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Введение. В повседневной жизни человеку постоян-
но приходится обрабатывать, анализировать, система-
тизировать и запоминать существенный объем посту-
пающей информации, которую в последующем можно 
будет применить в практических целях. В значительной 
степени это становится возможным за счет способности 
реагировать на поступающие сигналы, поддерживать и 
концентрировать умственную работоспособность. Ито-
гом такой деятельности является возможность планиро-
вания и выбора цели, выработка и реализация сложных 
действий, контроль повседневной деятельности с ее 
коррекцией в случае необходимости. Реализация этих 
навыков осуществляется не изолированно, а в тесном 
контакте с другими людьми в рамках существующего 

социума, посредством речевого общения, возможно-
сти понимания эмоций и логики действий других лиц. 
Все это становится возможным благодаря реализации 
когнитивных (высших корковых) функций. Поэтому из-
менение их работы приводит к нарушениям бытового, 
профессионального и социального функционирования, 
а в случае тяжелых расстройств полностью дезинтегри-
рует всю деятельность человека. Именно этот аспект 
выводит проблему диагностики и терапии когнитивных 
нарушений в состав приоритетных задач современной 
медицины и общества.

Нужно отметить, что медико-социальная значимость 
нарушений высших корковых функций обусловлена не 
только их выраженным дезадаптирующим влиянием на 
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жизнедеятельность, но также обусловлена широким рас-
пространением и высокими затратами на терапию, диа-
гностику и уход. Так, по данным протокола, проведен-
ного в рамках международного консорциума COSMIC, 
включавшего анализ 11 популяционных исследований, 
с выборкой более 20 тысяч человек, умеренные когни-
тивные нарушения (УКН) обнаруживаются у 5,0-36,7% 
лиц старше 60 лет в зависимости от популяции [1]. Де-
менция на сегодняшнее время диагностирована у 50 млн 
человек, в то же время к 2050 г. ожидается увеличение 
этой цифры до 152 млн [2]. При этом на долю болезни 
Альцгеймера приходится до 70 % от общего количества 
тяжелых нарушений высших корковых функций [3]. 

Общие затраты на ведение пациентов с деменцией 
составляют ежегодно до 1 трлн долларов США [2]. Су-
щественным является и тот факт, что финансовые поте-
ри в значительной степени зависят от степени тяжести 
когнитивных нарушений и увеличиваются при их про-
грессировании. В частности, у больных с результатом 
по шкале MMSE, равным 21 баллу они составляют до 
4861 долларов США, при 20 баллах – 5929 долларов, а 
при результате 10 баллов возрастают до 26 496 долларов 
[4]. Естественно, что ранняя и точная диагностика бо-
лезни Альцгеймера обеспечит формирование наиболее 
рационального и эффективного подхода к ведению па-
циентов, будет способствовать пролонгации периода их 
профессиональной активности, бытовой и социальной 
независимости, оптимизирует нагрузку на медицинские 
и социальные организации, а также на родственников 
больного и ухаживающих лиц, что в конечном счете обе-
спечит значимую финансовую экономию.

Современные критерии диагностики болезни Аль-
цгеймера. Для диагностики болезни Альцгеймера до 
настоящего времени достаточно широко используются 
критерии NINDS–ADRDA (National Institute of Neuro-
logical Disorders and Communicative Disorders and Stroke 
и Alzheimerʼs Disease and Related Disorders Association). 
Однако их применение позволяет установить только ве-
роятный или возможный диагноз заболевания, находя-
щегося на стадии выраженных клинических проявлений. 
Кроме того, чувствительность этих критериев составля-
ет 81%, а специфичность – 70% [5]. В то же время для 
установления достоверного диагноза необходимо про-
ведение патоморфологического исследования головного 
мозга, которое выполняется посмертно, либо, в крайне 
редких случаях, посредством биопсии. Естественно, та-
кой порядок значительно осложняет диагностический 
поиск. Вследствие этого в 2011 г. группой исследовате-
лей Национального института по проблемам старения и 
ассоциации по изучению болезни Альцгеймера – NIA-
AA (National Institute of Aging/Alzheimer’s Association) 
были предложены новые критерии диагностики, позво-
ляющие разграничить клинические аспекты заболева-
ния и его патоморфологические и патофизиологические 
признаки. При этом были выделены 3 стадии заболе-
вания: бессимптомная доклиническая, преддементная 
(практически аналогичная стадии умеренных когнитив-
ных нарушений – УКН), деменция [6]. Основной акцент 
в диагностике бессимптомной доклинической стадии 
сделан на исследовании биомаркеров вследствие значи-
тельной трудности обнаружения у пациентов когнитив-
ных нарушений посредством нейропсихологического 
обследования и высокой вероятности ошибки [7]. Диа-
гностические критерии преддементой стадии имеют два 
варианта: один основан на клинических признаках, вто-

рой дополнен исследованием биомаркеров. В качестве 
последних предложены маркеры амилоидоза и нейроде-
генерации. На основании сочетания наличия этих ком-
понентов выделяют пациентов с низкой, сомнительной, 
средней и высокой вероятностью преддементной стадии 
болезни Альцгеймера [8]. В 2018 г. та же исследователь-
ская группа для оценки стадии и прогрессирования за-
болевания предложила отдельно выделять биомаркеры 
амилоидоза, таупатии и нейродегенерации [9, 10]. 

Проблема исследования биомаркеров в диагности-
ке болезни Альцгеймера. Исследование биомаркеров 
производится либо посредством лабораторного анализа 
их содержания в цереброспинальной жидкости (в част-
ности определение снижения β-амилоида и накопление 
τ-протеина), либо посредством визуализации в структу-
рах головного мозга с помощью проведения ПЭТ с соот-
ветствующими лигандами (например с фторбетапиром 
(18F-AV-45) или Питтсбургской субстанцией (PiB) – для 
определения амилоида или 18F-AV1451 – для определе-
ния белка тау) [11, 12]. Кроме того, для диагностики ней-
родегенерации используется ПЭТ с F18-дезоксиглюкозой, 
МР-морфометрия, а также структурная МРТ с последу-
ющим применением специализированных шкал, таких 
как шкала глобальной церебральной атрофии (Global 
Cortical Atrophy, GCA или шкала Pasquier), шкала атро-
фии медиальной височной доли (Medial Temporallobe 
Atrophy, MTA), шкала атрофии теменной доли Koedam 
[13, 14]. При этом необходимо отметить, что несмотря 
на безусловное повышение качества диагностического 
поиска посредством внедрения в практику исследования 
уровня β-амилоида и τ-протеина, а также применения 
новых методов нейровизуализации, решить многие про-
блемы, связанные с корректной и своевременной поста-
новкой диагноза болезни Альцгеймера, не удалось. Так, 
в частности, накопление β-амилоида происходит на ран-
них этапах болезни и возрастает по мере ее прогрессиро-
вания. В то же время накопление τ-протеина отмечается 
на развернутых стадиях болезни Альцгеймера, а также 
при ряде других нозологических форм. Этот аспект с 
одной стороны снижает специфичность данного теста, 
а с другой стороны нивелирует его значимость на ран-
них, додементных, этапах. Кроме того, для определения 
уровня этих веществ в цереброспинальной жидкости 
необходимо проведение люмбальной пункции, что прак-
тически делает невозможным использование этих мето-
дов на амбулаторном этапе. Проведение ПЭТ является 
весьма дорогостоящим методом, требующим наличия 
сложного оборудования, вследствие чего может прово-
диться только в крупных специализированных центрах, 
что резко снижает доступность к нему пациентов. Кроме 
того, в нашей стране ПЭТ с лигандами как к β-амилоиду, 
так и к τ-протеину, к сожалению, не проводится вовсе. 
Выполнение МР-морфометрии также имеет значитель-
ные технические сложности и требует наличия специ-
ального программного обеспечения и подготовленного 
персонала, поэтому выполняется практически только в 
исследовательских целях, но не находит широкого при-
менения в клинической практике. Исходя из этих пози-
ций сохраняется высокая целесообразность разработки 
принципиально новых методов диагностики, которые 
можно применять как в амбулаторных, так и стационар-
ных условиях. При этом эти методы должны быть мало-
инвазивны, достаточно просты технически при прове-
дении и интерпретации результатов, позволять диагно-
стировать болезнь на ранних этапах, обладать высокой 
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чувствительностью и специфичностью, а также иметь 
приемлемую цену.

Исходя из выше сказанного, одним из наиболее пер-
спективных направлений является изучение динамики 
изменения концентраций отдельных биомаркеров в био-
логических средах, отражающих различные составля-
ющие патохимических процессов, формирующихся на 
разных стадиях болезни Альцгеймера. Среди них мож-
но выделить маркеры повреждения тел нейронов и их 
отростков (аксонов, дендритов), маркеры повреждения 
астроцитов, вещества, отражающие развитие оксидант-
ного стресса и митохондриальную дисфункцию, вос-
паление, апоптоз и ряд других. При этом такой маркер 
тем больше будет соответствовать поставленным диа-
гностическим целям, чем сильнее он соответствует сле-
дующим параметрам: 1) имеет четкие биокинетические 
свойства; 2) быстро определяется в доступных биоло-
гических средах; 3) имеет высокую чувствительность и 
специфичность в отношении повреждения вещества го-
ловного мозга; 4) содержание биомаркера в биологиче-
ских жидкостях коррелирует с тяжестью повреждения; 
5) обеспечивает информацию о характере повреждения 
мозгового вещества; 6) отражает динамику заболевания 
и эффективность лечения; 7) прогнозирует функцио-
нальный исход; 8) легко идентифицируется и измеряет-
ся при помощи широко доступных, несложных методик 
[15]. Для болезни Альцгеймера к биомаркерам установ-
лены дополнительные критерии, которые включают вы-
сокую чувствительность и специфичность (более 85%), 
наличие при подсчете априорного распределения веро-
ятностей, положительной прогностической ценности 
(более 80%) по отношению к больным и отрицательной 
прогностической ценности по отношению к здоровым 
лицам [16]. К сожалению, подобрать вещество, облада-
ющее оптимальным сочетанием данных свойств на се-
годняшний день, не представляется возможным. Учиты-
вая современные знания о патогенезе болезни Альцгей-
мера можно сказать, что накопление как β-амилоида, так 
и τ-протеина является вторичным по отношению к пред-
шествующим, более ранним патобиохимическим собы-
тиям, протекающим в клетках головного мозга. Поэтому 
обнаружение их в цереброспинальной жидкости может 
свидетельствовать о том, что патологический процесс 
уже прошел определенную точку невозврата, за которой 
возможности терапии резко снижаются. В таких усло-
виях огромную значимость приобретает необходимость 
выявления веществ, изменение содержания которых в 
биологических средах не только отражает степень про-
грессирования патологического процесса, но и может 
помочь диагностике на ранних этапах, до формирова-
ния развернутой клинической картины. При этом значи-
тельной перспективой в этом направлении обладает ис-
следование крови, как один из наиболее доступных для 
исследования биологических субстратов, в том числе на 
уровне амбулаторного звена. 

Среди маркеров, предложенных для исследования 
в сыворотке крови, выступает τ-протеин. Однако ока-
залось, что сам по себе этот белок лучше показывает 
острое поражение головного мозга, но обладает до-
статочно низкой чувствительностью при диагностике 
болезни Альцгеймера. При этом он плохо коррелирует 
с накоплением β-амилоида в головном мозге и содер-
жанием τ-белка в ликворе [17, 18]. С этими же целями 
предпринимались попытки проводить контроль уровня 
β-амилоида в плазме крови. Однако полученные резуль-

таты оказались весьма противоречивы, и не всегда уро-
вень β-амилоида в крови коррелировал с его содержани-
ем в цереброспинальной жидкости [19; 20; 21]. 

Еще одним маркером, предложенным для исследо-
вания являются легкие цепи нейрофиламентов – НФЛ 
(Neurofilament Light Chain, NfL). Они представляют со-
бой один из основных компонентов цитоскелета и кро-
ме поддержания внутренней структуры клеток активно 
участвуют в транспорте различных веществ в аксональ-
ные окончания. При ряде заболеваний, в том числе, ней-
родегенеративной природы, установлено существенное 
повышение их уровня как в цереброспинальной жидко-
сти, так и в крови [22]. Помимо этого, было определено, 
что уровень НФЛ в биологических средах достоверно 
увеличивается за 10-20 лет до развития симптомов при 
семейных формам болезни Альцгеймера, что делает 
этот биомаркер весьма перспективным кандидатом для 
ранней диагностики [23, 24]. 

На наш взгляд, достаточно эффективным должно 
быть использование в качестве прогностических факто-
ров оценки течения заболевания так называемых амило-
ид-деградирующих энзимов. К подобным, в частности, 
относится цинк-зависимая металлопротеаза неприли-
зин. Было установлено, что активность неприлизина до-
стоверно снижается в коре головного мозга у пациентов, 
страдающих болезнью Альцгеймера [25]. Помимо этого, 
обнаружено снижение его активности и в плазме крови, 
коррелирующее с результатами, полученными по шка-
лам MMSE и ADAS-соg [26]. Также в качестве признака 
нейродегенерации предложено использовать повыше-
ние уровня нейрогранина, который является одним из 
основных постсинаптических кальмодулин-связываю-
щих белков. Его повышенный выход из клетки отража-
ет процессы нарушения синаптической передачи, фор-
мирующиеся при болезни Альцгеймера [27, 28]. Кроме 
рассмотренных, на роль биомаркеров претендует еще 
достаточно большое количество веществ. В частности, 
на сайте Альцгеймеровского форума (alzbiomarker alz-
forum.org) проведены результаты мета-анализа данных с 
подбором панели биомаркеров, исследование которых в 
крови является перспективным с позиций диагностики 
болезни Альцгеймера [29]. Подробный анализ предло-
женных к использованию биомаркеров может являться 
темой отдельного анализа.

Необходимо отметить, что для внедрения в клиниче-
скую практику тестов, направленных на детекцию тех 
или иных веществ в крови в рамках диагностического 
поиска при нейродегенеративной патологии, необходи-
мо решить две основные проблемы, а именно повысить 
их чувствительность и специфичность. С одной сто-
роны, содержание определенных биомаркеров в крови 
определяется не только их нейрональной фракцией, но 
и периферической составляющей, формирующейся за 
счет их образования в иных органах или тканях. При 
этом «церебральная» часть может быть достаточно не-
велика, вследствие незначительного проникновения 
данного конкретного вещества из центральной нервной 
системы через гематоэнцефалический барьер в кровь. С 
другой стороны, применяющиеся на практике или в на-
учных целях лабораторные методы исследования, такие 
как иммуноферментный анализ, иммупреципитация, 
флуориметрический метод и ряд других не обладают 
достаточной чувствительностью, позволяющей досто-
верно определять низкие концентрации веществ и их 
изменения. Широкое использование же других методов, 
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не представляется возможным, вследствие необходи-
мости наличия сложной дорогостоящей аппаратуры и 
высококвалифицированного персонала для постанов-
ки проб и учета результатов, как, например, при масс-
спектрометрии, спектроскопии одиночных молекул, 
цифровом фермент-связанном иммуносорбентном ана-
лизе или анализе кинетики радиоизотопов, обладающим 
помимо прочего еще и негативным лучевым воздействи-
ем на организм обследуемого [30 - 35]. При этом повы-
шение специфичности может быть решено путем разра-
ботки тестовой панели, включающей в себя несколько 
биомаркеров, отражающих формирование различных 
биохимических процессов. В то же время повышение 
чувствительности возможно посредством разработки 
биологических сенсоров, основанных на новых физиче-
ских принципах.

Графен и возможности его использования в диа-
гностике болезни Альцгеймера. Успехи в развитии 
нанотехнологий, произошедшие за последнее время, 
продемонстрировали огромный потенциал интеграции 
передовых решений в медицинскую науку. Одним из 
перспективных материалов, на основе которого возмож-
но построение панели биосенсоров является графен. 
Этот материал представляет собой состоящую из атомов 
углерода двумерную гексагональную кристаллическую 
решетку толщиной в один атом и обладает достаточно 
уникальными свойствами. К ним относится высокая 
механическая прочность, тепло- и электропроводность, 
химическая стабильность и биосовместимость, высокая 
подвижность носителей заряда, максимальное отноше-
ние площади к объему и низкий уровень шумов. Такое 
сочетание свойств обеспечивает значимое изменение 
электропроводимости графена при осаждении на нем 
даже незначительных, исчезающе малых концентраций 
посторонних веществ [36, 37]. 

В первой работе К. Новоселова и А. Гейма [38] по 
получению и исследованию графена, использовался ме-
тод exfoliation («отшелушивание»), который сводится к 
отделению от кристалла графита чешуйки, толщиной в 
один атом. До сих пор получаемые по этой технологии 
образцы графена обладают наилучшим структурным со-
вершенством. Именно на этих образцах были получены 
наиболее важные результаты, подтвердившие двумер-
ный характер данного материала. Но их малые размеры, 
неправильная и заранее непредсказуемая геометриче-
ская форма не позволяют их использовать в промышлен-

ности. Вторыми по уровню структурного совершенства 
являются пленки графена, получаемые термодеструкци-
ей поверхности карбида кремния (SiC). Этим методом 
можно получать структуры промышленно важных га-
баритов, которые ограничиваются только размерами ис-
ходной подложки SiC, то есть до 6 дюймов (150 мм). В 
ФТИ им А.Ф. Иоффе, наряду с другими мировыми науч-
ными группами, был освоен способ получения графена 
методом термодеструкции поверхности монокристал-
лических подложек SiC. Кроме того, была разработана 
методика предростового отжига подложек SiC, позво-
ляющая улучшить качество исходной полированной по-
верхности подложек, что в свою очередь положительно 
сказалось на качестве выращиваемого графена. Также 
сотрудниками ФТИ им А.Ф. Иоффе адаптирован ряд 
современных методик исследования нанообъктов: атом-
но-силовая микроскопия (АСМ), спектроскопия комби-
национного рассеяния света (КРС), Кельвин-зондовая 
силовая микроскопия (КЗСМ) под характеризацию гра-
феновых пленок. 

Одним из основных достоинств метода роста гра-
фена на SiC является возможность использования вы-
сокомных подложек. Выращенный на таких подложках 
графен не требуется переносить на другую диэлектри-
ческую подложку, структуры графен/SiC могут сра-
зу использоваться для создания различных приборов. 
Еще одним достоинством данного метода роста явля-
ется определенная ориентация графеновых доменов, 
которая задается SiC подложкой, что позволяет полу-
чать пленки графена большой площади с выделенной 
азимутальной ориентацией доменов. На рис. 1, а пред-
ставлено изображение рельефа поверхности SiC под-
ложки после роста графена, полученное методом АСМ. 
Наблюдаемые на изображении узкие продольные тер-
расы, которые покрываются графеном во время роста, 
определяют общие электрические характеристики вы-
ращенной графеновой пленки. Сами террасы разделе-
ны между собой ступеньками нанометрового размера 
(рис. 1, б). Проводимость графеновой пленки вдоль 
данных террас выше, чем ее проводимость поперек 
террас. Таким образом, выбор направления протекания 
тока в графеновой пленке путем ориентации структуры 
прибора вдоль террас позволяет улучшить его электри-
ческие характеристики. 

Среди перспективных направлений применения гра-
феновых пленок рассматривается создание сверхчув-

Рис 1. Изображение пленки графена, полученное методом АСМ. а – АСМ карта рельефа поверхности подложки SiC после 
роста графена, б – профиль поверхности, полученный вдоль пунктирной линии.

а б
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ствительных сенсоров, принцип работы которых осно-
ван на изменении сопротивления графена при адсорб-
ции на его поверхности молекул различных соединений. 
Сенсор представляет собой полоску графена, располо-
женную на изолирующей подложке SiC с двумя оми-
ческими контактами по бокам (рис. 2, а, б). Омические 
контакты предназначены для создания электрического 
соединения между графеном и контактными выводами 
измерительного оборудования.

Сама по себе пленка графена в сенсоре (в чипе) не 
является селективно-чувствующим сенсором и может 
адсорбировать на свою поверхность разные вещества 
и биомолекулы. Для использования графена в качестве 
биосенсора, селективно чувствующим присоединение 
детектируемых молекул, применяют дополнительную 
функционализацию (обработку) его поверхности [39, 
40]. Такая обработка создает дополнительные ковалент-
ные связи для иммобилизации специфических антител 
на поверхности графена. 

Каждое антитело (Ab) имеет определенный сайт 
связывания, который взаимодействует только со строго 
специфическим уникальным элементом белка – антиге-
на (Ag), что позволяет производить детекцию этого ве-
щества. Этот принцип имеет фундаментальное значение 
в функционировании иммунной системы человека [41]. 
Взаимодействие Ab-Ag осуществляется по принципу 
ключ-замок (key-lock) трехмерной пространственной 
комплементарности внешних электронных облаков ан-
титела и молекул антигена. In vitro эти реакции лежат 
в основе многих иммунологических методов и широко 
используются в лабораторной практике.

Концепция биосенсора на пленках графена основана 
на создании условий для контролируемого прямого вза-
имодействия Ab-Ag на поверхности графена. Именно 
это взаимодействие приводит к практически мгновен-
ному изменению электронного состояния графена (его 
сопротивления), которое может быть зарегистрировано 
электронным оборудованием. Разрабатываемая концеп-
ция биосенсора универсальна для обнаружения белковых 
соединений различной природы. В реакции взаимодей-
ствия Ab-Ag принимают участие только комплементар-
ные (родственные) антитела и антигены, что обеспечи-
вает селективность биосенсора. Посредством этой ре-
акции возможна качественная оценка наличия того или 
иного протеина в обследуемом биологическом субстрате.  

В случае предварительной калибровки биосенсоров, ког-
да известен отклик в виде конкретной величины измене-
ния сопротивления на определенные концентрации иско-
мого антигена, становиться возможным количественное 
определение содержания белка в пробе [42].

Авторским коллективом проводилась серия экспери-
ментов с подготовленными и функционализированными 
чипами на основе пленок графена на SiC подложках по 
исследованию их чувствительности при контакте с раз-
бавленными растворами антигенов вируса гриппа А и В 
в фосфатно-солевом буферном растворе (PBS), концен-
трация которых изменялась на 5 порядков, начиная со 
сверхнизкой величины 1 fg/ml (10-15 г/мл) до 100 pg/ml 
(10-10 г/мл) [43]. Заметим, что концентрация 100 pg/ml 
является предельной для детектирования вирусов мето-
дом полимеразной цепной реакции. 

В ходе проведении эксперимента было установлено, 
что отклик чипа с иммобилизированным антителом ви-
руса гриппа В на воздействие антител вируса гриппа А 
незначительно меняется с изменением концентрацией 
антигена А около некоторого среднего значения. При 
этом, диапазон отклика фактически указывает на отсут-
ствие влияния реакции некомплиментраных антитела В 
и антигена А на электронное состояние пленки графена 
в чипе. В тоже время воздействие на чип комплементар-
ного ему антигена В демонстрирует четкую зависимость 
отклика чипа от концентрации антигена. Кроме того, 
в данном случае наблюдается высокая специфичность 
антител-антигенной реакции на поверхности графена в 
чипе (рис. 3, а, б). 

Результаты, полученные в эксперименте по детектиро-
ванию вирусов гриппа чипами на основе пленок графена 
на подложках SiC, показали принципиальную работоспо-
собность концепции биосенсора, основанной на реакции 
специфического связывания антитела с комплементар-
ным ему антигеном непосредственно на поверхности 
графена. При этом продемонстрирована как высокая чув-
ствительность, так и специфичность подобных сенсоров. 

В литературе имеются некоторые данные, подтвержда-
ющие возможности использования биосенсоров на основе 
графена в диагностическом процессе болезни Альцгей-
мера. Так, экспериментально была проверена возмож-
ность детекции β-амилоида и τ-белка. Установлено, что 
селективность метода достигает 98%, показывая крайне 
высокий порог чувствительности, который достигал 100 
фемтограмм на мл (для сравнения чувствительность имму-
ноферментного анализа не превышала 150 нанограмм на 
мл) [44]. Подобные результаты были продемонстрированы 
и в другом исследовании, где также установлена высокая 
чувствительность сенсоров на основе графена, значитель-
но превышающая содержание β-амилоида в плазме крови. 
Кроме того, определено, что ответ сенсоров в виде измене-
ния сопротивления имеет линейную корреляцию с концен-
трацией растворенного амилоида [45]. Помимо детекции 
белков, предпринимаются попытки использования техно-
логии графеновых сенсоров в генетических исследовани-
ях. В частности, была разработана платформа, использую-
щая графеновые квантовые точки, с иммобилизованными 
на ней ДНК-зондами для определения носительства гено-
типа АпоЕ4. В эксперименте она продемонстрировала вы-
сокую чувствительность, повторяемость и селективность 
результатов [46]. Учитывая полученные предварительно 
данные о возможности использования биосенсоров на ос-
нове графена с целью обнаружения амилоидо- и таупатии, 
в рамках ранней диагностики болезни Альцгеймера пред-

Рис. 2. Схематическое изображение топологии сенсора на 
основе структуры графен/SiC. а – вид сбоку, б – вид сверху.

а

б
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ложено использовать их для определения и иных веществ, 
таких, как нейротрансмиттеры, показатели оксидантного 
стресса и другие [47].

Заключение. Таким образом, разработка панели 
определения биомаркеров на основе графеновых сенсо-
ров имеет большие перспективы. Эта работа позволит 
глубже понять патобиохимические процессы, разви-
вающиеся в рамках данного заболевания. Кроме того, 
учитывая потенциально высокую чувствительность и 
специфичность, подобная панель может кардинально 
увеличить наши возможности диагностики болезни 
Альцгеймера, особенно на ранних этапах, будет способ-
ствовать выделению лиц с повышенным риском разви-
тия клинических проявлений, поможет оценить вероят-
ность ближайшего прогноза течения, а также эффектив-
ность проводимой терапии.
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ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ УРОВНИ БИОМАРКЕРОВ СЕПСИСА У ДЕТЕЙ  
С ОНКОЛОГИЧЕСКИМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава РФ, 115478, 
Москва, Россия

Представлены данные о диагностических уровнях маркеров сепсиса в плазме крови у 117 пациентов с онкологически-
ми заболеваниями в возрасте от 1 года до 18 лет. Пациенты были разделены на 4 группы в зависимости от исхода 
клинического течения воспалительного процесса или инфекционных осложнений: 1-я  группа – больные с отсутствием 
осложнений противоопухолевого лечения (n=13/11,1%), 2-я  группа – наличие у больных системного воспалительного 
ответа (n=64/54,7%), 3-я группа – пациенты с сепсисом (n=27/23,1%), 4-я  группа – пациенты с септическим шоком 
(n=13/11,1%). Пороговый уровень пресепсина между группами 1 и 2 составил 202 пг/мл, 371 пг/мл между группами 1 и 
3, 604 пг/мл между группами 2 и 3 и 1500 пг/мл между группами 3 и 4. Для прокальцитонина пороговый уровень между 
группами 1 и 2 составил 0,23 нг/мл, 0,48 нг/мл между группами 1 и 3, 0,51 нг/мл между группами 2 и 3 и 3,9 нг/мл между 
группами 3 и 4. Пороговое значение С-реактивного белка у пациентов с солидными опухолями составило 12,6 г/л между 
группами 1 и 2. У пациентов с онкогематологическими заболеваниями пороговый уровень С-реактивного белка составил 
43,4 г/л между группами 2 и 3 и 77,1 г/л между группами 2 и 4. По результатам ROC-анализа выявлено преимущество 
пресепсина перед прокальцитонином и С-реактивным белком при определении степени тяжести септических осложне-
ний у детей с онкопатологией.
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Введение. Успехи современной детской онкологии 
в значительной степени связаны с применением высо-
кодозной и высокоинтенсивной химиотерапии, прове-
дение которой сопряжено с высоким риском развития 
инфекционных осложнений. Сепсис остается одним из 
ведущих и грозных осложнений, развивающихся в про-
цессе противоопухолевого лечения детей со злокаче-
ственными новообразованиями. При этом, септический 
шок (СШ) остается ведущей причиной гибели пациен-
тов, а уровень смертности среди этой группы больных 
достигает 30-50% [1]. Для правильной оценки состоя-
ния пациентов необходимо использовать надежные био-
маркеры. К сожалению, «идеального биомаркера» для 
ранней диагностики сепсиса в настоящее время не су-
ществует. Микробиологические пробы зачастую дают 
ложноотрицательные результаты, к тому же их проведе-
ние – это длительный процесс.

