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УДК 616.13-004.6-092:612.015.3

Сажина Н.Н.1, Евтеева Н.М.1, Титов в.Н.2

КОНСТАНТЫ СКОРОСТИ РЕАКЦИЙ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ОЗОНА С ПАЛЬМИТИНОВОЙ, 
ОЛЕИНОВОЙ И ДРУГИМИ ЖИРНЫМИ КИСЛОТАМИ. РОЛЬ ОЗОНОЛИЗА В 
МЕТАБОЛИЗМЕ ЖИРНЫХ КИСЛОТ

1ФГБУН «Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля» РАН РФ, 119334, Москва, Россия; 
2ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии» Минздрава РФ, 121552,  Москва, Россия 

Измерены кинетические параметры взаимодействия озона с 13 индивидуальными насыщенными, моноеновыми, ненасыщен-
ными и полиеновыми жирными кислотами (ЖК), которые имеют в молекулах 0 – 4 двойные связи (ДС). Проведена оценка кон-
стант скоростей реакций взаимодействия ЖК с озоном. Выявлена зависимость величин констант от: а) длины алифатиче-
ской цепи ЖК; б) числа ДС в цепи; в) позиции ДС в цепи ЖК и г) цис-, транс- конфигурации ЖК. Наиболее высокую константу 
скорости реакции имеет С18 : 1 цис- ῳ-9 олеиновая ЖК (2,58∙105, М-1с-1). У остальных оценённых ЖК константа окисления 
в 1,5 – 3 раза ниже, в зависимости от структуры ЖК. Наибольшую роль озонолиз играет в биохимических реакциях, в физио-
логичном метаболизме ЖК и афизиологичных реакциях модификации ЖК в составе фосфолипидов (фосфатидилхолины и 
аминофосфолипиды) в структуре плазматических мембран живых клеток. Мы полагаем также, что в филогенезе биологи-
ческая роль инсулина способствует превращению вышедших из океана плотоядных животных в травоядные, обеспечивает 
животным высокие кинетические параметры движения при реализации биологической функции локомоции, превращает in 
vivo малоэффективный пальмитиновый вариант метаболизма ЖК с дефицитом энергии в высокоэффективный олеиновый 
вариант метаболизма. В филогенезе низкая химическая активность пальмитиновой насыщенной ЖК и высокая активность 
олеиновой ненасыщенной ЖК in vivo – это основной этиологический фактор двух афизиологичных процессов – атеросклероза 
и атероматоза, основа формирования ишемической болезни сердца и инфаркта миокарда. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  жирные кислоты; озонолиз; двойные связи; инсулин; атеросклероз; атероматоз.
Для цитирования: Сажина Н.Н., Евтеева Н.М., Титов В.Н.  Константы скорости реакций взаимодействия озона с 
пальмитиновой, олеиновой и другими жирными кислотами. Роль озонолиза в метаболизме жирных кислот.  Клиниче-
ская лабораторная диагностика. 2018; 63(8): 460-465. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-8-460-465
Sazhina N.N.,1 Evteeva N.M.1,  Titov V.N.2

RATE CONSTANTS FOR INTERACTION REACTIONS OF OZONE WITH PALMITIC, OLEIC AND OTHERS 
FATTY ACIDS. ROLE OF OZONOLYSIS IN METABOLISM OF FATTY ACIDS 
1N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia; 
2National Medical  Research Center of Cardiology, Ministry of Health, 121552,  Moscow, 121552, Russia
Kinetic parameters of the interaction between ozone with 13 individual saturated, monoenic, unsaturated and polemic fatty acids 
(FA) which have 1-4 double bonds (DB) have been determined. Rate constants for FA reaction with ozone were estimated. It was 
found that the constants depend on a) aliphatic chain length, b) DB number of DB in the chain, c) DB position in the chain and 
d) cist- or trans- configuration of FA. The highest rate constant was recorded for С18:1 cis-ω-9 oleic FA (2.58∙105, М-1s-1). Oxida-
tion rate constants for other FA were 1.5- to 3-fold lower depending of the FA structure. The greatest role ozonolysis is played 
in biochemical reactions, in physiologic metabolism of FA and also in aphysiologic reactions of modification of FA as part of 
phospholipids (phosphatidylcholine and aminophospholipids) in structure of plasmatic membranes of living cells. We believe also 
that phylogenetically the role of insulin consists in: a) promoting the conversion of carnivorous (fish-eating) animals that left the 
ocean into herbivorous, b) providing high kinetic parameters for realization of the biological function of locomotion, c) converting 
in vivo the low-efficiency palmitic pathway of FA metabolism with energy deficiency into a high-efficiency oleic pathway. During 
phylogenesis, low chemical activity of oleic FA in vivo is the major etiological factor of two nonphysiological processes: athero-
sclerosis and atheromatosis which are fundamental  for the development of ischemic heart disease and myocardial infarction. 
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Введение. Озон (О3) и его действие на живые организмы, 
химические и биологические субстраты изучены достаточно 
хорошо [1]. В нижних слоях атмосферы озон непосредствен-
но взаимодействует с живыми формами и проявляет свои 
токсические свойства [2]. Он является сильным инициатором 
окисления и относится к веществам высшей категории опас-
ности. В повышенных концентрациях О3 отрицательно влия-
ет на здоровье человека и животных, угнетает активность 
биологических процессов в растениях и их рост. 

Биологические и медицинские исследования показали, 
что озон в высоких концентрациях может действовать как 
мутаген, канцероген; на нативные клетки животных озон ока-
зывает влияние подобно ионизирующей радиации [3]. Озон 
разрушает и небиологические объекты, например резину, 
каучук, взаимодействует с металлами и иными материалами 
[4]. Высокую реакционную способность озона используют 
для очистки воздуха и воды от патогенных микроорганизмов, 
а также для антибактериальной обработки воды, хранения 
продуктов питания и т. д. 

Основы, механизмы взаимодействия озона с органиче-
скими молекулами, включая и жирные кислоты (ЖК), рас-
смотрены в более ранних публикациях [4 – 6]. Основным 
химическим процессом в этом взаимодействии оказывается 
озонолиз – фиксация молекулы О3 на двойной связи (ДС) 
между молекулами углерода в цепи ЖК с последующим раз-
рывом ДС и образованием озонидов. Будучи неустойчивыми 
и химически активными, озоноиды быстро разлагаются [7, 
8]. Процесс этот происходит быстро, с константой скорости 
реакции порядка 105–106 М-1с-1 [4]. Далее следует каскад ре-
акций с формированием короткоживущего свободного ра-
дикала Криге и карбонила; в результате рекомбинации они 
быстро преобразуются во вторичные озониды. Далее проис-
ходит образование интермедиатов – промежуточных метабо-
литов, которые превращаются в спирты, альдегиды и карбо-
нильные кислоты (рис. 1) [7].

Наибольшее биологической значение озонолиз имеет в 
биохимических реакциях, в физиологичном метаболизме 
ЖК и афизиологичных реакциях модификации ЖК в составе 
фосфолипидов (фосфатидилхолины и аминофосфолипиды) в 
структуре плазматических мембран живых клеток. Озон реа-
гирует с ДС в ЖК в разных классах липидов, формируя озо-
ниды. Максимальное их количество образуется, когда в гли-
церофосфолипидах этерифицированы ЖК, которые имеют 
ДС в цепи атомов углерода. Согласно биологической клас-
сификации, которую мы используем в работах, насыщенные 
ЖК (НЖК), С16:0 пальмитиновая и С14:0 миристиновая ДС 
не имеют. Мононенасыщенные МЖК - С16:1 ῳ-9 пальмито-
леиновая и С18:1 ῳ-9 олеиновая, имеют одну ДС у 9-го атома 
углерода, если считать от метильного конца молекулы; обе 
МЖК синтезируют клетки высших животных и человека in 
situ de novo из ацетата, из активированного ацетил-КоА. 

Химики делят ЖК на НЖК, МЖК и полиеновые ЖК 
(ПНЖК), которые имеют более одной ДС в цепи атомов 
углерода. С позиций же биологии, С:18 ЖК с 2 – 3 ДС мы 
оцениваем как ненасыщенные ЖК (ННЖК); к ПНЖК же мы 
относим только С:20 ЖК, которые имеют 4 - -6 ДС. Опреде-
лено это реальным различием биологической роли ЖК в про-
цессах метаболизма in vivo. НЖК + МЖК – это субстрат для 
окисления клетками в составе митохондрий с целью наработ-
ки энергии в форме макроэргического аденозинтрифосфата 
(АТФ). ННЖК этерифицированы в составе фосфолипидов 
(фосфатидилхолины, аминофосфолипиды, кардиолипины, 
сфингомиелины). Синтез же биологически активных гумо-
ральных медиаторов – эйкозаноидов (эйкоза по-гречески 
– «двадцать») происходит только из ПНЖК, из ῳ-6 С20:4 
арахидоновой ПНЖК, из ῳ-3 С20:5 эйкозапентаеновой и ῳ-3 
С22:6 докозагексаеновой ПНЖК. Ранними в филогенезе био-

логически активными эйкозаноидами, регуляторами мета-
болизма in vivo являются простациклины, простагландины, 
тромбоксаны и лейкотриены. 

Характерные конечные продукты метаболизма липидов в 
организме – диеновые коньюгаты и малоновый диальдегид; 
определение содержания малонового диальдегида в био-
логических средах стало широко используемым методом. 
По концентрации диеновых конъюгатов при помощи УФ-
спектроскопии и малонового диальдегида с тиобарбитуро-
вой кислотой оценивают окисление ЖК в разных липидах 
[9 – 12]. В мембранах клеток при образовании свободных 
радикалов начинаются процессы перекисного окисления 
липидов (ПОЛ). Озон индуцирует ПОЛ; он ускоряет образо-
вание активных радикалов; при отсутствии которых ПОЛ не 
происходит. 

В результате озонолиза образуется перекись водорода 
(Н2О2); при распаде её формируется в том числе высокоак-
тивный ОН∙- радикал; который инициирует цепную реакцию 
окисления липидов. Первичные продукты окисления липид-
ных субстратов, – гидроперекиси типа RООН; in vivo они 
оказывают афизиологичное действие на живые организмы. К 
вторичным продуктам окисления ЖК и липидов озоном от-
носятся спирты, альдегиды, кетоны, кислоты, кетоэфиры и т. 
д. Механизмы ПОЛ отличаются от реакций озонолиза; при 
достаточно высокой концентрации О3 и кислорода (О2), при 
действии двух окислителей образуется малоновый диальде-
гид. Цепная реакция ПОЛ приводит к убыли субстрата окис-
ления – ЖК, потреблению окислителя и накоплению продук-
тов реакции - гидроперекисей [7].

Ранее в работах [4 – 6] были определены кинетические 
константы реакций окисления ЖК озоном олеиновой МЖК 
[4, 5], пальмитиновой НЖК, линолевой ННЖК и арахидоно-
вой ПНЖК [6]. Эти константы отличаются между собой на 
несколько порядков; подробное же изложение алгоритма их 
определения не приведено. Ранние публикации были осно-
ваны на экспериментах, проведённых на первой, менее со-
вершенной модели сконструированного Д.М. Лисицыным 
автоматического анализатора двойных связей (АДС). В на-
стоящей работе были проведены эксперименты на усовер-
шенствованной модели АДС. Мы расширили список оценён-
ных ЖК и привели описание метода определения кинетиче-
ских констант.

Цель работы – экспериментальное исследование кинети-
ки реакций взаимодействия озона с индивидуальными ЖК с 
разной молекулярной структурой и оценка констант скоро-
сти этих реакций.
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Рис. 1. Взаимодействие озона с ДС органического соедине-
ния [7].
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Материал и методы. В качестве объектов использовались 
13 индивидуальных ЖК стандартных образцов производства 
фирмы Supelco (США): миристиновая С14 : 0 НЖК; пальми-
тиновая С16 : 0 НЖК; олеиновая МЖК, С18 : 1, цис-форма, 
ω 9; элаидиновая МЖК – С18 : 1, транс- ῳ 9; петроселиновая 
С18 : 1, цис- ῳ 6; вакценовая C18 : 1, цис- ῳ 11; пальмитолеи-
новая МЖК – C16 : 1, цис- ῳ 9; гадолеиновая МЖК – C20 : 
1, цис- ῳ 11; эруковая МЖК – C22 : 1, цис- ῳ 13; линолевая 
ННЖК – С18 : 2, цис- 9 и 12 ω 6; линоленовая ННЖК – С18 : 
3, цис- 9,12 и 15 ω-3; арахидоновая ПНЖК – С20  :4, цис - 5, 
8, 11,14 ω 6; нервоновая МЖК – С24 : 1, цис 15 ῳ 9, (рис. 2).

