело к снижению 
их количества, напротив, с каждым годом наблюдается 
рост числа пациентов с хронической формой бактери-
ального риносинусита [6], а использование иммуно-
тропных препаратов у данных больных до сих пор не 
нашло широкого применения [7-11].  

Доказано, что важную роль в патогенезе острого вос-
паления, рецидивов и хронизации ОБРС играет иммун-
ная система и при снижении ее функционального состо-
яния происходит инвазия патогенных микроорганизмов 
в клетки верхних дыхательных путей [6].

Нейтрофилы относятся к клеткам врожденного им-
мунитета и выполняют роль первой линии защиты в 
борьбе с бактериальной инфекцией [12-15]. Их патоген-
ное действие связано главным образом с фагоцитозом и 
генерацией активных форм кислорода (АФК) [16]. Од-
ним из наиболее простых и чувствительных методов ис-
следования активности нейтрофилов является хемилю-
минисцентный (ХЛ) метод, который позволяет за счет 
использования различных ХЛ-зондов и клеточных ин-
дукторов оценивать синтез всего спектра и конкретных 
форм АФК нейтрофилами [17-19]

Изучению нейтрофильного звена иммунитета при 
остром бактериальном и хроническом риносинусите 
было посвящено немало работ [20-22]. Была показана 
повышенная спонтанная и зимозан-индуцированная 
продукция нейтрофилов периферической крови и угне-
тение фагоцитарной активности данной клеточной по-
пуляции в смывах из гайморовых пазух у больных ОБРС 
[23]. У больных хроническим риносинуситом (ХРС) на-
блюдалось увеличение спонтанной и стимулированной 
продукции нейтрофильных гранулоцитов, что отражало 
повышенные резервные способности клеток у данных 
больных [24]. Однако, при хронизация ОБРС было по-
казано снижение функциональной активности нейтро-
филов, которую оценивали по РСС-тесту [25].

Таким образом, многочисленные исследования сви-
детельствуют о неоспоримом значении  нейтрофилов в 
патогенетических механизмах развития риносинуситов, 
а изучение функциональных особенностей данной кле-

точной популяции у пациентов с БРС позволит назна-
чать обоснованную иммунотерапию, которая повысит 
эффективность лечения.  

Целью настоящего исследования явилось создание 
способа дифференциальной диагностики форм БРС на 
основе изучения функциональной активности нейтро-
фильных гранулоцитов методом хемилюминесценции.

Материал и методы. Были обследованы 65 паци-
ентов с БРС (30 мужчин и 35 женщин), которые находи-
лись на лечении в оториноларингологическом отделении  
«Клиническая больница № 6 имени Г.А. Захарьина», г. 
Пенза в период с 2019 по 2020 год. Проведено клини-
ческое, открытое, перспективное, рандомизированное 
исследование. Критериями включения больных в иссле-
дование явились: острая форма БРС, хроническая фор-
ма БРС, возраст от 18 до 60 лет, информированное со-
гласие на участие в исследовании. Критериями исклю-
чения были: риносинусит небактериальной этиологии, 
психические заболевания, онкологические заболевания, 
туберкулез в активной фазе, беременность, период лак-
тации. Средний возраст больных составил 42+15 года. 
Пациенты были разделены на 2 группы. Первую группу 
составили 35 пациентов с острой формой БРС, вторую 
группу составили 30 пациентов с хронической формой 
БРС, в стадии обострения. Контрольную группу соста-
вили 30 практически здоровых людей, сопоставимые по 
полу и возрасту с группами больных. 

Иммунологические исследования были проведены 
на базе Центральной научно-исследовательской лабо-
ратории Пензенского института усовершенствования 
врачей – филиала ФГБОУ ДПО РМАНПО Минздрава 
России. От всех пациентов было получено доброволь-
ное информированное согласие на проводимые иссле-
дования, оформленное в соответствии с Хельсинской 
декларацией Всемирной ассоциации «Этические прин-
ципы проведения научных медицинских исследований с 
участием человека».

Клиническое обследование больных БРС включало 
сбор анамнеза и оториноларинологический осмотр. Бы-
ли выполнены наружный осмотр ЛОР-органов, перед-
няя, задняя риноскопия, отоскопия, мезофарингоскопия, 
осмотр и пальпация области проекции околоносовых 
пазух, пальпация мест выхода тройничного нерва, паль-
пация, перкуссия козелка, сосцевидного отростка, рент-
генография или компьютерная томография околоносо-
вых пазух и височных костей. 

Взятие крови на исследование у пациентов осущест-
вляли утром, натощак из кубитальной вены в объёме 5 
мл в вакутейнеры с Li-гепарином и доставляли в лабора-
торию в термоконтейнере в течение 2 часов. 

Функциональную активность нейтрофилов изучали 
с помощью хемилюминесцентного анализа по методи-
ке, предложенной И.В. Образцовым [19], которая за-
ключается в последовательной стимуляции нейтрофи-
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лов двумя стимулами (форбол-12-миристат-13-ацетатом 
(ФМА) и N-формилметионил-лейцил-фенилаланином 
(фМЛФ) с последующей регистрацией ХЛ на аппарате 
Lum-1200 (ДИСофт, Россия) с программным обеспе-
чением PowerGraph 3.0. В качестве активатора ХЛ ис-
пользовали люминол (Sigma-Aldrich), что позволило 
охарактеризовать синтез нейтрофилами первичных и 
вторичных форм АФК. В качестве объекта была исполь-
зована цельная кровь, поскольку выделение фагоцитов 
в градиенте плотности активирует клетки и усложняет 
процедуру анализа. Используемый в качестве стимула 
ФМА (Sigma-Aldrich), выполняет роль праймирующего 
стимула - активирует нейтрофилы, при этом не происхо-
дит полноценного ответа, но запускаются процессы, ве-
дущие к усиленному отклику, а фМЛФ (Sigma-Aldrich) 
является основным стимулом для люминолзависимой 
хемилюминесценции.

Определяли следующие показатели ХЛ: норми-
рованная светосумма спонтанной и ФМА+фМЛФ-
стимулированной продукции нейтрофилов (Sспонт., Sстим.), 
показатель светосуммы, деленный на абсолютное коли-
чество нейтрофилов в образце крови, нормированная 
максимальная интенсивность свечения нейтрофилов 
(Imax) (максимальная интенсивность, деленная на аб-
солютное количество нейтрофилов в образце крови), 
коэффициент активации (Ка), равный отношению по-
казателя нормированной светосуммы ФМА+фМЛФ-
стимулированных нейтрофилов к показателю норми-
рованной светосуммы спонтанной продукции нейтро-
филов. Единицы измерения показателей светосуммы и 
максимальной интенсивности свечения выражали в PPs 
(количество импульсов света в секунду времени в пере-
счете на миллион нейтрофилов).

Статистический анализ данных. Статистическую 
обработку полученных результатов проводили при по-
мощи программ STATISTICA 12.0 (США), SPSS (США) 
и Microsoft Excel (США). Описание полученных в ис-
следовании результатов производили с помощью под-
счета медианы (Ме) и интерквартильного размаха в ви-
де 25 и 75 перцентилей (Q0.25 и Q0.75). Вследствие того, 
что анализируемые показатели не имели нормального 
распределения (применяли критерий Шапиро-Уилко), 
сравнительный анализ групп оценивали по критерию 
Манна-Уитни. Достоверно значимыми считали разли-
чия при р<0,05. Для достоверно значимых показателей 
был проведен ROC-анализ и определены их пороговые 
значения. Многофакторный анализ включал в себя кор-
реляционный анализ и пошаговый регрессионный ана-

лиз, при помощи которого с использованием нескольких 
достоверно значимых показателей была получена ма-
тематическая модель дифференциальной диагностики 
форм БРС у больных. Статистическую значимость мате-
матической модели оценивали по F-критерию Фишера и 
констатировали при р<0,05.

Результаты. Хемилюминесцентный анализ функ-
циональной активности нейтрофильных гранулоци-
тов периферической крови позволил установить, что у 
больных с острой формой БРС наблюдался повышен-
ный уровень нормированной светосуммы спонтанной 
продукции нейтрофилов по сравнению с контрольной 
группой. Кроме того, показатели нормированной свето-
суммы ФМА+фМЛФ-стимулированных нейтрофилов и 
нормированная максимальная интенсивность свечения 
нейтрофилов также были повышены у больных по срав-
нению со значениями в группе здоровых лиц. Время вы-
хода на максимум стимулированной продукции нейтро-
филами у больных с острой формой БРС было снижено, 
однако коэффициент активации не имел достоверно зна-
чимых различий между больными и здоровыми пациен-
тами (см. таблицу). 

В группе больных с хронической формой БРС в ста-
дии обострения отмечался более низкий уровень нор-
мированной светосуммы спонтанной продукции ней-
трофилов по сравнению с показателями контрольной 
группы. Также наблюдалось снижение уровней норми-
рованной светосуммы ФМА+фМЛФ-стимулированных 
нейтрофилов и нормированной максимальной интен-
сивности свечения нейтрофилов у пациентов данной 
группы. При этом коэффициент активации и время вы-
хода на максимум у больных с хронической формой БРС 
не имел достоверно значимых различий по сравнению с 
группой контроля. 

Проведенный сравнительный анализ 1-й и 2-й групп 
пациентов показал достоверно повышенные уровни из-
учаемых показателей функциональной активности ней-
трофильных гранулоцитов в группе больных с острой 
формой БРС. А именно, показатель удельной светосум-
мы спонтанной продукции нейтрофилов был выше в 5,6 
раз, показатель удельной светосуммы ФМА+фМЛФ-
стимулированных нейтрофилов был выше в 7,9 раз, а 
уровень удельной максимальной интенсивности свече-
ния нейтрофилов превышал в 5,8 раз уровень данного 
показателя у больных с хронической формой БРС. Ко-
эффициент активации и время выхода на максимум не 
различался между сравниваемыми группами больных 
(см. таблицу).