В 2016 г. Общество критической медицины (SCCM) 
и Европейское общество интенсивной терапии (ESICM) 
разработали новые критерии определения сепсиса. Ос-
новным отличием был уход от понятия синдрома си-
стемного воспалительного ответа (ССВО) с акцентом на 
клинические проявления сепсиса (органная недостаточ-
ность, гипотензия, зависимость от вазопрессоров). Та-
ким образом, сепсис – это системное жизнеугрожающее 
состояние, которое развивается в том случае, если от-
вет организма на инфекцию приводит к повреждению 
собственных тканей и органов. Септический шок можно 
определить как стойкую септико-индуцированную ги-
потензию, не разрешающуюся, несмотря на проведение 
инфузионной терапии [2, 3].

Патофизиология сепсиса является единым целым та-
ких процессов, как ответ организма на проникновение 
патогена, иммунный ответ, активация системы компле-
мента и коагуляции, продукция белков острой фазы. 
Сепсис является синдромом системного воспалительно-
го ответа на эндотоксическую агрессию [4]. Полагают, 
что инфекция запускает более сложный ответ в организ-
ме, в котором участвуют как провоспалительные, так и 
противовоспалительные механизмы, направленные на 
устранение инфекции и восстановление тканей с одной 
стороны, и повреждение органов и появление вторично-
го очага инфекции, с другой [5, 6].

Патогенные микроорганизмы активируют иммуно-
компетентные клетки посредством взаимодействия с об-
раз-распознающими рецепторами, а также улавливают 
эндогенные сигнальные молекулы, высвобождающиеся 
из поврежденных клеток, так называемые «молекулярные 
паттерны, ассоциированные с повреждением» (белки B1, 
S100, внеклеточные РНК, ДНК и гистоны). Эти молекулы 
так же высвобождаются при повреждениях, не связанных 
с участием патогенных микроорганизмов. В связи с этим 
можно предположить, что полиорганная недостаточность 
при сепсисе фундаментально не отличается от таковой 
при неинфекционных критических состояниях [7, 8].

Биомаркеры сепсиса могут представлять собой, не 
только метаболиты, присутствующие в жидкостях ор-
ганизма, но и белки в циркулирующих клетках крови. 
Вследствие того, что на патофизиологию и клиниче-
ское течение сепсиса также влияет возраст пациента, 
чувствительность и специфичность определенных био-
маркеров могут различаться у новорожденных, детей, 
взрослых и пожилых людей [9, 10].

Основными маркерами сепсиса в настоящее время 
считают прокальцитонин (ПКТ), С-реактивный белок 

(СРБ), пресепсин (ПСП). В связи с этим представлял 
интерес определения пограничных значений этих пока-
зателей для оценки степени тяжести инфекционных ос-
ложнений, в данном случае, у детей с онкологическими 
заболеваниями.

С-реактивный белок - представляет собой высоко-
консервативный белок плазмы, который участвует в 
острой фазе системного воспалительного ответа. СРБ –  
это молекула распознавания образов, связывающаяся с 
определенными молекулярными конфигурациями, ко-
торые выделяются вследствие гибели клеток или обна-
руживаются на поверхности патогенов. Быстрое увели-
чение синтеза СРБ в течение нескольких часов после 
повреждения тканей инфекционным агентом предпола-
гает, что он способствует защите организма и является 
частью врожденного иммунного ответа [11].

Прокальцитонин (ПКТ) - пептид, состоящий из 116 
аминокислотных остатков, являющийся предшествен-
ником гормона кальцитонина. В норме ПКТ секретиру-
ется только нейроэндокринными клетками щитовидной 
железы. Однако, во время инфекции, уровень ПКТ воз-
растает в тысячи раз практически во всех тканях и типах 
клеток в ответ на выброс цитокинов и бактериальных 
токсинов [12, 13].

Пресепсин (ПСП) - молекула CD14 является рецеп-
тором к комплексу липополисахарид-липополисахарид 
связывающий белок. Карбоксильный конец этой моле-
кулы погружен в мембрану клетки и проводит сигнал, 
вызванный эндотоксином при помощи Toll-подобных 
рецепторов 4 типа [14, 15]. CD14 представлен двумя 
формами: мембранной – mCD14 и растворимой – sCD14. 
Последняя имеет высокое сродство к ЛПС, и в основном 
экспрессируется на поверхности моноцитов/макрофа-
гов, в меньшей степени – на поверхности нейтрофилов. 
В плазме крови при участии катепсина D происходит 
гидролиз sCD14, N-терминальный фрагмент которого и 
является ПСП [16, 17].

Материал и методы. В исследование включили 
117 пациентов с онкологическими заболеваниями в воз-
расте от 1 до 18 лет. Больных разделили на 4 группы в 
зависимости от исхода клинического течения воспали-
тельного процесса или инфекционных осложнений: 1-я 
группа – отсутствие осложнений лечения (n=13/11,1%), 
2-я группа – наличие системного воспалительного отве-
та (n=64/54,7%), 3-я группа – сепсис (n=27/23,1%), 4-я 
группа – септический шок (n=13/11,1%). У большинства 
пациентов проводили исследование маркеров в ходе се-
рийных наблюдений.

Содержание ПСП определяли в плазме крови на 
иммунохемилюминесцентном анализаторе Pathfast 
(Mitsubishi Chemical Medience Corporation), используя 
стандартный набор реагентов (PATHFAST Presepsin, 
PF1201-K). Определение содержания прокальцито-
нина проводили в плазме крови иммунохимическим 
методом с электрохемилюминесценцией (Cobas e601, 
Roche Diagnostics, Швейцария) согласно прилагаемой 
инструкции. Концентрацию СРБ определяли в сыворот-
ке крови иммунотурбидиметрическим методом (Cobas 
6000, Roche Diagnostics, Швейцария).

Статистический анализ. Полученные данные 
анализировали с использованием программ SPSS 21.0 
(SPSS Inc, Chicago, IL) и Statistica 12 (Statsoft, США). 
Исследуемые показатели обладали распределением, 
отличавшимся от нормального, и были представле-
ны в виде медианы, минимального и максимального 
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значений. Данные проанализированы непараметриче-
ским методом с использованием критерия Краскела–
Уоллиса для сравнения статистической значимости 
различий медиан в исследуемых группах. Определе-
ние пороговых значений проводили с помощью ROC-
анализа. Различия считали статистически значимыми 
при p<0,05.

Результаты и обсуждение. Из 117 обследованных 
онкологических больных у 40 развился сепсис, у 13 из ко-
торых течение осложнилось септическим шоком (СШ). 
От сепсиса и СШ умерли 17 детей (42,5%). Смертность 
у детей от сепсиса составила 36,8% у девочек и 47,4% 
у мальчиков (p=0,51), возраст детей с сепсисом не от-
личался от такового у пациентов без сепсиса (p=0,9) и, в 
среднем, составил 8 лет. При солидных опухолях сепсис 
развивался значительно реже (24,1%), чем при онкоге-
матологических новообразованиях (70,8%; р=0,00011). 
Показатели смертности статистически не отличались 
(р=0,22) и составили 52,9% при гематологических ново-
образованиях против 33,3% при солидных опухолях.

В ходе анализа получены значения медиан, минималь-
ные и максимальные значения исследуемых биохимиче-
ских маркеров в каждой группе пациентов (табл. 1).

Далее нами проведен расчет пороговых уровней и 
анализ возможности использования биохимических 
маркеров при оценке степени тяжести септических ос-
ложнений.

Пресепсин. При изучении концентрации ПСП в плаз-
ме крови в группах больных проведен ROC-анализ (рис. 
1). При выделении группы пациентов без осложнений 
(1-я группа) от группы с ССВО (2-я группа) определили 
пороговое значение ПСП равное 202 пг/мл (чувствитель-
ность теста 75,6% и специфичность 89,5%), а пороговое 

значение ПСП равное 371 пг/мл (чувствительность те-
ста 92,6% и специфичность 94,7%) выделяло группу па-
циентов без осложнений от группы с сепсисом. Порого-
вое значение ПСП равное 604 пг/мл (чувствительность 
84% и специфичность 89,1%) позволяло разделить па-
циентов с ССВО (2-я группа) и сепсисом (3-я группа). 
Пороговый уровень ПСП 1500 пг/мл (чувствительность 
85,4% и специфичность 81,9%) разделило больных с 
сепсисом (3-я группа) и СШ (4-я группа).

Таким образом, определение уровня ПСП в плазме 
крови позволяет дифференцировать степень тяжести 
инфекционных осложнений у детей с онкологическими 
заболеваниями.

Прокальцитонин. В ходе изучения концентрации 
ПКТ в плазме крови определили медианные значения 
маркера в исследуемых группах пациентов методом по-
строения ROC-кривых (рис. 2). Также выявлено пере-
сечение значений маркера в группах, что затруднило 
их разделение. К тому же уровень биомаркера зачастую 
находился в так называемой «серой зоне» – от 0,5 до  
2,0 нг/мл, что также затрудняло однозначную интерпре-
тацию полученных результатов и требовало повторного 
анализа.

При разделении больных без каких-либо ослож-
нений (1-я группа) от пациентов с ССВО (2-я группа) 
с учетом уровня ПКТ определили пороговое значение 
маркера равное 0,23 нг/мл (чувствительность 70,7% и 
специфичность 76,5%). Для разделения групп пациен-
тов без осложнений (1-я группа) и с сепсисом (3-я груп-
па) пороговое значение ПКТ составило 0,48 нг/мл (чув-
ствительность 81,1% и специфичность 88,2%).

Оптимальное пороговое значение ПКТ – 0,51 нг/мл 
(чувствительность 75,8% и специфичность 67,9%) по-

Т а б л и ц а  1
Распределение медиан, минимальных и максимальных значений биомаркеров сепсиса в обследованных группах

Группы n
Пресепсин, пг/мл Прокальцитонин, нг/мл С-реактивный белок, г/л
Ме (мин.; макс.) Ме (мин.; макс.) Ме (мин.; макс.)

1. Без осложнений 13 123 (61,9; 166) 0,09 (0,06; 0,54) 3 (1,3; 35,2)
2. ССВО 64 306 (101; 864) 0,26 (0,05; 27,6) 27,3 (3,3; 356)
3. Сепсис 27 1164 (146; 2330) 2,27 (0,16; 80) 69,7 (13,7; 311)
4. Септический шок 13 2103 (909; 7741) 7,16 (4,16; 200) 146 (20,4; 555)

П р и м е ч а н и е .  n – число больных.

Рис. 1. Результаты ROC-анализа диагностической эффективности пресепсина: а – без осложнений vs ССВО; б – без осложне-
ний vs Сепсис; в – ССВО vs Сепсис; г – Сепсис vs Септический шок.
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зволяло выделить группу пациентов с ССВО (2-я груп-
па) от пациентов с сепсисом (3-я группа), что соответ-
ствует общепринятому критерию (менее 0,5 нг/мл при 
отсутствии сепсиса). При разделении групп больных с 
сепсисом (3-я группа) и СШ (4-я группа) оптимальное 
пороговое значение ПКТ составило 3,9 нг/мл, а при зна-
чениях маркера выше 4 нг/мл у пациентов возможен СШ 
(чувствительность 77,1% и специфичность 77,9%), что 
отличается от ранее установленных норм (более 10 нг/
мл для СШ) [18, 19].

Таким образом, ПКТ позволял отделить пациентов 
без осложнений (1-я группа) от пациентов с сепсисом 
и СШ (3-я и 4-я группы, соответственно), пациентов с 
ССВО (2-я группа) от пациентов с СШ (4-я группа).

С-реактивный белок. Для СРБ выявлены стати-
стически значимые различия медиан уровней маркера 
с учетом типа опухоли для пациентов с сепсисом (3-я 
группа) и СШ (4-я группа). У пациентов с солидными 
опухолями при развитии сепсиса медиана СРБ состави-
ла 46,4 г/л, а у детей с онкогематологическими заболева-
ниями – 95,0 г/л (p=0,001). При развитии СШ у пациен-
тов с солидными опухолями медиана маркера составила 
46,8 г/л, против 148,7 г/л в группе детей с онкогемато-

логическими заболеваниями (p=0,0000). В связи с этим, 
целесообразно определять пороговые значения СРБ по 
отдельности для разных типов опухолей (рис. 3).

При разделении пациентов с солидными опухоля-
ми без осложнений (1-я группа) и с ССВО (2-я груп-
па) определено пороговое значение СРБ равное 12,6 
г/л (чувствительность 81,7% и специфичность 81,2%). 
Пороговое значение СРБ в сыворотке крови онкологи-
ческих больных при сепсисе (18,3 г/л) и СШ (18,6 г/л) 
статистически значимо не различались, что не позволя-
ет использовать данный биомаркер для дифференциаль-
ной диагностики сепсиса и СШ в группе пациентов с со-
лидными опухолями. Таким образом, определение СРБ 
при солидных опухолях следует использовать только 
для демаркации пациентов без осложнений от больных 
с ССВО.

У пациентов с онкогематологическими заболевания-
ми при разделении групп пациентов с ССВО и сепсисом 
определено пороговое значение СРБ – 43,4 г/л (чувстви-
тельность 84,6% и специфичность 96,5%). Для отделе-
ния группы с ССВО от пациентов с СШ оптимальное 
пороговое значение СРБ составило 77,1 г/л (чувстви-
тельность 78,6% и специфичность 82,4%). Согласно 

Рис. 2. Результаты ROC-анализа диагностической эффективности прокальцитонина. а – без осложнений vs ССВО; б – без ос-
ложнений vs Сепсис; в – ССВО vs Сепсис; г – Сепсис vs Септический шок.

Рис. 3. Результаты ROC-анализа диагностической эффективности СРБ: а – без осложнений vs ССВО; б – ССВО vs Сепсис; 
в – ССВО vs Септический шок.
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полученным нами данным, у пациентов с онкогематоло-
гическими заболеваниями определение СРБ возможно у 
больных с воспалительными и инфекционными ослож-
нениями.

Сводные данные о пороговых значениях, получен-
ных в ходе проведенного ROC-анализа ПСП, ПКТ и СРБ 
представлены в табл. 2.

Таким образом, нами проведен анализ уровней био-
химических маркеров сепсиса в различных группах об-
следованных детей с онкологическими заболеваниями. 
Полученные результаты показали высокую диагности-
ческую эффективность ПСП, что согласуется с данны-
ми ряда авторов. Проанализированы семь баз данных с 
общим числом 1281 пациент с сепсисом и 1389 паци-
ентов без септических осложнений [20]. По данным ав-
торов, показатель площади под ROC-кривой для ПСП 
составил 0,99 (0,98; 1,00) и был выше, чем аналогич-
ный показатель для СРБ – 0,85 (0,82; 0,88), ПКТ – 0,91 
(0,89; 0,94), а также комбинации ПКТ+СРБ – 0,96 (0,93; 
0,97). Исследование, включившее 144 пациента с ССВО 
(n=44), сепсисом (n=44) и СШ (n=56), показало, что 
диагностическая ценность ПСП (AUC=0,85) при раз-
делении пациентов с острой дыхательной недостаточ-
ностью, сопровождавшейся инфекционными осложне-
ниями и в отсутствие таковых, была выше, чем у ПКТ 
(AUC=0,79), показателей шкал SAPS II (AUC=0,72) и 
SOFA (AUC=0,78), и совпадала с результатами комби-
нации ПСП и ПКТ (AUC=0,84) [21]. Анализ показате-
лей 116 пациентов с сепсисом и СШ в первую неделю 
пребывания в ОРИТ выявил тенденцию к повышению 
уровней ПСП в зависимости от тяжести инфекционных 
осложнений [22]. Показано, что диагностическая цен-
ность уровня ПСП (AUC=0,80) для диагностики СШ в 

1-й день в ОРИТ была сопоставима с таковой для ПКТ 
(AUC=0,83). Чувствительность порогового значения для 
ПСП увеличивалась с 80,3 до 87,8%, а специфичность – 
с 78,5 до 81,4% при выборе более высокого порогового 
значения (с 399 до 600 пг/мл). Чувствительность ПСП 
(91,9%) в диагностике сепсиса была выше, чем у ПКТ 
(89,9%), ИЛ-6 (88,9%), бактериологических посевов 
крови (35,4%) [23]. ПСП оказался подходящим марке-
ром для оценки тяжести и прогноза течения сепсиса. В 
исследовании ALBIOS анализ данных 100 пациентов с 
сепсисом и СШ показал, что медиана уровня ПСП=2269 
(1171–4300) пг/мл при поступлении в ОРИТ была зна-
чительно выше в группе умерших пациентов, по сравне-
нию с выжившими – ПСП=1184 (875–2113) пг/мл [24].

Нами определены медианные и пороговые значения 
для ПСП, ПКТ (в плазме) и СРБ (в сыворотке) крови 
для дифференциальной диагностики воспалительных 
и септических осложнений у детей с онкологическими 
заболеваниями. Для всех маркеров выявлено последо-
вательное повышение их концентраций от группы без 
осложнений до группы СШ. Таким образом,  диагности-
ческая значимость ПСП оказалась выше, чем у ПКТ и 
СРБ, что позволяет использовать этот маркер для кон-
троля инфекционных осложнений у детей с онкологиче-
скими заболеваниями.

Заключение. По результатам ROC-анализа выяв-
лено преимущество ПСП перед ПКТ и СРБ при опре-
делении степени тяжести септических осложнений у 
детей с онкопатологией. Определены пороговые уров-
ни ПСП, ПКТ, СРБ для дифференциации различной 
степени тяжести инфекционных осложнений с учетом 
комплексного противоопухолевого лечения. Необходи-
мы дальнейшие исследования диагностической ценно-

Т а б л и ц а  2
Пороговые значения биомаркеров сепсиса в исследуемых группах больных

Показатели Разделяемые группы Пороговое 
значение

Чувствитель-
ность, %

Специфичность, 
%

Площадь под  
ROC-кривой (AUC)

Пресепсин, пг/мл Отсутствие осложнений / 
ССВО

202 75,6 89,5 0,859

Отсутствие осложнений / 
сепсис

371 92,6 94,7 0,990

ССВО / сепсис 604 84 89,1 0,920
Сепсис / септический шок 1500 85,4 81,9 0,946

Прокальцитонин, нг/мл Отсутствие осложнений / 
ССВО

0,23 70,7 76,5 0,814

Отсутствие осложнений / 
сепсис

0,51 75,8 88,2 0,927

ССВО / сепсис 0,51 75,8 67,9 0,769
Сепсис / септический шок 3,9 77,1 77,9 0,811

С-реактивный белок, г/л 
(среди всех нозологий)

Отсутствие осложнений / 
ССВО

12,2 79,7 81,8 0,853

Отсутствие осложнений / 
сепсис

27,5 77,7 90,9 0,939

ССВО / сепсис 50,2 67 60,8 0,696

С-реактивный белок, г/л 
(солидные опухоли)

Отсутствие осложнений / 
ССВО

12,6 81,7 81,2 0,854

С-реактивный белок, г/л 
(гематологические опухоли)

ССВО / Сепсис 43,4 84,6 96,5 0,809
ССВО / Септический шок 77,1 78,6 82,4 0,811
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сти маркеров сепсиса на большей выборке пациентов с 
различными нозологиями для уточнения оптимальных 
пороговых значений в группе детей с онкологическими 
заболеваниями.
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Конторщикова К.Н., Казарина Л.Н., Гулян У.Г., Пурсанова А.Е., Захарова А.Р., Конторщиков М.М., Гущина О.О.

МОНИТОРИНГ БИОХИМИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ  
У БОЛЬНЫХ С ПРЕДРАКОВЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ РТА, 
ИСПОЛЬЗУЮЩИХ ОРТОПЕДИЧЕСКИЕ КОНСТРУКЦИИ

ФГБОУ ВО «Приволжский исследовательский медицинский университет» Минздрава РФ, 603950, Нижний Новгород, 
Россия

Особую сложность в комплексной терапии и реабилитации больных с предраковыми заболеваниями слизистой оболочки 
рта составляет ортопедическое лечение. В связи с этим у пациентов с хроническими воспалительно-деструктивными 
повреждениями слизистой оболочки рта необходимо контролировать изменения в ротовой полости с учетом клинико-
лабораторных данных. В качестве диагностического материала в стоматологических исследованиях чаще всего ис-
пользуется ротовая жидкость, состав и свойства которой отражают функциональные изменения организма. Одна-
ко, исследований, обосновывающих рациональное ортопедическое лечение у таких пациентов, крайне недостаточно: 
отсутствуют данные о влиянии ортопедических конструкций на первичный метаболизм в полости рта у больных с 
предраковыми заболеваниями. В связи с этим целью данной работы явилось изучение биохимических показателей ро-
товой жидкости у больных, использующих ортопедические конструкции, для выявления прогностических факторов 
предраковых состояний. В ротовой жидкости определяли уровни общего белка, общего холестерина, триглицеридов, 
лактата. Свободнорадикальное окисление оценивалось по интенсивности индуцированной биохемилюминесценции и по 
уровням продуктов перекисного окисления липидов. В ротовой жидкости у пациентов с предраком слизистой оболочки 
по сравнению с пациентами контрольной группы выявлена значимо более высокая интенсивность свободнорадикального 
окисления при соответствующем снижении антиоксидантной активности. Статистически значимо повышен уровень 
конечных продуктов перекисного окисления липидов - оснований Шиффа. Среди метаболитов ротовой жидкости имело 
место снижение уровней белка и повышение уровней холестерина и лактата. При этом установлена положительная 
корреляционная зависимость между показателями свободнорадикального окисления и лактата, свободнорадикального 
окисления и холестерина, но отрицательная с уровнями белка и триглицеридов. Что касается антиоксидантной систе-
мы защиты, имела место отрицательная корреляция между показателем tg ( -2α) и уровнем лактата и положительная 
с уровнем триглицеридов, а также положительная корреляция между параметром Z и уровнем общего белка. Полу-
ченные изменения биохимических показателей ротовой жидкости можно использовать для подтверждения диагноза 
предрака слизистой оболочки рта у пациентов, имеющих ортопедические конструкции.

К л ю ч е в ы е  с л о в а : ротовая жидкость; ортопедические конструкции; предраковые заболевания; биохимический 
анализ.
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Kontorshchikova К.N., Kazarina L.N., Gulyan U.G., Pursanova A.E., Kontorshchikov М.М., Zakharova A.R., Gushchina O.O.
MONITORING OF BIOCHEMICAL PARAMETERS OF THE ORAL FLUID IN PATIENTS WITH 
PRECANCEROUS OF THE ORAL MUCOSA USING ORTHOPEDIC STRUCTURES 
Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Privolzhsky Research Medical University” of the Ministry 
of Health of the Russian Federation
Orthopedic treatment is of particular difficulty in the complex therapy and rehabilitation of patients with precancerous diseases of 
the oral mucosa. In this regard, in patients with chronic inflammatory and destructive lesions of the oral mucosa, it is necessary to 
control changes in the oral cavity, taking into account clinical and laboratory data. Oral fluid is most often used as a diagnostic 
material in dental research, the composition and properties of which reflect functional changes in the body. However, the studies 
that substantiate rational orthopedic treatment in such patients are extremely insufficient: there are no data on the effect of 
orthopedic structures on the primary metabolism in the oral cavity in patients with precancerous diseases. In this regard, the 
purpose of this work was to study the biochemical parameters of the oral fluid in patients using orthopedic structures to identify 
the prognostic factors of precancerous conditions. In the oral fluid, the levels of total protein, total cholesterol, triglycerides, and 
lactate were determined. Free radical oxidation was assessed by the intensity of induced biochemiluminescence and by the levels 
of lipid peroxidation products. In the oral fluid of patients with mucosal precancer compared with patients in the control group, 
a significantly higher intensity of free radical oxidation was revealed with a corresponding decrease in antioxidant activity. The 
level of the end products of lipid peroxidation - Schiff’s bases - was statistically significantly increased. Among the metabolites of 
the oral fluid, there was a decrease in protein levels and an increase in cholesterol and lactate levels. At the same time, a positive 
correlation was established between the indicators of free radical oxidation and lactate, free radical oxidation and cholesterol, but 
negative with the levels of protein and triglycerides. Regarding the antioxidant system, there was a negative correlation between 
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the tg (-2α) value and the lactate level and positive with the triglyceride level, as well as a positive correlation between the Z 
parameter and the total protein level. The obtained changes in the biochemical parameters of the oral fluid can be used to confirm 
the diagnosis of precancer of the oral mucosa in patients with orthopedic structures.
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Введение. В структуре предраковых заболеваний 
слизистой оболочки рта преобладают красный пло-
ский лишай (эрозивная и гиперкератотическая форма) 
и лейкоплакия (эрозивно-язвенная и веррукозная фор-
ма), которые выявляются у 20-35% пациентов [1]. Ор-
топедические конструкции и материалы могут вызывать 
клинические симптомы непереносимости, а также слу-
жить триггерными факторами и приводить к обостре-
нию заболеваний слизистой оболочки рта [2]. У таких 
пациентов следует придерживаться особого подхода в 
выборе метода лечения, рациональных конструкций и 
материалов с учетом клинико-лабораторных данных [3]. 
В качестве диагностического материала в стоматологи-
ческих исследованиях чаще всего используется ротовая 
жидкость. Однако, исследований, обосновывающих ра-
циональное ортопедическое лечение у таких пациентов, 
крайне недостаточно: отсутствуют данные о влиянии 
ортопедических конструкций на обменные процессы в 
полости рта у больных с предраковыми заболеваниями. 

Цель работы: изучение биохимических показателей 
ротовой жидкости у больных с предраковыми заболе-
ваниями слизистой оболочки рта, имеющих ортопеди-
ческие конструкции, для выявления прогностических 
факторов злокачественного перерождения.

Материал и методы. Работа проводилась на базе ка-
федры пропедевтической стоматологии и кафедры кли-
нической лабораторной диагностики ФДПО ФГБОУ ВО 
«ПИМУ» Минздрава России. Обследованы 40 человек 
в возрасте от 49 до 69 лет. Основную группу составили 
20 пациентов с предраковыми заболеваниями слизистой 
оболочки полости рта: 10 (50%) с эрозивно-язвенной 
формой плоского лишая и 10 (50%) – с веррукозной 
лейкоплакией. Все пациенты имели в ротовой полости 
ортопедические конструкции. В контрольную группу 
вошли 20 человек, использующих различные протезы, 
но без патологии слизистой оболочки рта. 

Исследование проведено в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией (2013 г.) и одобрено этическим коми-
тетом Приволжского исследовательского медицинского 
университета. От  каждого пациента получено инфор-
мированное согласие. Материалом для биохимических 

анализов явилась ротовая жидкость, собранная пациен-
тами в стерильный пластиковый одноразовый контейнер 
согласно правилам подготовки и процедуры сбора [4].