Для оценки кинетики взаимодействия ЖК с озоном и 
определения содержания ДС в ЖК использовали метод озо-
нирования [4 – 6]. Измерения проводили на АДС модели 
АДС-4М; принцип действия АДС основан на способности 
непредельных и иных соединений быстро, с константой ско-
рости реакции порядка 105–106 М-1с-1 [4], присоединять О3 
по месту локализации ДС. Поскольку скорость взаимодей-
ствия озона с ДС на несколько порядков выше, чем с иными 
функциональными группами в молекулах, это обеспечивает 
высокую селективность анализа. При барботировании О3 в 
реакторе через исследуемый раствор концентрация озона на 
выходе из реактора уменьшается. Это изменение анализатор 
фиксирует в форме кривой поглощения озона на ленте по-
тенциометра - самописца. УФ-спектрофотометр (на длине 
волны 254 нм) регистрирует концентрацию О3 на входе и вы-
ходе из реактора; интегратор же АДС рассчитывает суммар-
ный расход озона в реакции, который отражает площадь под 
кривой поглощения и пропорционален числу ДС в ЖК [13]. 
Температуру в реакторе, близкую к нулю, поддерживали, по-
мещая реактор в сосуд со смесью воды со льдом. В качестве 
стандартного образца сравнения использовали раствор trans-
стильбена с одной ДС в 4-х хлористом углероде – CCl4; кон-

центрация стандартного образца Сст = 2∙10-2 М. Все использо-
ванные ЖК также растворяли в CCl4 в той же концентрации. 
Все ЖК, кроме гадолеиновой МЖК, обладают хорошей рас-
творимостью. 

Концентрацию ДС рассчитывали по формуле:
 [ДС] = Сст ∙ Sжк ∙ Vст ÷ Sст ∙ Vжк, (1)
где Sжк и Sст – показатели интегратора для ЖК и стильбе-

на, Vжк и Vст – введённые в реактор объёмы проб: 10, 20, 30 
и 40 мкл. Определение числа ДС проводили с учётом линей-
ной зависимости от концентрации стильбена и ЖК. Необхо-
димость выявления числа ДС в ЖК требуется для контроля 
окисленности образцов ЖК, т. е. их «порчи». Чувствитель-
ность прибора составила порядка 2∙10-7 М.

На рис. 3 приведены кинетические кривые окисления 
озоном стильбена и ЖК: олеиновой МЖК, линолевой и ли-
ноленовой ННЖК; запись проведена при одинаковых значе-
ниях их концентрации и объёма. 

Для оценки констант скорости окисления ЖК озоном 
провели сравнение скоростей увеличения концентрации О3 
после введения стильбена или ЖК в реактор и до окончания 
их действия (при резком росте концентрации озона на вы-
ходе из реактора). Принимая константу скорости взаимодей-
ствия стильбена с озоном, равную kст = 1,8∙105∙М-1с-1 [4], и, 
используя кинетическое уравнение расхода ЖК при посто-
янной начальной концентрации озона, можно выразить kжк 
через скорости реакций для стильбена и ЖК:

 kжк = (dCжк /dt)∙(dCст /dt)-1∙[Ccт]∙[Cжк]
-1∙ kст, (2)

а учитывая, что [Ccт] = [Cжк] = 2∙10-2 М и, заменяя произ-
водные тангенсами наклона кинетических кривых для стиль-
бена и ЖК в области их расхода, получим:

 kжк = (∆Cжк ÷ ∆tжк) ∙ ( ∆Cст ÷ ∆tст)
-1 ∙ kст (3)

Погрешность измерения ДС для стильбена и ЖК, с учётом 
повторяемости результатов, не превышала 15%. Статистиче-

        

 

  

 

олеиновая (С 18:1, cis 9) элаидиновая (С18:1, trans 9)

линолевая (С18:2, cis 9,12) линоленовая (С18:3, cis 9,12,15)

арахидоновая (С20:4, cis 5,8,11,14) пальмитиновая (С16:0)

пальмитолеиновая (C16:1, cis 9) нервоновая (С24:1, cis 15)

Рис. 2. Структурные формулы некоторых используемых в работе ЖК.
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скую обработку результатов проводили при использовании 
стандартных алгоритмов программ МS Excel. Все результаты 
представлены в виде значений средней величины ± стандарт-
ная ошибка среднего [14].

Результаты и обсуждение. Для установления динамиче-
ского диапазона измерений одновременно с записью кинети-
ческих кривых проверяли линейность зависимости числа ДС 
от объёма растворов стильбена и ЖК, вводимых в реактор V 
(рис. 4). Число ДС рассчитывали по формуле (1).

Для всех оценённых ЖК с одной ДС соответствующие 
точки ложатся на прямую 1, как для стильбена. Это свиде-
тельствует о том, что все стандартные образцы ЖК содержа-
ли все ДС и не были окисленными. Для пальмитиновой и ми-
ристиновой НЖК интегратор АДС показал нулевой отклик; 
что указывает на отсутствии ДС. В таблице приведены все 
результаты оценки изученных нами ЖК. Константу скорости 
взаимодействия ЖК с О3 рассчитывали по формуле (3).

Основные параметры ЖК, которые определяют кинетику 
их взаимодействия с озоном: 1) число атомов углерода (дли-
на алифатической цепи); 2) число ДС в цепи МЖК, ННЖК и 
ПНЖК; 3) расположение ДС по длине цепи ЖК; 4) их конфи-
гурация -физиологичная-цис или афизиологичная-транс. 

Самое высокое значение константы (kжк = 2,58 ∙ 105 М-1с-1) 
имеет олеиновая МЖК: ДС в её составе локализована в цен-
тре цепи ЖК с цис-конфигурацией молекулы (рис. 2). Цис-
конфигурация этой ДС, т. е. замена её на trans, уменьшает 

константу скорости реакции транс-
элаидиновой МЖК с О3, по сравнению 
с цис-олеиновой МЖК почти в 2 раза. 
Объяснить это можно тем, что потен-
циальная энергия транс-изомера ЖК 
меньше, чем цис-изомера. Реакция озо-
на с олеиновой МЖК проходит с боль-
шей энергией активации, т. е. меньшая 
часть молекул транс-изомера обладает 
достаточной энергией для преодоления 
барьера активации [4]. Tранс-форма 
олеиновой МЖК, элаидиновая МЖК, 
имеет другие химические и физические 
свойства; обусловлены они иной конфи-
гурацией связей. Элаидиновую С18 : 1 
транс- ῳ-9 НЖК характеризует и более 
высокая температура плавления (45°C) 
по сравнению с С18 : 1 цис- ῳ-9 олеино-
вой МЖК (13,4°C). Это существенное 
различие происходит в силу способно-
сти транс-молекул МЖК формировать 
более плотную упаковку цепей ЖК, об-

разуя подобие твёрдого тела. Оно остаётся таковым и in vivo 
– у человека в клетках при физиологичной температуре тела 
36,6◦С. 

Расположение ДС по длине цепи атомов углерода для С18 
ЖК также меняет величину константы скорости взаимодей-
ствия с озоном; это следует из таблицы для: С18 : 1, цис- ῳ 9 
олеиновой МЖК; для С18 : 1 цис- ῳ-6 петроселиновой МЖК 
и для С18 : 1, цис- ῳ-11 вакценовой МЖК. Более дальнее 
расположение ДС в цис-конфигурации от центра ЖК (ῳ-11) 
приводит к уменьшению kжк. Для МЖК с разной длиной али-
фатической цепи (пальмитолеиновой, эруковой и нервоно-
вой) наблюдается уменьшение величины kжк с увеличением 
количества атомов углерода в молекуле.

С увеличением числа ДС в молекулах ЖК скорость реак-
ции окисления их озоном значительно уменьшается, процесс 
идёт более медленно (рис. 3). По-видимому, озон последова-
тельно разрывает двойные связи в зависимости от располо-
жения их в цепи атомов углерода и энергии их связи. Полу-
ченные в настоящей работе величины констант скорости вза-
имодействия ЖК с озоном существенно отличаются от тех, 
которые выявляли ранее [6]. Для олеиновой ЖК измеренная 
ранее константа озонирования была примерно в 4 раза боль-
ше (106, М-1с-1), чем в настоящей работе. Для арахидоновой 
ЖК – в 2 раза больше (2,4 ∙ 105, М-1с-1), а для линолевой ЖК 
– более чем в 2 раза меньше (0,61 ∙ 105, М-1с-1). Для пальми-
тиновой и миристиновой ЖК в наших измерениях числа ДС 
и kжк были равны нулю, в то время как в [6] константа ско-
рости взаимодействия О3 с пальмитиновой НЖК составила 
6∙10-2∙М-1с-1. Поскольку авторы ранее [6] не указали методику 
расчёта величины констант, можно предположить, что такая 
разница связана с иными условиями проведения эксперимен-
тов, в частности с более высокой чувствительностью прибо-
ра и низкими концентрациями растворов, которые использо-
ваны для ЖК и стильбена.

Значение полученных данных для биологии и медици-
ны состоит в том, что ранее (в первых работах по озоно-
лизу) мы взяли их за основу при формировании филогене-
тической теории общей патологии. Согласно этой теории, 
на самых ранних ступенях филогенеза, во многом ещё не 
совершенные клетки – археи, начали в мультиферментном 
комплексе, в реакции Кноппа–Линена, из уксусной кис-
лоты, активированного ацетил-КоА синтезировать паль-
митиновую С16 : 0 НЖК без образования более коротких 
НЖК. Определено это тем, что С16 : 0 пальмитиновая НЖК 
– наиболее короткая ЖК, которая формирует монослой-

Рис. 3. Озонограммы ЖК.
1) стильбен; 2) олеиновая МЖК; 3) линолевая; 4) линоленовая ННЖК. 
По оси ординат: υ – уменьшение концентрации О3 на выходе из реактора (максимальная концен-
трация озона – вблизи нулевой линии). Исходные концентрации стильбена и ЖК – 2 ∙ 10-2 М; объём 
вводимых в реактор проб 30 мкл.
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Рис. 4. Зависимости показателей интегратора S от вводимого 
в реактор объёма V для: 1) стильбена; 2) линолевой ННЖК; 
3) линоленовой ННЖК; 4) арахидоновой ПНЖК с 1–4 ДС.
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столь критических условиях инсулин экспрессировал син-
тез in vivo двух новых сопряжённых ферментов, из них: а) 
пальмитоил-КоА-элонгаза стала превращать С16 : 0 паль-
митиновую НЖК в С18 : 0 стеариновую НЖК; б) стеарил-
КоА-десатураза превратила С18 : 0 стеариновую НЖК в 
С18 : 1 цис-ῳ-9 олеиновую МЖК. Среди всех ЖК константа 
скорости окисления С18 : 1 цис ῳ-9 наиболее высока. Инсу-
лин стал тем гуморальным медиатором, гормоном, который 
сформировал физиологичное сочетание как высоких пара-
метров метаболизма ЖК, так и метаболические превраще-
ния глюкозы как субстрата в синтезе олеиновой МЖК, а так-
же окисление глюкозы в форме пирувата, ацетил-КоА в ми-
тохондриях клеток. Именно инсулин инициировал развитие 
животных с высокой скоростью движения при реализации 
ими биологической функции локомоции. На ступенях фило-
генеза, мы полагаем, биологическая роль инсулина состоит 
в том, что гормон: а) способствовал превращению на суше 
вышедших из океана плотоядных (рыбоядных) животных 
в травоядные; б) обеспечил всем животным высокие кине-
тические параметры движения при реализации биологиче-
ской функции локомоции и в) осуществил превращение in 
vivo мало эффективного пальмитинового варианта метабо-
лизма ЖК с постоянным дефицитом энергии в форме АТФ 
в потенциально высокоэффективный вариант олеинового 
метаболизма ЖК. В филогенезе низкая химическая актив-
ность пальмитиновой НЖК и высокая химическая актив-
ность олеиновой НЖК – основной этиологический фактор 
двух афизиологичных процессов – атеросклероза и атеро-
матоза, ишемической болезни сердца и инфаркта миокарда. 
Согласно филогенетической теории общей патологии, нару-
шение физиологичного действия инсулина (резистентность 
к инсулину) оставляет основу патогенеза атеросклероза при 
нарушении биологических функций трофологии (питания), 
биологической реакции экзотрофии, биологической функ-
ции гомеостаза, адаптации и нарушения биологической 
функции эндоэкологии [15]. Биологическую роль инсулина 
в формировании атеросклероза и атероматоза медленно, но 
стали признавать и теоретики-эндокринологи [16]; прислу-
шиваться стали и практики-клиницисты [17–18]. 