Показатели функциональной активности нейтрофилов у больных с острой и хронической формами БРС 

Показатели Контроль
(n=30)

БРС Тест Манна-Уитни, p

Острая (n=35) Хроническая 
(n=30) Контроль vs острая Контроль vs

хроническая
Острая vs

хроническая
Sспонт., PPs 7,5 

(4,2-13,1)
23,7 

(9,6-45,1)
4,2 

(2,97-6,8)
0,00013* 0,002* 0,0001*

Sстим, PPs 180,6 
(70,4-210,1)

363,8 
(181,8-473,2)

46,2 
(36,6-66,7)

0,00037* 0,000147* 0,000001*

Imax, PPs 0,13
(0,09-0,2)

0,345 
(0,2-0,5)

0,06
(0,04-0,11)

0,00007* 0,000296* 0,000001*

Tmax, с 2760
(2200-3350)

1980
(1920-2100)

2200
(2040-2280)

0,0047* 0,185 0,287

Ка 15,7
(9,6-24,5)

11,8
(5,9-22,4)

10,0
(6,8-19,5)

0,28 0,185 0,66

П р и м е ч а н и е . Значения показателей представлены в виде медианы и интерквартильного размаха Q0.25 и Q0.75. , n – число больных. 
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Далее, для дифференциальной диагностики форм 
БРС методом пошагового регрессионного анализа бы-
ла построена математическая модель (1) (F = 5,199032, 
р=00046) на основе полученных достоверно значимых 
показателей, которая имела вид: 

y =0,000391∙x1+0,389649∙x2+0,000827∙x3+0,358001, (1)
где: у – форма БРС, х1 – Sстим. (PPs), х2 – Imax (PPs),  

х3 – Sспонт. (PPs).
Интерпретация полученных результатов у паци-

ентов заключается в следующем: при значениях у от 
0 до 0,4, диагностируют хроническую форму БРС, а 
при значениях у от 0,6 и выше диагностируют острую 
форму БРС. Однако, у некоторых больных полученные 
в математической формуле значения могут попадать в 
промежуток от 0,41 до 0,59, и тогда стоит руководство-
ваться пороговыми значениями для изучаемых показа-
телей, которые были получены методом RОC-анализа. 
Так, для показателя нормированной светосуммы спон-
танной продукции нейтрофилов пороговое значение 
составило – 7,631 PPs (чувствительность теста 91,3% 
и специфичность теста 80,0%), для показателя норми-
рованной светосуммы ФМА+фМЛФ-стимулированной 
продукции нейтрофилов – 82,158 PPs (чувствитель-
ность теста 100,0% и специфичность теста 93,3%), а 
для показателя нормированной максимальной интен-
сивности свечения нейтрофильных гранулоцитов – 
0,136 PPs (чувствительность теста 91,3%, специфич-
ность теста 93,3%).

Обсуждение. Доказано, что нейтрофилы способны 
быстро перемещаться в очаг воспаления и осуществлять 
фагоцитоз, который является одной из главных систем 
защиты организма от чужеродных агентов [26-28]. При 
этом кислородзависимая микробицидность фагоцитов 
осуществляется за счет синтеза АФК. Под действием 
индуктора фагоцит активируется, что сопровождается 
респираторным взрывом – процессом активной кратко-
срочной выработки АФК, направленной на окисление и 
разрушение молекулярных структур чужеродного аген-
та. На сегодняшний день понятие АФК включает ши-
рокий спектр реакционно-активных форм соединений 
кислорода, связанных с первичным синтезом суперок-
сид-радикала. Первичные АФК обладают регуляторным 
и умеренным бактерицидным действием, а вторичные – 
выраженной бактерицидной активностью [27]. Поэтому, 
хемилюминисцентный анализ дает возможность оценки 
влияния различных регуляторных факторов на функцию 
фагоцитов [29].

В проведенном исследовании в качестве зонда ХЛ 
был применен люминол. Молекулы люминола способны 
при определенных концентрациях проходить через кле-
точные мембраны и вступать в хемилюминесцентную 
реакцию, как с первичными, так и вторичными АФК, и 
отражать внеклеточные и внутриклеточные процессы 
образования АФК [17]. 

В работе было установлено повышение продукции 
первичных и вторичных АФК нейтрофилами, находя-
щимися в состоянии покоя (спонтанная люминол-за-
висимая ХЛ) у больных с острой формой БРС по срав-
нению с контрольными значениями, что согласуется с 
данными литературы [23]. При бактериальных инфек-
циях часто наблюдается избыточная продукция АФК 
гиперстимулированными нейтрофилами, направленная 
на фагоцитоз патогенных агентов. Кроме того, у данной 
группы больных спонтанная люминолзависимая ХЛ 
была выше по сравнению с пациентами с хронической 

формой воспаления БРС. Данный показатель ХЛ у боль-
ных с хронической формой БРС был значительно ниже 
контрольных значений, что можно объяснить тем, что 
длительная бактериальная нагрузка приводит к подавле-
нию активности клеток. 

Для изучения стимулированной продукции АФК 
нейтрофильными гранулоцитами была применена со-
временная методика двойной стимуляции клеток, суть 
которой заключается в использовании двух стимулов 
для продукции АФК нейтрофилами. В исследовании 
ФМА обладал праймирующим действием, а основным 
активатором дыхательного взрыва явился синтетиче-
ский аналог полипептидов бактериального происхожде-
ния – фМЛФ. 

У больных с острой формой БРС на фоне базовой 
(спонтанной) повышенной функциональной активно-
сти дополнительная стимуляция нейтрофилов ФМА и 
фМЛФ приводила к соответствующему увеличению 
продукции АФК нейтрофильными гранулоцитами кро-
ви по сравнению с контрольными значениями. Это вы-
ражалось в повышенной нормированной светосумме 
стимулированных ФМА и фМЛФ нейтрофилов, а также 
повышенной нормированной максимальной интенсив-
ности свечения нейтрофилов у больных с острой фор-
мой БРС.  

В данном случае нормированная светосумма нейтро-
филов характеризовала весь комплекс АФК, вырабаты-
ваемый нейтрофилами за исследуемый период. А макси-
мальная интенсивность хемилюминесценции определя-
ла максимальную активность синтеза АФК клеткой [27]. 
Полученные данные свидетельствуют о повышенной 
функциональной активности нейтрофилов у больных с 
острой формой БРС.

Однако, индекс активации, который вычисляется че-
рез отношение светосуммы индуцированной хемилю-
минесценции к светосумме спонтанной хемилюминес-
ценции, и характеризует наличие внутриклеточных ме-
таболических резервов для реализации респираторного 
взрыва [27], у пациентов не отличался от контрольных 
значений, что может свидетельствовать о нормальных 
резервных возможностях нейтрофильных гранулоцитов 
у больных с острой формой БРС. 

При этом у больных с хронической формой БРС на 
фоне сниженной спонтанной функциональной актив-
ности нейтрофилов, дополнительная стимуляция респи-
раторного взрыва фМЛФ также показала более низкую 
продукцию АФК по сравнению с показателями в кон-
трольной группе, что отражает снижение функциональ-
ных возможностей нейтрофильных гранулоцитов. Это 
может свидетельствовать о дисфункции фагоцитарно-
го звена у больных с хронической формой воспаления 
БРС, которая могла быть вызвана повышенной антиген-
ной нагрузкой нейтрофилов. В результате нарушаются 
процессы захвата и киллинга бактерий. Данные про-
цессы формируют порочный круг хронизации заболева-
ния, а также его рецидивирующее течение. Кроме того, 
деактивация нейтрофилов при хронической форме БРС 
может быть следствием не только нарушения функцио-
нирования фагоцитов, но и недостаточностью гумораль-
ных активирующих или избытком супрессорных факто-
ров сыворотки [6].

Сравнительный анализ показал существенные раз-
личия функциональной активности между больными с 
острой и хронической формами БРС. Была установлена 
повышенная функциональная активность нейтрофиль-
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ных гранулоцитов в состоянии покоя и повышенная сти-
мулированная продукция первичных и вторичных АФК 
под действием ФМА и ФМЛФ у больных с острой фор-
мой БРС. 

Полученные различия в показателях функциональ-
ной активности нейтрофилов между исследуемыми 
группами пациентов и легли в основу математической 
модели, при помощи которой можно производить диф-
ференциальную диагностику форм БРС. Данными по-
казателями явились нормированная светосумма спон-
танной продукции нейтрофилов, нормированная све-
тосумма ФМА+фМЛФ-стимулированной продукции и 
нормированная максимальная интенсивность свечения 
нейтрофильных гранулоцитов.  Кроме того, для данных 
показателей были определены пороговые величины, ко-
торые позволяют дифференцировать острую и хрониче-
скую формы БРС. 

Выводы: 
1.Острая форма БРС характеризовалась повы-

шенной спонтанной и стимулированной продукцией 
АФК нейтрофилами, и сокращенным временем мак-
симальной интенсивности свечения нейтрофилов, что 
свидетельствует об участии нейтрофилов в кислород-
зависимом киллинге микробов при данной форме за-
болевания. 

2. Хроническая форма БРС характеризовалась сни-
жением спонтанной и стимулированной выработки АФК 
нейтрофилами, что свидетельствовало об истощении 
функциональных и резервных возможностей клеток. 

3. Разработанный способ диагностики форм БРС 
методом хемилюминесценции позволит дифференци-
ровать острую и хроническую формы данного заболе-
вания, что повысит эффективность лечения пациентов.
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Введение. Лихорадка чикунгунья представляет собой 
арбовирусную инфекцию, передающуюся преимуще-
ственно через укусы комаров рода Aedes (Ae. aegypti, Ae. 
albopictus). Болезнь характеризуется лихорадочным син-
дромом, поражением суставов и кожной сыпью. Большин-

ство пациентов полностью выздоравливают без перехода 
острой формы инфекции в хроническую, но в некоторых 
случаях артралгии могут продолжаться в течение несколь-
ких месяцев или даже лет, существенно влияя на качество 
жизни, физическую активность и трудоспособность.
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Эпидемические проявления лихорадки чикунгунья 
регистрируются более чем в 60 странах Азии, Африки 
и Америки [1]. Существует вероятность дальнейшего 
расширения ареала инфекции в связи с потенциальной 
возможностью заноса вируса чикунгунья на территории 
эпидемиологического риска, где имеется специфиче-
ский переносчик. Быстрое распространение инфекции 
может повлечь серьезные проблемы для общественно-
го здравоохранения во всем мире, что привлекло к ней 
внимание и вызвало резонанс среди медицинского и на-
учного сообщества [2]. 

До настоящего времени местных случаев зараже-
ния лихорадкой чикунгунья в Российской Федерации 
не зарегистрировано, но обнаружение Ae. albopictus на 
Черноморском побережье страны [3] не исключает воз-
никновения сезонных вспышек заболевания в случае за-
воза инфекции, как это произошло в Италии и Франции 
[4, 5]. 

Граждане России подвергаются риску заражения 
лихорадкой чикунгунья во время выездов в страны, где 
происходит передача вируса. С 2006 по 2018 г. было за-
регистрировано 13 случаев завоза инфекции на терри-
торию нашей страны (за 2019 г. официальных данных 
нет) [6, 7].

Клиническая диагностика инфекции, вызванной ви-
русом чикунгунья, основана на таких проявлениях, как 
высокая температура, полиартралгия, сыпь. В дополне-
ние к диагностическим критериям учитывают эпиде-
мический анамнез (пациент проживает на эндемичной 
территории или путешествовал в эндемическую зону 
за 15 дней до появления первых симптомов [8]. Окон-
чательный диагноз устанавливают только после лабора-
торного подтверждения. Рядом отечественных авторов 
были опубликованы данные относительно частоты эти-
ологической расшифровки завозных случаев острых ли-
хорадочных заболеваний, импортированных в РФ, кото-
рая составляла до 50 %, что указывает на необходимость 

совершенствования лабораторной диагностики арбови-
русных лихорадок, в частности, лихорадки чикунгунья, 
с помощью высокоспецифичных тест-систем [6, 9, 10].

Необходимо проводить дифференциальную диа-
гностику лихорадки чикунгунья с лихорадками Зика и 
денге, так как они имеют схожие симптомы, общее гео-
графическое распределение и переносчиков инфекции. 
Нужно учитывать тот факт, что эти вирусные инфекции 
могут циркулировать совместно. Например, сообщалось 
об одновременном присутствии в организме пациентов 
двух (вируса денге и чикунгунья) [11], а также трех ви-
русов (возбудителей лихорадок Зика, денге и чикунгу-
нья) у пациента из Колумбии [12]. 