Оценка показателей свободнорадикального окисле-
ния ротовой жидкости проводилась методом индуци-
рованной биохемилюминесценции на приборе БХЛ-07 
(ООО «Медозонс», Россия), сопряженным с компьюте-
ром IBMPC/AT в диалоговом режиме. Полученная хеми-
люминограмма включала следующие параметры: Imax 
в милливольтах (mV) – максимальная интенсивность 
свечения; S в милливольтах (mV) – светосумма хеми-
люминесценции за 30 секунд; Z (отн.ед ) – параметр, 
характеризующий интенсивность антиоксидантной си-
стемы защиты; tg(-2α) (отн.ед.) – показатель, характе-
ризующий скорость восстановления антиоксидантной 
системы защиты [5]. Уровни продуктов перекисного 
окисления липидов (диеновых конъюгатов – ДК, трие-
новых конъюгатов – ТК, оснований Шиффа – ОШ) опре-
деляли в гептан-изопропанольных фракциях [6]. Резуль-
таты представляли в единицах оптической плотности 
(ед. опт. пл.). Для количественного определения обще-
го белка (г/л) биуретовым методом использовали набор 
реагентов «Общий белок -UTS» (ЗАО «А/О Юнимед», 
Россия). Определение концентрации общего холестери-
на (ХС) (в ммоль/л) ферментативным методом осущест-
вляли с помощью набора реагентов «Холестерин-UTS» 
(ЗАО «А/О Юнимед», Россия); определение уровней 
триглицеридов (ТГ) (в ммоль/л) ферментативным мето-
дом с помощью набора реагентов «Триглицериды-UTS» 
(ЗАО «А/О Юнимед», Россия). Концентрацию лактата 
(в ммоль/л) измеряли ферментативным методом с ис-
пользованием набора реагентов «Lactate FS» («DiaSys 
Diagnostic Systems GmbH», Германия). 

 Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с помощью пакета программ Statplus 6, «Ana
lystSoft» 2018 с использованием непараметрического 
критерия Манна-Уитни. Результаты представляли в виде 
медианы (Me) и перцентилей (25%; 75%). Две выборки 
считали принадлежащими к разным генеральным сово-
купностям при p≤0.05. Проводили корреляционный ана-
лиз Spearman для непараметрических данных с расче-
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том коэффициента корреляции и уровня его значимости.
Результаты и обсуждение. В соответствии с по-

ставленной целью определяли интенсивность свободно-
радикального окисления в ротовой жидкости пациентов 
с предраковым состоянием по сравнению с пациентами 
контрольной группой.

Как следует из данных, приведенных в табл. 1, медиа-
ны параметра I max были значимо выше по сравнению с 
контролем. Это свидетельствует о более высокой интен-
сивности свободнорадикального окисления в ротовой 
жидкости пациентов с предраковыми состояниями по 
сравнению с лицами контрольной группы, имеющими 
ортопедические конструкции, но без повреждений сли-
зистой оболочки рта. В то же время медиана показателя 
хемилюминограммы tg (-2α) оказалась статистически 
значимо выше по сравнению с контролем. Чем больше 
величина этого показателя, тем ниже активность анти-
оксидантной системы.

Медиана уровней ОШ статистически значимо вы-
ше по сравнению с контролем (табл. 2), что свидетель-
ствовало о накоплении в ротовой жидкости пациентов с 
предраковыми состояниями конечных продуктов пере-
кисного окисления липидов (ПОЛ) – ОШ – продуктов. 
Известно, что ОШ являются жесткими продуктами, 
которые повреждают мембраны клеток и могут явить-
ся причиной злокачественного перерождения клеток. 
Повышение данных соединений в ротовой жидкости 
можно объяснить тем, что свободно-радикальные про-
цессы, начавшиеся в тканях ротовой полости, возможно, 
вследствие повреждения их ортопедическими конструк-

циями, переходят и на биологические жидкости. Отсю-
да, происходящие в тканях слизистой оболочки реакции 
находят свое отражение в ротовой жидкости.

Как видно из данных табл. 3, у пациентов с предра-
ковыми состояниями статистически значимо снижена 
медиана уровня общего белка в ротовой жидкости, тогда 
как медианы уровня холестерина и лактата статистиче-
ски значимо выше по сравнению с контролем. 

При проведении анализа корреляционных зависи-
мостей в контрольной группе выявлена статистически 
значимая отрицательная корреляционная зависимость 
между показателями Imax и уровнем белка (rs = - 0,451). 
Такую корреляцию можно объяснить тем, что основные 
антиоксиданты (в частности, ферменты) являются бел-
ками. Поэтому, чем ниже уровень белков, тем интенсив-
нее будет протекать свободнорадикальное окисление. 
Подтверждение этому является наличие положительной 
корреляции между показателями антиоксидантной за-
щиты tg (-2α) и уровнем общего белка (rs = 0,447. От-
рицательная связь между уровнем ДК и уровнем ХС  
(rs = - 0,489) обусловлена тем, что ХС также обладает ан-
тиоксидантными свойствами. Чем меньше его уровень, 
тем выше уровень первичных продуктов перекисного 
окисления липидов – ДК.

Корреляционные зависимости между показателями 
окислительного стресса и метаболитами ротовой жид-
кости пациентов с предраковыми состояниями изменя-
лись по сравнению с контрольной группой. Появление 
положительной зависимости между I max и уровнем 
лактата можно объяснить тем, что при злокачественном 

Т а б л и ц а  1
Показатели хемилюминограммы ротовой жидкости, Me (Q0,25; Q0,75)

Показатели
Контрольная группа , n=20 Пациенты с предраковыми

состояниями, n=20 U-критерий  
Манна-Уитни

Med (Q25; Q75) Пределы;
95% ДИ Med (Q25; Q75) Пределы;

95% ДИ
Imax, mV 630 (553; 716) 384 - 926 769 (623; 874) * 471 – 1173 0,0209
S, mV/30сек 2472 (2083; 3393) 1590 - 6423 2958 (2451; 3527) 1808 – 6647 0,0761
tg(-2α), отн.ед. -270,0 (-303,0; 231,5) -437,0 - -161,0 -355,0 (-391,5; -275,0) * -563,0 - -203,0 0,0022
Z, отн.ед. 4,059 (3,601; 4,767) 3,117 – 7,809 3,796 (3,549; 4,183) 3,274 – 6,491 0,1439

Примечание. Здесь и в табл. 2, 3: * - статистически значимые различия по сравнению с контрольной группой при р ≤ 0,05;  n – число обсле-
дованных.

Т а б л и ц а  2
Содержание продуктов перекисного окисления липидов  ротовой жидкости, Me (Q0,25; Q0,75)

Показатели
Контрольная группа, n=20 Пациенты с предраковыми состояниями, n=20 U-критерий  

Манна-УитниMed (Q25; Q75) Пределы; 95% ДИ Med (Q25; Q75) Пределы; 95% ДИ
ДК,  ед.опт.пл. 0,2137 (0,1700; 0,2244) 0,1412 – 0,2359 0,2103 (0,1871; 0,2334) 0,1380 – 0,2614 0,1048
ТК,  ед..опт.пл. 0,1240 (0,0951; 0,1735) 0,0538 – 0,3995 0,1330 (0,1026; 0,1517) 0,0607 – 0,4562 0,1543
ОШ, отн.ед. 11,8907 (5,8847; 17,4226) 2,6883 – 25,8201 15,2499 (8,6722; 21,5110) * 1,3936 – 48,5453 0,0391

Т а б л и ц а  3 
Биохимические показатели ротовой жидкости, Me (Q0,25; Q0,75)

Показатели
Контрольная группа, n=20 Пациенты с предраковыми состояниями, 

n=20 U-критерий  
Манна-Уитни

Med (Q25; Q75) Пределы; 95% ДИ Med (Q25; Q75) Пределы; 95% ДИ
Общий белок, г/л 2,51 (2,07; 2,89) 1,27 – 4,23 1,08 (0,60; 1,75) * 0,16 – 2,83 0,0052
Общий холестерин, ммоль/л 0,08 (0,07; 0,13) 0,05 – 0,24 0,12 (0,08; 0,18) * 0,05 – 0,25 0,0343
Триглицериды, ммоль/л 0,05 (0,03; 0,09) 0,02 – 0,20 0,06 (0,03; 0,09) 0,02 – 0,10 0,1491
Лактат, ммоль/л 0,28 (0,25; 0,30) 0,20– 0,39 0,33 (0,23; 0,39) 0,13 – 0,71 0,01257
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перерождении тканей имеет место закисление внутрен-
ней среды клеток. Отрицательная корреляционная связь 
с уровнем ТГ (rs = -0,556) обусловлена способностью ТГ 
к окислению: чем интенсивнее протекают реакции сво-
боднорадикального окисления, тем быстрее окисляются 
ТГ. Повышение уровней холестерина по сравнению с 
контрольной группой можно объяснить, с одной сторо-
ны, повреждением мембран при свободнорадикальном 
окислении и поступлением ХС в ротовую жидкость, с 
другой, накоплением ХС в мембранах как субстрата, 
необходимого для деления злокачественно перерож-
денных клеток. Данный факт подтверждается наличием 
прямой корреляционной зависимости (rs = 0,468) между 
показателем интенсивности свечения Imax и уровнем 
ХС. Одновременно обнаруживаются прямо противо-
положные по знаку корреляции между показателями 
антиоксидантной системы защиты и анализируемыми 
метаболитами ротовой жидкости. Так, установлено на-
личие положительной корреляции между показателем 
Z и уровнем общего белка (rs = 0,530), между tg (-2α) и 
уровнем ТГ ((rs = 0,523), но отрицательная с уровнем 
лактата ( rs = -0,578).

В проведенном нами исследовании обнаружено сни-
жение уровней общего белка в ротовой жидкости у паци-
ентов с предраковыми состояниями по сравнению с па-
циентами, имеющими стоматологические протезы, но не 
имеющими повреждений слизистой оболочки ротовой по-
лости. Известно, что для онкологических больных харак-
терно ускорение процессов глюконеогенеза, что ведет к 
истощению белковых и жировых депо. Кроме того, имеет 
место, повышенный катаболизм белков организма. Име-
ются сведения об обнаружении и прогностическом значе-
нии индивидуальных белков, например, Glut-1 и Glut-3, 
лактоферрина [7, 8] и белковых маркеров, например, р53, 
Ki-67, bcl-2 [9–11] в ротовой жидкости пациентов с пред-
раком красной каймы губ. В нашем исследовании у паци-
ентов с предраковыми состояниями наблюдались измене-
ния в уровнях липидов. При этом установлено значимое 

снижение уровней триглицеридов, но повышение уров-
ней холестерина по сравнению с контрольной группой. 
Источником ряда липидов в слюне являются мембраны 
секреторных везикул, фрагменты мембран бактериаль-
ных клеток. Значительная часть слюнных липидов нахо-
дится в связанном состоянии с белками [12, 13]. Атипизм 
обмена липидов при злокачественном перерождении 
может быть связан с повышенной утилизацией жирных 
кислот и холестерина (опухоль как «ловушка липидов»), 
активацией синтеза липидных структур клеток, интен-
сификацией процессов липопероксидации. Основное 
значение липидов при злокачественном перерождении 
тканей – энергетическое и пластическое обеспечение 
усиленных анаболических процессов, реакций синтеза 
структур интенсивно делящихся опухолевых клеток. Ра-
нее было показано увеличение содержания холестерина 
в опухолевых клетках и в нормальных тканях, окружаю-
щих опухоль [14].

У пациентов с предраковыми состояниями статисти-
чески значимо были повышены показатели хемилюми-
нограммы, свидетельствующие об активном свободно-
радикальном процессе, при одновременном снижении 
показателей антиоксидантной системы защиты. Итогом 
повышенной активации свободнорадикального окисле-
ния явилось значимое повышение уровней конечных 
продуктов ПОЛ – оснований Шиффа, что указывало на 
повреждение клеточных мембран слизистой оболочки 

ротовой полости и возможной провокации злокачествен-
ного перерождения тканей. Известно, что свободные ра-
дикалы индуцируют канцерогенез и принимают активное 
участие в процессе роста злокачественных новообразова-
ний [15]. В ряде исследований установлено повышение 
показателей хемилюминесценции ротовой жидкости и 
сыворотки крови у пациентов с лейкоплакией слизистой 
оболочки рта по сравнению с контрольной группой [16, 
17]. Имеются сведения о накоплении вторичных продук-
тов перекисного окисления липидов у пациентов с пред-
раковыми заболеваниями полости рта [18]. 

Выводы. Таким образом, в наших исследованиях по 
изучению биохимических показателей ротовой жид-
кости пациентов с предраковыми состояниями и па-
циентами контрольной группы, также использующих 
ортопедические конструкции, выявлены статистически 
значимые различия в повышении уровней холестерина 
и лактата при снижении уровней общего белка и тригли-
церидов. Одновременно отмечались существенные раз-
личия в показателях свободнорадикального окисления и 
антиоксидантной системы защиты, свидетельствующие 
об активном свободнорадикальном процессе, протекаю-
щем в слизистой оболочке ротовой полости пациентов 
с предраковыми состояниями, по всей видимости, вы-
званными повреждениями неудачных ортопедических 
конструкций, по сравнению с контрольной группой.

Полученные нами результаты углубляют понимание 
механизма развития предракового состояния у пациен-
тов с ортопедическими конструкциями в ротовой поло-
сти, и могут быть использованы для отбора новых диа-
гностических и прогностических маркеров
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Вятский медицинский журнал. 2019; 60-61: 22-4. 

Т а б л и ц а  4
Корреляционные зависимости между показателями окислительно-
го стресса и уровнями метаболитов ротовой жидкости пациентов  

с предраковыми состояниями

Показатели
oкислительного 

cтресса

Метаболиты

Общий 
белок, г/л

Общий  
холестерин, 

ммоль/л

Тригли-
цериды, 
ммоль/л

Молочная 
кислота, 
ммоль/л

Imax, мV rs =0,316
p=0,025

rs =0,468*
p =0,009

rs =-0,556*
p=0,008

rs =0,541*
p=0,0085

S, мV/сек rs =0,643*
p=0,092

rs =0,374
p=0,042

rs =-0,408
p=0,011

rs =0,311
p=0,023

Z, отн.ед. rs =0,530*
p= 0,007

rs =0,039
p=0,038

rs =0,009
p=0,023

rs =-0,032
p=0,011

tg(-2a), отн.ед. rs =-0,082
p=0,031

rs =-0,423
p=0,031

rs =0,523*
p=0,0091

rs =-0,578*
p=0,0091

ДК, ед.опт.пл. rs =-0,169
p=0,010

rs =-0,289
p=0,019

rs =0,357
p=0,017

rs =-0,395
p=0,0121

ТК, ед.опт.пл. rs =-0,090
p=0,0071

rs =-0,353
p=0,023

rs =-0,352
p=0,011

rs =-0,110
p=0,034

ОШ, ед.опт.пл. rs =-0,083 rs =-0,374
p=0,010

rs =-0,309
p=0,012

rs =-0,146
p=0,043

ОШ/(ДК+ТК), 
отн.ед.

rs =-0,019 rs =-0,131
p=0,012

rs =-0,173 rs =-0,037
p=0,041

Примечание. rs – коэффициент корреляции Спирмена. Жирным шриф-
том выделены статистически значимые показатели.
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Петелина Т.И., Мусихина Н.А., Авдеева К.С., Щербинина А.Е., Леонович С.В., Зуева Е.В., Гаранина В.Д., 
Гультяева Е.П., Ярославская Е.И., Калюжная Е.Н., Горбатенко Е.А., Капустина А.А., Гапон Л.И.

ОЦЕНКА ЭРИТРОЦИТАРНЫХ ПАРАМЕТРОВ ОБЩЕГО АНАЛИЗА КРОВИ  
У ПАЦИЕНТОВ, ПЕРЕНЕСШИХ SARS-COV-2-АССОЦИИРОВАННУЮ ПНЕВМОНИЮ

Тюменский кардиологический научный центр, Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН, 
625026, Томск, Россия

Исследование особенностей и динамики эритроцитарных параметров общего анализа крови у пациентов с сердечно-
сосудистыми заболеваниями (ССЗ), перенесших SARS-CoV-2-ассоциированную пневмонию, и анализ их ассоциации с от-
дельными маркерами сосудистой воспалительной реакции при разном объеме поражения легочной ткани может иметь 
большое клиническое значение. В исследование включены 106 пациентов, перенесших SARS-CoV-2-ассоциированную пнев-
монию. Пациенты были разделены на 2 группы. В первую группу вошли 51 пациент без ССЗ, во вторую группу – 55 
пациентов с ССЗ. Пациентам в обеих  группах проводилось исследование биообразца крови в момент госпитализации и 
в точке 3 месяца после выписки из стационара. Оценивали эритроцитарные параметры, из биомаркеров воспаления - 
концентрацию С-реактивного белка (СРБ), высокочувствительного С-реактивного белка (вч-CРБ) и гомоцистеина. Всем 
пациентам исходно была проведена компьютерная томография органов грудной клетки. Выявлено, что эритроцитар-
ные показатели имели различия по ряду параметров: СОЭ, RDW-SD и RDW-CV, с превышением показателей во 2-й группе. 
Через 3 месяца после выписки из стационара у пациентов обеих групп значимо повысился уровень НСТ, MCV, MCH и 
снизился уровень MCHC и RDW-CV (p<0,001, соответственно для всех параметров). Концентрация СРБ максимальная 
на момент госпитализации во 2-й группе, через 3 месяца не достигла референсных значений. В группе с ССЗ уровень СРБ 
был ассоциирован с повышенными значениями вч-СРБ, гомоцистеина, что свидетельствует о наличии пролонгированно-
го воспалительного сосудистого ответа. В общих группах, разделенных по объему поражения легких, вошедших в RОС-
анализ, коэффициенты RDW-CV>13,6 и лимфоциты/СРБ<0,6 увеличивают вероятность наличия поражения легочной 
ткани более 50% в 9,3 и 5,9 раз, соответственно. Таким образом, внимательное отношение к уже известным лабора-
торным параметрам позволяет расширить число индикаторов, влияющих на риск развития осложнений COVID-19, и 
дает возможность более раннего реагирования на сложную клиническую ситуацию у больных ССЗ. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  COVID-19; эритроциты; RDW-CV - коэффициент вариации ширины распределения эритроци-
тов; С-реактивный белок.
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ESTIMATION OF ERYTHROCYTE PARAMETERS OF GENERAL BLOOD ANALYSIS IN PATIENTS WITH 
SARS-COV-2- ASSOCIATED PNEUMONIA
Tyumen Cardiology Research Center, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, Tomsk, 625026, Russia
The study of the features and dynamics of the erythrocyte parameters  of general blood analysis in patients with cardiovascular dis-
eases who underwent SARS-CoV-2 associated pneumonia is of great practical importance.  That was a prospective study. The study 
included 106 patients with SARS-CoV-2-associated pneumonia. All patients were divided into 2 groups. The first group included 51 
patients without CVD, the second group included 55 patients with CVD .Patients in both groups underwent laboratory examination 
of blood samples at the time of hospitalization and 3 months after discharge from the hospital. Parameters of the erythroid series of 
the general blood test were assessed. Among inflammatory biomarkers, we examined the concentration of C-reactive protein (CRP), 
high-sensitivity CRP (hs-CRP) and homocysteine. Initially all patients underwent computed tomography of the chest organs. Re-
vealed what indicators of the erythroid series in the groups of patients with and without CVD had significant differences in a number 
of parameters: ESR; RDW-SD and RDW-CV with significant excess of parameters in group 2. Three months after discharge from 
the hospital, patients in both groups had a significant increase in НСТ, MCV, MCH. There was detected decrease in both groups in 
MCHC, RDW-CV (p<0.001 for all parameters), ESR level in group 2.At baseline, CRP exceeded reference values in both groups 
of patients, reaching maximum values in group 2. After 3 months CRP decreased significantly only in group 1. Increased CRP was 
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associated with elevated hs-CRP in 3 months after discharge and elevated homocysteine levels in both groups, indicating the persis-
tence of prolonged inflammatory vascular reaction in patients after SARS-CoV-2 associated pneumonia, more pronounced in group 2 
patients. RDW-CV over 13.6 and lymphocytes / CRP less than 0.6 increase the likelihood of having lung tissue damage over 50% by 
9.3 and 5.9 times, respectively. Thus, the data obtained confirm that RDW-CV, the coefficient of variation of erythrocyte distribution 
width, associated with the parameters of inflammatory response and the lymphocytes / CRP is lung volume marker and of COVID-19 
severity. Careful consideration of already known laboratory parameters allows us to expand the number of indicators influencing the 
risk of COVID-19 complications and enable an earlier response to a difficult situation.

K e y  w o r d s :  COVID-19; erythrocyte; standard deviation and coefficient of variation of erythrocyte distribution width;  
C-reactive protein.
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Введение. Актуальность проблемы нового инфек-
ционного заболевания COVID-19, вызываемого ко-
ронавирусом SARS-CoV-2, по своей значимости и 
социально-экономическим последствиям приобрела 
чрезвычайный характер во всем мире. SARS-CoV-2 свя-
зываются с функциональными рецепторами ангиотен-
зин-превращающего фермента 2 (АПФ-2), экспрессия 
которых установлена как в клетках крови, так и в сосу-
дистой стенке, кардиомиоцитах, что частично объясняет 
патогенетическую основу  возникновения и/или течения 
сердечно-сосудистых заболеваний, в частности, артери-
альной гипертонии (АГ), ИБС, миокардитов, нарушения 
ритма сердцах и др. [1].

По данным ряда исследований к гематологическим 
маркерам, определяющим группы риска среди пациен-
тов с COVID-19, чаще относят и описывают клетки лей-
коцитарного и тромбоцитарного ряда периферической 
крови. Но следует отметить, что эритроциты, не явля-
ясь превалирующей клеткой поражения при COVID-19, 
также способны оказать влияние на течение и прогноз 
заболевания [2]. 

В научных публикациях чаще отмечается, что значе-
ния клинических гематологических параметров, таких, 
как количество эритроцитов, гематокрит или средняя 
концентрация гемоглобина не меняются [3]. Однако, 
несмотря на то, что у пациентов с пневмонией, вызван-
ной COVID-19, тяжелая анемия при госпитализации 
встречается редко, концентрация гемоглобина (Hb) име-
ет тенденцию к прогрессивному снижению в течение 

болезни. Развивающаяся при этом гипоксия способна 
оказывать глубокое влияние на морфологию, реологию 
и выживаемость эритроцитов, внося свой вклад в слож-
ный патогенез анемии COVID-19 [3 - 5].

Помимо этого, известно, что возбудитель COVID-19 
способен напрямую инфицировать клетки-предшествен-
ники эритроцитов, влияя, таким образом, на количество 
эритроцитов, а также их функционирование [6]. Так, 
эритроциты, выделенные от больных COVID-19, харак-
теризируются изменённым состоянием белкового и угле-
водного обменов. Прежде всего, эритроциты больных 
имеют повышенное содержание гликолитических энзи-
мов и продуктов окисления важных внутриклеточных 
белков: анкирина, спектрина-бета, а также AE1(Band 3 
anion transport protein), корректное функционирование 
которых необходимо для эффективного газообмена и ста-
билизации дезоксигемоглобина [7]. Следовательно, при 
нарушении его функции возможно изменение эффектив-
ности процессов газообмена, что проявляется в гипоксии, 
наблюдаемой как осложнение COVID-19.

Согласно опубликованным данным, в выборке па-
циентов с COVID-19 повышение уровня СОЭ ассоции-
ровано с уровнем провоспалительных маркеров, TNFα, 
интерлейкина-6 и, характеризуя степень тяжести вос-
палительного процесса, связано с уровнем летально-
сти. Интересно, что СОЭ может оставаться высоким на 
протяжении длительного времени после перенесённого 
COVID-19. Так, было показано, что уровень СОЭ был 
повышен на протяжении двух недель после перенесён-
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ного COVID-19, взаимосвязан с пониженным уровнем 
гемоглобина, отражая долгосрочный характер измене-
ния функции эритроцитарных параметров [8].

Из результатов другой экспериментальной работы 
следует заключить, что при COVID-19 возможно изме-
нение морфологии эритроцитов в виде появления ши-
стоцитов (фрагментированных эритроцитов) и макроци-
тов (эритроцитов с увеличенным объемом) [9].

В ряде исследований было зарегистрировано изме-
нение ширины распределения эритроцитов (RDW) у па-
циентов с COVID-19. Отмечено, что увеличение RDW 
выше значения в 14,5% повышает риск смертности от 
COVID-19 на 31%. Авторы также установили, что паци-
енты с повышенным содержанием RDW имели увели-
ченный риск смертности (в 6,12 раз) в пределах 48 ч по-
сле определения положительных значений маркера [10]. 
Представленные результаты подтверждаются данными 
положительной корреляционной взаимосвязи повыше-
ния RDW со степенью тяжести течения COVID-19 и 
указывают на потенциальную возможность использова-
ния RDW, как крайне динамичного параметра в качестве 
прогностического маркера тяжести состояния пациента 
[11]. Авторы другой статьи указывают на потенциаль-
ную способность RDW выступать маркером успешно-
сти лечения COVID-19 [12]. 

Таким образом, приведенные результаты научных ис-
следований свидетельствуют о том, что эритроцитарные 
параметры крови могут закономерно отражать характер 
течения COVID-19. Однако необходимо помнить и о том, 
что исходное наличие у пациента с COVID-19 сердечно-
сосудистых заболеваний может вызывать изменения па-
раметров крови еще до встречи с инфекцией [13].

Исходя из вышесказанного, видя актуальность 
оценки роли эритроцитарных параметров в течении 
заболевания СOVID-19, мы определили цель данного 
исследования: изучить особенности и динамику изме-
нений эритроцитарных параметров крови у пациентов 
с сердечно-сосудистыми заболеваниями, перенесших 
SARS-CoV-2-ассоциированную пневмонию, проследив 
их ассоциацию с отдельными маркерами сосудистой 
воспалительной реакции при разном объеме поражения 
легочной ткани. 

Материал и методы. Исследование проспективное, 
соответствующее стандартам надлежащей клинической 
практики (Good Clinical Practice) и положениям Хель-
синской декларации. Протокол исследования одобрен 
Комитетом по биомедицинской этике Тюменского карди-
ологического научного центра, Томского национального 
исследовательского медицинского центра РАН (протокол 
№ 159 от 23.07.20 г.). Перед включением в исследование 
у каждого из участников исследования было получено 
письменное информированное согласие об использова-
нии результатов обследования в научных целях. 

В данное исследование были включены 106 обследо-
ванных на данный момент пациентов из 380, перенесших 
SARS-CoV-2-ассоциированную пневмонию. Исследова-
ние зарегистрировано в базе данных клинических ис-
следований Clinical Trails.gov. Identifier: NCT04501822.  
Все пациенты были разделены на 2 группы. В 1-ю груп-
пу включили 51 пациента без сердечно-сосудистых за-
болеваний (ССЗ), средний возраст 36,65±13,31 года. Во 
2-ю группу вошли 55 пациентов с ССЗ, средний возраст 
56,05±11,98 лет. Группы достоверно различались по воз-
расту, уровню САД, ДАД, ЧСС (p<0,001, соответствен-
но), ИМТ (p<0,015), с более высокими показателями во 

2-й группе. В 1-й группе объем поражения легких до 
50%  был выявлен у 71,7% пациентов,  объем поражения 
легких более 50% – у 28,3% пациентов. Во 2-й группе 
объем поражения легких  до 50%  был у 54,7 % пациен-
тов, более 50% – у 45,3% пациентов.