Велика беда – начало. 
Заключение. В настоящей работе проведено изучение ки-

нетических характеристик реакций взаимодействия озона с 
индивидуальными насыщенными и ненасыщенными жирны-
ми кислотами, имеющими различное молекулярное строение. 
Проведена оценка констант скоростей этих реакций. Выявле-
ны зависимости величин этих констант от таких параметров 
ЖК, как длина алифатической цепи молекулы, количества 
ДС в ней, расположения ДС и её конфигурации. Самая вы-
сокая константа скорости оказалась у олеиновой МНЖК ЖК, 
однако она в 4 раза меньше, чем измеренная ранее другими 
авторами. По мере увеличения числа ДС в молекуле и её дли-
ны константы скорости реакций их взаимодействия с озоном 
убывают.

Результаты работы могут быть использованы в медико-
биологических приложениях при изучении метаболизма ЖК 
в живых организмах.
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конфликта интересов.
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ные, бислойные структуры. Это происходило в условиях 
высокой температуры первого мирового океана (36–42◦С). 
Синтез пальмитиновой НЖК был облигатным условием 
формирования и самих клеток. Этот синтез древние археи 
сформировали на миллионы лет раньше, чем иные клетки 
(автотрофы) стали синтезировать глюкозу при использова-
нии физико-химических реакций фотосинтеза. За синтезом 
автотрофами глюкозы последовал «великий биологический 
симбиоз» – функциональное слияние архей и автотрофов. 
Это привело к образованию более совершенных симбион-
тов; они стали для обеспечения энергией (синтеза макроэр-
гического АТФ) окислять в митохондриях как ЖК в форме 
ацетил-КоА, так и глюкозу в форме пировиноградной кис-
лоты, ацетил-КоА. Однако клетки животных запасать in vivo 
гидрофильную глюкозу в оптимальном количестве так и не 
смогли. На суше у травоядных животных для депонирова-
ния экзогенной глюкозы из пищи гепатоциты стали исполь-
зовать её как субстрат для синтеза пальмитиновой НЖК и 
пальмитиновых ТГ, в которых пальмитиновая НЖК этери-
фицирована в позиции sn-2 3-атомного спирта глицерина 
с вторично спиртовой группой. Со временем температура 
океана уменьшалась, и низкая химическая реакционная 
способность пальмитиновой НЖК стала серьезным пре-
пятствием для выживания всего живого. Все организмы не 
могут достаточно быстро депонировать и освобождать из 
ТГ оптимальное количество пальмитиновой НЖК. Быстро 
не могут окислять пальмитиновую НЖК и митохондрии; 
внутренняя мембрана их трудно проницаема для пальмити-
новой НЖК. 

В этих, казалось бы, непреодолимых условиях, клетки 
стали реализовать все возможности превращения синтезиро-
ванной из экзогенной глюкозы пищи пальмитиновой НЖК в 
иную ЖК с более высокой константой скорости окисления её 
in vivo. За миллионы лет до становления в филогенезе функ-
ции инсулина инсулиноподобный фактор роста экспресси-
ровал синтез фермента пальмитоил-КоА-десатуразы и стал 
превращать С16 : 0 пальмитиновую НЖК в С16 : 1 пальми-
толеиновую МЖК. На этом пути «пальмитиновая НЖК → 
пальмитолеиновая МЖК» успеха достигнуто не было. 

Через миллионы лет, при становлении в филогенезе тра-
воядных животных, биологической функции локомоции и 
регуляторной активности инсулина, гормон стал обеспечи-
вать субстратами для наработки энергии in vivo всю массу 
скелетных миоцитов. Кинетические характеристики окис-
ления in vivo пальмитиновой НЖК, как и параметры дви-
жения, действия всех организмов оставались низкими. В 

Число ДС в ЖК, рассчитанное по формуле (1), и константы 
скорости взаимодействия ЖК с озоном

Наименование ЖК Измеренное 
число ДС

kжк   10-5, 
М-1с-1

Олеиновая, С 18 : 1, цис-9 0,996 ± 0,024 2,58 ± 0,33
Элаидиновая, С18 : 1, транс-9 0,994 ± 0,021 1,40 ± 0,23
Петроселиновая, С18 : 1, цис-6 1,012 ± 0,013 1,53 ± 0,21
Вакценовая, C18 : 1, цис-11 1,038 ± 0,067 1,32 ± 0,26
Пальмитолеиновая C16 : 1, цис-9 0,998 ± 0,026 1,30 ± 0,13
Гадолеиновая, C20 : 1, цис-11 не раствор. -
Эруковая, C22 : 1, цис-13 0,998 ± 0,023 1,03 ± 0,08
Нервоновая, С24 : 1, цис-15 1,011 ± 0,021 0,99 ± 0,02
Линолевая, С18 : 2, цис-9, 12 1,984 ± 0,031 1,47 ± 0,22
Линоленовая, С18 : 3, цис-9, 12, 15 3,002 ± 0,015 0,93 ± 0,11
Арахидоновая, С20 : 4, цис- 5, 8, 11, 14 3,976 ± 0,031 0,85 ± 0,13
Миристиновая, С14 : 0 0 0
Пальмитиновая, 16 : 0 0 0
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УРОВЕНЬ ЦИРКУЛИРУЮЩЕГО ХУМАНИНА У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ 
БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА

ФГБОУ вО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. И.П. Павлова» 

Минздрава РФ, 197022, Санкт-Петербург, Россия

В настоящее время большой интерес вызывают новые маркёры, определяемые в общем кровотоке для оценки нарушения 
окислительного метаболизма тканей из-за наличия вторичной митохондриальной дисфункции, которая обычно сопро-
вождается снижением дыхания митохондрий и является основной причиной метаболических нарушений в тканях у па-
циентов с ишемической болезнью сердца. В качестве одного из новых маркёров снижения окислительного метаболизма 
митохондрий в тканях был предложен хуманин. Изучено содержание хуманина в сравнении с другими маркёрами энерге-
тического обмена у 59 пациентов с ишемической болезнью сердца. У обследованных пациентов наблюдалось снижение 
уровня хуманина до 250 нг/л по сравнению с его уровнем 1110 (800–1000) нг/л у здоровых людей. При этом у большинства 
пациентов наблюдался повышенный уровень молочной кислоты  – от 1,0 до 2,2 мМ, в 45% случаев сопровождающийся 
повышением концентрации также и пировиноградной кислоты выше 99,1 мкМ. Также было обнаружено значительное 
снижение уровня гомоаргинина до 1,40 (1,0–2,0) против 2,3 (1,8–3,1) мкМ у здоровых людей. Мы обнаружили обратную 
корреляцию между уровнем хуманина и возрастом пациентов (R = -0,35, p = 0,048). Можно сделать вывод, что пациен-
ты с ишемической болезнью сердца характеризуются более низким уровнем хуманина и гомоаргинина в крови, а также 
повышенным содержанием молочной кислоты–показателей, являющихся критериями ингибирования аэробных путей и 
снижения митохондриогенеза.
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THE LEVEL OF CIRCULATING HUMANIN IN PATIENTS WITH ISCHEMIC HEART DISEASE
Pavlov First Saint Petersburg State Medical university; Saint-Petersburg, 197022, Russian Federation
At present, great interest is caused with evaluation of new markers in blood circulation for the estimation a tissue oxidative 
metabolism disturbance due to the presence of secondary mitochondrial dysfunction in patients with coronary heart disease. 
Сoronary heart disease is generally accompanied with a decline in mitochondrial respiration and represents the root cause of 
metabolic abnormalities in tissues. To gain insight into rate of decline of mitochondrial oxidative metabolism in tissues there 
were proposed humanin as a new marker. The content of humanin in compare with other markers of energy metabolism in 59 
patients with coronary heart disease was studied. In the examined patients, a decrease in the level of humanin up to 250 ng/l was 
observed when compared with its level of 1110 (800 to 1500) ng/l in healthy individuals. In most of the patients increased level 
of lactic acid from 1.0 to 2.2 mM accompanied in 45 % cases with elevation of pyruvic acid concentration above 99.1 μM was 
observed. Also, it was found a significant decrease of homoarginine level down to 1.40 (1.0-2.0) versus 2.3 (1.8–3.1) μM in healthy 
individuals.  We found an inverse correlation between the level of humanin and the age of patients (R = -0.35, p = 0.048). It can 
be concluded that patients with coronary heart disease are characterized by a lower level of humanin and homoarginine in the 
blood, as well as an increased content of lactic acid, indicators that are the criteria for inhibiting aerobic pathways and reducing 
mitochondriogenesis.
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Изучение и внедрение в практику лабораторной медици-
ны биохимических маркёров степени тяжести состояния па-
циента перед операциями реваскуляризации миокарда до на-
стоящего времени остаётся актуальным и практически значи-
мым для персонифицированного ведения пациента в раннем 
послеоперационном периоде и дальнейшей реабилитации. В 
настоящее время большой интерес вызывает новое семейство 
маркёров нарушения энергетического метаболизма в связи с 
наличием вторичной митохондриальной дисфункции у паци-
ентов с ишемической болезнью сердца (ИБС). Прогрессиро-
вание атеросклероза коронарных артерий протекает на фоне 
понижения уровня хуманина (ХН) в плазме крови и тканях 
сосудистой стенки [1]. Обнаружено, что в крови здоровых 
людей в возрастной группе 50–75 лет ХН на 65% больше, 
чем у пациентов с гипергликемией [2]. По-видимому, пони-
жение толерантности к глюкозе сопровождается понижением 
уровня ХН [3]. В модельных опытах показано, что ХН вызы-
вает повышение чувствительности клеток к инсулину [4, 5]. 
Пептид ХН состоит из 24 аминокислотных остатков, синте-
зируется на основе митохондриальной ДНК-матрицы и опи-
сан как митохондриальный фактор mt-RNR2, регулирующий 
окислительное фосфорилирование и тем самым продукцию 
АТФ [6]. Имеются сведения о том, что хуманиновая мито-
хондриальная ДНК переносится в ядерный геном, из-за чего 
существуют различные ядерные ДНК-последовательности 
митохондриального происхождения, явление, известное как 
NUMT (встраивание фрагментов мтДНК в ядерный геном) 
[7]. Иначе говоря, в ядерном геноме имеются вырожденные 
ХН-подобные открытые рамки считывания – последователь-
ности нуклеотидов в составе ДНК, способные кодировать 
этот пептид. В итоге в организме и соответственно в крови 
обнаруживаются аналоги ХН с биологической активностью 
[8]. Известно, что ХН интенсивно образуется не только в тка-
нях печени и почек, но и в других богатых митохондриями 
тканях, включая сердечную мышцу и поперечнополосатую 
мышечную ткань, а также клетки нервной системы [9]. Этот 
пептид и его аналоги оказывают мощное цитопротекторное 
и антиапоптотическое действие [10, 11]. ХН и пептиды, его 
аналоги, при введении дают значительные положительные 
эффекты при патологических состояниях, ассоциированных 
с возрастом, включая ИБС, инсульт, болезнь Альцгеймера, 
ишемию-реперфузию миокарда, атеросклероз, боковой ами-
отрофический склероз, и при онкологических заболеваниях 
[12]. Таким образом, повышение уровня ХН способствует 
коррекции нарушенного аэробного катаболизма у лиц с пере-
численными заболеваниями. С другой стороны, понижение 
уровня циркулирующего ХН является диагностическим при-
знаком торможения функции митохондриона с соответствую-
щим снижением окислительного фосфорилирования и нако-
плением промежуточных органических кислот. В частности, 
у пациентов с пониженным резервом коронарного кровотока 
в возрасте 47 ± 10 лет уровень ХН в плазме крови состав-
лял 1,3 ± 1,1 нг/мл, что существенно ниже по сравнению с 
лицами с нормальным резервом кровотока – 2,2 ± 1,5 нг/мл 
[1]. К настоящему времени исследования содержания ХН в 
крови человека не завершены, так как отсутствуют данные 
популяционных исследований прогностического значения 
определения ХН при сердечно-сосудистых заболеваниях. 
Не представлены также сведения о содержании ХН в крови 
пациентов с ИБС и сердечной недостаточностью, имеющих 
показания к операции реваскуляризации миокарда, тогда как 
именно в этой когорте пациентов с нарушениями кровоо-
бращения наблюдаются значительные сдвиги липидного и 
углеводного обмена, развитие вторичной митохондриальной 
дисфункции. 

В настоящем исследовании проведена оценка изменения 
содержания ХН в плазме крови группы пациентов с ИБС, 

однородной по возрасту, нозологической и функциональным 
характеристикам при сопоставлении наблюдаемых отклоне-
ний с другими клинико-лабораторными данными и показа-
телями, характерными для нарушений энергетического ме-
таболизма. 