Лихорадку чикунгунья необходимо дифференциро-
вать от заболеваний, вызванных не только арбовирусами 
(лихорадка денге, Зика), но и другими вирусами (адено-
вирус, энтеровирус), бактериями (лептоспироз), возбу-
дителями паразитарных заболеваний (малярия), аутоим-
мунными заболеваниями (системная красная волчанка), 
а также от хронических воспалительных ревматических 
заболеваний (ревматоидный артрит) [13–15]. 

Представлена схема дифференциальной лаборатор-
ной диагностики лихорадок чикунгунья, Зика и денге.

Таким образом, широкий диапазон сходных патоге-
нетических и клинических признаков лихорадки чикун-
гунья с вышеперечисленными заболеваниями предпола-
гает обязательное проведение уточняющих лаборатор-
ных тестов (см. схему) для постановки диагноза.

Лабораторная диагностика лихорадки чикунгунья 
включает в себя прямое обнаружение вируса с помо-
щью вирусологических и молекулярно-генетических 
методов, определение антигенов вируса и вирусоспе-
цифических антител серологическими методами. Ал-
горитм диагностического исследования биологического 
материала от пациентов, предположительно инфици-
рованных вирусом чикунгунья, с использованием вы-
шеперечисленных методов, был предложен Центром по 

Пациенты с подозрением на лихорадку Денге, Чикунгунья или Зига,
которые посещали эндемичные территории

Время забора материалаМенее 5 дней от начала появления симптомов Более 6 дней от начала появления симптомов

NS1 ТИФМ/RT-PCR вирус Денге

Положительно

Подтвержденный диагноз
лихорадки Денге

Исключение
коинфекции

с вирусом Зика

Коинфекция
не подтвержлена

Диагноз
лихорадка Денге

Коинфекция
с вирусом Зика
подтвержлена

Коинфекция
вируса Зика
и вирусом

Чикунгунья

Коинфекция
или кросс-

реактивность

Вирусологический
метод

Диагноз
лихорадка Денге

Диагноз
лихорадка

Чикунгунья

RT-PCR вирус Зика RT-PCR вирус 
Чикунгунья

IgM к вирусу 
Чикунгунья

IgM к вирусу 
Зика

Отрицательно Положительно Отрицательно

Положи-
тельно

Положительно
Диагноз

лихорадка Зика

Положительно
Диагноз лихорадка

Чикунгунья

Отрица-
тельно

Отрица-
тельно

Отрица-
тельно

Положи-
тельно

Отрица-
тельно

IgM к вирусу Денге

Схема дифференциальной лабораторной диагностики лихорадок чикунгунья, Зика и денге [16].
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контролю и профилактике заболеваний (CDC) и рядом 
исследователей [17–19].

Выбор метода исследования биологического матери-
ала на наличие антител к вирусу чикунгунья или анти-
генов вируса зависит как от типа самого образца (сыво-
ротка, плазма крови, цельная кровь), так и от времени, 
которое прошло с момента инфицирования. Инкубаци-
онный период в среднем составляет 2 – 4 дня, затем на-
ступает непродолжительный период виремии (не более 
7 дней), при котором вирусная нагрузка достигает 109 
копий вирусного генома на мл. На данном этапе для ди-
агностики целесообразно использовать прямые методы 
детекции вируса (изоляция вируса, ОТ-ПЦР, иммуноди-
агностические методы для определения антигена). Им-
муноглобулины M (IgM) выявляются в сыворотке крови 
с 5 дня с момента начала лихорадки чикунгунья и со-
храняются от 3 до 6 месяцев. Ig G к вирусу появляются 
к 7-10 дню от начала болезни и определяются довольно 
продолжительное время [20–22]. 

В табл. 1 приведены основные методы лабораторной 
диагностики лихорадки, вызванной вирусом чикунгунья, 
перечислен материал, необходимый для исследования, 
указаны сроки проведения диагностики с помощью кон-
кретного метода, а также их преимущества и недостатки.

Рассмотрим подробнее каждый из методов, приве-
денных в табл. 1.

При вирусологическом методе изоляция вируса чикун-
гунья проводится в первые 7 дней от начала заболевания 

из сыворотки крови и цельной крови инфицированного 
человека, а также из секционного материала с использо-
ванием различных культур клеток, интрацеребрального 
заражения мышей, введения инфицированного материала 
комарам [24]. В лабораторной практике этот метод при-
меняют редко, так как он требует длительного времени 
исполнения (1-2 нед) и наличия специально обученного 
персонала. Вирусологический метод для диагностики ли-
хорадки чикунгунья является высокоспецифичным (100 
%), но недостаточно чувствительным [25]. Вирус чикун-
гунья способен инфицировать и размножаться в большин-
стве известных перевиваемых клеточных линий, однако, 
так как данный вирус передается комарами A. aegypti, 
оптимальной для его выделения считают линию клеток 
комаров C6/36. По данным ряда авторов, хорошей чув-
ствительностью в отношении вируса обладают не только 
перевиваемые клеточные линии различного происхожде-
ния, такие как BHK-21, HeLa, Vero, Huh7, SVG-A, HepG2, 
RD, A549, C2C1, но и первичные (дермальные фибробла-
сты). Присутствие вируса в культуре клеток учитывают 
через одну-две недели после заражения с помощью элек-
тронной микроскопии, иммуноферментного анализа, по-
лимеразной цепной реакции и иммунофлюоресцентного 
анализа [26].

Молекулярно-генетические методы (полимеразная 
цепная реакция с обратной транскрипцией в режиме ре-
ального времени – ОТ-ПЦР) позволяют выявлять вирус 
чикунгунья в биологическом материале в первые 7 дней 

Т а б л и ц а  1
Преимущества и недостатки различных методов лабораторной диагностики лихорадки чикунгунья [23]

Метод диагностики Материал  
для исследования

Рекомендуемый срок 
проведения исследования Преимущества Недостатки

Вирусологический метод
Cыворотка крови, 

цельная кровь,  
секционный  

материал

0-7 день с момента 
инфицирования

Высокая  
специфичность метода

Требуется соблюдение режима 
биобезопасности, длитель-

ность анализа 
(1-2 недели)

Определение РНК вируса  
с помощью молекулярно- 
генетических методов

Цельная кровь,  
секционный  

материал
0-7 день с момента 

инфицирования
Высокая  

чувствительность и 
специфичность

Методы недоступны для ряда 
лабораторий за счет высокой 
стоимости реагентов и обо-

рудования

Определение антигена  
с помощью ИФА, МФА Сыворотка крови 0-7 день с момента 

инфицирования

Низкая стоимость 
анализа, альтернатива 
ПЦР (при отсутствии 

возможности  
ее проведения)

Чувствительность и специ
фичность наборов  
не удовлетворяют  

требованиям, необходимо  
соблюдение режима  

биобезопасности

Серологические методы  
для определения антител 
IgM и IgG (ИФА)

Сыворотка крови

IgM – 5-7 день  
с момента  

инфицирования
IgG - 7-10 день  

заболевания

Широко доступны,
просты в исполнении, 

множество  
производимых  

и зарегистрированных 
тест-систем

Кросс-реактивность  
в отношении гетерологичных 

вирусов, чувствительность 
варьируется.

Наличие IgM не всегда 
говорит об острой инфекции, 
необходимы дополнительные 

подтверждающие тесты

Иммунохромато- 
графические экспресс-тесты 
для качественного  
определения антител

Сыворотка крови, 
цельная кровь

IgM – 5-7 день  
с момента  

инфицирования
IgG – 7-10 день  

заболевания

Быстрота (10 мин) 
 и доступность

Результаты теста дают только 
первичную информацию,  

поэтому полученные  
положительные результаты 

необходимо уточнить другими 
альтернативными методами 

(например, ИФА, ПЦР)

Определение антител  
в МФА Сыворотка крови

IgM – 5-7 день  
с момента  

инфицирования
IgG – 7-10 день  

заболевания

Высокая  
чувствительность  
и специфичность

Метод не позволяет количе-
ственно определять антитела, 

субъективен, трудоемок в 
исполнении, требует сложного 

оборудования
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с момента инфицирования, Данный метод обладает вы-
сокой чувствительностью, специфичностью и позволяет 
определять вирусную нагрузку.

Во время вспышки в Малайзии в 1998 г. F. Hasebe и 
соавт. [27] разработали ОТ-ПЦР анализ на основе после-
довательностей генов nsP1 и E1 и успешно проверили 
его на образцах сыворотки крови, взятых у пациентов 
с подозрением на лихорадку чикунгунья. Последующие 
варианты ОТ-ПЦР были предложены уже в формате ре-
ального времени [28, 29].

Другим методом молекулярной диагностики, адап-
тированным для выявления вируса чикунгунья, явля-
ется NASBA-Real-Time (Nucleic acid sequence based 
amplification), представляющая собой реакцию транс-
крипционной изотермической амплификации в режиме 
реального времени. NASBA имеет существенные преи-
мущества по сравнению с ОТ-ПЦР. Во-первых, NASBA 
позволяет амплифицировать непосредственно молекулы 
РНК без предварительного проведения реакции обрат-
ной транскрипции. Во-вторых, NASBA является более 
чувствительным методом по сравнению с обычной ПЦР. 
По данным J.N. Telles и соавт. [30], сконструированная 
ими экспериментальная тест-система для выявления ви-
руса чикунгунья методом NASBA имела предел обнару-
жения 200 геномных копий на реакцию.

Еще одним перспективным методом выявления виру-
са чикунгунья является петлевая изотермическая ампли-
фикация нуклеиновых кислот в режиме реального време-
ни – RT-LAMP (Loop-mediated isothermal amplification). 
При совмещении с обратной транскрипцией LAMP мо-
жет с высокой эффективностью амплифицировать после-
довательности вирусных РНК. RT-LAMP является менее 
затратным методом, поскольку для него требуется только 
один тип ДНК-полимеразы с активностью смещения це-
пи [31]. Кроме того, RT-LAMP существенно сокращает 
время получения результата до 30 минут. 

На сегодняшний день разработано множество ком-
мерческих наборов реагентов для выявления РНК ви-
руса, на этапе регистрации находится отечественная 
тест-система «АмплиСенс® Chikungunya virus-Fl» для 
выявления вируса чикунгунья методом ОТ-ПЦР-РВ.

Иммунодиагностические методы позволяют на ран-
ней стадии заболевания определить в сыворотке крови 
виремический период с помощью иммуноферментного 
анализа и иммунохроматографических тестов. В на-
стоящее время разработан и зарегистрирован ряд им-
мунодиагностических тест-систем для отслеживания 
репликации вируса в образце. Для конструирования 
большинства из этих тест-систем авторы использовали 
поликлональные антитела, выделенные от реконвалес-
центов или от животных, иммунизированных цельным 
вирусом. Данные тест-системы обладают высокой чув-
ствительностью, но низкой специфичностью за счет 
поликлонального сырья в своей основе. Остается от-
крытым вопрос создания диагностических препаратов 
на основе моноклональных антител, существуют экспе-
риментальные тест-системы, но они имеют различный 
уровень чувствительности (30-90 %) к разным геноти-
пам вируса чикунгунья [32]. 