Пациентам обеих исследуемых групп проводилось 
лабораторное исследование биообразца крови в мо-
мент госпитализации и в точке 3 месяца после выписки 
из стационара. Оценивали эритроцитарные параметры 
общего анализа крови (RBC – число эритроцитов, HGB 
– концентрация гемоглобина, HCT – гематокрит, MCV 
– средний объем эритроцита, СОЭ – скорость оседания 
эритроцитов, MCH – среднее содержание гемоглобина 
в эритроците, MCHC – средняя концентрация гемогло-
бина в эритроците, RDW-SD – стандартное отклонение 
ширины распределения эритроцитов, RDW-CV – коэф-
фициент вариации ширины распределения эритроци-
тов), показатели определяли импедансным методом с 
технологиями проточной цитометрии на аппарате 5Diff 
анализатор «Mindrey BC 5800» (Китай); из биомаркеров 
воспаления исследовали концентрацию  С-реактивного 
белка (СРБ) «Cobas integra plus 400» (Италия), высоко-
чувствительного С-реактивного белка (вч-CРБ) иммуно-
турбидиметрическим методом на полуавтоматическом 
анализаторе открытого типа «Clima MC-15» (Испания) 
и гомоцистеина на анализаторе «IMMULITE 2000» 
(Siemens Diagnostics, США). Всем пациентам исходно 
была проведена компьютерная томография органов 
грудной клетки. Разделив группы по объему поражения 
легочной ткани до 50% и более 50 %, мы провели срав-
нительный анализ исследуемых биомаркеров.

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ский анализ проводился с помощью пакета прикладных 
программ IBM SPSS Statistics 21. В зависимости от рас-
пределения при сравнении показателей в 2-х независи-
мых группах использовали t-критерий Стьюдента или 
U-критерий Манна-Уитни. При нормальном распределе-
нии, данные представляли, как среднее M и стандартное 
отклонение (SD), при распределении, отличном от нор-
мального, данные представлены в виде медианы (Me) и 
интерквартильного размаха [25%-75%]. Для поиска па-
раметров, связанных с объемом поражения легких, ис-
пользовали логистический регрессионный анализ мето-
дом пошагового отбора с включением. Парным критери-
ем Стьюдента или критерием Вилкоксона рассчитывали 
динамику между группами. Качество и эффективность 
модели оценивали ROC-анализом. Точки разделения по-
казателей крови находили с помощью RОС-кривых. Ре-
зультаты оценивались как статистически значимые при 
двухстороннем уровне p <0,05.

Результаты. На первом этапе работы мы проанали-
зировали эритроцитарные параметры в группах пациен-
тов, перенесших SARS-CoV-2-ассоциированную пнев-
монию, при отсутствии и с наличием сердечно-сосуди-
стых заболеваний на исходном этапе и через 3 месяца 
после выписки из стационара (табл. 1).

Из представленных в табл. 1 данных видно, что эри-
троцитарные показатели в группах пациентов с отсут-
ствием и с наличием сердечно-сосудистых заболеваний 
имеют различия по ряду параметров. Нами зарегистри-
рована значимая разница в показателях: СОЭ; стандарт-
ного отклонения ширины распределения эритроцитов 
(RDW-SD) и коэффициента вариации ширины распре-
деления эритроцитов (RDW-CV), с превышением значе-
ний во 2-й группе.
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RDW – это показатель, с помощью которого опреде-
ляют наличие в крови разных по объему эритроцитов, то 
есть область их распределения и диапазон отличия боль-
ших и самых маленьких клеток. Оптимально значение 
коэффициента равно 13%. Повышение коэффициента 
свидетельствует о том, что клетки сильно различаются 
по объему и их срок жизни резко сокращен, снижение –  
о нарушении процесса кровообразования и наличии 
анемии. Процесс короткой жизни эритроцита приводит 
к нарастанию количества железа и билирубина в крови 
с вторичным нарушением функции печени и селезенки.

Через 3 месяца после выписки из стационара у па-
циентов обеих групп значимо повысился уровень НСТ, 
MCV, MCH, RDW-SD (p<0,001 для всех групп, соот-
ветственно). Также в обеих группах снизился уровень 
MCHC, значение коэффициента RDW-CV (p<0,001, 
соответственно) и уровень СОЭ - в 1-й группе на 13%, 
во 2-й группе на  51%.

Из маркеров воспалительной реакции в данной ста-
тье мы рассматривали только показатель концентрации 

общего СРБ, высокочувствительного СРБ (вч-СРБ) и 
уровень гомоцистеина. 

В настоящее время СРБ рассматривается как наибо-
лее чувствительный «эталонный» лабораторный маркер 
системного воспаления, тканевого повреждения и ин-
фекционной альтерации. Концентрация его в сыворотке 
крови у больных, как внебольничной, так и ковидной 
пневмонией, коррелирует с тяжестью заболевания. Па-
раметры вч-СРБ и гомоцистеина являются самыми ча-
сто используемыми параметрами синдрома сосудистого 
воспалительного ответа, уровень которых является диа-
гностическим в определении риска выявляемых сосуди-
стых осложнений у пациентов с ССЗ [13].

СРБ измерялся у всех пациентов на исходной точке и 
в точке 3 мес после выписки из стационара. На исходном 
этапе показатель СРБ превышал референсные значения в 
обеих группах пациентов, достигая максимальных значе-
ний во 2-й группе – (11,20 [3,00-25,10] и 31,2 [8,7-67,6] 
мг/л, р=0,004). Через 3 месяца после выписки показатель 
СРБ значимо снизился, но с сохранившимся повышен-

Т а б л и ц а  1
Сравнительная характеристика эритроцитарных параметров в группах пациентов, перенесших SARS-CoV-2-ассоциированную 

пневмонию, при отсутствии и наличии сердечно-сосудистых заболеваний 

Показатели Период обследования Группа без ССЗ (n=51) Группа с ССЗ (n=55) p
RBC, 1012/л Исходно 4,79±0,48 4,69±0,50 0,273

Через 3 мес 4,68±0,45 4,62±0,44 0,471

р 0,007 0,211

HGB, г/л Исходно 134,60±16,80 135,90±15,90 0,699

Через 3 мес 134,32±12,79 138,15±13,94 0,283

р 0,434 0,480

HCT, % Исходно 39,90±4,40 40,30±4,30 0,652

Через 3 мес 42,08±3,87 42,87±4,05 0,310

р <0,001 <0,001

MCV, фл Исходно 83,10 [79,06-86,70] 85,00 [82,10-88,60] 0,109

Через 3 мес 92,00 [88,00-94,00] 93,00 [90,00-96,00] 0,021

р <0,001 <0,001

СОЭ, мм/ч Исходно 12,990±5,90 29,30±14,90 0,007

Через 3 мес 11,38±6,55 14,44±8,73 0,047

р 0,950 0,176

MCH, пг Исходно 28,45 [27,00-29,50] 28,79 [27,80-30,05] 0,074

Через 3 мес 29,00 [28,00-30,00] 30,00 [28,00-31,00] 0,128

р 0,001 <0,001

MCHC, г/дл Исходно 33,50 [33,10-34,10] 33,80 [33,20-34,30] 0,152

Через 3 мес 32,00 [31,00-33,00] 32,00 [32,00-33,00] 0,892

р <0,001 <0,001

RDW-SD, фл Исходно 39,40 [36,70-40,60] 41,10 [38,80-44,50] 0,002

Через 3 мес 45,50 [43,20-47,60] 47,30 [45,00-51,20] <0,001

р <0,001 <0,001

RDW-CV, % Исходно 12,90 [12,40-13,30] 13,30 [12,80-14,60] 0,056

Через 3 мес 12,10 [11,80-12,50] 12,30 [12,00-13,70] 0,018

р <0,001 <0,001

Примечание. Здесь и в табл. 2: жирным шрифтом выделено: p - достоверность различий параметров по горизонтали между группами 1 и 2, 
по вертикали – внутри группы в динамике исходно и через 3 мес после выписки из стационара.
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ным уровнем показателя во 2-й группе пациентов – (0,81 
[0,33-2,28] и 1,93 [1,35-3,60] мг/л, р<0,001). Выявленные 
изменения общего СРБ параллельно ассоциировались с 
повышенными значениями вч-СРБ, измеренного в точке 
3 мес после выписки (1,53[0,61-3,71] и 2,14 [1,12-5,04] 
мг/л, p=0,084), и повышенным уровнем гомоцистеи-
на (16,28±6,49 и 17,59±7,10 мкмоль/л, p=0,431) в обеих 
группах, что свидетельствует о сохранении у пациентов 
явлений пролонгированной системной и локальной вос-
палительной сосудистой реакции, более выраженной во 
2-й группе пациентов, с имеющейся вероятностью отя-
гощения сердечно-сосудистых проявлений у больных с 
ишемической болезнью сердца при наличии атероскле-
ротических бляшек в сосудистых бассейнах. 

При разделении пациентов с ССЗ (n=55) на группы с 
поражением легочной ткани до 50% и более 50%, несмо-
тря на зарегистрированное значимое превышение уровня 
СРБ при поступлении, максимального СРБ (26,70 [9,2-
47,9] и 42,80 [4,50-101,6] мг/л, р=0,163)  и сохраняющий-
ся повышенный уровень  вч-СРБ (2,04 [1,22-4,12] и 2,54 
[1,02-6,42] мг/л, р=0,649)  через 3 мес после выписки из 
стационара в группе с объемом поражения легких более 
50%, а также выявленные корреляционные взаимосвязи 
эритроцитарных параметров с воспалительными марке-
рами в группах с разным объемом поражения легочной 
ткани, нам не удалось среди изучаемых лабораторных па-

раметров выявить предикторы, определяющие объем по-
ражения легочной ткани. На данном этапе мы связываем 
это с недостаточным количеством включенных в иссле-
дование пациентов. Поэтому, исключив фактор наличия 
ССЗ, мы проанализировали лабораторные параметры в 
общей группе пациентов (n=106), разделив их на под-
группы с объемом поражения легких до 50% и более 50%.

Характеристика эритроцитарных параметров  крови 
в зависимости от объема поражения легочной ткани в 
общей группе пациентов представлена в табл. 2. 

Пациенты в представленных группах по клинико-де-
мографическим параметрам значимо различались толь-
ко по полу (мужчины 56,5% и 32,4%, соответственно 
группам, р=0,021) и наличию ожирения (31,1% и 51,4%, 
соответственно группам, p=0,047).

По представленным в табл. 2 данным видно, что на 
исходном этапе в группе с объемом поражения легких 
более 50% значимо повышенным был только коэффици-
ент RDW-CV (p=0,005), показатели HGB (p=0,044), HCT 
(p=0,011), лимфоциты/СРБ (p=0,003) и MCH (p=0,043) 
были значимо высокими в группе с поражением легких 
до 50%.

Через 3 месяца наблюдения в обеих группах паци-
ентов однонаправленно и равнозначно изменились па-
раметры: снизились RDW-CV и МСНС; зарегистрирова-
на тенденция к снижению параметра СОЭ; повысились 

Т а б л и ц а  2
Сравнительная характеристика эритроцитарных параметров в общей группе пациентов, перенесших SARS-CoV-2-

ассоциированную пневмонию, в зависимости от объема поражения легочной ткани

Показатели Период обследования Группа до 50% поражения
легочной ткани (n=62)

Группа более 50% поражения
легочной ткани (n=44) p

RBC, 1012/л Исходно 4,77±0,51 4,65±0,46 0,206
Через 3 мес 4,65±0,51 4,63±0,36 0,869

p 0,003 0,886
HGB, г/л Исходно 138,59±13,11 128,69±19,30 0,004

Через 3 мес 137,34±13,03 131,69±14,79 0,033
p 0,136 0,133

LYM/СРБ Исходно 0,18 [0,07-2,11] 0,06 [0,03-0,43] 0,003
Через 3 мес 1,45 [0,63-3,53] 0,54 [0,30-1,74] 0,010

p 0,019 <0,001
СОЭ, мм/ч Исходно 19,56±14,59 22,80±9,96 0,668

Через 3 мес 12,38±9,84 15,22±10,63 0,084
p 0,477 0,334

MCHC,  г/дл Исходно 33,80 [33,30-34,20] 33,60 [32,60-34,20] 0,126

Через 3 мес 32,00 [32,00-33,00] 32,00 [31,00-33,00] 0,248
p <0,001 <0,001

MCV, фл Исходно 85,25 [82,00-88,40] 83,65 [78,95-86,60] 0,128
Через 3 мес 93,00 [90,00-96,00] 91,00 [88,00-93,00] 0,016

p <0,001 <0,001
RDW-SD,  пг Исходно 39,8 [37,70-41,20] 40,50 [38,8-42,90] 0,088

Через 3 мес 46,80 [44,20-49,60] 45,6 [44,60-48,80] 0,450
p <0,001 <0,001

RDW-CV, % Исходно 12,90 [12,30-13,30] 13,60 [12,80-15,30] 0,005
Через 3 мес 12,30 [12,10-13,10] 12,30 [12,00-13,70] 0,280

p <0,001 <0,001
MCH, г/дл Исходно 28,84±2,23 27,45±3,65 0,043

Через 3 мес 29,77±2,36 28,57±3,07 0,032
p <0,001 <0,001

Примечание. Lym/CRP – коэффициент соотношения лимфоцитов к СРБ. 



29

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2022; 67(1)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-1-24-30

HEMATOLOGY

уровни MCV, MCH, RDW-SD; зарегистрировано значи-
мое снижение показателя RBC в 1-й группе пациентов. 
Во 2-й группе с поражением объема легких более 50% 
зарегистрировано значимое повышение коэффициента 
лимфоциты/СРБ (LYM/СРБ) (p<0,001), который, одна-
ко, остался достоверно ниже, чем в 1-й группе.

Для поиска независимых предикторов прогнозирова-
ния объема поражения легких у пациентов был использо-
ван метод бинарной логистической регрессии. Предвари-
тельно с помощью ROC-анализа были найдены пороговые 
значения исходных показателей, которые помогли предста-
вить переменные в бинарном виде и сделать их более удоб-
ными для определения вероятного объема поражения лег-
ких в клинической практике. Определены следующие по-
роговые значения, значимо разделяющие группы с разной 
степенью поражения объема легких: значения max СРБ бо-
лее 18 мг/л (ОШ 2,78 (95% ДИ 1,161-6,66), р=0,020); HGB 
менее 132 г/л  (ОШ 2,95 (95% ДИ 1,25-6,96), р=0,012); 
MCHC менее 33 г/дл  (ОШ 3,96 (95% ДИ 1,27-12,29), 
р=0,014); RDW-CV более 13,6  (ОШ 8,30 (95% ДИ 2,73-
25,20), р<0,001); LYM/СРБ менее 0,6 (ОШ 5,71 (95% ДИ 
1,20-16,35), р=0,001). Эти показатели, а также RDW-SD 
и MCH были взяты в модель логистической регрессии в 
качестве независимых предикторов. В результате анализа 
с объемом поражения лёгких ассоциированы показатели 
коэффициентов RDW-CV и LYM/СРБ при поступлении 
в стационар. Результаты логистического регрессионного 
анализа отражены в табл. 3 и  на рисунке.

Значения RDW-CV более 13,6 и LYM/СРБ менее 0,6 
увеличивают вероятность наличия поражения легоч-
ной ткани более 50% в 9,3 и 5,9 раз, соответственно. 
Чувствительность и специфичность модели составили 
74,4% и 86,7%. Площадь под кривой (AUC) составила 
0,84; p < 0,001. 

Обсуждение. Сложность состояния, вызванного ко-
ронавирусом SARS-CoV-2, связана с непредсказуемым 
клиническим течением заболевания, которое может 
быстро развиваться, вызывая тяжелые и смертельные 
осложнения. Выявление эффективных лабораторных 
биомаркеров, подчас уже известных, способных класси-
фицировать пациентов по риску осложнений и эффек-
тивности терапии, может облегчить поиск предикторов 
и маркеров в развитии и течении полиорганной патоло-
гии у пациентов с тяжелыми осложнениями COVID-19.

Из опубликованных научных материалов известно, 
что эритроциты при COVID-19 определяют тяжесть 
гипоксемии и анемии у пациентов с пневмонией, при 
этом могут изменяться параметры количества эритро-
цитов, уровня гемоглобина, объема эритроцитов [11, 
12]. По отдельным данным к критериям риска серьез-
ных осложнений CОVID-19 был отнесен показатель 
RDW-CV. Этот показатель позволял отслеживать про-
цесс ухудшения или улучшения состояния пациентов, 

однако причина ассоциации тяжести состояния паци-
ентов и параметра RDW пока до конца не изучена [10]. 
Проводимое нами исследование дало возможность 
оценить отдельные аспекты данного вопроса. Мы про-
вели исследование эритроцитарных параметров исход-
но и в динамике через 3 мес после выписки из стаци-
онара, включая изучение их ассоциации с маркерами 
воспалительной реакции и объемом поражения легких 
в группах пациентов с наличием и отсутствием  ССЗ,  
и в общей группе пациентов с разным объемом пора-
жения легких.

В данном исследовании участвовали пациенты, вы-
писанные из моногоспиталя с перенесенной SARS-CoV-
2-ассоциированной пневмонией. 

По данным нашего исследования, в группе с ССЗ ис-
ходно большинство эритроцитарных параметров  нахо-
дилось в пределах референсных значений. Нами была 
зарегистрирована разница только в показателях СОЭ, 
RDW-SD и RDW-CV с достоверным превышением их 
значений в сравнении с группой без ССЗ. Через 3 месяца 
у пациентов обеих групп значимо однонаправленно по-
высились уровни HGB, НСТ, MCH, и снизился уровень 
MCHC и RDW-CV. Наши данные согласуются с данны-
ми других работ, где уровни отдельных параметров, в 
частности, гемоглобина, гематокрита и MCHC имели 
подобную динамику, что свидетельствует о долгосроч-
ном характере нарушения функции эритроцитарных па-
раметров при COVID-19 [3, 4, 8, 14]. 

Т а б л и ц а  3
Результаты логистического регрессионного анализа

Предикторы B-коэффициент 
корреляции

Стандартная 
ошибка

Статистика 
Вальда p ОШ

95% ДИ для ОШ
Нижняя 
граница

Верхняя 
граница

RDW-CV при поступлении 2,227 0,730 9,312 0,002 9,275 2,218 38,783
LYM/СРБ при поступлении 1,768 0,688 6,599 0,010 5,857 1,520 22,561
Константа -3,202 1,082 8,757 0,003 0,041  

Примечание. ОШ – отношение шансов.

Данные ROC-анализа при оценке модели прогнозирования 
объема поражения легких.
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Значения RDW-CV и уровень СОЭ в группе боль-
ных с ССЗ четко ассоциировались с параметрами СРБ, 
вч-СРБ и гомоцистеина, что может свидетельствовать о 
взаимосвязи эритроцитарных показателей со степенью 
выраженности системного и локального сосудистого 
воспалительного процесса, демонстрируя наличие по-
тенциала для развития сосудистых осложнений у па-
циентов с ССЗ. Неразрывная связь СРБ с параметрами 
лейкоцитарного ряда периферической крови – лимфо-
цитами -  закономерно выделила в общей группе боль-
ных COVID-19 сниженный коэффициент их отношения, 
который вместе с RDW-CV приобрели статус маркеров 
поражения легочной ткани и степени тяжести заболева-
ния с ассоциированной пневмонией. По данным RОС-
анализа, коэффициенты RDW-CV > 13,6 и LYM/СРБ < 
0,6 увеличивают вероятность наличия поражения легоч-
ной ткани более 50% в 9,3 и 5,9 раз, соответственно. 

Естественно, причин для развития дегенеративных 
изменений эритроцитов в рамках COVID-19 намного 
больше. К ним могут относиться: нарушение созрева-
ния клеток в костном мозге; нарушение структурно-
функционального состояния эритроцитарных мембран 
при изменении липидного и белкового обмена; измене-
ние средней концентрации гемоглобина с увеличением 
среднего объема эритроцитов; повышение показателя 
деформируемости эритроцитов, что сопровождается 
снижением их пассажа через капиллярное русло, обу-
словливая усугубление нарушения кислородтранспорт-
ной функции крови и перфузии тканей с риском обра-
зования конгломератов не только в капиллярах, но и в 
более крупных сосудах, определяя тяжесть легочных и 
сердечно- сосудистых осложнений COVID-19 в усло-
виях цитокинового дисбаланса; вторичное поражение 
функции внутренних органов в условиях тяжелого тече-
ния инфекционного процесса и ряд других [15 - 18]. Ис-
следования по выявлению причин долгосрочного харак-
тера нарушения функции клеток периферической крови 
при COVID-19 активно продолжаются.

Заключение. Идентификация эффективных лабо-
раторных биомаркеров, способных классифицировать 
пациентов на основе риска развития серьезных ослож-
нений, является важным моментом для обеспечения 
своевременно начатой терапии пациентов. Углубленное 
исследование и внимательное отношение к уже извест-
ным лабораторным параметрам, в частности, эритроци-
тарным, может позволить расширить число индикато-
ров, влияющих на вероятный риск развития осложнений 
COVID-19, и дать возможность более раннего реагиро-
вания при сложных клинических ситуациях.
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Цель исследования ˗ показать возможности флюоресцентной иммуноцитохимии  при срочном интраоперационном 
исследовании сторожевых лимфатических узлов при раннем раке молочной железы. Авторами проанализированы 
данные состояния лимфатических узлов у 94 больных, прооперированных по поводу раннего рака молочной железы 
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Введение. Цитологический метод достаточно давно 
применяется в интраоперационной диагностике с целью 
верификации метастазов в лимфатических узлах [1]. 
Срочное интраоперационное цитологическое исследо-
вание лимфатических узлов (ЛУ) во многом определяет 
выбор рационального объема и характера оперативного 
вмешательства [1,2].

В настоящее время на предоперационном этапе под 
контролем компьютерной и ультразвуковой диагности-
ки можно получить тонкоигольные аспирационные био-
птаты из опухолей, но не всегда возможно адекватно 
оценить состояние лимфатического коллектора. В со-
временной хирургии имеется две основные тенденции: 
1 – проведение расширенной лимфаденэктомии; 2 – со-
хранение лимфатического коллектора с удалением и ис-
следованием сторожевых ЛУ, что диктует важность точ-
ной оценки состояния лимфатического коллектора [3, 4]. 
Таким образом, показания к расширенной лимфаденэк-
томии и удалению сторожевых ЛУ определяется состо-
янием лимфатического барьера, которое адекватно оце-
нить визуально не всегда представляется возможным.

Отсутствие метастазов в сторожевых ЛУ при раннем 
раке молочной железы позволяет применять органосох-
раняющее лечение с щадящей тактикой в отношении 
лимфатического коллектора.

Предоперационная объективная оценка состояния 
зон регионарного метастазирования не всегда возмож-
на. В лимфатических узлах, макроскопически не по-
дозрительных по метастатическому поражению при 
микроскопическом исследовании,  в 30% выявляются 
метастазы, и в таком же проценте наблюдений в увели-
ченных плотных ЛУ метастазы не выявляются. Полу-
ченные данные определяют необходимость интраопера-
ционного морфологического изучения лимфатического 
барьера. Гистологическое исследование небольшого 
количества ЛУ может привести к неадекватной оценке 
распространенности опухолевого процесса, исследова-
ние большого числа ЛУ требует значительной затраты 
времени, что в интраоперационных условиях не вы-
полнимо. При рутинном гистологическом исследовании 
ЛУ ошибка может достигать 25%. Эту ситуацию можно 
преодолеть, используя многоступенчатые срезы и имму-
ногистохимию, но на это уходит много времени и этот 
метод сложно применить в условиях срочного интраопе-
рационного исследования [5-13]. Срочное интраопера-
ционное цитологическое исследование ЛУ является аль-
тернативой гистологическому методу и требует гораздо 
меньших затрат времени и средств [14, 15,]. Но при ци-
тологическом исследовании возможны ошибки, которые 
носят характер гипо- и гипердиагностики. Возможны 
сложности цитологической диагностики по единичным 
опухолевым клеткам. Объективная оценка метастати-
ческого поражения лимфатических узлов возможна с 
помощью иммуноцитохимического исследования (ИЦ-
ХИ), Однако иммунопероксидазное  ИЦХИ проводится 

в плановом порядке и занимает по времени 2.5–3 часа. 
В отделении онкоцитологии МНИОИ им. П.А.Герцена 
разработана технология и получен патент на интраопе-
рационную флюоресцентную иммуноцитохимическую 
диагностику метастатического поражения лимфатиче-
ских узлов, позволяющая интраоперационно, в течение 
20 мин объективно оценить характер поражения лимфа-
тических узлов [16–18].

В настоящее время биопсия сигнальных ЛУ при раке 
молочной железы в зарубежных странах входит в кри-
терии современных рекомендаций, таких, как NCCN, 
ASCO, ESMO и др. [19–21]. В Российской Федерации, 
согласно протоколу клинической апробации «Метод би-
опсии сигнальных (сторожевых) лимфатических узлов 
у больных операбельными (ранними) стадиями рака 
молочной железы сТ1-2N0M0 как компонент органо-
сохраняющего или функционально щадящего лечения», 
утвержденному  Минздравом России 19.11.16 г., можно 
использовать в качестве клинических испытаний радио-
изотопный коллоид Технефит 99ᵐTc.  В качестве срочной 
интраоперационной диагностики сторожевых ЛУ ис-
пользуют,  в основном, гистологическое исследование.

Цель исследования – показать возможности флюо-
ресцентной иммуноцитохимии при срочном интраопе-
рационном исследовании сторожевых лимфатических 
узлов при раке молочной железы.

Материал и методы. С декабря 2016 г. по ян-
варь 2018 г. в отделении реконструктивно-пластиче-
ской хирургии молочной железы и кожи МНИОИ им. 
П.А.Герцена были проведены клинические исследова-
ния для диагностики состояния ЛУ у 94 больных с диа-
гнозом раннего рака молочной железы.  Идентифика-
цию сторожевого ЛУ проводили в три этапа:

1. предоперационная визуализация сторожевого ЛУ с 
использованием радиоизотопного коллоида;

2. интраоперационная детекция сторожевого ЛУ с 
использованием портативного гамма-датчика;

3. срочное интраоперационное исследование сторо-
жевого ЛУ.

Для предоперационной визуализации стороже-
вого ЛУ использовали радиоизотопный препарат 
«Технефит99ᵐTc» производства фирмы «Диамед» 
(Россия) (регистрационный номер: ЛС-00002365 от 
28.09.2011 г.).

Для визуализации сторожевого ЛУ за 1,5–2 ч до 
предполагаемого хирургического вмешательства боль-
ным вводили 1 мл радиофармпрепарата (РФП). Введе-
ние выполняли периареолярно, со стороны квадранта, 
соответствующего проекции опухоли, внутрикожно и 
подкожно, предварительно обработав зону инъекции 
раствором антисептика.

Через 25-30 минут после введения препарата всем 
больным проводили сцинтиграфию в режиме одно-
фотонной эмиссионной компьютерной томографии 
(ОФЭКТ) и в режиме совмещенной однофотонной 
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эмиссионной компьютерной томографии, совмещенной 
с рентгеновской компьютерной томографией (ОФЭКТ-
КТ). Для исследования использовали однофотонный 
компьютерный томограф, совмещенный с рентгенов-
ской компьютерной томографией Discovery NM/CT 670 
(General Electric, США). 

Полученные в ходе исследования  данные сцинтито-
мограммы позволяли определить зону интенсивного нако-
пления РФП в месте введения, «дорожку» от первичного 
очага до сторожевого лимфатического узла и очаги нако-
пления препарата, соответствующие количеству и локали-
зации выявленных сторожевых лимфатических узлов.