Материал и методы. В исследование включено 59 паци-
ентов с ИБС (46 мужчин и 13 женщин в возрасте 51–72 лет), 
направленных в клинику ПСПбГМУ им. акад. И.П. Павло-
ва с августа 2014 по октябрь 2016 г. на плановую операцию 
аортокоронарного шунтирования в условиях искусственного 
кровообращения. У всех пациентов диагностированы много-
сосудистое поражение коронарного русла с необходимостью 
реваскуляризации, хроническая сердечная недостаточность 
III функционального класса (фракция выброса левого желу-
дочка не менее 50%) и артериальная гипертензия, требую-
щая медикаментозной коррекции. Обязательным условием 
включения являлось также информированное согласие  па-
циента на участие в исследовании. Протокол исследования 
в соответствии с принципами Хельсинкской декларации был 
одобрен Этическим комитетом  ПСПбГМУ им. акад. И. П. 
Павлова. Критериями невключения являлись: отсутствие 
согласия пациента, сопутствующая клапанная патология, 
перенесённый острый инфаркт миокарда в предшествую-
щие 6 нед, сердечная недостаточность с фракцией выброса 
левого желудочка менее 50%, сахарный диабет, хроническая 
болезнь почек > 3Б ст. Венозную кровь для исследования по-
лучали непосредственно перед операцией аортокоронарного 
шунтирования из кубитальной вены через 15–30 мин после 
анестезии, но перед началом искусственного кровообраще-
ния. Методика анестезии у  всех пациентов была однотип-
ной.  Различие заключалось лишь в том, что у 15 пациентов в 
качестве основного анестетика  использовали десфлуран, а у 
28 – севофлуран. В остальных 16 наблюдениях ингаляцион-
ный анестетик не использовали, а анестезию осуществляли 
внутривенным введением пропофола. Образцы крови, взя-
тые в вакутейнеры, содержащие этилендиаминтетраацетат 
натрия, немедленно помещали в холодильник (+4оС), а затем 
отделяли плазму путём центрифугирования (1500 об/мин, 10 
мин) не позднее 30 мин после взятия. Аликвоты полученной 
плазмы хранили при -80оС вплоть до анализа. 

Группу сравнения составили здоровые лица обоего пола, 
сопоставимые по возрасту с обследуемой группой пациен-
тов – регулярные доноры старшей возрастной группы. Забор 
образцов крови проводили из кубитальной вены после 10-
часового голодания. Процессирование и хранение образцов 
осуществляли так же, как и в группе пациентов. Более под-
робная информация об обследованных лицах представлена 
в табл. 1.

Уровень гомоаргинина (гАрг) определяли в составе спек-
тра 22 других аминокислот плазмы крови (за исключением 
аминотиолов) методом обращенно-фазного ВЭЖХ-анализа 
на хроматографе Agilent 1100 (Agilent Technologies, США) 
по разработанной нами технологии, подробно описанной в 
нашем патенте [14], с использованием ортофталевого альде-
гида для предколоночной дериватизации и колонки Zorbax 
Eclipse AAA C18 (150 х 4,6) мм, 3,5 мкм. Концентрации 
аминокислот рассчитывали, используя норвалин в качестве 
внутреннего стандарта. Концентрацию общего гомоцистеи-
на (оГци) определяли также с помощью ВЭЖХ описанным 
ранее методом [15].

Концентрацию молочной кислоты (МК) в плазме крови 
определяли колориметрически с помощью лактатоксидаз-
ного теста по набору «Витал Девелопмент Корпорэйшн» 
(Россия). Концентрацию пировиноградной кислоты (ПВК) 
определяли в безбелковом ультрафильтрате плазмы с ис-
пользованием ЛДГ [16]. Плазму крови смешивали с 0,9% 
раствором NaCl в соотношении 1:2. Ультрафильтрат плаз-
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мы получали центрифугированием при 2000 g в течение 1 ч 
при     4ºС с использованием центрифужных приспособлений 
вместимостью 500 мкл Vivaspin 3,000 MWCO PES (Sartorius, 
Германия). Реакционная смесь объёмом 330 мкл включала: 
130 мкл ультрафильтрата, 130 мкл 50 мМ трис-HCl буфера 
рН 7,8, 15 мкл препарата ЛДГ (Sigma-Aldrich, США) с удель-
ной активностью 50 Е/мл и 45 мкл 1 мМ раствора НАДН. 
Измеряли падение оптической плотности при 340 нм. Оно 
завершалось в описанных условиях через 10 мин после при-
бавления препарата ЛДГ при различном содержании ПВК до 
полного его исчерпания в реакционной смеси. Концентрацию 
ПВК определяли по данным предварительно полученной 
калибровочной кривой в аналитическом диапазоне от 10 до 
200 мкМ пирувата натрия (Sigma-Aldrich, США). В качестве 
холостых проб служили реакционные смеси без добавления 
ПВК и препарата ЛДГ для определения вклада в оптическую 
плотность каждого из них. Сходимость и воспроизводимость 
результатов определения ПВК по описанной методике соот-
ветствовала установленным требованиям (CV 2,07±1,43% и 
3,45±1,47%, соответственно).

Уровень ХН в плазме крови человека определяли с помо-
щью коммерческих наборов реактивов для иммунофермент-
ного анализа поставки НПО «Иммунотэкс», http://белкианти-
тела.рф/, Россия. Производство наборов, поставляемых НПО 
«Иммунотэкс», сертифицировано по ISO-13485 и ISO-9001. 
Все использованные нами наборы были поставлены в тепло-
изолирующих контейнерах с хладоагентами, сохранившими 
требуемое охлаждение вплоть до вскрытия контейнеров в 
лаборатории. Исследования проводили с предварительной 
оценкой влияния компонентов биологической матрицы на 

ход анализа, стандартные растворы белка, помимо буфера от 
производителя, также разводили с использованием плазмы 
крови от здоровых лиц (spike control). Воспроизводимость 
значений оптических плотностей стандартных растворов, 
приготовленных на буфере и плазме/сыворотке крови, соот-
ветствовала аналитическим характеристикам использован-
ного набора реактивов, установленных производителем (CV 
< 10%). В работе использованы наборы для определения ХН 
(MT-RNR2L1) производства CLOUD-CLONE CORP, США 
и CUSABIO BIOTECH Co., Ltd., КНР, предназначенные для 
анализа как плазмы, так и сыворотки крови. Сведения о со-
держании в крови других белков, включая тропонин, амила-
зу, аминотрансферазы, получали из данных сопутствующего 
лабораторного обследования пациентов.  

Статистическая обработка данных. Данные представ-
лены в виде медианы и межквартильного размаха (Me(Q1–
Q3)). Степень соответствия распределения данных нормаль-
ному закону оценивали с помощью критериев Шапиро–Уилка  
и Колмогорова –  Смирнова.  Сравнение групп с нормальным 
распределением  проводили  с помощью t -критерия Стью-
дента. В случае распределения, отличного от нормального, 
применяли U-критерий Манна – Уитни. Статистическую 
связь между данными анализировали путём вычисления 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена. Статистиче-
ски значимыми считали различия данных и корреляции при   
p < 0,05. Данные  анализировали  с  применением  програм-
мы  Statistica  10.0  (Dell,  Inc., США).

Результаты. Группа пациентов ко дню оперативного 
вмешательства характеризовалась небольшими отклонения-
ми концентраций рутинных биохимических показателей от 
референтных значений: глюкоза 5,4 ± 0,7 мМ, общий холе-
стерин 4,5  ± 1,5 мМ, креатинин у лиц мужского пола соста-
вил 91 ± 18, а женского – 74 ± 12 мкМ. Следует отметить, что 
из рутинных биохимических показателей ко дню операции 
отклонение от референтных интервалов наблюдалось лишь 
у некоторых из них, в том числе у шести уровень глюкозы 
крови был больше 6,0 мкМ, оГци выше 10 мкМ – у девяти и 
креатинина выше 0,1 мМ – у шести. Существенного откло-
нения в содержании ферментов – маркёров проницаемости 
клетки у пациентов не обнаружено.  В среднем, уровень МК 
в крови пациентов был выше, чем у здоровых (табл. 2), но 
лишь у троих из них превышал границу 2,2 мМ, применяе-
мую на практике для  определения у пациента состояния лак-
татацидоза [16]. Уровень ХН плазмы крови у этих пациентов 
был ниже 400 нг/л. 47 пациентов из 59  характеризовались 
уровнем МК от 1 до 2,2 мМ, т. е. выше границы 90-го про-
центиля, известной для концентраций МК, выявляемых у 
здоровых людей [16]. Таким образом, у большинства пациен-
тов было повышение уровня МК от 1,0 до 2,2 мМ, которое у 
21 (45%) пациента сопровождалось пируватемией выше 99,1 
мкМ (90-й процентиль группы здоровых). Только у одного из 
числа этих пациентов уровень ХН был выше 400 нг/л. 

Как следует из данных, представленных на рисунке, 
уровень ХН в плазме крови, полученной из кубитальной 
венозной крови пациентов, значительно ниже ( p = 1·10-5), 
чем в образцах, полученных от доноров. Содержание ХН на 
уровне верхнего квартиля у пациентов составило 398 нг/л. 
В группе доноров содержание ХН  в крови ниже этого зна-
чения выявлено только однократно и составило 320 нг/л, а у 
остальных оно колебалось от 740 до 1960 нг/л (см. рисунок). 
В настоящем исследовании  обнаружена отрицательная кор-
реляционная связь уровня ХН и возраста от 51 года до 72 
лет у пациентов обоего пола (R = -0,35, p = 0,048). Размер 
использованной для исследования выборки позволил обна-
ружить слабую отрицательную корреляционную связь между 
уровнем ХН и нарастанием соотношения содержания МК и 
содержания ПВК у пациентов (R = -0,30, p = 0,09).  Чувстви-

Т а б л и ц а  1
Клинико-лабораторная характеристика обследованных лиц

Показатель
Группа паци-
ентов c ИБС, 

М + σ

Группа здоровых лиц 
/ референтный диа-

пазон
Число  наблюдений 59 30

Демографические и общеклинические данные

Мужчины/женщины, n (%) 46 (78%) / 13 
(22%) 11(37%) /19 (63%)

Возраст, годы 61,4 + 6,2 50,4 + 9,2
ОИМ в анамнезе, n (%) 33 (56%) 0
Фракция выброса, % 
должного 62,0 + 6,4 100

Индекс массы тела, кг/м2 28,4 + 3,6 До 25
Рутинные лабораторные данные

Глюкоза, мМ 5,4 + 0,7 4,6 – 6,1
Общий холестерин, мМ 4,5 + 1,5 3,5 – 5,5
Креатинин, мкМ 

м 91+ 18 53–106
ж 74 + 12 44–97

Мочевина, мМ 5,6 + 1,5 2,9–7,5
АлАТ, Ед/л 26 + 15 До 40
АсАТ, Ед/л 24 + 10 До 40
Фибриноген, г/л 3,4 + 0,8 2,0 – 4,0

Фоновая терапия
β-Блокаторы, n (%) 59 (100%) –
Ингибиторы АПФ, n (%) 46 (77%) –
Антитромботические пре-
параты, n (%) 50 (85%) ___

П р и м е ч а н и е .  Собственные данные представлены как сред-
нее + стандартное отклонение; референтный диапазон для рутинных 
лабораторных показателей приведён согласно [13]; ОИМ – острый 
инфаркт миокарда; АПФ – ангиотензинпревращающий фермент. 
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тельности использованных тест-систем было достаточно для 
регистрации снижения уровня ХН до 175 нг/л в крови обсле-
дованных пациентов, что почти в 10 раз ниже, чем уровни 
ХН, выявляемые у доноров.  

Из данных, представленных в табл. 2, следует, что другие 
нарушения энергетического метаболизма также характерны 
для обследованных пациентов с ИБС. В частности, отмеча-
ется более высокий, чем в группе сравнения, уровень МК и 
ПВК,  повышенный уровень метионина (p = 0,0003) и низкий 
уровень гомоаргинина  (p = 1·10-5). Примечательно, что  по-
нижение уровня ХН и гомоаргинина в крови пациентов вы-
является с одинаково высокой достоверностью.

 Обсуждение. У подавляющего большинства обследован-
ных пациентов обоего пола уровень ХН был ниже 400 нг/л. 
Уровень ХН  не имел отчётливых корреляций ни с уровнем 
гликемии, лактатемии, креатинина, общего гомоцистеина, 
холестеринемии, ни с другими клинико-биохимическими по-
казателями, что свидетельствует о самостоятельном диагно-
стическом значении данного показателя. 