Поиск специфических антител в сыворотке крови 
проводят с помощью твердофазного иммуноферментно-
го метода (ТИФМ), метода флуоресцирующих антител 
(МФА), а также иммунохроматографических экспресс-
методов, которые позволяют получить результат реак-
ции в течение нескольких часов (до 2,5 часов). Поиск 

IgM целесообразно проводить в период с 5 по 7 день с 
момента инфицирования, при этом необходимо учиты-
вать, что они циркулируют в крови до нескольких меся-
цев. Определение антител этого класса является самым 
используемым лабораторным тестом для диагностики 
острой инфекции, вызванной вирусом чикунгунья, и 
часто проводится в комбинации с молекулярно-генети-
ческими методами [33]. Антитела IgG появляются в кро-
ви инфицированного человека приблизительно на 7-10 
день заболевания и детектируются в течение длитель-
ного периода времени (до нескольких лет) [34]. Поиск 
IgG в основном применяют для обследования реконва-
лесцентов.

Иммуноферментный анализ наиболее часто исполь-
зуется в двух вариантах: ТИФМ с захватом иммуногло-
булинов IgM (MAC-ELISA) и непрямой вариант имму-
ноферментного анализа для выявления антител классов 
IgM и IgG [35]. Метод иммуноферментного анализа при 
условии правильного выбора иммунодоминантного ан-
тигена, адсорбированного на твердой фазе, как правило, 
высоко специфичен и чувствителен, однако, возможно 
появление ложноположительных результатов из-за пе-
рекрестной активности антител с эпитопами, располо-
женными на поверхности гетерологичных вирусов [8, 
35]. Низкая диагностическая чувствительность ТИФМ 
(от 4 до 20 %) наблюдалась рядом исследователей при 
обследовании сывороток больных, с момента инфици-
рования которых прошло 5-7 дней, то есть в тот период, 
когда титр антител еще не достигал необходимых для 
обнаружения значений [36, 37]. 

В 2015 г. была проведена независимая оценка десяти 
производимых коммерческих наборов для обнаружения 
IgM к вирусу чикунгунья. Только три набора MAC-
ELISA и один для НМФА имели точность 96 - 100%, 
у остальных она была менее 50% [19]. Вероятно, при-
чиной низкой точности являлась перекрестная реактив-
ность по отношению к другим альфавирусам, а также 
разнообразие эпитопов, представленных на поверхно-
сти антигенов различных изолятов вируса чикунгунья. 
M. Khan и соавт. [38] и J.N. Erasmus и соавт. [39] в ка-
честве антигена захвата были взяты рекомбинантные 
белки вируса E1, E2 и компоненты вируса чикунгунья 
вместо традиционного использования целого вируса. В 
результате проведенного исследования и с учетом отсут-
ствия эффективного средства для иммунодиагностики 
лихорадки чикунгунья, CDC был разработан диагно-
стический алгоритм, согласно которому образцы с по-
ложительными или пограничными результатами MAC-
ELISA должны быть дополнительно подтверждены в 
тесте нейтрализации бляшкообразования (PRNT) [19], 
который является золотым стандартом для подтвержде-
ния инфекции, вызванной вирусом чикунгунья. Тем не 
менее, данный метод имеет существенные недостатки. 
Во-первых, он подразумевает использование живого ви-
руса, что ограничивает его доступность [40]. Во-вторых, 
он очень трудоемкий и требует хорошо обученного пер-
сонала [35, 40].

Метод флуоресцирующих антител в непрямом вари-
анте (НМФА) позволяет детектировать антитела к виру-
су чикунгунья, а прямой вариант метода - присутствие 
вирусных антигенов в инфицированных клетках [35]. 
Метод флуоресцирующих антител чувствительный и 
специфичный, но имеет ряд ограничений: не позволяет 
количественно определять антитела, субъективный, тру-
доемкий в исполнении, требует оборудования, которое 
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может быть недоступно для части лабораторий [37, 40]. 
Экспресс-тесты для иммунохроматографическо-

го определения IgM к вирусу чикунгунья в сыворотке 
или плазме крови человека были предложены произ-
водителем из Кореи Standard Diagnostics «SD Bioline 
Chikungunya IgM» и из США CTK Biotech «OnSite 
Chikungunya IgM Combo Rapid Test». Они разрешены 
к использованию на территории РФ. Время проведения 
анализа занимает 10 минут. Исследование, проведенное 
учеными из Биомедицинского научно-исследовательско-
го института Вооруженных сил Франции (French Armed 
Forces Biomedical Research Institute – IRBA; Франция), 
показало, что вышеупомянутые коммерческие диагно-
стические экспресс-тесты имеют более низкие параме-
тры чувствительности и специфичности по сравнению 
с иммуноферментными тест-системами, одобренными 
для диагностики лихорадки чикунгунья Комиссией Ев-
ропейского союза [41]. Таким образом, результат, полу-
ченный с помощью экспресс-тестов, считается пред-
варительным и требует обязательного подтверждения 
другими методами. 

Два набора реагентов для иммунодиагностики лихо-
радки, вызванной вирусом чикунгунья, были предложе-
ны отечественными производителями. Специалистами 
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» в 2018 г. зарегистрирован 
набор реагентов для дифференциального определения 
IgM антител к вирусам Зика, денге, Западного Нила и 
чикунгунья в сыворотке крови человека методом им-
муноферментного анализа «ИФА- IgM Зика, денге, ЗН, 
Чик» (РЗН 2018/7810, 28.11.18 г.). Наборы реагентов для 
выявления антигенов, IgM и IgG к вирусу чикунгунья 
производства БИОСЕРВИС (Россия) находятся на ста-
дии испытаний и в настоящее время рекомендуются для 
использования только в научных целях.

В табл. 2 приведены разрешенные на территории РФ 
в настоящее время иммунодиагностические наборы для 
определения антител к вирусу чикунгунья, описаны их 
характеристики.

Из приведенного в табл. 2 материала видно, что в 
настоящее время список коммерческих препаратов для 

иммунодиагностики лихорадки чикунгунья широко 
представлен зарубежными тест-системами, чувстви-
тельность и специфичность которых хорошо изучена и 
описана в литературе.

Из отечественных тест-систем, только один набор 
для иммунодиагностики лихорадки чикунгунья зареги-
стрирован на сегодняшний день. В литературе нет дан-
ных о диагностической значимости отечественных на-
боров.

Заключение. Несмотря на то, что распространение 
лихорадки чикунгунья в настоящее время не созда-
ет чрезвычайной ситуации в области общественного 
здравоохранения, безусловно, оно является глобальной 
проблемой и требует особой настороженности. Важно 
отметить, что во многих эндемичных по лихорадке чи-
кунгунья регионах в условиях ограниченных ресурсов 
местных лабораторных служб, точная и своевременная 
диагностика данной вирусной инфекции находится на 
неудовлетворительном уровне или вовсе отсутствует, 
что создает предпосылки для ее дальнейшего распро-
странения. Представленная в обзоре информация со-
держит перечень коммерческих препаратов для лабора-
торной диагностики лихорадки чикунгунья, что будет 
полезно для врачей клинической лабораторной диагно-
стики в плане выбора метода исследования и приемле-
мой тест-системы для лабораторного подтверждения 
диагноза лихорадка чикунгунья, а также проведения 
дифференциальной диагностики с другими лихорадка-
ми, имеющими схожие симптомы, общее географиче-
ское распределение и переносчиков инфекции.
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Средства иммунодиагностики лихорадки чикунгунья

Название набора реагентов, производитель Чувствительность и специфичность 
(по данным производителя) Уровень внедрения
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ФСЗ 2011/10431

Тест для быстрой диагностики лихорадки чикунгунья
SD BIOLINE Chikungunya IgM SD Diagnostics , Корея

Данные о чувствительности и 
специфичности производитель не 

приводит
Зарегистрирован на территории РФ

ФСЗ 2007/00653

Определение антител методом иммунофлуоресценции
Anti-Chikungunya virus IIFT (IgG), Anti-Chikungunya virus 
IIFT (IgM)
Евроиммун, Германия

Чувствительность 96 %, специфич-
ность – 100 % для определения IgG
чувствительность 96 %, специфич-

ность 95% для IgM

Зарегистрирован на территории РФ
№ ФСЗ 2010/07322

Отечественные
Набор реагентов для дифференциального определения  
IgM антител к вирусам Зика, денге, Западного Нила  
и чикунгунья в сыворотке крови человека методом имму-
ноферментного анализа «ИФА- IgM Зика, денге, ЗН, Чик»

Данные производитель не приводит Зарегистрирован на территории РФ
РЗН 2018/7810

Наборы реагентов для выявления антигенов, IgM и IgG к 
вирусу чикунгунья – БИОСЕРВИС (Россия) - Только для научных исследований
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Исследована концентрация бактериальных плазмалогена 18а и эндотоксина в крови лиц старшего возраста 45-90 лет 
с патологией сахарного диабета 2 типа (СД 2) – основная группа и без сахарного диабета – группа сравнения. Кон-
центрации как плазмалогена 18а, так и эндотоксина в крови лиц с патологией СД 2 статистически значимо больше, 
чем в крови лиц без патологии СД 2. Для оценки состояния микробиоценоза и прогнозирования СД 2 типа определены 
решающие правила, в виде пороговых значений концентраций плазмалогена 18а и эндотоксина в крови пожилых лиц с 
предполагаемым или установленным диагнозом СД 2 типа. С помощью ROC-анализа выявлено, что значения выше 20,66 
мкг/мл для плазмалогена 18а, и 0,48 нмоль/мл – для эндотоксина, определяют наличие патологии СД 2 типа в возрастной 
группе 45-90 лет.
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Введение. Сахарный диабет – одна из серьёзных про-
блема здравоохранения XXI века. По данным Междуна-
родной федерации диабета, в мире насчитывается более 
425 млн людей, больных диабетом, к 2045 г. прогнози-
руется рост до 629 миллионов [1]. Несмотря на то, что 
сахарный диабет 2 типа (СД 2) встречается во всех воз-
растных группах, включая детей и подростков [2], он 
по-прежнему считается заболеванием, характерным для 
людей старшего возраста [3]. Число новых случаев СД 
2 скачкообразно увеличивается после 45 лет [4]. Особое 
внимание уделяется исследованиям взаимосвязи воз-
растных нарушений системного метаболизма и микро-
биома кишечника [5–11].