Интраоперационную детекцию сторожевого лимфа-
тического узла проводили с помощью портативного гам-
ма-детектора Gamma Finder® II (W.O.M World of Medi-
cine AG., Германия). 

В условиях операционной с помощью гамма-детек-
тора выполняли оценку локализации лимфатического 
узла и показателей интенсивности накопления РФП. По-
сле этого выполняли выделение и удаление сторожевого 
лимфатического узла с помощью электрокоагуляции.

После удаления сторожевой ЛУ направляли в цито-
логическое отделение для проведения срочного цитоло-
гического исследования.

Срочное цитологическое исследование включало 
в себя три этапа: выполнение разреза лимфатического 
узла, взятие соскоба и микроскопическое заключение. 
В случае небольшого размера сторожевого лимфати-
ческого узла ≤5 мм выполняли разрез лимфатического 
узла в одной плоскости, в случае более крупного раз-
мера лимфатического узла ≥5мм – в 2–3 параллельных 
плоскостях.

Далее брали соскобы с поверхностей плоскостей 
всех срезов сторожевого лимфатического узла с после-
дующей окраской азур- эозиновыми смесями с исполь-
зованием набора для быстрого окрашивания Лейкодиф 
200. Изучение материала проводили с помощью микро-
скопа LEICA DMLS 2 (Германия). В случаях, вызывав-
ших затруднение в постановке диагноза, проводили до-
полнительное исследование –  флюоресцентное ИЦХИ.  
С целью выявления опухолевых клеток применяли эпи-
телиальный антиген Ber-EP4 FITC. Данный антиген 
представляет молекулу адгезии эпителиальных клеток и 
состоит из двух гликопротеинов молекулярной массой 
34 и 39 кД, которые находятся преимущественно на по-
верхности клеточной мембраны почти всех эпителиаль-
ных клеток, за исключением некоторых видов плоского 
эпителия, гепатоцитов, проксимальных отделов эпите-
лия почечных канальцев, желудочных париетальных и 
миоэпителиальных клеток. Элементы лимфатического 
узла Ber-EP4-отрицательны. Ber-EP4 является марке-
ром клеток эпителиальной природы, его экспрессия от-
мечается в клетках широкого спектра новообразований 
эпителиального происхождения, включая мелкоклеточ-
ный, недифференцированный рак и нейроэндокринные 
опухоли. Для флюоресцентного ИЦХИ  использовали 
жидкостные препараты, приготовленные с помощью 
центрифуги Cytospin 3. Это позволило получить моно-
слой клеток, сконцентрировать клеточные элементы на 
ограниченном участке, обеспечило сохранность клеточ-
ных структур, снизило содержание в препарате фоновых 
элементов, сэкономить дорогостоящие реактивы.

Материалом для  проведения флюоресцентного  
ИЦХИ служили клеточные суспензии, полученные при 
соскобах с ЛУ.

1. Клеточный материал, полученный при соскобе с 
ЛУ, помещали в специальную питательную среду нако-
пления, находящуюся в микропробирке (800 мкл), для 
получения клеточной суспензии.

2. Хорошо перемешанную клеточную суспензию 
вносили по 100 мкл на дно каждой пробирки, добавляли 
5 мкл моноклонального антитела Ber EP4 FITC и пере-
мешивали 5с на вортексе.

3. Контроль качества проводили окрашиванием двух 
цитоспиновых препаратов методом срочной интрао-
перационной цитологической окраски. При наличии в 
мазках достаточного количества клеточного материала 
(200–300 клеток), проводили флюоресцентное ИЦХИ 
оставшихся неокрашенных цитопрепаратов.

4. Материал инкубировали 30 мин в темноте в холо-
дильнике (2–8°С). В процессе инкубации происходила 
реакция взаимодействия поверхностных антигенов со 
специфическим антителом Ber-EP4 FITC, меченным со-
ответствующим флюорохромным красителем с образо-
ванием комплексов антиген + антитело.

5. Затем взвесь клеток распределяли по 50-100 мкл в 
контейнеры центрифуги Cytospin 3 и центрифугировали 
при 1000 об/мин в течение 5 минут.

6. Полученные препараты окрашивали ядерным 
флюоресцентным красителем Dapi.

7. Затем осуществляли микроскопию полученных 
препаратов.

При добавлении к клеточной суспензии моно-
клональных антител Ber- EP4 FITC, коньюгирован-
ных с флюорохромами, происходило связывание их 
с поверхностными антигенами клеток, возбуждение 
флюоресценции и последующая ее регистрация при 
длине волны 488 нм (в спектре Green). Последующую 
диагностику проводили с использованием флюорес-
центного микроскопа Imager M1 (Сarl Zeiss, Герма-
ния). Реакцию оценивали качественно. Мембранное 
окрашивание наблюдали при проведении реакции с 
эпителиальным антигеном Ber-EP4 FITC. При оценке 
результатов ИЦХИ принимали во внимание интенсив-
ность и полноту окрашивания. При наличии в иссле-
дуемом материале опухолевых клеток при микроско-
пической визуализации отмечали мембранную экс-
прессию маркера на клетках рака молочной железы, 
представленную ярким зеленым окрашиванием по 
периферии клеток (рис. 1, а, б).

Нами отмечены некоторые особенности экспрессии 
эпителиального маркера Ber-EP4 FITS, выявляемые при 
флюоресцентной микроскопии. Характерной особенно-
стью является хорошо выраженная четкая мембранная 
реакция в виде секреторных вакуолей, которые распо-
лагались на поверхности клетки, иногда в виде своео-
бразного кружева. Наблюдали также отрыв цитоплазмы 
в виде секреторных вакуолей. Такой характер экспрес-
сии характерен для клеток аденогенного рака. Наличие 
таких клеток не вызывало сомнений в их эпителиальной 
природе. Для предотвращения гипердиагностики мета-
стазов рака в ЛУ учитывали, что макрофагальные эле-
менты, присутствующие в лимфатических узлах, захва-
тывают частицы красителя и выглядят как светящиеся 
включения в цитоплазме (рис.2, а, б). Срочное гистоло-
гическое исследование не проводили.

Результаты. Оценка эффективности метода биоп-
сии сторожевого ЛУ с использованием срочного цито-
логического исследования была проанализирована в 
группе 94 больных с диагнозом рака молочной железы.
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Наиболее часто у 68 больных из 94 (72,3%) при биоп-
сии выявляли один сторожевой ЛУ, два сторожевых ЛУ 
обнаружено у 17 (18,1%) больных и только у 9 (9,6%) 
больных были диагностированы три сторожевых ЛУ. 

При срочном цитологическом исследовании метаста-
тическое поражение выделенного сторожевого ЛУ было 
выявлено в 25 (26,6%) наблюдениях, в то время как при 
плановом гистологическом исследовании – в 30 (32%). У 
5 (5,3%) больных при срочном исследовании не удалось 
выявить метастатическое поражение сторожевого ЛУ. 
Таким образом, ошибка цитологического исследования 
составила 16,1% от всех выявленных случаев метастати-
ческого поражения сторожевого ЛУ. У 30 больных при-
меняли флюоресцентное ИЦХИ, с помощью которого у 
15 больных с сомнительной цитологической картиной 
удалось установить метастазы рака молочной железы и 
избежать гиподиагностики, а у остальных 15 больных от-
вергнуть наличие метастазов. Трудности возникали при 
микрометастазах (рис. 3, а, б), когда опухолевых клеток 
в цитологическом препарате было мало, при метаста-
зе долькового рака молочной железы, когда опухолевые 
клетки имели небольшие размеры, сравнимые с лимфо-
цитами и располагались разрозненно. При выраженном 
синус-гистиоцитозе гистиоцитарные элементы могут 
ошибочно быть приняты за опухолевые клетки.  

Именно в этих случаях необходимо флюоресцент-
ное ИЦХИ. Анализ чувствительности, специфичности, 
точности и прогностической ценности метода срочного 
цитологического исследования был проведен на основе 
оценки положительных и отрицательных результатов 
срочного цитологического и планового гистологиче-
ского исследования сторожевого ЛУ. В 64 (68%) из 94 
(100%) случаев при срочном цитологическом исследова-
нии отпечатков с разрезов сторожевого ЛУ метастазы не 
были выявлены, что расценивалось как истинно отрица-
тельный результат. В 25 (26,6%) из 94 клинических на-
блюдений обнаружены злокачественные клетки, что со-
ответствовало истинно положительному результату. В 5 
(5,3%) из 94 случаев случаях при срочном исследовании 
злокачественные клетки не определялись, однако, при 
проведении планового гистологического исследования 
были выявлены метастазы, что расценивалось как лож-
ноотрицательный результат срочного цитологического 
исследования. Ни одного случая ложноположительного 
результата срочного цитологического исследования за-
фиксировано не было, что явилось результатом приме-
нения флюоресцентного ИЦХИ в сложных для цитоло-
гической диагностики наблюдениях (см. таблицу).

Основываясь на полученных данных анализа, чув-
ствительность срочного цитологического метода ис-

Рис. 1. Макрометастаз в сторожевой лимфатический узел.
а – ИЦХИ с BerEp4FITC; б – традиционная цитология. Окраска азур-эозином. Ув. х40.

Рис. 2. Гиперплазированный лимфатический узел с синус-гистиоцитозом.
а – ИЦХИ с BerEp4FITC; б – традиционная цитология. Окраска азур-эозином. Ув. х40.

а

а

б

б
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следования отпечатка сигнального ЛУ составила 83,3%, 
специфичность – 100%, эффективность – 83%, прогно-
стическая ценность положительного результата – 83,3%, 
а прогностическая ценность отрицательного результа-
та – 100%. Таким образом, диагностическая точность 
срочного цитологического исследования сторожевого 
лимфатического узла была равна 94%. При оценке до-
полнительно удаленных лимфатических узлов после 
выполненной регионарной лимфодиссекции у 7 (7,4%) 
из 94 больных было выявлено поражение сторожевого 
ЛУ в комбинации с поражением дополнительно выде-
ленных ЛУ, а у 6 (6,4%) из 94 (100%) больных было вы-
явлено изолированное метастатическое поражение до-
полнительно выделенных несторожевых ЛУ.

Заключение. Срочное цитологическое исследо-
вание с точностью до 94% позволяет оценить статус 
сторожевого лимфатического узла. Показатели иссле-
дования во многом зависят от техники диссекции и 
взятия цитологического материала. В трудных случаях 
диагностики, таких как микрометастазы с наличием 
лишь единичных опухолевых клеток в цитологическом 
мазке, метастазы долькового рака, когда опухолевые 
клетки трудно отличить от лимфоидных элементов, 
выраженный синус гистиоцитоз, необходимо приме-
нять флюоресцентное ИЦХИ, позволяющее в течение 
20 мин объективно оценить цитологическую картину. 
Флюоресцентное ИЦХИ позволяет избежать гипо- и 
гипердиагностики в интраоперационной цитологиче-
ской оценке поражения сторожевых ЛУ при раннем 
раке молочной железы.
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Анализ чувствительности и специфичности срочного цитологического исследования сторожевого лимфатического узла

Показатели
Плановое гистологическое исследование сигнальных ЛУ

Общее число
с метастазами без метастазов

Срочное цитологическое  
исследование сигнальных ЛУ

С метастазами ИП - 25 ЛП - 0 25

Без метастазов ЛО-5 ИО-64 69

Всего 30 64 94

Примечание. ЛП – ложноположительный результат, ИП – истинно положительный результат, ЛО – ложноотрицательный результат, ИО – ис-
тинно отрицательный результат. 
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ДВУНАПРАВЛЕННОЕ ВЛИЯНИЕ МАРКЕРОВ ВОСПАЛЕНИЯ И СНИЖЕНИЯ СКОРОСТИ 
КЛУБОЧКОВОЙ ФИЛЬТРАЦИИ ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНИ ПОЧЕК
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Цель исследования – оценить взаимосвязь между цитокиновым профилем, С-реактивным белком(СРБ), фибриногеном 
крови и скоростью клубочковой фильтрации(СКФ) у больных хронической болезнью почек. В исследовании приняли уча-
стие лица (n=816) с хронической болезнью почек (ХБП) с 1-й по 5-ю стадиями заболевания, в возрасте от 20 до 76 лет. 
Соотношение мужчин и женщин составило 48% и 52%, соответственно. Всем обследованным лицам проведено ком-
плексное клинико-лабораторное исследование с оценкой концентрации интерлейкинов (IL, IL-10, IL-6, TNFα) и белков 
острофазового воспаления (С-реактивный белок, фибриноген) крови. Категории ХБП оценивали по значению СКФ, ко-
торая рассчитывалась по формуле CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration). У лиц с ХБП достовер-
но высокие концентрации IL-10 и IL-6 отмечались на 3б стадии заболевания. Величина систолического артериального 
давления, медиана содержания TNFα, фибриногена крови и число лиц с высоким значением СРБ были существенно выше 
на 4-й стадии ХБП. Статистически значимая корреляционная взаимосвязь выявлялась между показателем расчетной 
СКФ с уровнем IL-6, СРБ, фибриногена крови на 2-й стадии заболевания и концентрацией IL-10 на 3б стадии и TNFα на 
4-й стадии ХБП. На начальной стадии ХБП отмечается достоверная взаимосвязь между снижением расчетной СКФ и 
увеличением уровня IL-6, IL-10, TNFα, а также ростом СРБ и фибриногена крови, которая становится выраженной на 
3б и 4-й стадиях ХБП.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хроническая болезнь почек; скорость клубочковой фильтрации; цитокины; интерлейкин-10; ин-
терлейкин-6; фактор некроза опухоли альфа; С-реактивный белок; фибриноген.

Для цитирования: Муркамилов И.Т. Двунаправленное влияние маркеров воспаления и снижения скорости клубочко-
вой фильтрации при хронической болезни почек. Клиническая лабораторная диагностика. 2022; 67 (1): 37-42.
DOI: https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-1-37-42
Для корреспонденции: Муркамилов Илхом Торобекович, канд. мед. наук, доц. каф. факультетской терапии; e-mail: 
murkamilov.i@mail.ru
Финансирование. Исследование не имело спонсорской поддержки.
Конфликт интересов. Автор заявляет об отсутствии конфликта интересов.
Поступила 22.07.2021
Принята к печати 22.09.2021
Опубликовано 28.01.2022

Murkamilov I.T. 1,2

THE BI-DIRECTIONAL EFFECT OF MARKERS OF INFLAMMATION AND A DECREASE IN GLOMERULAR 
FILTRATION RATE IN CHRONIC KINDEY DISEASE 
1Kyrgyz State Medical Academy named after I.K. Akhunbaev, 720020, Bishkek, Kyrgyzstan; 
2Kyrgyz-Russian slavic university, 720000, Bishkek, Kyrgyzstan 

The aim of the study was to analyze and evaluate the relationship between the cytokine profile, C-reactive blood protein, fibrinogen, 
and glomerular filtration rate in patients with chronic kidney disease. The study involved individuals (n = 816) with chronic 
kidney disease (CKD) from the 1st to 5th stage of the disease, aged 20 to 76 years. The male to female ratio was 48% and 52%, 
respectively. All examined individuals underwent a comprehensive clinical and laboratory study evaluating the concentration of 
interleukins (IL, IL-10, IL-6, TNF-α) and acute phase inflammation proteins (C-reactive protein, fibrinogen) in the blood. CKD 
categories were evaluated by glomerular filtration rate (GFR), which was calculated using the CKD-EPI formula (Chronic Kidney 
Disease Epidemiology Collaboration). In individuals with CKD, significantly high concentrations of IL-10 and IL-6 were observed 
at stage 3b of the disease. Systolic blood pressure, median TNF-α, blood fibrinogen, and the number of individuals with high CRP 
were significant at stage 4 of CKD. A statistically significant correlation was found between the estimated GFR with the level of 
IL-6, CRP, blood fibrinogen at the 2nd stage of the disease and the concentration of IL-10 at 3b and TNF-α at the 4th stage of CKD. 
At the initial stage of CKD, there is a significant relationship between a decrease in estimated GFR and an increase in the level of 
IL-6, IL-10, TNF-α, as well as an increase in CRP and blood fibrinogen, which becomes pronounced at stages 3b and 4 of CKD.
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Введение. ХБП представляет собой синдром, в осно-
ве которого лежат механизмы формирования нефроскле-
роза [1]. ХБП почти всегда протекает бессимптомно на 
ранних стадиях. В общей популяции у каждого десято-
го взрослого человека и каждого четвертого пациента с 
сердечно-сосудистой патологией выявляются признаки 
дисфункции почек [2]. Диагностика ХБП устанавлива-
ется на основании лабораторных маркеров повреждения 
почек, подтвержденных по времени с интервалом более 
трех месяцев. Согласно рекомендациям Научного обще-
ства нефрологов России, такой промежуток необходим 
для подтверждения снижения уровня СКФ менее 60 мл/
мин в том случае, если СКФ ниже 60 мл/мин выступает 
в роли единственного маркера ХБП [3]. С другой сто-
роны, трехмесячное ограничение в качестве временного 
параметра определения ХБП было выбрано, потому что 
в данные сроки острые варианты развития дисфункции 
почек, как правило, завершаются выздоровлением или 
приводят к клинико-морфологическим признакам хро-
нического течения почечного процесса. Результаты про-
веденных одномоментных, эпидемиологических иссле-
дований показали, что распространенность ХБП в мире 
увеличивается, и сопоставима с такими социально значи-
мыми заболеваниями, как гипертоническая болезнь (ГБ), 
ишемическая болезнь сердца (ИБС) и сахарный диабет 
(СД) 2-го типа [4, 5]. В основе современной концепции 
прогрессирования почечных заболеваний, независимо 
от их этиологии, лежат универсальные, неспецифиче-
ские механизмы, конечным результатом действия кото-
рых считают нефросклероз [6, 7]. Стоит отметить, что 
специфические патогенетические механизмы, обуслов-
ленные непосредственно характером заболевания, опре-
деляют его течение лишь в начальной стадии, тогда как, 
по мере замедления СКФ, инициируется каскад гемоди-
намических, метаболических и клеточно-молекулярных 
процессов, завершающихся формированием фиброза в 
почках [8]. В структуре группы факторов, действие ко-
торых на разных стадиях ХБП инициирует и/или под-
держивает прогрессирование воспаления, особая роль 
отводится изменениям экспрессии медиаторов клеточ-
ного и структурного повреждения [8]. Такими являются 
цитокины, факторы роста, макромолекулы и т.д. [9]. В 
результате многосторонних исследований установлено, 
что важным фактором персистирования воспалительно-
го процесса при ХБП является гиперпродукция различ-
ных цитокинов и СРБ [10]. В некоторых исследованиях 
отмечено, что усиленный синтез цитокинов в клубочках 
приводит к увеличению внутриклеточного матрикса и 
снижению уровня почечной фильтрации [11]. 

Цель исследования – оценить взаимосвязь между 
цитокиновым профилем, С-реактивным белком, фибри-
ногеном крови и скоростью клубочковой фильтрации у 
больных хронической болезнью почек. 

Материал и методы. Обследованы 392 мужчин 
(средний возраст 53,1±14,6 лет) и 424 женщин (средний 
возраст 54,6±13,8 лет) с ХБП. В качестве критериев ХБП 
принимали значение протеинурии, гематурии и/или сни-
жение СКФ менее 60 мл/мин в течение трех и более меся-
цев. Протокол нашего исследования одобрен локальным 
этическим комитетом. Все обследованные лица давали 
письменное информированное согласие на участие в ис-
следовании. Клиническая часть настоящего исследова-
ния включала подсчет частоты сердечных сокращений 
(ЧСС, уд/мин), измерение систолического и диастоличе-
ского артериального давления. Всем участникам наряду 
с клиническим обследованием проводились исследова-
ния концентрации интерлейкина (IL)- 10, IL-6, фактор 
некроза опухоли альфа (TNFα), С-реактивного белка 
(СРБ), фибриногена и креатинина крови. Концентрацию 
цитокинов (IL-10, IL-6 и TNFα) в плазме крови обследу-
емых определяли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа, используя соответствующие наборы 
реагентов ЗАО «Вектор-Бест» (Новосибирск, Россия). 
Количественная оценка содержания СРБ в биохими-
ческом анализе крови проводили не ранее чем через 2 
нед после исчезновения симптомов любого острого за-
болевания или обострения хронического воспалитель-
ного процесса. Тяжесть ХБП оценивали по показателю 
СКФ, расчет которого выполнялся по формуле CKD-
EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration) 
[12]. На момент обследования у 73,2% (n=598) больных 
ХБП ассоциировалась с коморбидными состояниями: у 
47,1% (n=385) пациентов имелась ГБ, у 24,6% (n=201) –  
стабильные формы ИБС, у 18,2% (n=149) – сахарный 
диабет (СД), у 6,7% (n=55) – цереброваскулярные бо-
лезни (ЦВБ), у 8% (n=66) – хроническая обструктивная 
болезнь легких (ХОБЛ), у 2,9% (n=24) – бронхиальная 
астма (БА) и у 2,4% (n=20) – мочекаменная болезнь 
(МКБ). У 169 (20,7%) включенных в данное исследо-
вание больных имелись первичные заболевания почек, 
такие как, хронические гломерулонефриты и тубуло-
интерстициальные нефриты. Больные, находящиеся на 
программном гемодиализе, лица с трансплантирован-
ной почкой и онкологическими заболеваниями являлись 
критерием исключения из исследования. Полученные 
результаты заносились в электронную таблицу Microsoft 
Excel и обрабатывались с использованием специальной 
программы STATISTIKA 10.0. Анализировались сред-
ние выборочные значения, их сравнение проводилось 
с использованием непараметрических методов Mанна-
Уитни U-Test. Числовые значения в статье представлены 
как медиана и межквартильный размах, а также среднее 
значение ± стандартное его отклонение. Для выявления 
и оценки взаимосвязи между исследуемыми показате-
лями цитокинового профиля, концентрациями СРБ, фи-
бриногена и СКФ использовался коэффициент ранговой 
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корреляции Спирмана. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты. Согласно международным рекомен-
дациям в общеврачебной практике используется 5-ти ста-
дийная классификация ХБП. В нашем исследовании, ко-
личество лиц с ХБП 1-й стадии, т.е. с оптимальной СКФ, 
выявлены у 502 больных (61,5% случаев). Численность лиц 
с 3а и 3б подстадиями ХБП была схожей (табл.1). Среди 
больных с 1-й стадией ХБП число лиц женского пола было 
несколько выше. У 185 (22,6%) участников исследования в 
момент обследования уже имелись признаки хронической 
почечной недостаточности. Вместе с тем, у 7,2% больных 
требовалось проведение почечной заместительной терапии 
(табл.1). 

Как показано в табл. 2, средний возраст у больных 
3б стадией ХБП был достоверно выше по сравнению с 
пациентами 5-й стадии ХБП. Средние значения уровней 
систолического артериального давления (АД) были су-
щественно выше у лиц с 4-й стадией ХБП по сравнению 
с 1,2 и 3а подстадиями заболевания. Тогда, как величина 
диастолического АД во всех стадиях ХБП была мень-
ше или равной 90 мм рт. ст., и достоверно не отличалась 
(табл. 2). 

Анализ концентрации противо-(IL-10), провоспа-
лительных (IL-6) цитокинов и фибриногена продемон-
стрировал, что их медиана и межквартильные значения 
были сравнительно выше на 3б стадии ХБП (табл. 3). 
Содержание TNFα плазмы, фибриногена крови (меди-
ана) и число обследованных больных существенно вы-
росли на 4-й стадии ХБП. 

При оценке взаимосвязи между показателями рас-
четной СКФ и параметрами цитокинового профиля, 
белков острофазового воспаления крови с помощью 
расчета коэффициента корреляции были получены сле-
дующие данные (табл. 4). На 2-й стадии ХБП между рас-

четной СКФ и концентрацией IL-6 (r=-0,292; p<0,05), 
СРБ (r=-0,294; p<0,05) и фибриногеном крови (r=-0,217; 
p<0,05) существует отрицательная взаимосвязь. Схожая 
корреляционная взаимосвязь отмечалась между расчет-
ной СКФ и концентрацией TNFα (r=-0,347; p<0,05) на 
4-й стадии ХБП. Статистически значимые взаимосвязи 
между величиной расчетной СКФ и содержанием IL-10 
регистрировались у больных 3б стадии ХБП. 

Обсуждение. Предлагаемая статья является про-
должением ранее начатой работы по исследованию ци-
токинового механизма прогрессирования ХБП [13,14]. 
Важным шагом в понимании механизмов ускорения 
нефросклероза служит изучение клеточно-молекуляр-
ных аспектов развития болезни, которые представляют 
собой местные почечные проявления патологических 
механизмов воспаления и фиброза. В свою очередь, они 
являются следствием локального баланса между эндо-
кринными, паракринными и аутокринными фактора-
ми, регулирующими пролиферацию и синтетическую 
функцию фибробластов [15, 16-18]. Клеточные меха-
низмы повреждения тубулоинтерстициальной ткани 
почек представлены участием лимфоцитов, макрофа-
гов, системой комплемента и цитокинов [19]. Термин 
«цитокин» впервые был предложен исследователем 
– биохимиком S. Cohen и соавт. в 1974 г. [20]. Цитоки-
ны представляют собой пептидные информационные 
молекулы, имеющие молекулярную массу 30 кDа, они 
продуцируются лимфоцитами, макрофагами, грануло-
цитами, ретикулярными фибробластами, эндотелиаль-
ными клетками [21, 22]. При ренальной дисфункции в 
клубочках и интерстициальной ткани почек увеличива-
ется количество моноцитов и макрофагов [23]. Следо-
вательно, число данных клеток увеличивается по мере 
развития гломерулярного и тубулоинтерстициального 
фиброза [24]. Очевидно, что воспалительные реакции 

Т а б л и ц а  1
Клинико-демографические показатели обследованных больных с ХБП

Стадии ХБП
СКФ, мл/мин/1,73м2 Всего, n=816 Женщины/Мужчины Креатинин сыворотки крови, мкмоль/л

Me (IQR)
Расчетная СКФ, мл/мин

Me (IQR)
С1 (>90) 502 (61,5%) 289/213 68,1 (58,8;78,9) 102,0 (96,0;110,0)
С2 (60-89) 129 (16,0%) 50/79 92,0 (76,1;103,6) 74,5 (66,0;81,0)
С3а (45-59) 42 (5,1%) 21/21 117,2 (98,8;136,0) 50,0 (46,0;54,0)
С3б (30-44) 46 (5,6%) 22/24 147,0 (128,7;177,0) 37,0 (31,4;42,0)
С4 (15-29) 38 (4,6%) 15/23 253,5 (214,9;308,0) 21,0 (17,0;28,0)
С5 (<15) 59 (7,2%) 27/32 507,3 (417,3;703,7) 9,0 (7,0;11,0)

Примечание. Здесь и в табл.3: Me – медиана; IQR – межквартильный интервал. 