Скорость образования ХН в тканях и его содержание в 
крови в малой степени зависят от текущего изменения по-
токов субстратов и продуктов энергетического метаболизма, 
а связаны с имеющимся количеством функционально актив-
ных митохондрий. Уровень ХН в плазме/сыворотке соответ-
ствует митохондриогенезу в тканях [17]. Вслед за усилением 
образования митохондрий в тканях увеличивается и уровень 
ХН в крови, а это в свою очередь способствует увеличению 
потребления глюкозы из кровотока чувствительными к ин-
сулину клетками [5]. Поэтому при определении только ХН, 
в отличие от информации, получаемой при определении МК 
и ПВК как показателей активации гликолитического метабо-
лизма, мы не сможем сделать вывод о соотношении аэробно-
го и анаэробного окисления субстратов, но сможем судить о 
состоянии образования полноценных митохондрий, необхо-
димых для глубокого окисления органических кислот. 

ХН в настоящее время известен как показатель, коли-
чественно характеризующий уровень общего пула эффек-
тивных митохондрий в организме, за счёт которых должны 
происходить важные для клетки энергоёмкие процессы, в 
том числе: окисление субстратов до углекислого газа и воды, 
формирование трансмембранного потока ионов водорода, 
окислительное фосфорилирование и регуляция трансмем-
бранного переноса ионов кальция. С возрастом наблюдает-

ся снижение уровня ХН в кровотоке [5]. 
У детей препубертатного и пубертатного 
периодов, независимо от пола, ХН в крови 
регистрируется на уровне 1800 ± 400 нг/л 
[3]. Другие данные указывают на более вы-
сокий уровень ХН у здоровых детей – дево-
чек в возрасте от 3 до 19 лет, составивший в 
среднем около 2000 нг/л, чем у  сверстниц, 
больных диабетом 1-го типа, составивший 
примерно 1300 нг/л [18]. В этом исследо-
вании отмечается также имеющее место 
повышение уровня ХН во время пубертат-
ного периода.  Имеющиеся данные указы-
вают на существование разницы в содержа-
нии ХН как в зависимости от возраста, так 
и в связи с наличием патологического про-
цесса, связанного с нарушением регуляции 
энергетического метаболизма или развити-
ем атеросклероза. При этом затруднитель-
но оценивать изменения абсолютных кон-
центраций ХН в различных исследованиях, 
так как все описанные результаты получе-
ны методом ИФА в различных условиях. 
Неясно, сколько из 6–7 возможных форм 

циркулирующего ХН выявляется в проведённых исследова-
ниях. В значительной степени это объясняется недостатком 
информации от производителей наборов о возможных пере-
крёстных реакциях с различными вариантами ХН. Крити-
ческое понижения уровня ХН наблюдается от уровня около 
1400 нг/л (у 45–65-летних лиц), 1300 нг/л (у 66–80-летних) 
и до, примерно, 700–800 нг/л у лиц старше 81 года [5].   Это 
подтверждается данными, полученным нами как в отноше-
нии доноров, так и пациентов.  

В отличие от гомоаргинина [19, 20] ХН крови как систем-
ный показатель состояния энергетического метаболизма до 
сих пор не охарактеризован в больших популяционных иссле-

Т а б л и ц а  2
Показатели, метаболически связанные с функцией митохондрий

Показатель
Группа пациен-

тов c ИБС, 
n = 59

Группа здоровых лиц 
(n= 30) / референт-

ный интервал
р

Молочная кислота, мМ 1,5 (1,2–1,8) 0,5–1,0 [16] < 0,001
Пировиноградная кислота, мкМ 94 (71–114) 15–100 [16] < 0,001
Отношение МК/ПВК 16,2 (13,3–18,7) 7–28 [16] > 0,05
Хуманин, нг/л 308 (258–398) 1110 (800–1500) < 0,000001
Гомоаргинин, мкМ 1,40 (1,0–2,0) 2,3 (1,8–3,1) [14] < 0,000001
Аланин, мкМ 304 (253–355) 344 (317–412) > 0,05
Метионин, мкМ 24 (19 – 28) 17 (11 – 22) 0,0003
оГци, мкМ 7,8 (6,1 – 10,5) 8,1 (6,5 – 10,3) 0,92
Отношение оГци/Мет 0,35 (0,23–0,52) 0,57 (0,35–0,74) 0,003
Гли, мкМ 210 (173–292) 260 (227–324) 0,00003
Сер, мкМ 105 (85–127) 75 (67–97) 0,0008
Отношение Сер/Гли 0,50 (0,44–0,59) 0,31 (0,27–0,38) < 0,000001

П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде медианы и межквартильного интерва-
ла; референтные интервалы представлены в виде диапазона концентраций между 10-м и 
90-м процентилями у здоровых людей; достоверность различий оценивалась с помощью 
непараметрического теста Манна–Уитни.
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группы доноров (n = 30). Различия достоверны (p = 1·10-5, 
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дованиях. Показано, что определение уровня гомоаргинина 
может   рассматриваться  при прогнозировании возможного 
инсульта и инфаркта [20–22]. В отношении ХН предприня-
ты лишь отдельные моноцентровые исследования с неболь-
шими когортами пациентов или лицами групп сравнения. 
Данные о возрастных колебаниях уровня ХН изложены во 
введении и также ограничены несколькими исследованиями. 
К настоящему времени следует ожидать появления сведений 
о референтных интервалах уровня ХН в крови человека, так 
как на рынке появились надежные тест-системы для опреде-
ления этого пептидного маркёра митохондриогенеза.  

Заключение. При интерпретации данных определения 
белковых и метаболических маркёров митохондриальной 
дисфункции у пациентов только у отдельных лиц наблюда-
лось отсутствие биохимических признаков существенного 
нарушения энергетического метаболизма. Митохондриаль-
ный пептид хуманин, постоянно выделяющийся в кровь,  при 
нарушении кровообращения в связи с  ИБС характеризуется 
значительным понижением содержания в крови от 1500 нг/л 
у здоровых лиц до 250 нг/л у пациентов. Низкий уровень ХН 
в сочетании с высоким уровнем молочной кислоты больше 
2,2 мМ следует расценивать в качестве маркёра наиболее тя-
жёлого состояния пациентов с ИБС в связи с торможением 
митохондриогенеза и функции митохондриона организма.
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ПРОСПЕКТИВНЫЙ  АНАЛИЗ  ПАРАМЕТРОВ  ЛИПИДНОГО СПЕКТРА  И МАРКЁРОВ 
СОСУДИСТОГО ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО ОТВЕТА С ПРОГНОЗОМ НЕЖЕЛАТЕЛЬНЫХ 
КОРОНАРНЫХ СОБЫТИЙ У БОЛЬНЫХ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА ПОСЛЕ  
АНГИОПЛАСТИКИ СО СТЕНТИРОВАНИЕМ

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

 Исследование причин развития сосудистых коронарных осложнений после ангиопластики со стентированием с исполь-
зованием оценки биохимических параметров  при динамическом наблюдении за больными ишемической болезнью сердца 
(ИБС) со значимым коронарным стенозом определяет актуальность  исследования. Проводился анализ параметров ли-
пидного спектра и маркёров сосудистой воспалительной реакции у пациентов с ИБС, в группах со стабильной стено-
кардией и эпизодом нестабильной стенокардии после ангиопластики со стентированием, чтобы проследить динамику 
биохимических параметров и выявить предикторы нежелательных коронарных событий. Больные ИБС с  выявленным 
значимым коронарным стенозом артерий (n = 95) после проведённой коронароангиографии в точке максимального по-
вышения уровня маркёров воспалительной реакции (3 мес после  ангиопластики) разделены на две группы – пациенты с 
сохраняющейся стабильной стенокардией (n = 77) до конца исследования и пациенты с развившимся постреваскуляри-
зационным эпизодом нестабильной стенокардии ( n = 18) после ангиопластики со стентированием.  Зарегистрировано 
отсутствие нормализации атерогенного спектра липидного профиля и пролонгированный характер сосудистого вос-
палительного ответа до конечной точки наблюдения после ангиопластики. Методом бинарной логистической регрессии 
выявлено, что в общей группе пациентов с ИБС повышение уровня холестерина липопротеинов низкой плотности на 1 
ммоль/л достоверно увеличивает вероятность развития значимого коронарного стеноза у мужчин и повышает риск воз-
никновения нестабильной стенокардии  после ангиопластики в 7,387 раза. Установлено, что пациенты с нестабильной 
стенокардией на исходном этапе имеют достоверно более высокий риск развития нестабильности коронарного крово-
тока в постреваскуляризационом периоде за счёт  повышенного уровня гомоцистеина. 
Выявлена совокупность биохимических маркёров для прогнозирования  значимости коронарного стеноза и развития не-
желательных сосудистых коронарных событий после ангиопластики у больных  ИБС – это  мужской пол, повышенный 
уровень холестерина липопротеинов низкой  плотности и гипергомоцистеинемия. 

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  стенокардия напряжения;  ангиопластика со стентированием; липидный спектр; маркёры вос-
паления.
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PROSPECTIVE ANALYSIS OF PARAMETERS OF LIPID SPECTRUM AND MARKERS OF INFLAMMATORY 
VASCULAR RESPONSE WITH PROGNOSIS OF UNDESIRABLE CORONARY EVENTS IN PATIENTS WITH 
ISCHEMIC HEART DISEASE AFTER  ANGIOPLASTY WITH STENTING
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The study of the causes of the development of vascular coronary complications after angioplasty with stenting using the evaluation 
of biochemical parameters in the dynamic observation of patients with IHD with significant coronary stenosis determines the 
relevance of the study.
To analyze the parameters of lipid spectrum and markers of vascular inflammatory reaction in patients with IHD, in groups with 
stable angina  and episode of unstable angina  after angioplasty with stenting, to trace the dynamics of biochemical parameters 
and to reveal the predictors of undesirable coronary events.
Patients with IHD with significant coronary stenosis of the arteries (SCS, n = 95) after coronary angiography at the point of 
maximum increase in the level of markers of the inflammatory reaction (3 months after angioplasty) are divided into 2 groups - 
patients with persistent stable angina pectoris (SA, n = 77) until the end of the study and patients with developed postvascularization 
episode of unstable angina (UA, n = 18).
The dynamics of observation of biochemical parameters recorded the absence of normalization of the atherogenic spectrum of the 
lipid profile and the prolonged nature of the vascular inflammatory response to the end point of observation after angioplasty.The 
method of binary logistic regression revealed that in the general group of patients with IHD, an increase in the level of low density 
lipoprotein cholesterol by 1 mmol / L significantly increases the probability of significant coronary stenosis in men and raises the 
risk of UA after angioplasty by 7.38 times. It was found that patients with UA at the initial stage have a significantly higher risk of 
coronary blood flow instability in the post-vascularization period due to an elevated level of homocysteine. 
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A set of biochemical markers for predicting the significance of coronary stenosis and development of undesirable vascular 
coronary events after angioplasty in patients with IHD has been identified: male sex, elevated LDL cholesterol and 
hyperhomocysteinemia.
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Заболевания сердечно-сосудистой системы (ССЗ) оста-
ются основной причиной инвалидизации и смертности на-
селения развитых стран, более половины всех случаев ССЗ 
приходится на долю заболеваний атеротромботической при-
роды, в частности ишемической болезни сердца  (ИБС) [1]. 
Характерной чертой ИБС является непредсказуемость раз-
вития острых коронарных событий, основным патогенети-
ческим фактором которых является нарушение целостности 
нестабильной атеросклеротической бляшки, вызывающее об-
разование тромба в просвете коронарной артерии. В настоя-
щее время ведётся активный поиск биохимических маркёров, 
являющихся предикторами развития острых атеротромботи-
ческих событий. К их числу относятся параметры, характе-
ризующие  липидный спектр сыворотки крови и маркёры си-
стемной и локальной активности сосудистого воспаления, из 
которых наиболее изученными являются С-реактивный бе-
лок (СРБ), интерлейкины (ИЛ) 6, 8,  матриксные металлопро-
теиназы (ММП 2 и 9), система сигнальных молекул рецептор 
CD40 - лиганд CD40 и другие [2-4].

Метод коронарного стентирования является одним из 
наиболее распространённых способов лечения пациентов с 
различными формами ИБС, характеризуясь эффективным 
восстановлением коронарного кровотока и  стабилизацией 
состояния пациентов. Прогноз у больных после чрескожно-
го коронарного вмешательства (ЧКВ) определяется рядом 
факторов. В качестве предикторов неблагоприятного про-
гноза у данной категории больных в первую очередь изуча-
лись клинические прогностические признаки, такие как пол, 
возраст, наличие сахарного диабета (СД).[5-7] Однако, если 
клинические и ангиографические параметры коронарных 
осложнений ангиопластики достаточно хорошо известны, 
то изменения лабораторных показателей, способствующие 
их развитию, представлены недостаточно. Так, опублико-
ваны данные, свидетельствующие о том, что СРБ, уровень 
ингибитора активатора плазминогена-1, активность фактора 
фон Виллебранда, скорость оседания эритроцитов,  уровень 
эозинофилов и миелопероксидазы являются предикторами 
неблагоприятных прогнозов после ЧКВ со стентированием 
и имплантацией стентов с лекарственным покрытием, одна-
ко результаты подчас противоречивы.  [8-12] Неоднозначная 
роль биохимических медиаторов в развитии осложнений по-
сле ангиопластики со стентированием и отсутствие единого 
мнения о сроках определения побуждают конкретизировать 
их значимость в характере течения постреваскуляризацион-

ной ИБС и развитии возможных нежелательных коронарных 
событий.   