Термин «микробиом» введен в 2001 году молеку-
лярным биологом и генетиком Джошуа Ледербергом 
[12]. В современных представлениях, микробиом – со-
вокупность всех микробов и их генов, находящихся в 
различных биотопах организма [13]. Взрослый человек 
колонизирован примерно 100 триллионами микробов, 
основное количество (более 600 родов, более 2 кг био-
массы) которых локализуется преимущественно в же-
лудочно-кишечном тракте (ЖКТ) [14, 15]. В кишечнике 
человека присутствуют бактерии, археи, вирусы, грибы. 
Подавляющее большинство микробного разнообразия 
(90%) кишечника представлено бактериальными фила-
ми Firmicutes и Bacteroidetes (семейства Bacteroidaceae, 
Prevotellaceae), при этом 50-80% бактерий филогенети-
чески принадлежат к типу Firmicutes, родам Ruminococ-
cus, Lactobacillus, Clostridium. Другие типы микроор-
ганизмов, колонизирующих кишечник человека, пред-
ставлены Actinobacteria (3-15%), Proteobacteria (1-20%), 
Verrucomicrobia (0,1%), Fusobacteria, Cyanobacteria, 
Spyrochaetes, Lentisphaerae [16–18].

Нарушения микроэкологии кишечника отражаются 
изменениями в соотношении бактериальных типов, ро-
дов, видов. Основным источником эндотоксина в орга-
низме являются грамотрицательные патогенные и оппор-
тунистические бактерии, в первую очередь, энтеробак-
терии и бактероиды, широко представленные в составе 
фекальной микробиоты; их количество увеличивается с 
возрастом и развитием возраст-ассоциированных пато-
логий [19]. При старении увеличивается кишечная про-
ницаемость, ослабевает барьерная функция кишечника, 
бактериальные эндотоксины транслоцируются через ки-
шечную стенку в кровоток и способствуют хроническому 
системному воспалению [20, 21]. Хроническое системное 
воспаление связано с развитием возрастных метаболиче-
ских нарушений и патологических процессов, которым 
часто сопутствует дисбиоз кишечника, сопровождаю-
щийся развитием эндотоксинемии [19, 22, 23].

Эндотоксин – термостабильный компонент наружной 
мембраны клеточной стенки грамотрицательных микро-
организмов, т. е. липополисахарид (ЛПС), состоящий 
из частей: гидрофобного липида А – гликолипида Re-
хемотипа, гидрофильного ядра и полисахарида [24, 25].

Образ-распознающие рецепторы – белки, присут-
ствующие на поверхности иммуннокомпетентных 

клеток, способные распознавать стандартные молеку-
лярные паттерны, такие как липополисахарид (ЛПС), 
пептидогликан, липопептиды и липотейхоевые кисло-
ты, флагеллин, бактериальную и вирусную ДНК, ви-
русная двухцепочечную РНК [22, 26]. Липотейхоевые 
кислоты являются важными компонентами клеточной 
стенки грамположительных, липополисахариды (ЛПС) 
– грамотрицательных бактерий. Они высвобождаются 
при лизисе бактериальных клеток, распознаются клет-
ками организма через Toll-подобные рецепторы (TLR) 
2 и 4, что вызывает синтез провоспалительных цито-
кинов (фактор некроза опухоли TNF-α, интерлейкин 
IL-1, IL-6), которые путём рекрутирования макрофа-
гов и эозинофилов вызывают воспаление и боль, за-
тем, полный бактериальный лизис и клиренс [27, 28]. 
Образраспознающие рецепторы TLR4, TLR2, TLR9 
взаимодействуют с лигандами кишечной микробио-
ты и осуществляют функции защиты от инфекции и 
поддержание тканевого гомеостаза [29, 30]. Комплекс 
TLR4 является ключевым элементом клеточной связи 
для распознавания ЛПС. Биологические эффекты об-
условлены взаимодействием ЛПС с рецептором TLR4, 
который распознает эндотоксин в кооперации с внекле-
точными белками MD2, CD14, LBP [31].

Системное воспаление связано с ионными канала-
ми с транзиторным рецепторным потенциалом (TRP), 
которые являются значимыми в воспалительных ре-
акциях не только посредством нейровозмущения, но 
и через функции эндотелиальных, эпителиальных и 
провоспалительных иммунокомпетентных клеток [32]. 
TRP-каналы являются белковыми рецепторами, кото-
рые ответственны за ряд физиологических процессов – 
сенсорных функций: трансдукция вкуса и запаха, тер-
мочувствительность, ноцицепция; гомеостатических 
функций: проницаемость катионов Ca2+ и реабсорбция 
катионов Mg2+, осморегуляция; подвижных функций: 
сокращение мышц и вазомоторика [33, 34, 35].

Исследование, посвящённое распознаванию эн-
дотоксина через TRP-каналы, привело к открытию 
ионного канала с транзиторным рецепторным потен-
циалом анкиринового подсемейства, представитель 1 
(TRPA1), как первого эндотоксинового сенсора [36]. 
Показано, что активация ЛПС в сенсорных нейронах 
не зависит от TLR4, а связана с функциональной экс-
прессией TRPA1 [36]. TRPA1 является не единственным 
сенсором чувствительным к ЛПС, отмечается чувстви-
тельность других TRP-каналов подсемейств: ванило-
идного – представитель 1 (TRPV1), меластатинового 
– представитель 3 (TRPM3) и представитель 8 (TRPM8) 
[37]. TLR4-опосредованные эффекты в различных ти-
пах клеток требуют введения ионов Ca2+ путём акти-
вации других представителей семейства каналов TRP, 
а именно, TRPC6 и TRPM7 [38, 39]. В эндотелиальных 
клетках ЛПС связывается с TLR4-ассоциированной 
комплексной молекулой CD14 [40], что вызывает гидро-
лиз фосфатидилхолина с последующим образованием 
диацилглицерола (ДАГ) [41, 42]. Впоследствии ДАГ 
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активирует TRPC6, что ведёт к увеличению концен-
трации внутриклеточного Ca2+, и к взаимодействию 
с адапторным белком первичного ответа миелоидной 
дифференциации 88 (MyD88), индукции воспаления 
и активации пути NF-κB [39]. Вместе с нарушением 
Ca2+-зависимого эндотелиального барьера [43, 44, 45], 
TRPC6-опосредованное увеличение Ca2+ связано с вос-
палительными реакциями.

Цель исследования: определить концентрации бакте-
риального плазмалогена 18а и эндотоксина в крови лиц 
старшего возраста с патологией СД 2 типа и без неё.

Материал и методы. Объектом исследования явля-
лись 168 человек в возрасте 45-90 лет, отобранных ме-
тодом случайной выборки в НКЦ геронтологии из раз-
личных клинических отделений. Постановка диагноза 
СД 2 типа осуществлялась врачами-специалистами на 
основании клинико-анамнестических данных и резуль-
татов лабораторных исследований. На основании по-
ставленного диагноза сформированы основная группа 
(СД 2) – 105 пациентов и группа сравнения (ГС) – 63 
пациента. Средний возраст пациентов в основной груп-
пе составил 68±11,3 лет, в группе сравнения 68±11,5 лет. 
Группы сопоставимы по возрасту. Гендерные различия 
не учитывались.

Материалом для исследования служила цельная 
кровь из вены, которую отбирали в пробирку с ЭДТА, 
хранили при 2-8° С и/или незамедлительно транспорти-
ровали в лабораторию в течение 30-60 мин. для анали-
за. Кровь отбирали согласно Методическим указаниям 
«Техника сбора и транспортирования биоматериалов 
в микробиологические лаборатории» МУ 4.2.2039-05 
пункт 3. Доставленные пробы подвергали анализу на со-
став микробных маркёров. Определение концентрации 
бактериального плазмалогена 18а и эндотоксина в кро-
ви проводили методом ГХ-МС. Анализ состоял в пря-
мом извлечении с помощью экстракции жирно-кислот-
ных соединений из образцов. Разделение проводили на 
хроматографе МАЭСТРО 7820А, совмещённым с ква-
друпольным селективным масс-спектрометром Agilent 
Technologies 5975 с диапазоном масс 2-1000 а.е.м., име-
ющем разрешающую способность 0,5 а.е.м. во всём 
рабочем диапазоне. Чувствительность прибора 50 пг 
(пикограмм) по метилстеарату в режиме непрерывного 
сканирования и 1 пг в режиме селективных ионов, на 

капиллярной колонке с метилсиликоновой привитой фа-
зой Ультра-1 Хьюлетт-Паккард длиной 25 м и внутрен-
ним диаметром 0.2 мм. Режим анализа 120° С – 2 мин, 
далее программированное изменение температуры –  
5 град/мин до 300-320ºС градусов. При определении со-
става основных липидных компонентов, карбоновых, 
фенилкарбоновых кислот и спиртов пробы использован 
режим полного сканирования [12, 47].

Статистическую обработку результатов одноимен-
ных показателей в каждой группе сравнения проводили с 
использованием пакета прикладных программ Statistica 
10.0, построение диаграмм осуществлялось с помощью 
программы Microsoft Excel 2016 и Statistica 10.0.

Результаты. Для выбора критерия оценки ста-
тистической значимости отличия выборок проведена 
оценка нормальности распределения с помощью кри-
териев Шапиро-Уилка (W) и Колмогорова-Смирнова 
(К-С) с модификацией Лиллиефорса (Лилл). Значе-
ния критериев для концентрации плазмалогена 18а в 
крови составили К-С d=0,1636, p<0,01; Лилл p<0,01 и 
W=0,9198, p=0,000001. Для концентрации эндотоксина 
в крови значения критериев составили К-С d=0,0744, 
p>0,20; Лилл p<0,05 W=0,9499; p=0,00001. Из пред-
ставленных данных следует, что распределение зна-
чений концентраций плазмологена и эндотоксина в 
крови не соответствует нормальному. Для проверки 
статистически значимых различий двух независимых 
групп, распределение значений в которых не является 
нормальным, использован U-критерий Манна-Уитни. 
Результаты представлены в табл. 1.

Содержание плазмалогена 18а в крови в основной 
группе статистически значимо выше, чем в группе срав-
нения (табл. 1). Концентрация бактериального эндоток-
сина в крови в основной группе статистически значимо 
выше, чем в группе сравнения. Значения концентраций 
бактериального эндотоксина и плазмологена 18а в крови 
пациентов можно использовать в качестве дополнитель-
ного параметра прогноза развития СД 2 типа.

Для расчёта решающих правил – пороговых значений 
концентраций бактериального эндотоксина и плазмало-
гена 18а в крови пациентов использовали ROC-анализ. 
Результаты ROC-анализа для концентраций бактери-
ального эндотоксина и плазмологена в крови пациентов 
представлены в табл. 2.

Т а б л и ц а  1
 Концентрация бактериального плазмалогена 18а и эндотоксина в крови в опытной и контрольной группе

Показатель
Значения в группах

Уровень значимости, р<0,05
СД 2, n=105 ГС, n=63

Концентрация плазмалогена 18а в крови, мкг/мл 25,6 (13,2-38,0) 14,1 (7,2-16,3) 0,000002
Концентрация эндотоксина в крови, нмоль/мл 0,52 (0,38-0,71) 0,37 (0,22-0,50) 0,000048

П р и м е ч а н и е . Результат представлен в виде медианы, 25 и 75 процентиля в скобках.