Т а б л и ц а  2
Клиническая характеристика обследованных больных с ХБП (M±SD)

Стадии ХБП
СКФ, мл/мин/1,73м2 Возраст, годы ЧСС, уд/мин Систолическое

АД, мм рт. ст.
Диастолическое

АД, мм рт. ст.
С1 (>90) 57,0±14,5 81±14 134±21 86±11
С2 (60-89) 59,0±14,5 82±16 135±20 88±15
С3а (45-59) 59,5±14,4 74±15 134±16  85±8
С3б (30-44)  60,8±10,4* 75±14 148±28 86±12
С4 (15-29) 52,3±12,4 82±9  150±30** 88±16
С5 (<15) 51,3±12,4  83±17 145±18 90±15

Примечание. * – p<0,05 между 3б и 5-й стадией ХБП; ** – p<0,05 между 1, 2, 3а и 4-й стадией ХБП; М – среднее значение; SD – стандартное 
отклонение.
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c участием моноцитов и макрофагов играют важную 
роль в прогрессировании ХБП вне зависимости от про-
исхождения. Полагается, что наряду с другими воспа-
лительными цитокинами IL-6 являются биомаркерами 
прогрессирования ренальной дисфункции при первич-
ных и вторичных нефропатиях [12]. В частности, при 
первичных нефропатиях наблюдается значительное по-
вышение экспрессии воспалительных цитокинов в клу-
бочках и тубулоинтерстициальной ткани почек, корре-
лирующее со степенью макрофагальной инфильтрации 
и снижением СКФ [21–23, 25]. 

Цитокины активны в очень малых концентрациях, а 
их биологический эффект на клетки реализуется через 
взаимодействие со специфическим рецептором, локали-
зованным на клеточной цитоплазматической мембране. 
Образование и секреция цитокинов происходит кратко-
временно и строго регулируется. Спектр биологической 
активности провоспалительных цитокинов, таких, как 
IL-6 и TNFα, в значительной степени перекрываются, то 
есть, один и тот же процесс может стимулироваться в 
клетке более, чем одним цитокином [26,27]. В клиниче-
ской практике определение их концентрации в плазме 
крови даёт информацию о функциональной активности 
различных типов иммунокомпетентных клеток, о тяже-
сти воспалительного процесса и его переходе на систем-
ный уровень, а также о прогнозе заболевания [28,29]. 

В проведенном нами исследовании установлено, что 
медиана концентрации IL-6 и TNFα были достоверно 
выше на 3б и 4-й стадии ХБП (см. табл.3). Уровень IL-
10, как противовоспалительного цитокина, повышен 

в плазме крови также у больных с ХБП на 3б стадии. 
Следует отметить, что активация системного воспале-
ния повышается при прогрессировании ХБП и способ-
ствует процессам атерогенеза [30]. В исследовании A. 
Recio-Mayoral и соавт. [31] была продемонстрирована 
корреляция между маркерами атеросклероза и степенью 
воспаления у больных ХБП на разных стадиях. В нашем 
исследовании установлена тесная взаимосвязь IL-6, IL-
10 и TNFα с расчетной СКФ на 3б, 2-й и 4-й стадиях 
ХБП (см. табл. 4). Корреляции указанных цитокинов с 
почечной функцией согласуются с данными о роли уве-
личения цитокинов в формировании фиброза в почках 
[32]. В более ранних исследованиях было показано, что 
активация процессов воспаления и эндотелиальная дис-
функция происходят параллельно со снижением СКФ. 
При этом более высокие значения уровня СРБ коррели-
ровали с более быстрыми темпами развития почечной 
дисфункции [33]. Нами также было установлено, что у 
больных с ХБП наблюдалась отрицательная корреляци-
онная связь между увеличением содержания СРБ, фи-
бриногена крови и торможением СКФ на 2-й стадии за-
болевания (см. табл. 4). В макрофагах и моноцитах CРБ 
увеличивается высвобождение провоспалительных ци-
токинов, стимулирует адгезию моноцитов. В некоторых 
исследованиях доказано, что активация процессов вос-
паления и увеличение цитокинов происходит, начиная с 
3-й стадии ХБП [34, 35]. В работе В.И. Коненкова и соавт. 
[36] отмечено, что цитокиновый профиль плазмы крови 
у больных СД 2-го типа характеризуется повышением 
концентрации воспалительных цитокинов, в частности 

Т а б л и ц а  3
Концентрация цитокинового профиля и белков острофазового воспаления у больных ХБП

Стадии ХБП
СКФ, мл/мин/1,73м2

IL-10, 
пг/мл

Me (IQR)

IL-6, 
пг/мл

Me (IQR)

TNFα,
пг/мл

Me (IQR)

СРБ, >5мг/л
Me (IQR)

Фибриноген, г/л
Me (IQR)

С1 (>90) 3,571 (1,079;8,412) 1,638 (0,802;3,226) 1,180 (0,500;2,744) 121  
(24,1%)

3,20 (2,70;4,15)

С2 (60-89) 4,036 (0,773;11,842) 2,525 (1,240;5,098) 1,017 (0,415;2,571) 36
(27,9%)

3,30 (2,60;4,16)

С3а (45-59) 3,571 (1,010;7,194) 2,326
(0,964;5,665)

1,311 (0,385;4,655) 15
(35,7%)

3,90 (3,20;5,20)

С3б (30-44) 6,122*
(1,195;16,250)

2,626***
(1,203;4,981)

1,311 (0,385;4,655) 14
(30,4%)

4,55
(3,60;5,40)

С4 (15-29) 5,395 (1,282;14,943) 2,455 (1,846;5,128) 2,763**
(0,732;4,615)

17**
(44,7%)

5,10**
(3,80;6,70)

С5 (<15) 3,915 (1,453;8,333) 2,340 (0,881;4,909) 1,304 (0,545;3,193) 11
(18,6%)

3,99 (3,50;5,10)

Примечание. * – p<0,05 между 1-й и 3б стадией ХБП; ** – p<0,05 между 1-й и 4-й стадией ХБП; *** – p<0,05 между 1-й и 3б стадией ХБП.

Т а б л и ц а  4
Характеристика корреляционной связи показателей цитокинового профиля и белков острой фазы с расчетной СКФ

Категория СКФ
Скорость клубочковой фильтрации, мл/мин (CKD-EPI)

IL-10, пг/мл IL-6,  пг/мл TNFα, пг/мл СРБ, >5 мг/л Фибриноген, г/л
С1, высокая или оптимальная 0,123 0,182 0,086 0,067 0,016
С2, незначительно снижена 0,073  -0,292* 0,012  -0,294*  -0,217*
С3а, умеренно снижена 0,206 0,394 0,173 0,251 0,140
С3б, существенно снижена  -0,216* 0,090 0,114 0,008 0,162
С4, резко снижена 0,120 0,053  -0,347* 0,237 0,239
С5, почечная недостаточность 0,150 0,050 0,194 0,197 0,094

Примечание. * – p<0,05.
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IL-6. Повышение содержания IL-6 у больных с ХБП при 
наличии ХПН было показано в ранее опубликованной 
нами работе [13]. В настоящее время отрицательное 
влияние провоспалительных цитокинов на развитие и 
прогрессирование ХБП объясняется индукцией апоп-
тоза и некроза почечных клеток, нарушением кровотока 
в сосудах клубочков, связанных с дисбалансом медиа-
торов с вазоконстрикторными или вазодилатирующими 
свойствами, увеличением продукции клетками мезангия 
хемоаттрактантов для нейтрофилов и макрофагов, что, в 
конечном итоге, способствует воспалительной инфиль-
трации клубочков [37–39]. Стимуляция пролиферации 
клеток мезангия клубочков и увеличение продукции 
молекул межклеточной адгезии и экстрацеллюлярного 
матрикса сопровождаются истончением базальной мем-
браны клубочков и увеличением экскреции альбумина с 
мочой. Кроме того, повышенное образование реактив-
ных форм кислорода в мезангиальных клетках, увеличе-
ние секреции веществ, обладающих прокоагулянтными 
свойствами, а также мезангиальных и эндотелиальных 
клеток приводит к увеличению реабсорбции натрия и 
жидкости в проксимальных канальцах [41]. 

Выводы. В ходе исследования было выявлено, что 
на начальной стадии ХБП отмечается достоверная вза-
имосвязь между снижением расчетной СКФ и увели-
чением уровня IL-6, IL-10, TNFα, а также ростом СРБ 
и фибриногена крови. Статистически значимое нарас-
тание цитокинового дисбаланса и белков острофазово-
го воспаления наблюдались на 3б и 4-й стадиях ХБП. 
Таким образом, запуск процесса воспаления с участием 
цитокинов, а также СРБ и фибриногена, способствует 
прогрессированию почечной дисфункции, а сам про-
цесс замедления СКФ поддерживает воспалительный 
компонент основного заболевания. 
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Одним из биомаркеров, имеющим наибольшее клиническое значение при ревматоидном артрите (РА), является ревма-
тоидный фактор (IgM РФ). Ревматоидный фактор имеет недостаточную чувствительность и специфичность, поэто-
му для повышения диагностической информативности теста в качестве сопутствующих биомаркеров используются 
белки острой фазы. С помощью биологических микрочипов проведено измерение IgM РФ, С-реактивного белка (СРБ) и 
белка сывороточного амилоидного белка А (САА) у пациентов с РА (n=60), анкилозирующим спондилитом (АС) (n=55), 
системной красной волчанкой (СКВ) (n=20) и здоровых доноров (ЗД) (n=9). Показано, что медианы концентраций IgM 
РФ значимо выше (p<0,01) у пациентов с РА по сравнению с пациентами, страдающими другими исследованными за-
болеваниями, и здоровыми донорами. СРБ и САА также были значимо повышены (p<0,05) у пациентов с РА и АС по 
сравнению с СКВ и ЗД.
Показано, что комплексное определение трех биомаркеров при дифференцировании больных РА с группой сравнения об-
ладает большей диагностической чувствительностью, чем изолированное определение IgM РФ, при этом наибольший 
вклад в улучшение диагностических характеристик панели биомаркеров вносит добавление САА: использование модели 
логистической регрессии на основе IgM РФ и САА позволяет увеличить диагностическую чувствительность анализа с 
58,3% до 65 %.
Таким образом, разработанный на основе микрочипов метод может быть использован для обнаружения  и выяснения 
диагностических характеристик биомаркеров РА, однако для дальнейшего использования требуется валидация получен-
ных результатов на расширенной выборке.
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One of the biomarkers of biggest clinical importance in rheumatoid arthritis (RA) is rheumatoid factor (IgM RF). The rheumatoid 
factor has insufficient sensitivity and specificity, therefore, to increase the diagnostic information of the test, acute phase proteins 
were used as concomitant biomarkers. Using biological microchips, we measured IgM RF, C-reactive protein (CRP) and Serum 
amyloid protein A (SAA) in patients with RA (n = 60), ankylosing spondylitis (AS) (n=55), systemic lupus erythematosus (SLE)  
(n=20) and healthy donors (HD) (n=9). It was shown that the medians of IgM RF concentrations are significantly higher (p<0.01) 
in patients with RA compared to patients suffering from other diseases and healthy donors. CRP and SAA were also significantly 
increased (p<0.05) in patients with RA and AS compared with SLE and HD. It has been shown that the complex determination of 
three biomarkers in differentiating RA patients with the comparison group had a higher diagnostic sensitivity than the isolated 
determination of IgM RF, while the addition of SAA makes the greatest contribution to improving the diagnostic characteristics of 
the biomarker panel: the use of a logistic regression model based on IgM RF and SAA allowed to increase the diagnostic sensitivity 
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Введение. Ревматоидный артрит (РА) является ауто-
иммунным ревматическим заболеванием, характеризу-
ющимся хроническим эрозивным артритом (синовитом) 
и системным поражением внутренних органов. Диагно-
стика данного заболевания является сложной задачей в 
связи с недостаточной специфичностью клинических 
признаков и низкой чувствительностью клинико-лабо-
раторных критериев. Среди биомаркеров, ассоцииру-
ющихся с РА и входящих в диагностические критерии 
(ACR/EULAR 2010 г.) этого заболевания, наибольшее 
клиническое значение имеют аутоантитела: ревматоид-
ный фактор класса IgM (IgM РФ), антитела к цикличе-
скому цитруллинированному пептиду и острофазовые 
показатели: СОЭ, С-реактивный белок (СРБ) [1–4]. 

IgM РФ – аутоантитела IgM класса, реагирующие с 
Fc-фрагментом IgG [5,6]. Наиболее аналитически точ-
ным методом измерения сывороточной концентрации 
IgM РФ является нефелометрия [7]. Однако использо-
вание в реальной клинической практике иммунотур-
бидиметрии, иммуноферментного анализа и латекс-аг-
глютинации приводит к существенной вариабельности 
получаемых результатов [8–11]. Так диагностическая 
чувствительность измерения IgM РФ при РА, по данным 
разных авторов, может колебаться от 40% до 80% [12]. 
Кроме этого, повышенный уровень IgM РФ может при-
сутствовать и при других заболеваниях - остеоартрозе, 
системной красной волчанке, синдроме Шенгрена, гепа-
тите С и онкологических заболеваниях [13,14].

Повышению диагностической информативности те-
ста может способствовать одновременное определение 
IgM РФ вместе с провоспалительными белками – СРБ 
и сывороточным амилоидным белком А (САА) [15]. 
СРБ является наиболее чувствительным и стандарти-
зованным маркером воспаления, инфекции и тканевого 
повреждения [16], также существуют данные, что бла-
годаря своим провоспалительным и протромбическим 
свойствам он может играть роль в развитии костной ре-
зорбции при РА [17]. Уровень САА также повышается 
при заболеваниях, связанных с хроническим воспалени-
ем (болезнь Альцгеймера, онкологические заболевания, 
диабет и др.) [18,19]. Повышенный уровень САА при 
нормальном уровне СРБ часто наблюдается при средней 
активности ревматоидных заболеваний [20,21]. Исходя 
из этого, одновременное определение IgM РФ, СРБ и 
САА при диагностике РА может обладать большей эф-
фективностью чем обычный однопараметрический тест.

Ранее был разработан биочип, позволяющий опреде-
лять провоспалительные белки в культуральной среде 
[22]. Разработанный метод был адаптирован для измере-
ния в сыворотке крови СРБ, САА и РФ.

Целью работы являлась оценка диагностического 
значения комплексного определения IgM РФ, СРБ и 

САА в сыворотке крови больных РА с использованием 
биочипа.

Материал и методы. Исследовали образцы сыво-
ротки крови  у 60 пациентов с ревматоидным артритом 
(РА), у 55 пациентов с анкилозирующим спондилитом 
(АС), у 20 пациентов с системной красной волчанкой 
(СКВ) и у 9 здоровых доноров (ЗД) (табл. 1). Образцы 
были предоставлены ГБУЗ Московским клиническим 
научным центром (МКНЦ) имени А.С. Логинова ДЗМ. 
Исследование одобрено локальным этическим комите-
том МКНЦ. У 15 пациентов с РА было определено число 
припухших и число болезненных суставов (ЧПС, ЧБС).

Изготовление сконструированных биочипов (подго-
товку стеклянных подложек, изготовление смеси гелевых 
мономеров, процессы полимеризации и блокировки био-
чипов) проводили по методикам, описанным ранее [22]. 

На сконструированных биочипах проводили анализ 
по методике, адаптированной из предыдущих работ 
[22]. На первой стадии проводили инкубацию биочипов 
с анализируемыми образцами или калибровочными про-
бами в течение 2 ч при 37°C для IgM РФ, 1 ч при 37°C 
для СРБ, 30 мин при 22°C для САА. После этого отмы-
вали биочипы 20 мин в ФСБ с содержанием Tween-20 
(отмывочный буфер). Затем инкубировали биочипы с 
проявляющими антителами (конъюгатами антител с 
биотином для СРБ и САА или конъюгатом антител с 
флуоресцентной меткой Cy5 для IgM РФ) в течение 1 ч 
при 37°C. После промежуточной отмывки в указанном 
выше буфере биочипы инкубировали с флуоресцентно-
меченым (Cy5) стрептавидином и проводили завершаю-
щую отмывку (30 мин).

Биочипы после отмывки анализировали на биочип-
анализаторе с лазерным возбуждением с использовани-
ем программного обеспечения ImageAssay [22]. После 
получения флуоресцентных изображений по калибро-
вочным кривым рассчитывали концентрацию определя-
емых белков в исследуемых образцах. 

Сравнение уровней биомаркеров в группах пациен-
тов проводили методом Манна-Уитни (p<0,05), оценку 
диагностической эффективности проводили методом 
ROC-анализа. ROC-анализ, логистическую и линейную 
регрессии, расчёт доверительных интервалов и постро-
ение диаграмм сравнения проводили с помощью про-
граммы MedCalc 20.010. 

Результаты и обсуждение. Разработанный метод 
на основе биочипов был адаптирован из предыдущих 
работ [22]. Было подобрано оптимальное время инкуба-
ции с образцом для получения наибольшего динамиче-
ского диапазона и большей чувствительности. Характе-
ристики разработанного метода для каждого биомаркера 
приведены в табл. 2. Воспроизводимость анализа нахо-
дилась в пределах 15% для всех биомаркеров; диапазон 
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сии (скорость нарастания СРБ в зависимости от увеличе-
ния ЧПС) совпадает с наклоном, приведенным в [11] для 
малых суставов (5,6 с 95% ДИ от 3,5 до 7,7).

Медианы концентраций IgM РФ значимо различа-
лись у пациентов с РА по сравнению с пациентами, стра-
дающими другими исследованными заболеваниями, и 
здоровыми донорами (рис. 2, а). Диапазон концентра-
ций для здоровых доноров составил 10-23 МЕ/мл. СРБ 
и САА также значимо отличались у пациентов с РА и АС 
по сравнению с СКВ и ЗД (рис. 2, б, в).

Диагностическую эффективность выявления РА опре-
деляли методом ROC-анализа, причем в группу сравнения 
вошли пациенты с СКВ, АС и здоровые доноры. В инди-
видуальном ROC-анализе IgM РФ показывает хорошую 
специфичность при низкой чувствительности, а СРБ, 
наоборот, относительно хорошую чувствительность при 
низкой специфичности (рис. 2, г, табл. 3). САА определя-
ет РА с одинаково относительно низкими чувствительно-
стью и специфичностью, хотя точность анализа при этом 
соответствует точности СРБ. Специфичность выявления 
РА с использованием РФ, определенного на биочипах 
(85%), сравнима со специфичностью выявления РА при 
определении РФ другими методами на похожей выборке 
(86%) [12,25]. Чувствительность и специфичность САА 
может значительно варьировать в зависимости от выбор-
ки. Так, для разных выборок пациентов с РА, в работе X. 
Yuan  и соавт. [26] чувствительность анализа САА разли-
чалась от 52% до 96% по сравнению с здоровыми доно-
рами, что согласуется с полученными в нашем исследова-
нии данными (чувствительность 62%) (табл. 3).

При оптимальном критерии в ROC-анализе для IgM 
РФ (23,36 МЕ/мл, см. табл. 3) 58% пациентов с РА были 

Т а б л и ц а  1
Характеристика обследованных больных

Показатели
Категории пациентов (по заболеваниям)

РА АС СКВ ЗД
(n=60) (n=55) (n=20) (n=9)

Средний возраст 
(минимум‑ 
максимум), годы

58  
(20–88)

42  
(18–65)

28  
(17–
34)

50  
(20–65)

Женщины/ 
мужчины 50/10 20/35 18/2 8/1

DAS28/BASDAI/
SLEDAI2k*
Средний индекс 
(минимум‑ 
максимум)

6  
(3.2–7.86)

6  
(1.2–9)

14  
(2–31) -

Активность:

низкая - 8 - -

умеренная 24 - -

высокая 36 47 - -

Стадия:

развернутая 39 - - -

поздняя 21 - - -

Примечание. * – DAS28 (Disease Activity Score-28)–индекс актив-
ности ревматоидного артрита, BASDAI (Bath Ankylosing Spondy-
litis Disease Activity Index)–индекс активности анкилозирующего 
спондилита, SLEDAI2k (Systemic Lupus Erythematosus Disease  
Activity Index 2000)–индекс активности системной красной волчанки.  
n – число пациентов.

 Т а б л и ц а  2
Характеристики метода определения IgM РФ, СРБ, САА на 

биологических микрочипах

Биомаркер Диапазон  
определения

Аналитическая  
чувствительность

IgM РФ 10-1000 МЕ/мл 2 МЕ/мл
СРБ 1-100 мкг/мл 0,5 мкг/мл
САА 1-100 мкг/мл 0,1 мкг/мл

Рис. 1. Пузырьковая диаграмма определенных с помощью 
биочипа концентраций IgM РФ, СРБ и САА в образцах крови 
пациентов с РА, АС, СКВ и здоровых доноров. По оси аб-
сцисс – уровни САА, по оси ординат – уровни СРБ, площади 
пузырьков соответствуют уровням IgM РФ. Значения ниже 
или выше динамического диапазона рассчитаны методом 
экстраполяции.

линейности совпадал с диапазоном определения.
В исследуемую выборку входили пациенты с РА, АС, 

СКВ и здоровые доноры. Результаты концентрации IgM 
РФ, СРБ и САА, определенные на биочипах для всех об-
разцов, представлены на пузырьковой диаграмме (рис. 1). 

По результатам анализа была выявлена слабая кор-
реляция между СРБ и САА – 0,327 (p<0,001) среди всех 
образцов. Среди пациентов с РА и АС корреляции этих 
маркеров сохранялась, в отличие от СКВ и ЗД, где корре-
ляция отсутствовала. В работе M. Kokobun  и соавт. [23] 
также наблюдали, что концентрации СРБ и САА, белков 
острой фазы, коррелировали (коэффициент корреляции 
0,789, p<0,01) для пациентов с РА, и не коррелировали в 
образцах здоровых доноров.

Концентрация СРБ также коррелировала с ЧПС (коэф-
фициент корреляции Спирмана 0,589, p=0,0209). В рабо-
те K. Shimada и соавт. [24] была исследована зависимость 
концентраций СРБ и скорости оседания эритроцитов от 
количества и размеров припухших суставов. В нашем ис-
следовании при построении линейной регрессии между 
концентрацией СРБ и ЧПС уравнение имело следующий 
вид: СРБ (мг/мл) = 5,66 + 5,22 × ЧПС (95% ДИ для накло-
на регрессии: от -0,07 до 10,51). При этом наклон регрес-
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Рис. 2. Диаграммы («ящик с усами») сравнения биомаркеров у пациентов с РА, АС, СКВ и здоровых доноров. а – IgM РФ,  
б – СРБ, в – САА,  г – сравнение ROC-кривых при дифференцировании пациентов с РА и контрольной группы для определения 
индивидуально биомаркеров IgM РФ, СРБ, САА, а также при построении моделей логистической регрессии (LogReg), вклю-
чающих три (IgM РФ, СРБ, САА) и два (IgM РФ, САА) биомаркера.
* – уровень значимости p < 0,05; ** – уровень значимости p < 0,01; *** – уровень значимости p < 0,001.

а

в

б

г

Т а б л и ц а  3
Диагностические характеристики IgM РФ, СРБ, САА (в скобках приведены 95% ДИ)

Биомаркер Se, % Sp, % Acc, % AUC Оптимальный критерий

IgM РФ 58,3
(44,9–70,9)

84,5
(75,0–91,5)

73,6
(65,6–80,6)

0,748
(0,66–0,817)

23,36 МЕ/мл

СРБ 76,7
(64,0–86,6)

47,6
(36,6–58,8)

59,7
(51,2–67,8)

0,576
(0,491–0,657)

5,99 мг/мл

САА 61,7
(48,2–73,9)

58,3
(47,1–69,0)

59,0
(50,5–67,1)

0,611
(0,526–0,691)

0,69 мг/мл

LogReg
(IgM РФ, СРБ, САА)

63,3
(49,9–75,4)

77,4
(67,0–85,8)

70,1
(62,0–77,5)

0,756
(0,677–0,823)

0,36*

LogReg
(IgM РФ, САА)

65,0
(51,6–76,9)

78,6
(68,3–86,8)

71,5
(63,4–78,7)

0,760
(0,682–0,827)

0,34*

Примечание.  Se, % – чувствительность, или доля истинно-положительных случаев; Sp, % – специфичность, или доля истинно-отрицатель-
ных случаев; Acc, % – точность, или доля правильно определенных случаев; AUC – площадь под ROC-кривой; LogReg – комбинация работы 
трех/двух биомаркеров на основе модели логистической регрессии.
* –  критерии для предсказанной вероятности.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2022; 67(1)
http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-1-43-47

ИММУНОЛОГИЯ

47

серопозитивными, а 42% серонегативными. При этом во 
всех серонегативных случаях хотя бы один из дополни-
тельных биомаркеров (СРБ или САА) был повышен. Ес-
ли учитывать оптимальные критерии ROC-анализа для 
всех трех биомаркеров, то хотя бы один из биомаркеров 
был повышен у 100% пациентов с РА, у 85% с АС, у 35% 
СКВ и 33% здоровых лиц, в то время как повышение 
всех трех маркеров одновременно встречалось у 27% 
пациентов с РА и 11% с АС.

На основе полученных значений концентраций трех 
биомаркеров была построена модель логистической ре-
грессии (см. табл.  3). Использование такой обработки 
данных повышает чувствительность метода, но пони-
жает специфичность по сравнению с использованием 
уровня IgM РФ в качестве единственного диагности-
ческого критерия. При этом наибольший вклад в ком-
бинацию трех биомаркеров вносят РФ и САА, т.е. при 
построении модели логистической регрессии на основе 
этих двух маркеров диагностические чувствительность 
и специфичность оказались не хуже аналогичных пара-
метров у модели на основе трех биомаркеров.

Заключение. Таким образом, с помощью биологиче-
ских микрочипов было проведено сравнение диагности-
ческих показателей определения IgM РФ, СРБ и САА 
при ревматоидном артрите. При добавлении в комбина-
цию к стандартному биомаркеру IgM РФ, наибольший 
вклад в улучшение диагностических показателей вносит 
белок острой фазы САА. Определение одновременно 
IgM РФ и САА в сыворотке крови позволяет повысить 
чувствительность анализа по сравнению с определени-
ем только IgM РФ.
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Выполнен сравнительный анализ выявления CagA-положительных штаммов H. pylori иммунохроматографическим и 
молекулярно-генетическим методами. Использованы штаммы H. pylori, выделенные от лиц с заболеваниями желудочно-
кишечного тракта. Иммунохроматографический метод реализован с помощью разработанного экспериментального 
образца иммунохроматографической тест-системы для выявления белка CagA H. pylori в различном биологическом ма-
териале. Определение гена патогенности сagA H. pylori осуществлено с использованием тест-системы «Хеликопол СА» 
(«Литех», Россия). Оценку сопоставимости результатов выявления CagA-положительных штаммов H. pylori проводи-
ли, используя статистические методы: Монте-Карло, расчет критерия хи-квадрат (χ2) и коэффициентов τ-b Кендалла 
и d Сомера. Статистический анализ выполнен с применением программных пакетов «Microsoft Office Excel», «Statistica 
10.0» и «WinBUGS 1.4.0.». Показано отсутствие статистически значимого различия и наличие прямой сильной кор-
реляционной связи между результатами выявления CagA-положительных штаммов молекулярно-генетическим и им-
мунохроматографическим методами, что свидетельствует о том, что эти методы позволяют получить близкие по 
значимости результаты при идентификации высокопатогенных штаммов H. pylori.
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A comparative analysis of the detection of CagA-positive strains of H. pylori by immunochromatographic and molecular genetic 
methods was carried out. We used H. pylori strains isolated from individuals with diseases of the gastrointestinal tract. The 
immunochromatographic method was implemented using a developed experimental model of an immunochromatographic test system 
for detecting the H. pylori CagA protein in various biological materials. Determination of the pathogenicity gene cagA of H. pylori 
was carried out using the «Helikopol SA» test system («Litekh», Russia). The assessment of the comparability of the results of 
detecting CagA-positive strains of H. pylori was carried out using statistical methods: Monte-Carlo, calculation of the chi-square test 
(χ2) and Kendall’s τ-b and Somer’s d coefficients. Statistical analysis was performed using the software packages «Microsoft Office 
Excel», «Statistica 10.0», «WinBUGS 1.4.0.» The study showed the absence of a statistically significant difference and the presence of 
a direct strong correlation between the results of detecting CagA-positive strains by molecular genetic and immunochromatographic 
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Введение. Хеликобактериоз является одной из наи-
более распространённых инфекций в мире. По данным 
литературы, от 60% до 90% населения во всем мире ин-
фицированы этим микроорганизмом [1].