Цель исследования - провести анализ параметров липид-
ного спектра и маркёров сосудистой воспалительной реак-
ции у пациентов с ИБС, в группах со стабильной стенокар-
дией (СС) и эпизодом нестабильной стенокардии (НС) после 
ангиопластики со стентированием, проследить динамику 
биохимических параметров и выявить предикторы нежела-
тельных коронарных событий.

Материал и методы. Проанализированы результаты 
обследования 143 пациентов с ИБС, проходивших стацио-
нарное лечение на базе отделения неотложной кардиологии 
«Тюменского кардиологического научного центра», Томско-
го национального исследовательского медицинского центра  
РАН. Распределение общего количества пациентов  прово-
дилось по параметру значимости коронарного стеноза, опре-
делённому как сужение ≥ 75% диаметра просвета артерии.  
После селективной коронарной ангиографии (КАГ) была вы-
делена группа пациентов с наличием значимого коронарного 
стеноза (ЗКС; n = 95), которая по клиническим данным бы-
ла подразделена на группу пациентов со  СС (n = 53) и НС  
(n = 42).

Исследование изучаемых параметров проводилось при 
поступлении пациента в стационар перед КАГ и через  3, 6 и 
12 мес после выполнения ангиопластики с установкой стента 
с лекарственным покрытием на фоне приёма стандартной те-
рапии (ингибиторы АПФ, β-адреноблокаторы, дезагреганты 
– клопидогрел и/или ацетилсалициловая кислота, статины). 
Средний срок наблюдения составил 12 ± 1,4 мес.

Протокол исследования одобрен Этическим комитетом 
учреждения. Перед включением в исследование от каждого 
из  его участников было получено письменное информиро-
ванное согласие на использование результатов исследования 
в научных целях. 

Диагноз ИБС, критерии СС и НС, дислипидемии, сте-
пень тяжести артериальной гипертонии,  хронической сер-
дечной недостаточности (ХСН), ожирения верифицированы, 
а плановая терапия подобрана в стационаре на основании 
действующих современных национальных и международ-
ных клинических рекомендаций по диагностике и лечению, 
разработанных комитетом экспертов Российского общества 
кардиологов, Всемирной организации здравоохранения, 
Американской ассоциации сердца и Европейского общества 
кардиологов соответственно.
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Натощак производился забор венозной крови в одноразо-
вые пробирки системы Vacuette (Япония), кровь центрифу-
гировали 15 мин при 2500 оборотах на центрифуге Sigma 
(Германия). Сыворотку крови пациентов аликвотировали для 
дальнейшего замораживания (при -70ºC). 

 На биохимическом автоматическом анализаторе Cobas 
Integra 400 plus (Швейцария) исследовали параметры ли-
пидного обмена. Определение общего холестерина (ОХС), 
триглицеридов (ТГ), холестерина  липопротеинов высокой и 
низкой плотности (ЛПВП и ЛПНП) проводили прямым эн-
зиматическим колориметрическим методом; концентрации 
апоА-I, апоВ, липопротеинов а (Лп-а) проводили методом 
иммунотурбидиметрии при использовании аналитических 
наборов и контрольных материалов Roche Diagnostics Gmb 
(Германия). 

В качестве биохимических маркёров воспаления опреде-
ляли: высокочувствительный  С-реактивный белок (вч-CРБ, 
референсные значения 0,0-3 мг/л) – иммунотурбидиметриче-
ским методом, используя аналитический набор «C-reactive 
protein hs» (BioSystem, Испания), на полуавтоматическом 
анализаторе открытого типа Clima MC-15 (Испания); ИЛ-1β 
(референсные значения 0,0-5,0 пг/мл), ИЛ-6, ИЛ-8, ФНОα 
(референсные значения 0,00–8,11 пг/мл) - «сандвич» и го-
моцистеин (HYC, референсные значения 5,0-15,0 мкмоль/л) 
- конкурентным методом (твердофазный хемилюминесцент-
ный иммуноферментный анализ) на анализаторе IMMULITE 
1000 (Siemens Diagnostics, США); растворимый CD40-лиганд 
(sCD40 L, референсные значения 0,03-3,98 нг/мл) - методом 
«иммуноферментного сандвича» с использованием наборов 
Human sCD40L Elisa  на анализаторе Bender MedSystems, 
Австрия; рецептор CD40 (референсные значения 53,3-156,8 
нг/мл) и матриксную металлопротеиназу-9 (MMP-9, рефе-
ренсные значения  20,3-77,2 нг/мл) - Bender MedSystems an 
eBioscience company, Австрия; тканевой ингибитор металло-
протеиназы -1 (TIMP-1, референсные значения 92-116 нг/мл) 
- Human TIMP-1 Elisa K.t Invitrogen, США, на анализаторе 
Personal Lab, Италия.

Показатели функциональной активности эндотелия в сы-
воротке крови: уровень нитритов (референсное значение 3,77 
± 0,87 нмоль/л) определяли на биохимическом анализаторе 
Humalyzer 2000 Human (Германия, 1995) и эндотелина-1-21 
(референсные значения 0,2-0,7 фмоль/л) - на иммунофер-
ментном полуавтоматическом анализаторе «Dynatech» (Гер-
мания, 1989 г).

Комплексную оценку состояния сосудистого русла про-
водили высокотехнологичным методом исследования – се-
лективной КАГ с помощью ангиографических комплек-
сов «Diagnost ARC A», « Poly diagnost C», «Integris Allura» 
(Phillips, Голландия) по стандартной методике Judkins из 
феморального доступа. ЧКВ выполняли методом транслю-
минальной баллонной ангиопластики со стентированием. В 
обеих группах были  имплантированы однотипные стенты с 
лекарственным покрытием (Taxus, Promus Element, Nobori).

Статистические методы исследования. Статистическая 
обработка данных проведена с помощью пакета прикладных 
программ Stаtistiса (SPSS Inc,  vеr 11.5). Для оценки нор-
мальности распределения применялся критерий Колмогоро-
ва – Смирнова. Для обнаружения различий между группами 
в количественных переменных нормального распределения 
использовался t-критерий Стьюдента, для сравнения каче-
ственных и количественных величин, не являющихся нор-
мальными, – непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Сравнение групп между собой проводили с помощью кри-
терия Вилкоксона для парных измерений. Данные представ-
лены в виде средних значений с указанием стандартного от-
клонения (М ± SD).  Достоверность  различий  выявляли  при   
р < 0,05. Оценка взаимосвязи признаков проводилась с ис-

пользованием коэффициентов ранговой корреляции Пирсона 
и Спирмена для количественных и качественных величин 
соответственно. Для выявления предикторов среди общего 
числа изучаемых параметров использовали метод бинарной 
логистической регрессии. 

Результаты. По полученным нами ранее результатам 
проспективного наблюдения пациентов в общих группах, 
поступивших со СС и НС и перенёсших ангиопластику со 
стентированием, отмечено, что в течение 12 мес регистри-
ровались признаки коррекции исходно повышенных уровней 
атерогенных фракций липидов, параметров воспалительной 
сосудистой реакции и эндотелиальной дисфункции. При 
этом отмечено, что достоверное (p < 0,05) снижение  уровня 
атерогенных фракций ОХС, ЛПНП и липопротеинов очень 
низкой плотности (ЛПОНП), ТГ наблюдалось спустя 6 мес в 
группе со СС и через 12 мес -  в группе с НС.  Выявлен про-
лонгированный ответ системного вч-СРБ и локальных воспа-
лительных реакций (ФНОα, гомоцистеина, ИЛ-1β, MMП-9) с 
максимумом значений спустя 3 мес и снижением показателей 
с тенденцией к целевому уровню спустя 6 мес при СС и через 
12 мес при НС после ангиопластики со стентированием.               

 Параллельный однонаправленный рост уровня параме-
тров сосудистой воспалительной реакции к точке 3 мес после 
ангиопластики на фоне сохраняющейся гиперхолестерине-
мии определил пациентов со ЗКС  независимо от клиническо-
го проявления ИБС  как пациентов, имеющих повышенный 
риск  развития ранних рестенозов, а сохраняющийся процесс 
пролонгированного вялотекущего течения воспалительной 
реакции до конечной точки наблюдения не исключал разви-
тия поздних атеротромботических осложнений.

В последние годы, по мере увеличения частоты ЧКВ со 
стентированием, всё больше внимания уделяется  решению 
проблем, связанных с атеротромбозом и рестенозом внутри 
стентов, которые  выявляются приблизительно в 10-40 и 
0,87-2,2% случаев в течение первого года после постановки 
стента соответственно [13, 14]. 

В качестве пускового момента в развитии рестенозов рас-
сматривается комбинированное поражение - механическое 
повреждение интимы и медии артерий с усугублением мест-
ной воспалительной реакции, а также гиперчувствитель-
ность к материалам стента с вовлечением в процесс реакции 
эозинофильных гранулоцитов [15].

Принимая во внимание пик активации воспалительной 
реакции через 3 мес наблюдения, мы проанализировали 
динамику маркёров липидного профиля и сосудистой вос-
палительной реакции у пациентов с сохраняющейся СС и 
пациентов с вновь возникшим эпизодом НС в постреваскуля-
ризационном периоде. Установлено, что у пациентов со ЗКС 
после ангиопластики со стентированием (n = 95) стабиль-
ность состояния пациентов из исходных групп сохранялась 
на протяжении дальнейшего анализируемого срока наблю-
дения в 81,1% случаев (n=77),  развитие эпизода пострева-
скуляризационный НС зарегистрировано в 18,9% случаев 
(n=18).   Выявлено, что постреваскуляризационный эпизод 
НС в 72,2% случаев (n = 13) достоверно (p = 0,02) чаще от-
мечен у пациентов с исходной нестабильностью коронарного 
кровотока на начальном этапе исследования и лишь в 27,8% 
случаев (n = 5) - у пациентов с исходной СС.  Среди паци-
ентов с постреваскуляризационным эпизодом НС после про-
ведённой диагностической КАГ у 4 (1,3%) выявлен рестеноз 
стентированного коронарного сосуда.  

Сравнительная характеристика клинико-анамнестических 
параметров у пациентов, перенёсших ангиопластику со стен-
тированием, в зависимости от клинического варианта тече-
ния ИБС, зарегистрированного в ходе наблюдения,  пред-
ставлена в табл. 1 и 2.

Согласно данным табл. 1, пациенты со СС и пострева-
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скуляризационным эпизодом НС оказались сопоставимы по 
частоте распространения факта и стажу табакокурения, отя-
гощенной   наследственности по ИБС, перенесённого ИМ, 
наличию и стажу ИБС, СД 2-го типа.        

В соответствии с данными, представленными в табл. 2, 
пациенты обеих групп достоверно не различались по ряду 
параметров, рассмотренных как возможные факторы риска 
неблагоприятных коронарных событий. Основную часть па-
циентов составили лица мужского пола с однососудистым  
ЗКС, ИБС преимущественно в рамках стенокардии напря-
жения (СН) II ФК в сочетании с АГ III степени, ХСН II ФК 
(NYHA) и ожирением I степени тяжести.

Сравнительная характеристика параметров липидного 
спектра пациентов со СС и с постреваскуляризационным 
эпизодом НС представлена в табл. 3.  Представлена точка 
максимального повышения изучаемых параметров и конеч-
ная точка исследования.