Т а б л и ц а  2
Результаты ROC-анализа для концентраций бактериального плазмалогена 18а и эндотоксина в крови пациентов  

исследуемых групп

Параметры
Значения для

плазмалогена 18а эндотоксина
AUC (Площадь ограниченная ROC-кривой) 0,74 0,75
CutOff (Порог отсечения) 0,39 0,46
Пороговая концентрация 20,66 мкг/мл 0,48 нмоль/мл
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В табл. 2 показано, что значения AUC для представлен-
ных параметров выше 0,5, что указывает на возможность 
классификации диагноза СД 2 типа по значениям концен-
траций бактериального плазмалогена 18а и эндотоксина в 
крови, используя пороговые значения 20,66 мкг/мл плазма-
логена 18а в крови и 0,48 нмоль/мл эндотоксина. Концен-
трации бактериального плазмалогена 18а и эндотоксина в 
крови обладают одинаковой прогностической точностью, 
на что указывает равенство значений AUC.

Для оценки прогностических характеристик решаю-
щих правил определим их прогностическую точность, 
специфичность и чувствительность для пациентов ис-
следуемых групп. Результаты представлены в табл. 3.

В табл. 3 показано, что концентрация плазмалогена 
18а в крови 20,66 мкг/мл может с 68,45% точностью про-
гнозировать СД 2 типа. Для концентрации эндотоксина 
0,48 нмоль/мл прогностическая точность ниже и состав-
ляет 65,48%. Два исследуемых параметра обладают бо-
лее высокой чувствительностью, чем специфичностью.

Обсуждение. Методом ГХ-МС крови концентра-
цию плазмалогена 18а (мкг/мл) определяют по кон-
центрации октадеценового альдегида (18:1а), кото-
рый входит в состав клеточной стенки микроорганиз-
мов, представителей индигенной нормобиоты, родов 
Bifidobacterium spp. и Eubacterium spp. [49, 50]. Повы-
шенная концентрация октадеценового альдегида может 
указывать на высокую интенсивность обсеменённости 
кишечника микроорганизмами родов Bifidobacterium 
spp. и Eubacterium spp., что является показателем при-
сутствия представителей нормобиоценоза в физиоло-
гически достаточном количестве.

В толстокишечном микробиоценозе пациентов в воз-
расте 18-22 года с предрасположенностью к СД 2 обна-
ружено увеличение на несколько порядков количества 
лактозонегативных E. coli , Staphylococcus epidermidis, 
Сlostridium spp. Bacillus spp. и Candida albicans на фо-
не снижения уровня представителей нормобиоценоза –  
Lactobacillus spp., по сравнению с толстокишечным ми-
кробиоценозом лиц без предрасположенности к СД 2, 
количество Bifidobacterium spp. практически одинаково 
в обоих группах [57], что подтверждается увеличением 
количества плазмалогена 18a в нашем исследовании, 
который входит в состав клеток некоторых представи-
телей рода Bifidobacterium spp., что может указывать на 
наличие повышеной кишечной проницаемости.

Плазмалогены представляют собой глицерофосфо-
липиды с алкенильной связью в положении sn-1 глице-
риновой основной цепи [51]. Алифатические фрагмен-
ты в положении sn-1 в основном представляют собой 
C16:0, C18:0 или C18:1 жирные кислоты. В положении sn-2 
в основном расположены полиненасыщенные жирные 
кислоты, такие как арахидоновая кислота (C20:4) или до-
козагексаеновая кислота (C22:6) [52]. Плазмалогены об-

наруживаются почти во всех тканях млекопитающих и 
составляют около 20% от общего количества фосфоли-
пидов [51]. Наличие плазмалогенов в клетках грибов и 
растений не установлено [55]. Плазмалогены встреча-
ются у ряда бактерий кишечного биоценоза. Плазмало-
гены обнаружены у некоторых видов Clostridium spp., 
штаммов Bifidobacterium longum [53, 54, 56].

Плазмалогены важны для управления выбросом 
холестерина из клеток, поскольку они является про-
тектором окисления полиненасыщенных жиров, и под-
держания нормальной нервной деятельности. Плазма-
логены стимулируют нервные клетки и осуществляют 
межклеточные функции. Увеличение концентрации 
плазмалогена 18а является положительным фактором и 
отражает количество представителей нормобиоценоза. 
Симбионтная микробиота является резервуаром плазма-
логенов, которые входят в состав мембран анаэробных 
бактерий. Увеличение концентрации плазмалогена 18а в 
крови лиц с патологией СД 2 может указывать на увели-
чение проницаемости кишечной стенки.

Для определения концентрации эндотоксина в кро-
ви методом ГХ-МС суммируют концентрации компо-
нентов липида А – гидроксикислот: 3h12, 2h12, hi13, 
3h13, 3h14, 2h14, 2hi15, 3hi15, h16, 3hi17, h18, h15, 
ЛПС клеточной стенки грамотрицательных бактерий: 
Acinetobacter, Pseudomonas aeruginosa, Stenotroph-
omonas maltophilia, Bacteroides hypermegas, Fusobac-
terium, Haemophylus, Sphingomonas. Flavobacterium, 
Porphyromonas, Prevotella, Bacteroides fragilis, Helico-
bacter pylory [49, 50]. Увеличение концентрации бак-
териального эндотоксина в крови свидетельствует об 
увеличении количества условно-патогенных грамотри-
цательных микроорганизмов в микробиоценозе лиц 
с патологией СД 2 по сравнению с микробиоценозом 
лиц без СД 2. Умеренная активация клеток при низких 
дозах эндотоксина с увеличением дозы переходит в 
гиперактивацию, которая сопровождается усиленной 
продукцией воспалительных цитокинов, активацией 
системы комплемента и факторов свертывания крови, 
что способствует развитию системного воспаления.

Заключение. Микробиота кишечника принимает 
участие в патогенезе СД 2 типа. Более высокие значения 
концентрации фосфолипида-плазмалогена 18а и ЛПС 
при СД 2 типа указывают на то, что при СД 2 типа в 
микробиоценозе преобладают представители нормоби-
оценоза и условно-патогенные микроорганизмы, про-
дуцирующие эндотоксин. Более высокие концентрации 
плазмалогена 18а и эндотоксина в системном кровото-
ке указывают на увеличение кишечной проницаемости 
для грамотрицательных микроорганизмов, нарушение 
функции колонизационной резистентности и выражен-
ный дисбиоз у пациентов основной группы. Для оцен-
ки состояния микробиоценоза и прогнозирования СД 2 
типа определены решающие правила, в виде пороговых 
значений концентраций плазмалогена 18а и эндотоксина 
в крови пожилых лиц с предполагаемым или установ-
ленным диагнозом СД 2 типа. С помощью ROC-анализа 
выявлено, что значения выше 20,66 мкг/мл для плазма-
логена 18а и 0,48 нмоль/мл – для эндотоксина, опреде-
ляют наличие патологии СД 2 типа, при сопутствующих 
клинико-анамнестических данных.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 

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

Т а б л и ц а  3
Качественная характеристика прогностической модели при СД 
2 типа по концентрациям бактериального плазмалогена 18а и 

эндотоксина

Параметры
Значения для

плазмалогена 18а эндотоксина
Чувствительность, % 89,38 80,52
Специфичность, % 54,90 52,75
Прогностическая  
точность, %