К числу заболеваний, этиологическим агентом кото-
рых являются H. pylori, относятся хронический гастрит, 
язвенная болезнь двенадцатиперстной кишки и желудка, 
MALT-лимфома, рак желудка [2].

Диагностика хеликобактериоза базируется на широ-
ком спектре методов, к числу которых относятся морфо-
логический, бактериологический, иммунологический, 
биохимический, молекулярно-генетический методы 
[3]. Разнообразен материал, подлежащий анализу на  
H. pylori – биоптаты слизистой оболочки желудка, желу-
дочная слизь, выдыхаемый воздух, слюна, кровь, кал [4].

Появляются новые методы диагностики хеликобак-
териоза. Одним из них является иммунохроматографи-
ческий (ИХ) анализ, позволяющий не только определить 
наличие инфекционного агента в пробе, но и провести 
дифференциацию штаммов по патогенности – опреде-
лить наличие специфического антигена. Наиболее вы-
раженные патологические процессы, связанные с повы-
шенным риском опухолевой трансформации, вызывают 
штаммы H. pylori, вырабатывающие цитотоксин CagA. 
Данный цитокин приводит к нарушению целостности 
эпителия слизистой оболочки желудка, к индукции не-
контролируемой пролиферации лимфоидных и эпители-
альных клеток и стимуляции секреции противовоспали-
тельных цитокинов [5]. Определение факта инфициро-
ванности пациента таким штаммом позволяет назначить 
антибактериальную терапию и предотвратить развитие 
осложнений, к числу которых относится рак желудка.

Провести дифференциальную диагностику штаммов 
Н.  pylori по патогенности возможно молекулярно-гене-
тическим методом с использованием ПЦР, выявив ген 
cagA, и ИХ методом, выявив белок CagA. На россий-
ском рынке отсутствуют подобные ИХ тест-системы.

Данную проблему мы решили, разработав экспери-
ментальный образец ИХ тест-системы для выявления 
белка патогенности CagA H. pylori [6,7].

Цель исследования – провести анализ сопоставимо-
сти результатов выявления CagA-положительных штам-
мов Н. pylori молекулярно-генетическим методом и с 
помощью разработанного экспериментального образца 
ИХ тест-системы.

Материал и методы. Работа выполнена на базе ка-
федры микробиологии Вятского государственного уни-
верситета» (г. Киров).

Для исследования использовали культуры H. pylori, 
выделенные из биоптатов слизистой оболочки желудка, 
материала зубодесневых карманов и кала добровольцев 
с заболеваниями желудочно-кишечного тракта.

Добровольцы, участвующие в исследовании, дали 
информированное согласие на обследование. Работу 
проводили в соответствии с биомедицинской этикой со-
гласно требованиям Женевской конвенции о правах че-
ловека (1997 г.) и Хельсинской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации (2000 г.).

Взятие биологического материала из зубодесневых 
карманов добровольцев осуществляли с помощью сте-
рильных зубочисток с ватными концами. Перед забором 
материала каждый доброволец полоскал полость рта 
раствором фурациллина. Материал отбирали из зубо-
десневых карманов маляров и резцов, затем его ресу-
спендировали в 1,0 мл 0,9 % растворе хлорида натрия.

Биопсийный материал слизистой желудка помеща-
ли в предварительно пронумерованные пробирки типа 
эппендорф с транспортной средой («БиолоТ», Россия) и 
доставляли в лабораторию. Перед посевом материал го-
могенизировали, растирая в стерильной ступке с 1,0 мл  
0,9% раствора хлорида натрия.

Кал отбирали в стерильные баночки для сбора анали-
зов. Перед посевом 200 мг материала гомогенизировали 
в 1,8 мл 0,9% раствора хлорида натрия. Взвеси давали 
отстояться при комнатной температуре 10-15 мин, затем 
0,1 мл суспензии переносили в следующую пробирку с 
9,9 мл физиологического раствора, получая рабочее раз-
ведение материала.

Биологический материал, подготовленный вышео-
писанным образом, по 0,1 мл засевали на селективную 
питательную среду – колумбийский кровяной агар с 
5% эритроцитами барана («ЭкоЛаб», Россия), амфоте-
рицином и ванкомицином Б с целью получения чистых 
культур H. pylori. Чашки Петри с засеянным материа-
лом инкубировали в анаэростате с газогенераторными 
пакетами «GAS PAK 150» («Becton Dickinson», США) 
для обеспечения микроаэрофильных условий (5,0% О2, 
5,0-10,0% СО2, 85,0-90,0% N2) при температуре 37о С в 
течение 3 суток. Идентификацию H. pylori проводили 
на третьи сутки по характерным морфологическим кри-
териям – образованию на плотной питательной среде 
непрозрачных, выпуклых колоний размером 0,5-2 мм, 
похожих на капли росы, при сплошном росте колонии 
сливаются в глянцевую плёнку [8].

Принадлежность культур к H. pylori подтверждали 
бактериологическим, биохимическим, молекулярно-ге-
нетическим методами.

Микроскопию мазков, окрашенных по Граму, осу-
ществляли на микроскопе «Микмед» (Россия). Для био-
химической идентификации использовали уреазный, 
оксидазный «Oxi-тест» («Erba LACHEMA», Чехия) и 
каталазный тесты. Для молекулярно-генетической иден-
тификации штаммов – комплект реагентов для ПЦР-
амплификации ДНК H. pylori в режиме реального вре-
мени («ДНК-технологии», Россия). Определение генов 
патогенности H. pylori осуществляли методом ПЦР с 
использованием коммерческих тест-систем «Хеликопол 
СА» (на наличие гена cagA) («Литех», Россия).

ИХ идентификацию выделенных штаммов осущест-
вляли с использованием коммерческих ИХ тест-систем 
«РЭД Helicobacter pylori» (Россия), «NovaMed» (Изра-
иль), и с помощью разработанного экспериментально-
го образца ИХ тест-системы для выявления белка CagA  
H. pylori [6, 7].

Перед тестированием культуру смывали с питатель-
ной среды, определяли общую концентрацию вырос-
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шей культуры при помощи стандарта мутности ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава РФ (ОСО 42-28-85П), после че-
го доводили до концентрации 1,0∙1010 м.к.∙см-3, исполь-
зуя буфер разгона (0,01 М Трис-буфере с 0,1% Tween 20, 
рН 7,5).

Использовано оборудование: центрифуга лаборатор-
ная «Avanti J-E» («Beckman Coulter», США); центри-
фуга-вортекс «Микроспин» («Biosan», Латвия); весы 
электронные аналитические «Adventurer» («OHAUS», 
США); ламинарный шкаф II класса биологической за-
щиты «БАВп-01» («Lamsystems», Германия); термостат 
«ТСО-1/80 СПУ» (Россия); термостат твёрдотельный 
программируемый «Гном ТТ-1» («ДНК-технологии», 
Россия); амплификатор для проведения ПЦР-анализа 4-х 
канальный П4-ПЦР-01 «Терцик» («ДНК-технологии», 
Россия); камера для электрофореза горизонтальная 
«Mini-Sub Gell GT» («BioRad», США); амплификатор 
для Real-time ПЦР «ДТ-322» («ДНК-технологии», Рос-
сия); трансиллюминатор «ECX-15 M» («Vilber Lourmat», 
Франция).

Статистическая обработка полученных данных 
включала описание и анализ учетных признаков. Каче-
ственные учётные данные представлены в виде абсо-
лютных (N) и относительных величин (P, %). Оценка 
статистической значимости различий между результата-
ми выявления CagA-положительных штаммов H. pylori 
молекулярно-генетическим и ИХ методом выполнена с 
помощью критерия хи-квадрат (χ2) с поправкой на непре-
рывность Йетса [9]. В случаях ограничения применения 
критерия χ2 использовался точный критерий Фишера 
[10]. Критическим уровнем статистической значимости 
различий (p) установлено значение p<0,05. Верифика-
ция статистической значимости различий выборочных 
качественных данных выполнена путём сопоставления 
их 95% доверительных интервалов. Расчет 95% довери-
тельных интервалов выполнен методом Монте-Карло 
(с помощью программы «WinBUGS 1.4.0.») [9]. Оцен-
ка корреляционной зависимости (плотности связи) вы-
борочных качественных данных выполнена с помощью 
критерия τ-b Кендалла и критерия d Сомера [10]. Стати-

стический анализ выполнен с применением программ-
ных пакетов «Microsoft Office Excel», «Statistica 10.0» и 
«WinBUGS 1.4.0.».

Результаты и обсуждение. На первом этапе, с це-
лью отбора серопозитивных добровольцев провели те-
стирование сывороток крови на наличие антител к бел-
ку CagA H. pylori с помощью коммерческого набора для 
ДОТ-анализа «Хелико-экспресс» («ВЕКТОР-БЕСТ», 
Россия).

По результатам скрининга выбрали 50 серопозитив-
ных лиц, у которых выявлены антитела к белку CagA  
H. pylori. Данным добровольцам предложено пройти 
фиброгастроскопию для проведения биопсии слизистой 
желудка в клиниках г. Кирова. У них на исследование 
взяты кал и материал из зубодесневых карманов. Ото-
бранный биологический материал доставляли в лабора-
торию и высевали на селективную питательную среду –  
колумбийский кровяной агар с антибиотиками с целью 
выделения чистой культуры.

На втором этапе провели бактериологическое иссле-
дование культур, выделенных из биопсийного матери-
ала слизистой желудка, кала, материала зубодесневых 
карманов пациентов, на принадлежность их к H. pylori. 
Из 50 серопозитивных добровольцев отобрали 40 че-
ловек, у которых чистая культура H. pylori выделена из 
всех видов биологического материала. В исследовании 
приняли участие 23 женщины и 17 мужчин, средний 
возраст добровольцев составил 40±5 лет.

На следующем этапе работы культуры, выделенные 
из трех видов биологического материала, тестировали 
молекулярно-генетическим методом с помощью тест-
системы «Хеликопол CA» на наличие гена cagA и ИХ 
методом с использованием разработанного эксперимен-
тального образца тест-системы на наличие  белка CagA 
H. pylori.

Сравнительный анализ частоты выявления чистой 
культуры H. pylori бактериологическим методом, гена 
сagA молекулярно-генетическим, белка CagA ИХ ме-
тодом в зависимости от вида исследуемого материала. 
представлен на рисунке.

Сравнительный анализ выявления чистой культуры H. pylori бактериологическим методом, гена сagA молекулярно-генетиче-
ским, белка CagA ИХ методами в зависимости от вида исследуемого материала.
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Установлено, что H. pylori выявлен у серопозитив-
ных добровольцев, не принимавших раньше антихели-
кобактерную терапию, бактериологическим методом в 
биопсийном материале слизистой желудка в 90,0% слу-
чаев, в кале – в 35,0%, в материале из зубодесневых кар-
манов – в 52,5% случаев; молекулярно-генетическим – в 
25,0%, в 26,7% и в 34,8% случаев, соответственно.

Методом ИХ анализа выявили, что белок CagA  
H. pylori выявлен в биологическом материале доброволь-
цев, при тестировании биопсийного материала в 19,4% 
случаев, при тестировании кала – в 20,0% случаев, при те-
стировании материала зубодесневых карманов – в 13,0%. 

В табл. 1 представлена частота положительных ре-
зультатов взаимосвязи между молекулярно-генетиче-
ским и ИХ методами по выявлению CagA+ штаммов в 
материале, выделенном из слизистой оболочки желудка.

Из данных табл. 1 следует, что между результатами 
выявления CagA+ штаммов молекулярно-генетическим 
и ИХ методом в исследуемой выборке отсутствуют ста-
тистически значимые различия.

Результат оценки статистической значимости разли-
чия между данными молекулярно-генетического и ИХ 
анализа верифицируется сопоставлением 95% дове-
рительных интервалов частот положительных случаев 
выявления CagA+ штаммов с помощью обоих методов 
(табл. 2).

Наблюдается перекрывание 95% доверительных 
интервалов частот случаев выявления CagA+ штаммов 
молекулярно-генетическим и ИХ методами, что под-
тверждает отсутствие статистически значимого разли-
чия между результатами этих видов анализа.

Количественная оценка плотности связи между резуль-
татами выявления CagA+ штаммов методами молекулярно-
генетического и ИХ анализа представлена в табл. 3.

Согласно критериям τ-b Кендалла и d Сомера, между 
результатами молекулярно-генетического анализа и дан-
ными, полученными при использовании разработанного 
экспериментального образца, в основе которого заложен 
ИХ анализ, существует прямая, сильная связь (корреля-
ционная зависимость). По результатам молекулярно-ге-
нетического анализа можно с высокой долей вероятно-
сти прогнозировать результат, полученный с помощью 
ИХ анализа, и наоборот.

Заключение. Отсутствие статистически значимого 
различия и наличие прямой сильной корреляционной 
связи между данными молекулярно-генетического и ИХ 
анализа, свидетельствуют о том, что эти методы позво-
ляют получить близкие по значимости результаты вы-
явления CagA+ штаммов H. pylori, а ИХ метод анализа 
может быть использован для выявления высокопатоген-
ных штаммов данного микроорганизма, секретирующих 
белок CagA.
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95% доверительные интервалы частот положительных результатов анализа на выявление CagA+ штаммов

Молекулярно-генетический анализ ИХ анализ р*
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Статистический  
критерий

Оценка плотности связи между результатами выявления CagA+ штаммов при использовании 
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Существенный рост числа антибиотикорезистентных микроорганизмов, отмечаемый в последние годы, является про-
блемой здравоохранения во всем мире. Одним из молекулярных механизмов формирования устойчивости к антимикроб-
ным препаратам (АМП) у бактерий является наличие у них эффлюксных насосов. Приведен анализ экспериментальных 
работ, связанных с исследованием эффлюксных насосов у клинических штаммов Pseudomonas aeruginosa, одного из пред-
ставителей госпитальных патогенов группы ESKAPE. Обзор предназначен для специалистов, разрабатывающих новые 
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Согласно данным Европейского центра по предот-
вращению и контролю заболеваний (European Centre for 
Disease Prevention and Control, ECDC), в 2018 г. в мире 
около 700 тыс. человек умерли от инфекций, вызванных 
штаммами бактерий, устойчивых к антимикробным 
препаратам (АМП) [1]. В докладе Всемирной организа-
ции здравоохранения (ВОЗ) 2021 г. отмечается, что не-
адекватное использование АМП в медицинских учреж-
дениях, нарушение санитарных правил может привести 
к тому, что пациенты становятся резервуаром антибио-
тикорезистентных штаммов с повышенной вирулент-
ностью [2]. К 2021  г. увеличению численности подоб-
ных штаммов способствовал неконтролируемый приём 
АМП пациентами во время пандемии COVID-19 [3].

Грамотрицательные бактерии Pseudomonas aeruginosa 
относятся к числу наиболее частых возбудителей внутри-
больничных инфекций. Ими обусловлено около 16% слу-
чаев внутрибольничных пневмоний [4], 12% инфекций 
мочевыводящих путей, 10% случаев инфекций кровото-
ка и 8% инфекций хирургических ран [5]. P. aeruginosa 
являются возбудителями гнойно-септических инфек-
ций у пациентов ожоговых стационаров [6], где средняя 
частота их встречаемости составляет приблизительно 
40% от общего числа возбудителей. За 2019 г. число вну-
трибольничных заражений госпитальными штаммами, 
устойчивыми к АМП резерва, составило 6700 человек, 
из них число смертей – 440. Доля заражений, вызванных 
штаммами P. aeruginosa, составила приблизительно 7% 
от общего числа инфекций [7].

Трудности, возникающие при лечении инфекций, вызы-
ваемых P. aeruginosa, обусловлены высоким адаптивным 

потенциалом бактерий данного вида. Повышенная устой-
чивость к АМП у P. aeruginosa обеспечивается возможно-
стью быстро регулировать метаболизм с помощью широ-
кого спектра эпигенетических факторов. На 6,3-6,9 млн. 
пар нуклеотидов генома P. aeruginosa, регуляторные эле-
менты составляют 8,4%, что выше, чем данный показатель 
у других прокариотических организмов. Для сравнения, 
у Escherichia coli он составляет 5,8%, у Bacillus subtilis –  
5,3% [8]. Подобная организация генома обеспечивает бак-
териям P. aeruginosa возможность быстрой адаптации к 
меняющимся условиям окружающей среды, в том числе – 
к наличию в окружающей среде антимикробных веществ. 
P. aeruginosa способны существенно повышать свою 
устойчивость к АМП с помощью активации эффлюксных 
насосов [9]. Эти мембранные структуры осуществляют 
эффективную избирательную транспортировку молекул 
лекарственных препаратов из бактериальной цитоплазмы 
в периплазму или во внешнюю среду.

Общепринятый подход в классификации бактериаль-
ных эффлюксных насосов основан на оценке следующих 
параметров: (1) источника энергии; (2) механизма транс-
порта субстрата; (3) размера и типа транспортируемых 
молекул [10]. На рисунке приведены шесть суперсемейств 
эффлюксных насосов [57]. Представители всех этих су-
персемейств описаны у P. aeruginosa, которые являются 
идеальным модельным объектом для их изучения. Рас-
смотрим характеристики перечисленных суперсемейств 
и наличие их типичных представителей у P. aeruginosa.

Основное суперсемейство бактериальных мем-
бранных транспортёров – MFS (Major Facilitator 
Superfamily). В суперсемейство MFS входят тысячи 

Схематическое изображение эффлюксных насосов P. aeruginosa.
OMP – Outer Membrane Protein, белок внешней мембраны; АТФ – аденозин трифосфат; MFS – Major Facilitator Superfamily, основное суперсемейство 
бактериальных мембранных транспортёров; MATE – Multidrug and Toxic Compound Extrusion, суперсемейство экструзии лекарственных и токсич-
ных соединений; ABC Sav – ATP-Binding Cassette, суперсемейство АТФ-связывающих бактериальных кассетных транспортеров; SMR EmrE – Small 
Multidrug Resistance, суперсемейство малых транспортеров лекарственной устойчивости; RND AcrB - Resistance-Nodulation-Division, суперсемейство 
бактериальных связывающе-транспортирующих протеинов; PACE AceI – Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux, протеобактериальная анти-
микробная эффлюксная структура.
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бактериальных белков-транспортёров, которые имеют 
общее филогенетическое происхождение, схожие ами-
нокислотные последовательности, совпадающие осо-
бенности вторичной и третичной структуры. MFS вклю-
чает 74 семейства. Каждый эффлюксный насос этого 
семейства состоит из 12 трансмембранных α-спиралей, 
соединенных гидрофильными петлями [11]. Движение 
молекул из бактериальной клетки в периплазму осу-
ществляется за счёт энергии протонного градиента [12]. 
Ген tetA(С), один из представителей MFS, у P. aeruginosa 
кодирует белок, вызывающий устойчивость к тетраци-
клину [13]. У P. aeruginosa присутствует ген tetA(R) 
этого же суперсемейства, кодирующий белок, транспор-
тирующий триамфеникол через внутреннюю мембрану 
[14].

Суперсемейство экструзии лекарственных и ток-
сичных соединений – MATE (Multidrug and Toxic 
Compound Extrusion). Суперсемейство MATE включает 
более 1000 различных белков-транспортёров, которые 
делятся на три семейства. Белки эффлюксных насо-
сов MATE обычно состоят из 400-700 аминокислотных 
остатков, причём большинство из них находится в диа-
пазоне 400-550. Они осуществляют транспорт молекул 
лекарств из цитоплазмы бактерий с помощью межмем-
бранного градиента Na+ и H+ (в отличие от эффлюксных 
насосов суперсемейства MFS). В белках суперсемейства 
MATE не выявлено очевидной консервативной последо-
вательности, они имеют только 40% гомологию амино-
кислотного состава внутри этого суперсемейства [15]. 
Данные геномного анализа бактерий P. aeruginosa пока-
зали, что экспрессия гена PA1361, кодирующего белок 
MATE PmpM, делает их более устойчивыми к акрифла-
вину, бензалкония хлориду, бромистому этидию, тетра-
фенилфосфония хлориду. Этот белок является уникаль-
ным для этого суперсемейства, так как, несмотря на фи-
логенетическую принадлежность к МАТЕ, он работает 
только за счёт протонного градиента, не используя ионы 
натрия для транспорта субстратных молекул между кле-
точной и наружной мембраной [16].

Суперсемейство АТФ-связывающих бактериаль-
ных кассетных транспортеров – ABC (ATP-Binding 
Cassette). Представители суперсемейства бактериаль-
ных транспортеров ABC состоят из ряда субъединиц, од-
на часть которых осуществляет межмембранный транс-
порт, другая встраивает молекулу транспортёра в мем-
брану бактериальной клетки. Микробные насосы ABC 
выделяются в отдельное суперсемейство, на основании 
сходства в организации доменов АТФ-связывающих 
участков. Для перемещения молекул лекарств через 
мембрану данные белки используют энергию гидро-
лиза АТФ, что позволяет отнести их к группе первич-
но-активных транспортёров. Филогенетический анализ 
генов ABC-транспортеров показал, что разные группы 
семейств внутри суперсемейства эволюционировали 
независимо друг от друга [17]. Некоторые бактериаль-
ные эффлюксные насосы данного суперсемейства могут 
выполнять репарацию ДНК и регулировать экспрессию 
бактериальных генов, что обычно несвойственно бел-
кам-транспортёрам [18]. Эффлюксные насосы этого су-
персемейства PA4456, PvdRT-OpmQ, PA2812 (CcmA), 
ndvB, PA1874-1877, активные у P. aeruginosa, обеспечи-
вают устойчивость бактерий к ципрофлоксацину, гента-
мицину, тетрациклину, тобрамицину, пиовердин-метал-
лическим комплексам, конъюгатам сидерофор-монобак-
тамов [19–21].

Суперсемейство малых транспортеров лекар-
ственной устойчивости – SMR (Small Multidrug Re-
sistance). Суперсемейство малых лекарственных транс-
портёров SMR представляет собой группу белков вну-
тренней мембраны бактерий, состоящих из 100-140 
аминокислотных остатков, включает три семейства: 
малые многокомпонентные насосы (SMP), парные ма-
лые многокомпонентные насосы (PSMR) и супрессоры 
мутаций GroEL (SUG). Филогенетические исследования 
суперсемейства SMR выявили высокую частоту гори-
зонтального переноса генов и быструю дивергенцию их 
последовательностей, что привело к повышению разно-
образия внутри данного суперсемейства [22]. Эффлюкс-
ные насосы SMR, как и представители суперсемейства 
MFS, осуществляют транспорт веществ из цитоплазмы 
бактерий за счёт протонного градиента, но в отдельную 
группу их выделяют из-за их небольших размеров. Од-
ной из характерных особенностей белков данного су-
персемейства является зависимость выведения субстра-
тов от текущего энергетического состояния клетки. Пе-
ремещение одновалентных липофильных молекул через 
мембрану бактерий требует участия электрогенных ион-
ных насосов, в то время как транспорт двухвалентных 
липофильных катионов происходит без их участия. Это 
объясняет вариабельность устойчивости к лекарствам 
у бактерий, несущих во внутренних мембранах белки 
SMR [23]. У P. aeruginosa белки этого суперсемейства 
(EmrE, QacE, QacF) способны осуществлять выведение 
аминогликозидов, бромистого этидия, четвертичных ам-
мониевых соединений [24].

Суперсемейство бактериальных связывающе-
транспортирующих протеинов – RND (Resistance-
Nodulation-Division). Суперсемейство протеинов RND 
встречается как у грамотрицательных бактерий, так и, 
в виде исключения, может присутствовать у грамполо-
жительных бактерий, архей и даже эукариот. Оно вклю-
чает в себя семь семейств, каждое из которых участвует 
в поддержании гомеостаза клетки и в удалении лекар-
ственных и токсичных соединений.

Микробные белки RND являются самыми крупными 
среди эффлюксных насосов. Каждый из них представ-
ляет собой трёхкомпонентную молекулярную систему. 
Первый компонент – белковая молекула, обеспечива-
ющая движение молекул лекарства внутри структуры 
эффлюксного насоса за счёт протонного градиента меж-
ду цитоплазмой и периплазмой (MexD, MexB, MexY, 
MexF). Второй компонент является белком, включаю-
щим RND в наружную мембрану бактерий (OprM, OprJ, 
OprN, OMF), третий компонент встраивает RND в пери-
плазму бактерий (MexA, MPF, MexC, MexF). Структура 
их молекул позволяет белкам находиться одновременно 
на наружной и на цитоплазматической мембране гра-
мотрицательных бактерий. Подобная особенность даёт 
возможность этим насосам экспортировать лекарствен-
ные субстраты не в периплазматическое пространство, 
а во внешнюю среду, что обеспечивает значительное 
преимущество для выживания бактерий в селективных 
условиях [25].

Движение субстрата внутри белковой структуры 
бактериального эффлюксного насоса RND происходит 
за счёт постоянной конформационной перестройки этих 
молекул, включающей в себя последовательную рабо-
ту лигандов. Значительная длина эффлюксного насоса 
позволяет вместить внутри себя большое количество 
молекул выводимых субстратов [26]. Белки этого супер-
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семейства кодируются не отдельными генами, а бакте-
риальными оперонами [27]. Эффлюксные белки этого 
суперсемейства, описанные у P. aeruginosa, приведены 
в таблице.

Насосы суперсемейства RND у P. aeruginosa выво-
дят значительно больше бактерицидных веществ, чем 
эффлюксные насосы остальных суперсемейств. Данное 
свойство этих мембранных белков-транспортёров обе-
спечивает высокий уровень лекарственной устойчи-
вости P. aeruginosa. Эффлюксный насос MexAB-Oprm 
способен выводить из клеток бактерий молекулы-инги-
биторы кворума, тем самым увеличивая взаимодействие 
между бактериями в биоплёнках.

Протеобактериальная антимикробная эффлюкс-
ная структура – PACE (Proteobacterial Antimicrobial 
Compound Efflux). Представители бактериального эф-
флюксного суперсемейства PACE являются транспорт-
ными мембранными белками, которые определяют 
устойчивость микроорганизмов к ряду низкомолеку-
лярных биоцидов. Анализ экспериментальных работ 
позволяет сделать предположение о функционировании 
белков-транспортёров в олигомерной форме. Исследо-
вания показали, что данный тип эффлюксных насосов 
увеличивает резистентность P. aeruginosa к хлоргекси-
дину [56].

Заключение. P. aeruginosa является патогеном, обла-
дающим одной из самых сложно организованных систем 
защиты бактериальных клеток от токсичных для них мо-
лекул, включающей множество различных эффлюксных 
насосов. Эти структуры обеспечивают P. aeruginosa воз-
можность быстро адаптироваться к воздействию новых 
АМП. Сложная молекулярная организация эффлюксных 
насосов обеспечивает их большое функциональное раз-
нообразие. Представители суперсемейств MFS, SMR, 
RND и МАТЕ используют протонный градиент между 
цитоплазмой и периплазмой бактериальной клетки для 
транспортировки субстрата. У МАТЕ дополнительный 

механизм транспорта лекарств идёт за счёт градиен-
та ионов Na+. Белки суперсемейства АВС способны 
осуществлять перенос субстрата за счёт энергии АТФ. 
Из вышеперечисленных суперсемейств особую роль в 
устойчивости P. aeruginosa к АМП играют эффлюксные 
насосы суперсемейства RND, выводящие молекулы суб-
стратов из цитоплазмы сразу во внешнюю среду.