Как видно из табл. 3, в ходе проспективного анализа па-
раметров липидного спектра у пациентов со СС выявлено 
достоверное снижение значений ОХС и ЛПНП при сохране-
нии уровня показателей выше рефересных значений. Выяв-
лено постоянство высоких значений уровня ТГ и ЛП-а. Заре-
гистрировано достоверное снижение параметров ЛПОНП и 
апоВ/апоА-I с достижением целевых уровней 
к конечной точке наблюдения. Статистически 
значимое увеличение апоА-I прослеживается 
в рамках референсных значений. Проспектив-
ный анализ параметров липидного спектра у 
пациентов с постреваскуляризационным эпи-
зодом НС не выявил достоверного снижения 
повышенного уровня ОХС, ЛПНП, ТГ и ЛП-а. 
Значимое снижение  уровня ЛПОНП дости-
гает границ нормативного интервала через 
12 мес.  Значимого изменения содержания 
антиатерогенной фракции, представленной 
ЛПВП и апоА-I на исходном и проспективном 
этапах,  не выявлено. Согласно представлен-
ным в табл. 4 данным, проспективный анализ 
воспалительных маркёров у пациентов со СС 
выявил достоверное снижение повышенного 
уровня вч-СРБ,  ФНОα и гомоцистеина с до-
стижением нормативного интервала значений 
спустя 12 мес  после ангиопластики со стенти-
рованием. Несмотря на достоверное снижение 

концентрации MMP-9 спустя 12 мес после ангиопластики, не 
отмечено достижения целевого уровня маркёра. В пределах 
нормативного диапазона выявлено статистически значимое 
снижение значений цитокинового каскада (ИЛ -1β, ИЛ-6, 
ИЛ-8, СD 40, sCD 40L) и повышение уровня TIMP-1. Дина-
мика параметров эндотелиальной дисфункции проявилась 
сохранившимся повышенным  уровнем эндотелина-1 и до-
стоверным увеличением содержанием нитритов спустя 12 
мес после ангиопластики. В ходе проспективного анализа 
воспалительных маркёров у пациентов в группе  с постре-
васкуляризационным эпизодом НС выявлено повышенное 
содержание вч-СРБ,  ФНОα и гомоцистеина спустя 3 мес и 
достоверное снижение значений вышеуказанных показате-
лей до нормативного диапазона спустя 12 мес после ангио-
пластики со стентированием. Несмотря на достоверное сни-

Т а б л и ц а  1 
Характеристика факторов риска  у пациентов со стабильной 
стенокардией и постреваскуляризационным эпизодом неста-

бильной стенокардии (M±SD)

Показатель Пациенты СС 
(n = 77)

Пациенты с 
эпизодом НС  

(n = 18)
Табакокурение 29,9% (n = 23) 22,2% (n = 4)
Отягощённая наследственность 
по ИБС

24,4% (n = 19) 11,1% (n = 2)

ИБС без АГ 10,4% (n = 8) 27,8% (n = 5)
Перенесённый ИМ 44,2% (n = 34) 44,4% (n = 8)
Дислипидемия 94,8% (n = 73) 94,4% (n = 17)
СД 2-го типа 33,8% (n = 26) 27,8% (n = 5)
Стаж ИБС, годы 6,95 ± 5,87 9,26 ± 7,43
Стаж табакокурения, годы 10,43 ± 1,19 9,75 ± 2,3
Стаж СД 2-го типа, годы 4,67 ± 2,46 5,44 ± 2,61

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл.2: n - количество пациентов, 
% - процент от общего числа обследуемых в группе; ИМ – инфаркт 
миокарда.

Т а б л и ц а  2 
Характеристика клинико-анамнестических показателей паци-
ентов со стабильной стенокардией  и постреваскуляризацион-

ным эпизодом нестабильной стенокардии (M ± SD)

Показатель Пациенты  СС 
(n = 77)

Пациенты с эпизо-
дом НС (n = 18)

Мужской пол 68,8% (n = 53) 83,3% (n = 15)
Однососудистый ЗКС
Многососудистый ЗКС (≥2 
КА)

57,1% (n = 44)
42,9% (n = 33)

61,1% (n = 11)
38,9% (n = 7)

Стенокардия напряжения, ФК
I
II
III

6,5% (n = 5)
62,3% (n = 48)
31,2% (n = 24)

5,6% (n = 1)
72,2% (n = 13)
22,2% (n = 4)

АГ, степень
1
2
3

6,5% (n = 5)
14,3% (n = 11)
68,8% (n = 53)

11,1% (n = 2)
16,7% (n = 3)
44,4% (n = 8)

ХСН ФК (NYHA)
I
II
III

5,2% (n = 4)
79,2% (n = 61)
15,6% (n = 12)

5,6% (n = 1)
66,7% (n = 12)
27,8% (n = 5)

Дислипидемия 94,8% (n = 73) 94,4% (n = 17)
Ожирение

0
I
II
III

32,5% (n = 25)
46,8% (n = 36)
15,6% (n = 12)
5,2% (n = 4)

16,7% (n = 3)
50,0% (n = 9)
22,2% (n = 4)
11,1% (n = 2)

Возраст, годы 60,47 ± 9,54 57,17 ± 10,11

Т а б л и ц а  3  
Сравнительная характеристика параметров липидного спектра пациентов со 

стабильной стенокардией и с постреваскуляризационным эпизодом нестабиль-
ной стенокардии (М±SD)

Показатель Пациенты со СС (n = 77) Пациенты с эпизодом НС (n = 18)
3 мес 12 мес 3 мес 12 мес

ОХС, ммоль/л 4,91 ± 0,88 4,64 ± 0,85* 4,71 ± 1,22 4,70 ± 1,15
ЛПВП, ммоль/л 1,13 ± 0,26 1,18 ± 0,28 1,03 ± 0,2 1,08 ± 0,21
ЛПНП, ммоль/л 2,82 ± 0,78 2,46 ± 0,81* 2,77 ± 1,02 2,62 ± 0,96
ЛПОНП, ммоль/л 0,69 ± 0,23 0,63 ± 0,25* 0,77 ± 0,19 0,55 ± 0,23*
ТГ, ммоль/л 1,87 ± 0,65 1,74 ± 0,45 1,95 ± 0,54 1,76 ± 0,5
Апо В, мг/дл) 102,94 ± 27,72 94,23 ± 24,6* 95,52 ± 18,8 97,73 ± 22,9
Апо А-I, мг/дл 142,15 ± 30,32 151,47 ± 26,5* 135,67 ± 31,92 147,08 ± 16,9
Апо В/Апо А-I 0,74 ± 0,3 0,66 ± 0,32* 0,72 ± 0,2 0,65 ± 0,19
ЛП (а) ,мг/дл 35,33 ± 22,01 27,01 ± 10,61 25,58 ± 20,6 24,46 ± 17,55

П р и м е ч а н и е . n - количество пациентов; достоверность различий в группе па-
циентов со стабильной стенокардией и эпизодом нестабильной стенокардии в точках 
3 и 12 мес после ангиопластики со стентированием; * – p < 0,05.
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жение уровня MMP-9, отмечена повышенная концентрация 
маркёра спустя 12 мес. Сохранилось постоянство гиперпро-
дукции эндотелина-1 при параллельной тенденции к увели-
чению уровня нитритов к конечной точке наблюдения после 
ангиопластики со стентированием. 

Характерными в ходе анализируемого срока наблюде-
ния явились прямые корреляционные взаимосвязи про-
лонгированной активации маркёров сосудистого воспали-
тельного ответа и эндотелиальной дисфункции с клинико-
анамнестическими показателями. Так, в группе пациентов со 
СС уровень ЛПОНП и ЛП-а положительно взаимосвязаны с 
уровнем гомоцистеина (p = 0,02, r = 0,3; p = 0,01, r = 0,4 соот-
ветственно), уровень гомоцистеина с табакокурением и функ-
циональным классом СН (p = 0,01, r = 0,4; p = 0,01, r = 0,4 со-
ответственно), уровень вч-СРБ с функциональным классом 
СН и комплаентностью к терапии (p = 0,02, r = 0,4; p = 0,001, 
r = 0,8 соответственно), уровень ФНОα с функциональным 
классом СН (p = 0,03, r = 0,4), а уровень эндотелина-1 со сте-
пенью АГ (p = 0,02, r = 0,4). 

В группе пациентов с постреваскуляризационным эпизо-
дом НС уровень ФНОα  положительно взаимосвязан с индек-
сом массы тела, ХСН ФК (NYHA), отягощённой наследствен-
ностью по ИБС (p = 0,02, r = 0,4; p = 0,02, r = 0,4; p = 0,01, r 
= 0,8   соответственно),  уровень вч-СРБ с ХСН ФК (NYHA), 
многососудистым характером значимого поражения коронар-
ного русла, числом ангинозных приступов (p = 0,01, r = 0,3; p 
= 0,03, r = 0,4; p = 0,03, r = 0,4 соответственно), уровень гомо-
цистеина с наличием СД 2-го типа (p = 0,03, r = 0,4), уровень 
эндотелина-1с наличием ИМ в анамнезе (p = 0,01, r = 0,6). 

Выявленные корреляционные взаимосвязи перекликают-
ся с данными исследований, указывающих на тесную взаи-
мосвязь клинических и лабораторных показателей. [11-14]

Согласно цели проводимой нами работы, для выявления 
основных предикторов, максимально определяющих развитие 
НС в постреваскуляризационном периоде у пациентов со ЗКС 
после стентирования, был использован мультивариантный 
анализ – бинарная логистическая регрессии. В исходную сово-
купность переменных были включены: параметры липидного 
профиля и маркёры сосудистого воспаления.  В предваритель-
ную модель вошли следующие признаки: ЛПНП, ТГ, ОХС и 
эндотелин-1. В результате анализа переменных были отобра-

ны самые существенные признаки и создана 
окончательная модель с тремя переменными 
- ЛПНП, ТГ и ОХС. 

Технический результат был выражен 
формулой уравнения полученной линей-
ной функции:

F = 0,927 + 2,000 х ЛПНП + 1,355 x ТГ 
– 2,288 х ОХС.

Для возможности классификации всей 
совокупности на подгруппы, используя по-
лученную линейную функцию, применено 
логит - преобразование с расчётом точки 
разделения:

Р = 1/(1+е (-F)),  
где P – вероятность того, что произой-

дет интересующее событие – нестабильная 
стенокардия: е – математическая констан-
та, равная 2,718; F – значение уравнения 
регрессии. 

Показатель Exp (B) для коэффициентов 
логистической регрессии уточняет степень 
изменения относительного риска возник-
новения интересующего события для кон-
кретной переменной В. Так, увеличение 
значения холестерина ЛПНП повышает ве-
роятность возникновения интересующего 

события в 7,387 раза относительно базового риска (относи-
тельный риск исхода). 

Специфичность данной модели составила 70,1%, чув-
ствительность – 75%; в среднем классифицирован правильно 
71,1% исходных сгруппированных наблюдений. Индикато-
ром точности прогноза развития эпизода постреваскуляриза-
ционной НС является площадь под кривой ROC, которая для 
нашей модели составила 0,715 (p < 0,001), что соответствует 
хорошему качеству модели (см.рисунок).

Таким образом, в общей группе пациентов с ЗКС увели-
чение значения холестерина ЛПНП на 1 ммоль/л повышает 
вероятность возникновения постреваскуляризационной НС в 
7,387 раза относительно базового риска (ОШ = 1,76; 95% ДИ 
1,95 - 27,8353; р = 0,027). Наши данные косвенно согласуются 
с данными B.Mihaylova  и соавт., которые показали, что  сни-
жение уровня  холестерина ЛПНП на 1 ммоль/л уменьшает 
риск развития сердечно-сосудистых осложнений на 20% [16]. 

Надо отметить, что на основании клинико-
анамнестических данных методом бинарной логистической 
регрессии установлено, что в общей группе пациентов с ИБС 
у мужчин риск возникновения ЗКС увеличивается в 2,8 раза 
(ОШ = 2,761; 95% ДИ: 1,41 - 5,39; р = 0,003); при росте у 
мужчин уровня холестерина ЛПНП на 1 ммоль/л риск ЗКС 
увеличивается дополнительно в 1,8 раза (ОШ = 1,76; 95% ДИ 
1,23 - 2,53; р = 0,002).

Кроме того, этим же методом было установлено, что у па-
циентов с эпизодом НС на исходном этапе исследования ве-
роятность развития нестабильности коронарного кровотока в 
постреваскуляризационном периоде увеличивается в 4,1 раза 
(ОШ = 4,07; 95% ДИ 1,32 - 12,59; р = 0,02).

Все случаи повторных эпизодов НС (n = 13) в группе с 
исходной НС зарегистрированы при гипергомоцистеинемии 
(>15 мкмоль/л), выявленной на начальном этапе исследо-
вания, при среднем значении гомоцистеина, равном 16,52 
мкмоль/л, или на 10,1% превышающем верхнюю границу 
нормативного интервала. 