68,45 65,48
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Аномальные мРНК гибридного гена BCR/ABL в подавляющем числе случаев в зависимости от точки слияния генов иници-
ируют синтез протеинов с массой 210 кДа (p210), 190 кДа (p190) и 230 кДа (p230). Экспрессия варианта р210 наиболее 
часто встречается при ХМЛ (95% случаев), в то время как варианты р190 и р230 при этом заболевании встречаются 
гораздо реже (1–4%). Напротив, при ОЛЛ преобладает транскрипт р190 – до 80% всех BCR/ABL позитивных ОЛЛ. 
Определение экспрессии гена BCR/ABL регламентируется клиническими рекомендациями по диагностике ХМЛ и ОЛЛ 
как последовательные тесты в соответствии с частотой их встречаемости. Вместе с тем, в условиях первичного те-
стирования пациентов с подозрением на онкогематологические заболевания при низкой распространенности в когорте 
обследуемых лиц BCR/ABL позитивных пациентов последовательное тестирование сопряжено с низкой экономической 
эффективностью.
Цель: апробация параллельного алгоритма одновременного выявления основных вариантов химерных транскриптов 
BCR/ABL (р210, р190 и р230) с использованием мультиплексного формата ОТ-ПЦР, реализованного в наборе «BCR/ABL-
МУЛЬТИТЕСТ». В работе использовались обезличенные пробы крови пациентов, направленных в лабораторию с по-
дозрением на наличие ХМЛ, а также пробы пациентов с ОЛЛ. Тестирование проб крови проводили с использованием 
двух вариантов алгоритма: последовательного определения отдельных транскриптов BCR/ABL и параллельного выяв-
ления всех трех вариантов транскриптов с помощью разработанного набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ». Для детекции 
транскрипта р210, использовали коммерческий набор «АмплиСенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT» (ФБУН ЦНИИ эпиде-
миологии Роспотребнадзора, Россия). Одновременно применяли тест выявления всех трех вариантов транскриптов 
BCR/ABL с использованием набора реактивов «BCR/ABL–МУЛЬТИТЕСТ», основанного на монохромной мультиплексной 
реакции «в одной пробирке». Обратную транскрипцию осуществляли с использованием набора реагентов «РЕВЕРТА-L» 
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия) в соответствии с инструкцией производителя. Показано, что 
при использовании наборов «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» и «АмплиСенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT» наблюдается высокий 
уровень корреляции количественных результатов определения химерного транскрипта BCR/ABL р210 (r = 0,99). При ис-
пользовании предлагаемого параллельного алгоритма с первичным использованием набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» из 
95 пациентов с подозрением ХМЛ было выявлено 9 проб с транскриптом р210, один с р190 BCR/ABL и также в одном 
случае был обнаружен вариант транскрипта, характерный для хронического нейтрофильного лейкоза – р230 BCR/ABL. 
Расчетная стоимость выявления одного позитивного случая BCR/ABL при использовании параллельного алгоритма диа-
гностики с набором «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» при сложившимся потоке исследований сокращается примерно в 2 раза 
за счет уменьшения количества используемого лабораторного пластика и объема реакционной смеси, а также отсут-
ствия необходимости повторных отдельных тестов для выявления р190 и р230.
Использование мультиплексной тест-системы ПЦР-РВ «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ», позволяет выявлять «в одной про-
бирке» все три основных варианта транскриптов BCR/ABL – р210, р190, р230 и достигать существенной экономии 
ресурсов при обследовании когорты пациентов с подозрением на ХМЛ и ОЛЛ и низкой встречаемостью позитивных 
образцов
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USE OF THE «BCR/ABL – MULTITEST» KIT IN THE ALGORITHM OF LABORATORY DIAGNOSTICS  
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Abnormal mRNAs of the hybrid BCR-ABL gene in the majority of cases initiate the synthesis of proteins with a mass of 210 kDa 
(p210), 190 kDa (p190), and 230 kDa (p230). Expression of the p210 variant is most common in CML (95% of cases), while 
the p190 and p230 variants are less common (1-4%). On the contrary, p190 predominates in ALL. Measurement of BCR/ABL 
gene expression is included in clinical guidelines for the diagnosis of CML and ALL as sequential tests in accordance with their 
occurrence. At the same time, in the context of primary patients testing with suspected hematological malignancies with a low 
prevalence of BCR-ABL positive patients in the cohort of examined individuals, sequential testing is associated with low cost-
effectiveness.
Purpose: approbation of a parallel algorithm for detecting all three (p210, p190 and p230) using the multiplex RT-PCR format 
implemented in the «BCR/ABL-MULTITEST» reagent kit.
We used anonymized blood samples from patients with suspected CML, as well as samples from ALL patients before starting 
therapy. Testing of blood samples was carried out using two variants of the algorithm: sequential determination of individual 
BCR-ABL transcripts and parallel determination using the developed set of reagents «BCR/ABL-MULTITEST». To detect the 
p210 transcript, a commercial kit «AmpliSens® Leukemia Quantum M-bcr-FRT» (Central Research Institute of Epidemiology 
of Rospotrebnadzor, Russia) was used. Simultaneously, a test was used to detect all three variants of BCR-ABL transcripts using 
the «BCR/ABL – MULTITEST» reagent kit based on a monochrome multiplex reaction «in one test tube». Reverse transcription 
were carried out using the REVERTA-L reagent kit (Central Research Institute of Epidemiology of Rospotrebnadzor, Russia) in 
accordance with the manufacturer’s instructions.
Using the reagent kits «BCR/ABL-MULTITEST» and «AmpliSens® Leukemia Quantum M-bcr-FRT» there is a high level of 
correlation of quantitative results of determining the chimeric transcript BCR-ABL р210 (r = 0.99). When using the proposed 
parallel algorithm with the primary use of the «BCR/ABL-MULTITEST» reagent kit, out of 95 patients with suspected CML, 9 
samples with p210 transcript were identified, one with p190 BCR / ABL, and in one case a transcript variant characteristic of 
chronic neutrophilic leukemia – p230 BCR / ABL.
The estimated cost for detecting one positive case of BCR-ABL when using the parallel diagnostic algorithm «BCR/ABL-
MULTITEST» with a focused flow of studies is reduced by about 2 times due to a decrease in the amount of laboratory plastic used 
and the volume of the reaction mixture, as well as the absence of the need for repeated separate tests to detect p190 and p230.
The use of the multiplex PCR-RT test system «BCR/ABL-MULTITEST» allows detecting in one test tube all three main variants 
of BCR-ABL transcripts – p210, p190, p230 and achieving significant resource savings when examining a cohort of patients with 
suspected CML and ALL and low frequency of positive samples.
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Введение. Филадельфийская хромосома (Ph-
хромосома) образуется в результате транслокации t(9;22)
(q34;q11), при которой части двух хромосом (9-й и 22-й) 
меняются местами. В результате часть гена BCR из хро-
мосомы 22 сливается с геном ABL на хромосоме 9. На 
матрице образовавшегося гибридного гена BCR-ABL в 
зависимости от локализации точки разрыва хромосом 
могут формироваться свыше 16 разных вариантов химер-
ных РНК транскриптов BCR-ABL. В подавляющем боль-
шинстве случаев образуются транскрипты e13a2 (b2a2), 
e14a2 (b3a2), реже e1a2, e13a3 и e19/a2. Аномальные 
мРНК гибридного гена инициируют синтез соответству-
ющих белков с массой 210 кДа (p210), 190 кДа (p190) и 
230 кДа (p230). Белковые продукты гена BCR /ABL об-
ладают аномальной тирозинкиназной активностью, не-
адекватно влияющей на пролиферацию, дифференциров-
ку, активацию, адгезию и апоптоз клеток. Именно избы-
точная активность химерной BCR-ABL-тирозинкиназы 
определяет развитие хронического миелоидного лейкоза 
(ХМЛ) и также вовлечена в патогенез отдельных вариан-
тов острого лимфобластного лейкоза (ОЛЛ). Транскрип-
ты BCR /ABL выявляются также при остром миелоидном 
лейкозе и остром лейкозе смешанного фенотипа [1–3]. 
Следует отметить, что BCR-ABL – ключевой диагности-
ческий маркер всех случав ХМЛ. BCR-ABL-позитивный 
вариант ОЛЛ выявляется у детей не чаще 5-7 %, но его 
частота в дебюте заболевания возрастает до 40 % к со-
рокалетнему возрасту пациентов, a затем увеличивается 
на 10% в течение каждого последующего десятилетия 
жизни. При ОЛЛ с Ph-хромосомой примерно в одной 
четверти случаев экспрессируется p210 и примерно три 
четверти случаев характеризуются экспрессией p190 [4]. 
Протеин р230, образующийся на матрице транскрипта 
e19/a2, проявляет более низкую внутреннюю тирозинки-
назную активность, чем р210 и р190 и связан с вялоте-
кущим миелопролиферативным заболеванием, называе-
мым хроническим нейтрофильным лейкозом [4] и лишь 
однажды был описан при ОЛЛ [5]. 

На молекулярно-генетическом уровне транскрипт 
BCR-ABL чаще всего выявляется посредством поли-
меразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) и выполнение данного исследования регла-
ментируется клиническими рекомендациями при пер-
вичной диагностике ХМЛ, а в количественном формате 
для мониторинга эффективности терапии ХМЛ и BCR-
ABL (оценка молекулярного ответа). Отрицательный 
результат теста на BCR-ABL учитывается также при 
диагностике Ph-негативных миелопролиферативных не-
оплазий (МПН) – эссенциальной тромбоцитемии и пер-
вичном миелофиброзе [6]. 

Следует отметить, что для первичного выявления 
ХМЛ клиническими рекомендациями [3] предлагает-
ся последовательный алгоритм выявления отдельных 
транскриптов BCR-ABL: вначале определение экспрес-
сии химерного транскрипта BCR-ABL p210, а при его 
отсутствии показано определение более редких транс-
криптов BCR-ABL (p190, р230). Учитывая поток на-
правляемых в нашу лабораторию проб крови первичных 
пациентов и невысокую долю (менее 10-15%) среди них 
позитивных результатов тестирования на BCR-ABL, на-
ми предлагается параллельный алгоритм тестирования 
одновременно на все основные варианты BCR/AL, так 
как необходимость последовательной постановки те-
стов на р190 и р230 при отрицательном тесте на р210 
существенно снижает экономическую эффективность 

работы лаборатории и увеличивает время постановки 
окончательного диагноза.

Целью настоящей работы явилось апробация парал-
лельного алгоритма выявления трех вариантов (р210, 
р190 и р230) BCR-ABL с использованием мультиплекс-
ного формата ОТ-ПЦР, реализованного в наборе «BCR/
ABL-МУЛЬТИТЕСТ».

Материал и методы. Дизайн настоящего исследо-
вания заключался в сравнительном использовании двух 
вариантов алгоритма тестирования образцов веноз-
ной крови: последовательного определения отдельных 
транскриптов BCR-ABL и параллельного с помощью 
разработанного набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ». В 
работе использовались обезличенные пробы крови па-
циентов с подозрением на наличие ХМЛ, а также пробы 
пациентов с ОЛЛ, поступившие в лабораторию с 01.01 
по 31.03 2021 г.

Выявление вариантов слияния химерного гена BCR-
ABL проводили методом мультиплексной ПЦР в режи-
ме «реального времени» (ПЦР-РВ) на амплификаторе 
CFX96 (Bio-Rad, США). Для выделения РНК, выпол-
нения обратной транскрипции и детекции транскрипта 
р210, использовали коммерческий набор «АмплиСенс® 
Лейкоз Квант M-bcr-FRT» (ФБУН ЦНИИ эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора, Россия). Транскрипты р190 и 
р230 определяли в пробах кДНК с отрицательным ре-
зультатом на р210 также методом ПЦР-РВ в соответ-
ствии с описанными методиками [7] и [8].

Одновременно с традиционным последовательным 
алгоритмом применяли тест выявления всех трех вариан-
тов BCR-ABL с использованием набора реактивов «BCR/
ABL–МУЛЬТИТЕСТ», основанного на монохромной 
мультиплексной реакции «в одной пробирке». В этом 
случае выделение РНК проводили методом фенол-хло-
роформной экстракции, обратную транскрипцию прово-
дили с использованием набора реагентов «РЕВЕРТА-L» 
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Рос-
сия) согласно инструкции производителя.

В соответствии с разработанной нами методикой, при 
использовании набора реагентов «BCR/ABL–МУЛЬТИ-
ТЕСТ», амплификацию проводили в 25 мкл смеси, со-
держащей: 100 мМ Трис-НСl, pH 8,8; 0,5 М KCl; 0,8% 
Nonidet P-40; 2 мМ MgCl2; 0,2 мМ каждого из дНТФ; 
10 мкл кДНК; по 0,3 мкМ каждого праймера и TaqMan 
зонда; 1 единицу активности SynTaq ДНК-полимеразы 
(ООО «НПО Синтол», Россия). Использовали следую-
щую программу амплификации: предварительный про-
грев при 95°C — 5 мин, далее 50 циклов: 95°C — 15 с, 
60°C — 60 с, детекция флуоресцентного сигнала про-
водилась по каналу FAM в ходе ПЦР-РВ. Для нормали-
зации получаемых данных в качестве гена «домашнего 
хозяйства» использовали ген ABL1.

В наборе использовали следующие праймеры и оли-
гонуклеотидные зонды:

ENF501: TCCGCTGACCATCAAYAAGGA
ENR561: CACTCAGACCCTGAGGCTCAA
ENF402: CTGGCCCAACGATGGCGA
E19: TGGAGGAGGTGGGCATCTAC
ENP541: FAM-CCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGA-

BHQ1.
При оценке экономического эффекта ориентирова-

лись на стоимость реактивов коммерческих наборов 
(https://www.helicon.ru/catalog/; https://genetechnology.ru) 
в расчете на одно исследование в качественном форма-
те реакции. Стоимость затрат на реактивы при альтер-

https://genetechnology.ru
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нативном алгоритме определялась исходя из 
стоимости коммерческих наборов на выделе-
ние РНК и обратную транскрипцию, а также 
реактивов, входящих в состав набора «BCR/
ABL–МУЛЬТИТЕСТ». 

Результаты. На рис. 1 представлен гра-
фик корреляции результатов количественно-
го определения уровня BCR-ABL р210 при 
параллельном тестировании образцов крови 
пациентов с подозрением на ХМЛ с использо-
ванием набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» и 
коммерческого набора «АмплиСенс® Лейкоз 
Квант M-bcr-FRT» (ФБУН ЦНИИ эпидемио-
логии Роспотребнадзора). В 86 пробах крови 
BCR-ABL р210 не выявлялись обоими тест-
системами. Высокий уровень корреляции по-
зитивных значений BCR-ABL р210 в диапа-
зоне от 0,008 до 100% у 27 пациентов с ХМЛ 
(r=0,998) демонстрирует полное совпадение 
полученных результатов при использовании 
данных наборов при выявлении транскрипта 
р210.