В будущем эффективные методы лечения инфекций, 
вызванных антибиотикорезистентными бактериями, 
будут связаны с комбинированной терапией, учитыва-
ющей молекулярные механизмы лекарственной устой-
чивости. Представляется актуальной задачей разработка 
тест-систем для оценки наличия и экспрессии генетиче-
ских детерминант эффлюксных насосов у клинических 
штаммов P. aeruginosa.
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Ранняя диагностика клещевого боррелиоза определяет показания для этиотропной терапии, а выявление боррелий в 
присосавшемся клеще служит обоснованием проведения антибиотикопрофилактики. Для определения возбудителя бор-
релиоза наиболее широко используются методы ПЦР, что требует особых условий организации работы лабораторий, 
использование дорогостоящего оборудования. Процедура выделения ДНК бактерий и последующая амплификация за-
нимает несколько часов рабочего времени. Описаны методы детекции боррелий в изотермической реакции LAMP, что 
позволяет существенно ускорить диагностику, не требует сложного оборудования и высокой квалификации персонала. 
LAMP в ряде случаев позволяет выполнять анализ без предварительной экстракции нуклеиновых кислот. Цель работы: 
разработка модифицированного теста изотермической детекции ДНК возбудителей боррелиоза для ускоренного полу-
чения результата с возможностью исключения стадии экстракции нуклеиновых кислот. Использованы 40 образцов ДНК 
боррелий и 11 клещей Ixodes persulcatus. С целью сокращения времени детекции боррелий описанную ранее методику 
LAMP модифицировали введением дополнительных петлевых праймеров. Оценку количества копий в позитивном образце 
плазмидной ДНК боррелий определяли с помощью цифровой ПЦР. Результаты реакции LAMP сравнивали с результатами 
коммерческого теста ПЦР-РВ. Дополнительное использование петлевых праймеров примерно вдвое сократило время де-
текции ДНК боррелий, не оказывая влияния на сравнительную диагностическую эффективность. Предел аналитической 
чувствительности модифицированного метода LAMP равен 21 молекуле добавленного в реакцию плазмидного стан-
дарта. В сравнительном тестировании с помощью ПЦР-РВ чувствительность метода LAMP составила 90%, спец-
ифичность 100%. Впервые продемонстрирована возможность детекции боррелий в клещах без этапа экстракции ДНК. 
Разработан модифицированный изотермический метод детекции возбудителей клещевого боррелиоза, позволяющий вы-
полнять анализ в течение 20-30 минут, в том числе в клещах без предварительной экстракции ДНК.
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Early diagnosis of tick-borne borreliosis determines the indications for etiotropic therapy, and the detection of borrelia in a tick 
that has bitten you serves as the basis for antibiotic prophylaxis. To determine the causative agent of borreliosis, PCR methods are 
most widely used, which requires special conditions for organizing the work of laboratories and the use of expensive equipment. 
In addition, the procedure for isolating bacterial DNA and subsequent amplification takes several hours of working time. At the 
same time, methods for detecting borrelia in the isothermal LAMP-reaction are described, which makes it possible to significantly 
speed up the diagnosis, does not require complex equipment and highly qualified personnel. It is also known that LAMP in some 
cases allows analysis without prior extraction of nucleic acids. The purpose was a development of a modified test for isothermal 
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previously described LAMP method was modified by the introduction of additional loop primers. The copy number of the positive 
DNA sample of the borrelia plasmid was estimated using digital PCR. The results of the LAMP reaction were compared with those 
of the commercial PRC-RT test.
The additional use of loop primers approximately halved the detection time for Borrelia DNA without affecting the comparative 
diagnostic efficiency. The analytical sensitivity limit of the modified LAMP method was 4 copies/μl or 21 molecules of the plasmid 
standard added to the reaction. In comparative testing with RT-PCR, the sensitivity of the LAMP method is 90%, and the specificity 
is 100%. The possibility of detecting borrelia in ticks without the stage of DNA extraction has been demonstrated for the first time. 
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Введение. Вызываемая спирохетами Borrelia 
burgdorferi зоонозная клещевая инфекция (болезнь Лай-
ма или иксодовый клещевой боррелиоз (ИКБ)), переда-
ющаяся человеку при присасывании клещей рода Ixodes 
– наиболее распространенное трансмиссивное инфек-
ционное заболевание людей, проживающих в умерен-
ном климатическом поясе северного полушария [1, 2]. В 
России ИКБ находится на 2-м месте по заболеваемости 
среди природно-очаговых и зооантропонозных инфек-
ций, опережая заболеваемость клещевым энцефалитом 

в 4,5 раза [3, 4]. Клинические проявления заболевания 
включают как локальное поражение кожи в месте при-
сасывания клеща, так и характерные для спирохетозов 
отсроченные системные поражения разных органов. Со-
гласно клинической классификации, выделяют период 
инкубации и дальнейшего развития по 3-м стадиям: ло-
кализованная, диссеминированная, поздняя. Симптомы 
инфекции могут проявляться как через несколько дней, 
так и через несколько месяцев после инфицирования. 
Хотя выявление боррелий в присосавшемся клеще не 
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всегда приводит к развитию клинической картины забо-
левания, информация о факте контакта с возбудителем 
ИКБ необходима для своевременного превентивного ис-
пользования антибактериальных препаратов и дальней-
шего контроля иммунного ответа.

Для верификации ИКБ в клинико-диагностиче-
ских лабораториях в настоящее время используется 
два основных подхода: опосредованный, основанный 
на выявлении антител к антигенам боррелий и методы 
прямой детекции специфических антигенов или нукле-
иновых кислот возбудителя инфекции. В последнем 
случае широко используются методы на основе поли-
меразной цепной реакции (ПЦР). Хотя перечисленные 
методы чувствительны и специфичны, они имеют свои 
недостатки, связанные с повышенными требованиями 
к организации лабораторий, риском взаимной контами-
нации проб и длительностью выполнения анализов, вы-
сокой стоимостью оборудования. Совершенствование 
прямых молекулярно-генетических методов выявления 
боррелий признается наиболее перспективным направ-
лением [5]. Один из таких многообещающих методов 
– изотермальная петлевая амплификации нуклеиновых 
кислот (Loop-mediated isothermal amplification, LAMP), 
разработанная японским учёным Цугунори Нотоми [6]. 
Отсутствие термоциклирования, характерного для клас-
сической ПЦР, нивелирует необходимость сложного 
дорогостоящего оборудования, что делает метод эконо-
мически целесообразным и доступным в «полевых ус-
ловиях». Поскольку LAMP менее чувствительна к инги-
биторам используемых ферментов, возможна детекция 
ДНК боррелий, минуя стадию её экстракции [7, 8].

Использование LAMP с применением олигонукле-
отидов, комплементарных гену 16S rRNA, для выявле-
ния Borrelia burgdorferi s.l. в клещах Dermacentor sp., 
Haemaphysalis sp., Rhipicephalus sp., Boophilus sp. опи-
сано китайскими коллегами [9]. Известно о разработке 
метода LAMP, основанного на праймерах к гену флагел-
лина (fla), для детекции ДНК Borrelia burgdorferi sensu 
strictо, Borrelia garinii, Borrelia afzelii, Borrelia valaisiana 
в пробах сыворотки крови пациентов [10]. Сведения о 
возможности использования LAMP для выявления ДНК 
возбудителей ИКБ в таёжных клещах Ixodes persulcatus 
в доступной литературе отсутствуют. Тест на наличие 
боррелий в клещах, снятых с пострадавших от их приса-
сывания пациентов, в «полевых условиях» является ос-
нованием для своевременного назначения эффективной 
превентивной терапии ИКБ.

Цель работы – разработка модифицированного теста 
изотермической детекции ДНК возбудителей боррели-
оза для ускоренного получения результата с возможно-
стью исключения стадии экстракции нуклеиновых кис-
лот.

Материал и методы. Для отработки методики ис-
пользовано 4 изолята боррелий (B. garinii – № 502, B. 
garinii – № 309, B. afzelii – 620, B. afzelii – 620), гено-
типированных c помощью секвенирования 16S rDNA, 
из коллекции микроорганизмов ФБУН «Омского НИИ 
природно-очаговых инфекций», 36 образцов ДНК бор-
релий из коллекции лаборатории особо опасных инфек-
ций ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Красно-
ярском крае», 11 образцов клещей Ixodes persulcatus, 
сбор которых проводился в сезон 2019 г. на лесных и 
лесостепных участках Красноярска и его окрестностей.

Для конструирования положительного контрольного 
образца ДНК проводили амплификацию ДНК фрагмента 

гена fla размером 189 п.н. с помощью олигонуклеотид-
ных праймеров F3 5’-GCTGTTGAGCTCCTTCTTG-3’ и 
B3 5’-CACCAGCGTCACTTTCAG-3’ на матрице ДНК 
Borrelia burgdorferi s.l. Полученный амплифициро-
ванный фрагмент клонировали с помощью набора для 
клонирования «Quick-TA kit» (Евроген, Россия), затем 
трансформировали полученной смесью клетки E. coli 
с последующим отбором клонов, несущих рекомби-
нантные плазмиды. Нуклеотидную последовательность 
отобранного клона подтверждали секвенированием по 
Сенгеру. Для дальнейшей работы полученную реком-
бинантную плазмиду линеаризовали путём инкубации 
с рестриктазой MroXI (СибЭнзим, Россия). Концен-
трацию ДНК в полученном позитивном контрольном 
образце определяли с использованием цифровой ПЦР 
на платформе QX200™ Droplet Digital™ PCR System 
(Bio-Rad; США) согласно инструкциям производите-
ля. Для этого готовили 20 мкл ПЦР-смеси, содержащей 
исследуемую плазмидную ДНК (около 103 копий на 20 
мкл, оценка на основе спектрофотометрического анали-
за при длине волны 260 нМ), 1× ПЦР-смесь (Bio-Rad; 
США), 300 нМ олигонуклеотидные праймеры и зонд: 
Bla-F 5’-CGTCGTTTGGTATGGCTTCATTC-3’, Bla-R 
5’-AGGACCGAAGGAGCTAACCG-3’ и Bla-P HEX-
CGGTTCCCAACGATCAAGGCGAG-BHQ1. Для полу-
чения микрокапель 20 мкл приготовленной ПЦР-смеси 
и 70 мкл масла для генерации капель переносили в со-
ответствующие лунки картриджа DG8, помещали все 
в генератор капель. 40 мкл полученных микрокапель 
переносили в 96-луночный ПЦР-планшет, запечатывали 
фольгой и помещали в амплификатор. Амплификацию 
проводили согласно следующей программе: 96°С – 10 
мин и далее 45 циклов 96°С – 15 с, 58°С – 40 с с финаль-
ным прогревом в течение 10 мин при 98°С, скорость 
нагрева планшета для всех шагов равна 2 °С/с. Микро-
капли подвергали считыванию с помощью проточного 
анализатора капель, полученные данные обрабатывали 
в программе QuantaSoft (Bio-Rad, США).

Для детекции ДНК использован набор «РеалБест 
Экстракция 100» (Вектор-Бест, Россия). Для выполне-
ния реакции LAMP использованы олигонуклеотиды, 
описанные ранее [10] с дополнительным включением 
оригинальных последовательностей петлевых прайме-
ров (LF и LB), разработанных с применением интернет-
сервиса PrimerExplorer V5. Синтез олигонуклеотидов 
выполнялся в ООО «ДНК-Синтез», Россия.

Для постановки LAMP готовили реакционную 
смесь объёмом 25 мкл, включающую 0,8 M бетаин, 6 
mM MgSO4, 1Х изотермический буфер (New England 
Biolabs, Англия), 1,4 mM dNTP, 0,2 мкл 1Х EvaGreen 
(НПО «Синтол», Россия), 8 ед. Bst 2.0 полимеразы (New 
England Biolabs, Англия), 0,2 µM праймеров F3 и B3,  
1,6 µM праймеров FIP и BIP, 0,4 µM праймеров LF и 
LB, 5 мкл ДНК. Анализ проводили на амплификаторе 
CFX96 Touch (Bio-Rad) при постоянной температуре 63° 
C. Результаты тестирования выражали в минутах до по-
явления стабильного флуоресцентного сигнала.

LAMP без использования этапа выделения ДНК про-
водили следующим образом: клеща помещали в пласти-
ковую пробирку объёмом 1,5 мл, в которую добавляли 
готовую для LAMP реакционную смесь в объёме 50 мкл. 
Стеклянной ступкой проводили его тщательное перети-
рание в течение 2-х мин 25 мкл полученного гомогената 
использовали для постановки LAMP. Параллельно про-
водили сравнение с результатами реакции в ПЦР-РВ. Для 
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этого оставшийся объём гомогената растертых клещей 
однократно отмывался 0,9% раствором NaCl от реакци-
онной смеси и далее выделяли ДНК и выполняли ПЦР-
РВ коммерческим набором по стандартному протоколу 
производителя.

Классический анализ ПЦР-РВ выполняли с исполь-
зованием набора «РеалБест ДНК Borrelia burgdorferi s.l./
РНК ВКЭ» (Вектор-Бест, Россия) в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Статистический анализ результатов осуществляли с 
помощью программы Statistica 12.0 (StatSoft, США). Ре-
зультаты представляли в виде медианы (Ме) и межквар-
тильного диапазона (Q25%-Q75%). Использовали мето-
ды описательной статистики, корреляционного анализа 
и ROC-анализа.

Результаты. Влияние дополнительных петлевых 
праймеров на время детекции положительных об-
разцов. Для оценки влияния петлевых праймеров на ход 
реакции проведено тестирование стандартного положи-
тельного образца в 3-х повторах с использованием двух 
реакционных смесей: первая приготовлена с добавлени-
ем всех шести олигонуклетидов, вторая соответствовала 
описанию в статье [10] и не имела в своем составе двух 
петлевых праймеров. Результаты эксперимента изобра-
жены на рис. 1.

Добавление в реакционную смесь петлевых олигону-
клеотидов сократило время реакции на 15 минут. Флуо-
ресцентные сигналы отрицательных образцов наблюда-
лись не ранее, чем через 60 мин, как при использовании 
исходной методики, так и модифицированной, что сви-
детельствует о достаточной специфичности теста.

Оценка предела аналитической чувствительно-
сти модифицированной реакции LAMP. Разведённые 
аликвоты разработанного стандартного плазмидного об-
разца протестированы с использованием LAMP. Резуль-
таты реакции показаны в табл. 1.

Максимальное разведение, при котором происходит 
детекция флуоресцентного сигнала, составляет 4 копий/
мкл или 21 молекула добавленной в реакцию плазмид-
ной ДНК, что сравнимо с данными о пределе чувстви-
тельности метода, описанного в статье [10].

Сравнение диагностической эффективности мо-
дифицированного метода LAMP и коммерческого 

метода ПЦР-РВ. Для сравнения чувствительности раз-
работанного теста в качестве референсного метода ис-
пользовали классическую ПЦР-РВ. В качестве матрицы 
использовали равное количество (по 5 мкл) ДНК, выде-
ленной из клещей. Результаты реакций, в которых вы-
явлена ДНК боррелий, представлены в табл. 2.

Из 20 положительных проб, выявленных с помо-
щью ПЦР-РВ, в реакции LAMP оказались положитель-
ными 18. Расчётная чувствительность разработанного 
теста составила 90%, специфичность составила 100% 
(95% доверительный интервал (95% ДИ) = 0,82-0,99, 
р<0,0001, AUC=0,950) (рис. 2). При этом оба не совпада-
ющих образца имели пороговые циклы ПЦР больше 32, 
что свидетельствует, вероятно, о низкой концентрации 
ДНК боррелий в пробе. Все 16 отрицательных образцов 
в ПЦР-РВ совпали и в LAMP.

Постановка реакции LAMP без выделения ДНК. 
Для проверки возможности использования LAMP для 
детекции боррелиоза без этапа выделения ДНК, исполь-

Рис. 1. Кривые флуоресценции положительных и отрица-
тельных образцов ДНК на боррелиоз. 1 – положительные об-
разы на смеси с 6-ю праймерами, 2 – положительные образ-
цы на смеси с 4-мя праймерами, 3 – отрицательные образцы 
на смеси с 6-ю праймерами, 4 – отрицательные образцы на 
смеси с 4-мя праймерами.

Т а б л и ц а  1
Время детекции положительного результатов  

в последовательно разведенных аликвотах плазмидной  
ДНК боррелий

Количество  
копий плазмид-

ной ДНК в пробе

Количество  
измерений (из них 
положительные)

Время детекции поло-
жительного результата, 
мин (Ме; Q25-Q75%)

2078 10 (10) 16,5; 16,1-18,6
  208 21 (21) 19,4; 19,2-20,2
   21 26 (26) 22,0; 20,6-22,4
   2 7 (2) 32,0

Т а б л и ц а  2
Сравнение результатов тестирования положительных образцов 

в реакции LAMP и ПЦР-РВ

Образец ПЦР (5 мкл ДНК), Ct LAMP (5 мкл 
ДНК), мин

КЛ8221 34,0 Н/Д
КЛ8151 32,5 15
КЛ8168 32,3 23
КЛ8212 32,2 14
КЛ8249 32,1 Н/Д
КЛ8186 31,8 19
КЛ3952 31,6 13
КЛ8124 31,2 23
КЛ8239 30,6 13
КЛ8200 30,0 16
КЛ8139 29,9 13
КЛ3903 29,4 14
КЛ3857 29,0 12
КЛ8170 28,7 15
КЛ8197 28,4 13
КЛ8251 26,7 16
КЛ8259 26,7 11
КЛ8290 25,9 11
КЛ8303 24,8 12
КЛ3938 21,8 11

Примечание. Здесь и в табл. 3: Н/Д – сигнал флуоресценции не де-
тектировался. Жирным шрифтом выделены образцы с отличными 
друг от друга результатами тестирования на обоих методах.
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зовали в качестве образцов растертых клещей при их не-
посредственном помещении в реакционную смесь для 
проведения LAMP. Полученные результаты представле-
ны в табл. 3. Из 11 исследованных клещей, в четырёх 
обнаружена ДНК возбудителя ИКБ, при этом результаты 
в LAMP и ПЦР-РВ полностью совпали. Это свидетель-
ствует об устойчивой работе LAMP даже в присутствии 
сложных биологических смесей, потенциально содер-
жащих большое количество ингибирующих фермента-
тивные реакции соединений.

Обсуждение. Актуальность разработки экспресс-ме-
тодов детекции ДНК возбудителей клещевых инфекций 
не вызывает сомнений в связи с необходимостью приня-
тия мер экстренной индивидуальной профилактики при 
присасывании инфицированных клещей или для опера-
тивного проведения дифференциального диагноза при 
поступлении пациентов с симптомами нейроинфекции. 
Технологии изотермической амплификации представ-
ляются идеальным решением данных проблем ввиду 
достаточно быстрого получения результата с возмож-
ностью его визуальной оценки в полевых условиях, от-
сутствия необходимости использования дорогостоящего 
и громоздкого оборудования для амплификации нукле-
иновых кислот. Дополнительное преимущество имеют 
варианты технологических решений прямой детекции 
ДНК без необходимости специальной предварительной 
процедуры ее выделения.

Авторы методики LAMP [9] использовали в работе 
клещей рода Ixodes китайского ареала обитания, однако, 
представители вида Ixodes persulcatus ими не включены 
в исследование, что оставляет открытым вопрос одно-
значного переноса полученных авторами результатов на 
виды, обитающие в таёжных регионах Сибири.

В основе дизайна олигонуклеотидных праймеров в 
нашей разработке мы использовали описанные в статье 
последовательности [10]. Хотя метод этих авторов не 
апробирован на клещах, но он показал свою высокую 
эффективность на образцах крови пациентов. Наше ре-
шение позволяет надеяться, что разработанная моди-
фикация будет равно эффективна при детекции ДНК 
возбудителей ИКБ как в клещах, так и в биологических 
образцах пациентов. С целью повышения специфично-
сти метода и получения более быстрого результата реак-

ции мы добавили к описанным праймерам оригинально 
сконструированные последовательности дополнитель-
ных петлевых праймеров (LB, FB). Внедрение этих 
праймеров сократило время получения флуоресцентно-
го сигнала от положительных образцов (см. рис. 1), при 
этом модификация не сказалась на чувствительности 
или специфичности метода. Использование разработан-
ной модификации метода при тестировании коллекци-
онных образцов ДНК продемонстрировало приемлемую 
сопоставимость с результатами их тестирования на ком-
мерческом наборе для ПЦР-РВ.

При использовании теста для детекции боррелий в 
клещах, где они выявляются даже визуально в световом 
микроскопе, предел аналитической чувствительности 
не так важен, как в случае анализа в биологических 
жидкостях пациента. Для целей настоящей разработки 
использования диагностического теста в полевых ус-
ловиях более важным является время выполнения ис-
следования и его специфичность. Достигнутые значе-
ния этих показателей вполне приемлемы и позволяют 
надеяться на реализацию метода на базе портативных 
устройств.

Важным результатом работы является демонстрация 
возможности использования разработанного метода для 
выявления инфекционного агента в клещах без пред-
варительного этапа выделения ДНК, что значительно 
уменьшает время выполнения теста и делает его более 
удобным для использования в полевых условиях.

В настоящей работе исследована небольшая выборка 
клещей и выявление положительных результатов LAMP 
в клещах требует больше времени, чем при тестирова-
нии плазмидных стандартных образцов. Мы не полу-
чили пока окончательных данных о диагностической 
эффективности метода при исследовании образцов био-
логического материала пациентов. Требует дополни-
тельной разработки технология визуальной детекции 
результата LAMP, приемлемой для использования в 
«полевых» условиях. Указанные задачи будут решаться 
в период очередного эпидемического сезона.

Выводы:
1. Разработан модифицированный изотермический 

метод детекции ДНК возбудителей ИКБ из преобладаю-
щих на территории России клещей Ixodes persulcatus, по-
зволяющий ускорить получение результата тестирования.

2. Предел аналитической чувствительности метода 
LAMP, оцениваемый по стандартной рекомбинантной 

Рис. 2. ROC-кривая, построенная по результатам детекции 
ДНК боррелий с помощью LAMP в сравнении с ПЦР-РВ.

Т а б л и ц а  3
Сравнение результатов LAMP без предварительного выделения 

ДНК и результатов параллельной ПЦР-РВ

Образец (клещ) ПЦР, Ct LAMP, мин
КЛ23 Н/Д Н/Д
КЛ24 Н/Д Н/Д
КЛ25 29,1 29
КЛ26 26,2 45
КЛ27 Н/Д Н/Д
КЛ28 30 27
КЛ29 Н/Д Н/Д
КЛ30 33,4 33
КЛ31 Н/Д Н/Д
КЛ32 Н/Д Н/Д
КЛ33 Н/Д Н/Д
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плазмиде, составил составляет 21 молекулу в пробе или 
4 копии/мкл.

3. При тестировании коллекционных проб ранее 
выделенной из клещей ДНК, совпадение результатов с 
ПЦР-РВ положительных образцов составило 90% (18 из 
20 проб), а отрицательных 100% (16 из 16 проб).

4. Впервые продемонстрирована возможность детек-
ции ДНК боррелий методом LAMP в клещах без выпол-
нение предварительной процедуры выделения ДНК.

Л И Т Е Р А Т У Р А (пп. 5–10 см. R E F E R E N C E S )
1.	 Лобзин Ю.В., Усков А.Н., Козлов С.С. Лайм-боррелиоз (иксодо-

вые клещевые боррелиозы). Санкт-Петербург: Фолиант; 2000.
2.	 Оберт А.С., Дроздов В.Н., Рудакова С.А. Иксодовые клеще-

вые боррелиозы: Нозогеографические и медико-экологические 
аспекты. Новосибирск: Наука; 2001.

3.	 Рудакова С.А., Пеньевская Н.А., Рудаков Н.В., Пакскина Н.Д., 
Савельев Д.А., Блох А.И. Интенсивность и тенденции развития 
эпидемического процесса иксодовых клещевых боррелиозов 
в Российской Федерации в 2002–2018 гг. и прогноз на 2019 г. 
Проблемы особо опасных инфекций. 2019; (2):22-9.

4.	 О состоянии санитарно-эпидемиологического благополучия 
населения в Российской Федерации в 2019 году: Государствен-
ный доклад. Федеральная служба по надзору в сфере защиты 
прав потребителей и благополучия человека, 2020. Доступно 
по ссылке: https://www.rospotrebnadzor.ru/documents/details.
php?ELEMENT_ID=14933.

R E F E R E N C E S
1.	 Lobzin Yu.V., Uskov A.N., Kozlov S.S. Lyme borreliosis (Ixodic 

tick-borne borrelioses). St. Petersburg: Foliant; 2000. (in Russian)
2.	 Obert A.S., Drozdov V.N., Rudakova S.A. Ixodic tick-borne borr-

elioses: Geographical and medical-ecological aspects. Novosibirsk: 
Nauka; 2001. (in Russian)

3.	 Rudakova S.A., Pen’evskaya N.A., Rudakov N.V., Pakskina N.D., 
Savel’ev D.A., Blokh A.I. Intensity and trends in development of 
epidemic process of ixodes tick-borne borrelioses in the Russian 
Federation in 2002-2018 and forecast for 2019. Problemy osobo 
opasnykh infektsiy. 2019; (2):22-9. (in Russian)

4.	 On the state of sanitary and epidemiological well-being of the 
population in the Russian Federation in 2019: State report. Fed-
eral Service for Surveillance on Consumer Rights Protection and 
Human Wellbeing, 2020. Available from: https://www.rospotreb-
nadzor.ru/documents/details.php?ELEMENT_ID=14933 (In Rus-
sian)

5.	 Schutzer S.E., Body B.A., Boyle J., Branson B.M., Dattwyler R.J., 
Fikrig E. et al. Direct Diagnostic Tests for Lyme Disease. Clinical 
Infectious Diseases. 2019; 68(6):1052-7.

6.	 Notomi T., Okayama H., Masubuchi H., Yonekawa T., Wata-
nabe K., Amino N. et al. Loop-mediated isothermal amplification 
of DNA. Nucleic Acids Res. 2000; 28(12):E63. DOI: 10.1093/
nar/28.12.e63.

7.	 Ushikubo H. Principle of LAMP method – a simple and rapid gene 
amplification method. Uirusu. 2004;54(1):107-12. DOI: 10.2222/
jsv.54.107.

8.	 Kaneko H., Kawana T., Fukushima E., Suzutani T. Tolerance 
of loop-mediated isothermal amplification to a culture medium 
and biological substances. J. Biochem. Biophys. Methods. 2007; 
70(3):499-501. DOI: 10.1016/j.jbbm.2006.08.008.

9.	 Yang J., Guan G., Niu Q., Liu Z., Li Y., Liu J. et al. Development 
and application of a loop-mediated isothermal amplification as-
say for rapid detection of Borrelia burgdorferi s. l. in ticks. Trans-
bound Emerg. Dis. 2013; 60(3):238-44. DOI: 10.1111/j.1865-
1682.2012.01335.x.

10.	 Zhang L.L., Hou X.X., Geng Z., Lou Y.L., Wan K.L., Hao Q. Com-
bination of Loop-Mediated Isothermal Amplification Assay and 
Nested PCR for Detection of Borrelia burgdorferi sensu lato in 
Human Serum Samples. Biomed. Environ. Sci. 2015; 28(4):312-5. 
DOI: 10.3967/bes2015.044.