При выполнении параллельного анализа 
поступающих в лабораторию проб пациен-
тов с подозрением на ХМЛ и использовани-
ем сравниваемых алгоритмов (рис. 2, а, б) 
различий в выявляемости отдельных транс-
криптов также не наблюдалось. Среди 95 
проб было выявлено 9 случаев с позитивной 
реакцией на BCR-ABL (р210), в одной пробе 
определено присутствие изолированного ва-
рианта р190 BCR-ABL и в еще одном случае 
был обнаружен вариант транскрипта, харак-
терный для хронического нейтрофильного 
лейкоза – р230 BCR-ABL. У трех пациентов, 
в последующем был выявлен генетический 
маркер Ph-негативной миелопролиферации 
– JAK2 V617F. При тестировании 8 взрослых 
пациентов с острым лейкозом с использо-
ванием набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» 
также как и в альтернативном варианте тести-
рования на трех отдельных наборах было вы-
явлено всего 2 случая BCR-ABL позитивного 
ОЛЛ (р190) (табл.1). 

В табл. 2 представлены результаты оцен-
ки расчетной экономической эффективности 
внедрения алгоритма с первичным использо-
ванием набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» 
при тестировании в сложившемся в нашей 
лаборатории потоке проб крови пациентов, 
направляемых врачами гематологами в связи 
с подозрением на ХМЛ. Расчетная стоимость 
выявления одного позитивного случая BCR-
ABL при использовании предлагаемого ал-
горитма диагностики в нашей лаборатории 
сокращается в примерно в 2 раза – с 7,0 до  
3,6 тыс. руб.

Обсуждение. За более чем 30-летнюю 
историю тестирования пациентов на BCR-
ABL разработано множество методов обна-
ружения и количественной оценки уровней 
транскриптов BCR-ABL: от оценки кривых 
плавления до секвенирования нового поко-
ления [1]. Вместе с тем, с целью практиче-
ского использования наиболее приемлемы 

Рис. 1. Корреляция результатов тестирования образцов крови пациентов с по-
дозрением на ХМЛ при использовании набора «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» 
и коммерческого набора «АмплиСенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT».
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Рис. 2. Последовательный алгоритм выявления транскриптов BCR-ABL (а) 
и алгоритм с первичным использованием мультиплексного теста (б).
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тесты, характеризующиеся надежностью, простотой 
выполнения, максимальной экономичностью и мини-
мизацией трудозатрат. Следует также признать, что не-
обходимость противодействия пандемии коронавирус-
ной инфекции вызвала взрывное развитие лабораторий, 
использующих методы полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), существенно обновился соответствующий парк 
оборудования, что определяет целесообразность ис-
пользования накопленной мощности ПЦР-лабораторий 
и для диагностики онкологических заболеваний. 

В настоящее время в Российской Федерации реги-
страционные удостоверения Росздравнадзора изделий 
медицинского назначения имеют лишь единичные на-
боры для выявления только самого распространённого 
транскрипта р210 BCR-ABL, которые можно использо-
вать в форматах как качественной, так и количествен-
ной оценки результатов. Вместе с тем, включение в 
диагностические критерии утвержденных клинических 
рекомендаций результатов выявления всех трех транс-
криптов BCR-ABL актуализирует необходимость раз-
работки советующих стандартизованных коммерческих 
наборов. 

Описано достаточно много вариантов тестов на ос-
нове ОТ-ПЦР для одновременного выявления трех са-
мых распространенных химерных транскриптов BCR-
ABL. Хотя эти мультиплексные тесты не являются стро-
го соответствующими требованиям к количественным 
результатам идентификации каждого из транскриптов, 
преимущество их использования неоспоримо при об-
следовании когорт пациентов с низкой вероятностью 
наличия BCR-ABL, например при первичном скрининге 
пациентов с подозрением на ХМЛ.

Известна методика мультиплексного анализ ОТ-
ПЦР в реальном времени для обнаружения BCR-ABL, 
которая допускает количественную оценку конкретного 
химерного транскрипта, включает использование прай-
мера к ABL, меченного на 5’-конце флуоресцентным 
красителем NED (Applied Biosystems) [9] Метка NED, не 

мешая сигналу флуоресцентного зонда TaqMan, позво-
ляет впоследствии идентифицировать химерный транс-
крипт с помощью дополнительного выполнения капил-
лярного электрофореза высокого разрешения. Однако её 
использование не получило широкого распространения 
ввиду необходимости дополнительного дорогостоящего 
зонда и трудоемкого этапа капиллярного электрофореза.

 Алгоритм, предложенный О.В. Никулиной и соавт. 
[10], основанный на выполнении двух последователь-
ных реакций «гнездовой» ПЦР, позволяет идентифици-
ровать наряду с основными вариантами при последу-
ющем секвенировании также и более редкие варианты 
транскриптов BCR-ABL, выявляемые менее чем у 1,0% 
всех обследованных пациентов с ХМЛ. Вместе с тем, 
его использование может быть эффективно с экономи-
ческой точки зрения при тестировании когорты пациен-
тов с очень высокой вероятностью наличия ХМЛ, как 
правило с выраженными клиническими и гематологиче-
скими проявлениями заболевания.

Наиболее простой и доступной по стоимости муль-
типлексной технологией выявления химерных транс-
криптов могла бы быть признана методика, основанная 
на оценке значения температур плавления полученных 
продуктов реакции ПЦР в присутствии флюоресцентно-
го красителя SYBR Green I [5]. Однако описанная авто-
рами методика позволяет выявлять только два варианта 
BCR-ABL – р210 и р190 и часто нуждается в последую-
щей верификации ОТ-ПЦР. 

Недавно описанный [11] мультиплексный метод ОТ-
ПЦР с использованием пяти праймеров и одного зонда 
для количественной оценки BCR-ABL позволяет одно-
временно выявлять до 14 различных вариантов слияния, 
включая редкие подтипы. В комбинации с последую-
щим капиллярным электрофорезом, методика также по-
зволяет идентифицировать конкретные подтипы генов 
слияния BCR-ABL. 

В отличие от описанных выше технологий, в своем 
наборе для классической ПЦР в реальном времени мы 
используем смесь одного специфического зонда и прай-
меров, что позволяет в одной пробирке детектировать 
нарабатываемые ампликоны любого из этих транскрип-
тов. Кроме того, при разработке дизайна специфических 
праймеров мы учли также вероятность присутствия по-
следовательностей генетических полиморфизмов, влия-
ющих на специфичность получаемых результатов [12]. 

Предлагаемый алгоритм позволяет надеяться на вы-
явление не менее 97% всех случаев присутствия в про-
бах крови пациентов основных вариантов BCR-ABL и 
является наиболее оптимальным с точки зрения соот-

Т а б л и ц а  1 
Частота выявления отдельных транскриптов BCR-ABL в 

пробах крови при проведении сравнительного исследования 
эффективности двух алгоритмов.

Всего поступило пер-
вичных проб для под-
тверждения диагноза

Всего
Из них положительные

р210 р190 р230
ХМЛ 95 9 1 1
ОЛЛ (взрослые) 8 0 2 0

Т а б л и ц а  2 
Сравнительная экономическая эффективность последовательного и параллельного алгоритмов выявления BCR-ABL  

при диагностике ХМЛ в условиях сформированного в лаборатории потока проб и контингента пациентов

Варианты алгоритма молекуляр-
ного скрининга при подозрении 

на ХМЛ

Выполнено тестов с учетом по-
зитивности (9,5% p210, 1,1% p190 и 

1,1% p230)
Всего 
тестов

Всего затрат (тыс. руб.) 
реактивы (услуги)

Стоимость (тыс. руб.) 
выявления одного случая 

реактивы (услуги)
p210 p190 p230

Стандартный последователь-
ный алгоритм 

1000 905 895 2800 820,0
(8120)

7,0
(69,4)

С использованием набора 
«BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ»

1000 1000 420,0
(3100)

3,6
(26,5)

П р и м е ч а н и е . При расчете стоимости затрат при использовании коммерческих реактивов и услуг в стандартном алгоритме использо-
вали данные прейскуранта ООО «Генотехнология»: https://genetechnology.ru/?q=ru/node/99 и https://genetechnology.ru/?q=ru/node/28.
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ношения экономической и диагностической эффектив-
ности первичного тестирования пациентов с подозре-
нием на онкогематологические заболевания. Наличие 
выраженных клинических и гематологических про-
явлений позволяющих подозревать ХМЛ, несмотря на 
отрицательный результат тестирования предлагаемым 
нами набором, будет является показанием для более эф-
фективного использования дорогостоящих методов при 
редких вариантах слияния генов BCR-ABL.

В настоящей работе показана высокая корреляция ко-
личественных результатов тестирования при использо-
вании наборов «BCR/ABL-МУЛЬТИТЕСТ» и «Ампли-
Сенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT», что может свидетель-
ствовать о перспективной возможности использования 
нашего набора и для количественной идентификации 
транскрипта р210. 

Безусловно, конкретная экономическая эффектив-
ность использования разных диагностических алгорит-
мов зависит от многих факторов кроме непосредственной 
стоимости реактивов: распространенность заболевания 
среди направляемых на обследование пациентов, сложив-
шийся объем исследований, организация внутрилабора-
торной логистики и т.д. Включение набора «BCR/ABL-
МУЛЬТИТЕСТ» в диагностический алгоритм тестирова-
ния в нашей лаборатории при обследовании пациентов с 
подозрением на ХМЛ и острый лейкоз позволило досто-
верно выявлять более редкие транскрипты (р190 и р230) 
и существенно снизить стоимость выявления одного слу-
чая подтвержденного заболевания ХМЛ. 

В связи с небольшой выборкой результатов тестиро-
вания пациентов с ОЛ провести корректные аналогич-
ные финансовые расчеты не представляется возмож-
ным. Вместе с тем учитывая, что соотношение р190 и 
р210 транскриптов при Ph-позитивном ОЛЛ составляет 
примерно 75% и 25%, соответственно [4], а общая до-
ля BCR-ABL-позитивных вариантов ОЛЛ у взрослых 
пациентов составляет менее 40%, использование муль-
типлексного теста перед выполнением количественных 
анализов на каждый из транскриптов также обуславли-
вает более экономичный режим тестирования. 

Организационные аспекты включения мультиплекс-
ных ПЦР-тестов в меню лабораторных исследований в 
дополнении стандартному гематологическому анализу 
уже на первичном этапе диагностики при подозрении на 
онкогематологические заболевания требуют дополни-
тельного изучения.

Заключение. В результате проведенной работы на-
ми был апробирован диагностический алгоритм с ис-
пользованием тест-системы, позволяющей в формате 
мультиплексного ПРЦ-РВ выявлять одновременно все 
три основных варианта транскриптов BCR-ABL – р210, 
р190 и р230. Предложен параллельный алгоритм лабора-
торного исследования, позволяющий снизить стоимость 
выявления одного позитивного случая BCR-ABL при 
тестировании проб крови пациентов с подозрением на 
миелопролиферативные заболевания и острый лейкоз.

Финансирование. Настоящее исследование про-
ведено в рамках государственного заказа «Разработка 
диагностических наборов реагентов для молекулярно-
генетического выявления онкогенных транскриптов 
с целью ранней диагностики и мониторинга мини-
мальной остаточной болезни при острых лейкозах № 
РКАААА-А20-120021890163-5».
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