Гипергомоцистеинемия  коррелировала  одновременно  с 
повторным эпизодом НС (р = 0,04 и r = 0,4) и гиперпродук-
цией вч-СРБ (р = 0,02 и r = 0,5), что свидетельствует о пороч-
ном круге взаимодействия между локальным воспалением в 
атеросклеротической бляшке, повторным неблагоприятным 

Т а б л и ц а  4 
Сравнительная характеристика воспалительных маркёров и параметров дисфунк-
ции эндотелия пациентов со стабильной стенокардией и  постреваскуляризацион-

ным эпизодом нестабильной стенокардии (М ± SD)

Показатель Пациенты  со СС (n = 77) Пациенты с эпизодом НС (n = 18)
3 мес  12 мес 3 мес 12 мес

CD 40, нг/мл 104,42 ± 38,2 90,81 ± 28,42* 86,53 ± 21,9 77,98 ± 21,65
sCD40L, нг/мл 3,64 ± 0,83 3,24 ± 0,72 3,35 ± 0,72 2,99 ± 0,91
CD 40/sCD 40L 29,25 ± 8,76 29,15 ± 8,73 24,85 ± 7,06 26,53 ± 9,11
TIMP-1, нг/мл 96,59 ± 19,98 106,44 ± 28,0* 97,88 ± 23,3 105,48 ± 23,5
MMP-9, нг/мл 115,68 ± 29,0 88,19 ± 31,12* 129,8 ± 16,6 85,72 ± 28,0*
ИЛ-1β, пг/мл 5,07 ± 1,77 4,47 ± 1,85* 4,43 ± 1,74 4,1 ± 1,2
ИЛ-6, пг/мл 3,89  ± 2,32 3,18 ± 1,50* 4,27 ± 2,95 3,40 ± 1,89
ИЛ-8, пг/мл 23,52 ± 20,48 17,92 ± 14,64* 19,65 ± 13,00 15,32 ± 9,45
ФНОα, пг/мл 11,26 ± 4,81 6,99 ± 3,19* 11,41 ± 4,69 7,02 ± 2,67*
вч-СРБ, мг/л 3,47 ± 0,81 2,78 ± 0,94* 3,40 ± 0,94 2,52 ± 0,93*
Гомоцистеин, мкмоль/л 17,94 ± 5,99 10,77 ± 5,44* 16,72 ± 4,95 10,42 ± 3,60*
Нитриты, нмоль/мл 2,59 ± 1,06 3,29 ± 0,98* 2,67 ± 1,12 3,07 ± 0,91
Эндотелин-1, фмоль/л 1,07 ± 0,50 1,05 ± 0,55 0,95 ± 0,51 1,05 ± 0,41

П р и м е ч а н и е . n – количество пациентов; достоверность различий в группах паци-
ентов со стабильной стенокардией и эпизодом нестабильной стенокардии в точках 3 и 12 
мес после ангиопластики со стентированием: *– p < 0,05.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(8)
DOI: http://dx.doi.org/ 0.18821/0869-2084-2018-63-8-471-477

БИОХИМИЯ

476

коронарным событием и активацией системного воспали-
тельного ответа, согласуясь с данными литературы [9–11]. 

Таким образом, систематизация имеющихся данных ла-
бораторного исследования крови  может позволить уже на 
исходном этапе обследования, при поступлении пациентов в 
стационар,  до проведения  ангиопластики со стентированием, 
при различном клиническом варианте течения ИБС выделить 
совокупность биохимических маркёров, по которым можно 
достоверно прогнозировать наличие значимого коронарного 
стеноза и развитие нежелательных событий в постреваскуля-
ризационном периоде – это  мужской пол, повышенный уро-
вень холестерина ЛПНП и гипергомоцистеинемия. 

Обсуждение. С практической точки зрения врачу-
клиницисту, работающему с пациентами, важно знать, какие 
сроки после перенесённого чрескожного вмешательства яв-
ляются максимально опасными для развития нежелательных 
коронарных осложнений. Полученные нами данные свиде-
тельствуют о том, что практически весь послеоперационный 
год может быть опасным в плане развития  осложнений. Так, 
зарегистрированный максимально повышенный уровень 
атерогенных липидных параметров и маркёров сосудистого 
воспаления вч-CРБ, ФНОα,  гомоцистеина, эндотелина -1 и 
ММР-9 к точке наблюдения «3 мес» после ангиопластики мо-
жет стать провоцирующим фактором для развития ранних не-
желательных коронарных явлений, таких как ранний рестеноз, 
а отсутствие достижения целевых уровней изучаемых параме-
тров к конечному этапу наблюдения (эндотелин-1, нитриты, 
ММП-9) может свидетельствовать о сохранении у пациентов 
с ИБС вялотекущего сосудистого воспалительного ответа с 
реальной возможностью развития поздних атеротромботиче-
ских осложнений. Осуществление в условиях реальной кли-
нической практики оптимальной программы по повышению 
приверженности пациентов к терапии, в частности статинами 
и антиагрегантами, обеспечивающими поддержание целевого 
уровня холестерина ЛПНП и снижающими риск атеротромбо-

за, на фоне проведения динамического наблюдения за лабора-
торными маркерами – это два основных направления, которые 
позволят максимально обезопасить послеоперационный пери-
од в плане развития нежелательных коронарных событий.

Заключение. Выявлена совокупность биохимических мар-
кёров для прогнозирования наличия значимого коронарного 
стеноза и развития нежелательных сосудистых коронарных 
событий после ангиопластики со стентированием у больных  
ИБС - это  мужской пол, повышенный уровень холестерина 
ЛПНП и гипергомоцистеинемия. Однако, несмотря на боль-
шое количество уже имеющихся данных, полученных при  
изучении развития сосудистых коронарных осложнений по-
сле ангиопластики со стентированием, остаётся актуальным 
поиск новых маркёров и взаимосвязей с целью выявления 
других патогенетических механизмов, позволяющих суще-
ственно повлиять на решение данной проблемы. 

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
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КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ ВЗАИМОСВЯЗИ СОСТАВА СЛЮНЫ И ПЛАЗМЫ КРОВИ В НОРМЕ
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В последнее время возросло внимание исследователей к изучению свойств слюны человека как материала с уникальными 
свойствами и диагностическими возможностями. Цель исследования – изучение взаимосвязи биохимического состава 
слюны и плазмы крови в норме. В исследовании приняли участие 107 добровольцев, в том числе 46 женщин (возраст 37,2 
± 3,9 года ) и 61 мужчина (возраст 36,1 ± 2,8 года). Во всех образцах слюны и плазмы крови определяли 23 биохимических 
параметра, включая минеральный и белковый состав, активность ферментов, а также показатели эндогенной инток-
сикации и перекисного окисления липидов. Для обработки полученных данных применены непараметрические методы 
статистики. Показано, что однозначную взаимосвязь между биохимическими параметрами слюны и плазмы крови 
установить сложно. Расчёт коэффициентов корреляции по Спирмену показал, что только у 7 из 23 параметров от-
мечается слабая корреляция между содержанием в слюне и плазме. В целом определение состава слюны может иметь 
самостоятельное диагностическое значение, в этом случае проведение параллели с составом сыворотки и плазмы крови 
нецелесообразно. Тем не менее применение слюны в клинической лабораторной диагностике сопряжено с необходимо-
стью установления критериев нормы и патологии для каждого биохимического параметра.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  слюна; плазма крови; биохимический состав; корреляции.
Для цитирования: Бельская Л.В., Сарф Е.А., Косенок В.К. Корреляционные взаимосвязи состава слюны и плазмы крови 
в норме. Клиническая лабораторная диагностика. 2018;63 (8): 477-482. DOI: http://dx.doi.org/.10.18821/0869-2084-2018-
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CORRELATION INTERRELATIONS BETWEEN THE COMPOSITION OF SALIVA AND BLOOD PLASMAIN NORM
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Recently, the attention of researchers to the study of the properties of human saliva as a material with unique properties and 
diagnostic capabilities has increased. The purpose of the study: the study of the relationship between the biochemical composition 
of saliva and blood plasma is normal. 107 volunteers participated in the study, including 46 women (age 37.2 ± 3.9 years) 
and 61 men (age 36.1 ± 2.8 years). In all samples of saliva and blood plasma, 23 biochemical parameters were determined, 
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including mineral and protein composition, enzyme activity, as well as indices of endogenous intoxication and lipid peroxidation. 
Nonparametric statistical methods are used to process the data obtained. It is shown that it is difficult to establish a unique 
relationship between the biochemical parameters of saliva and blood plasma. The calculation of the Spearman correlation 
coefficients has shown that only 7 of the 23 parameters demonstrate a weak correlation between the content in saliva and plasma. 
In general, the definition of saliva can have an independent diagnostic value, in this case, the parallel with the composition of 
serum and plasma is not appropriate. Nevertheless, the use of saliva in clinical laboratory diagnostics is associated with the need 
to establish criteria for the norm and pathology for each biochemical parameter.
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Т а б л и ц а  1
Описательная статистика биохимического состава слюны и 

плазмы крови

Показатель
Слюна Плазма крови

n min–max n min–max
рН 107 4,93–7,25 107 6,54–7,99
Кальций, ммоль/л 104 0,28–3,02 106 0,70–6,74
Фосфор, ммоль/л 105 0,60–6,92 107 0,54–4,55
Хлориды, ммоль/л 104 4,04–41,48 105 58,85–92,35
Магний, ммоль/л 103 0,034–0,621 105 0,358–1,230
Белок, г/л 107 0,04–1,41 107 25,00–102,50
Альбумин, ммоль/л 102 0,038–1,624 106 28,36–52,59
Мочевина, ммоль/л 107 1,10–17,27 107 1,84–9,30
Мочевая кислота, 
мкмоль/л

102 4,59–451,83 107 110,09–392,86

NO, мкмоль/л 106 11,93–230,35 107 15,09–165,79
Диазосоединения, 
мкмоль/л

106 0,023–1,214 107 0,167–0,910

Сиаловые кислоты, 
ммоль/л

107 0,031–0,513 107 0,90–7,84

АЛТ, Е/л 107 0,85–14,54 107 2,69–16,62
АСТ, Е/л 107 0,67–19,33 107 3,17–17,08
АСТ/АЛТ 107 0,31–3,20 107 0,52–3,43
ЩФ, Е/л 107 15,21–517,17 107 117,34–727,96
ЛДГ, Е/л 102 193,6–2849,0 99 334,0–1154,4
ГГТ, Е/л 102 13,8–30,6 101 16,0–124,3
Каталаза, мкат/л 107 1,64–8,96 107 13,5–72,3
МСМ 254 нм, усл. ед. 107 0,040–0,635 107 0,009–0,408
МСМ 280 нм, усл. ед. 107 0,039–0,545 107 0,048–0,460
Диеновые конъюгаты, 
усл. ед.

107 3,29–4,22 107 3,39–4,28

Триеновые конъюга-
ты, усл. ед.

107 0,650–1,354 107 0,696–1,510

Основания Шиффа, 
усл. ед.

107 0,397–0,729 107 0,391–1,195

В последнее время возросло внимание исследователей 
к изучению свойств слюны человека как материала с уни-
кальными свойствами и диагностическими возможностями. 
Исследование слюны относится к неинвазивным методам и 
проводится для оценки возрастного и физиологического ста-
туса, выявления соматических заболеваний, патологии слюн-
ных желёз и тканей полости рта, генетических маркёров, мо-
ниторинга лекарственных средств и др. [1–4].

Слюна содержит множество биологических молекул, в 
том числе ДНК, матричную РНК (мРНК), микроРНК, белок, 
метаболиты и микробиоту. Изменение их концентрации в 
слюне может быть использовано для выявления системных 
заболеваний и заболеваний полости рта на ранних стадиях, а 
также для оценки прогноза течения заболеваний и контроля 
ответа на лечение [5]. В 2008 г. предложен термин «саливао-
мика», который объединяет знания о различных компонентах 
в слюне, включая геном, эпигеном, транскриптом, протеом, 
метаболом и микробиом [6, 7].

Слюна является ультрафильтратом плазмы крови и со-
держит белки, которые синтезируются в слюнных железах 
или попадают в неё из крови. На сегодняшний день исследо-
ватели выявили 2340 белков в протеоме слюны, из которых 
20–30% также обнаружены в крови [8], что является обнаде-
живающим показателем клинической полезности слюны. В 
отличие от плазмы крови, протеом которой на 99% от общего 
содержания белка формируется за счёт 22 основных белков, в 
слюне 20 основных белков составляют лишь 40% от общего 
содержания белка [9]. Вследствие этого обнаруживать био-
молекулы с высокой чувствительностью и специфичностью 
в слюне практически проще, чем в крови. Слюна также мо-
жет быть использована для обнаружения веществ, поступаю-
щих из крови, например стероидных гормонов [10].

Тем не менее вопрос о взаимосвязи биохимического со-
става слюны и крови остаётся не до конца изученным [11–
14], а наличие корреляции между содержанием отдельных 
компонентов недоказанным [15–17]. В связи с этим актуаль-
ным, на наш взгляд, является сопоставление биохимического 
состава слюны и плазмы крови для установления наличия/
отсутствия взаимосвязи между составом данных биологиче-
ских жидкостей в норме.

Цель исследования – изучение взаимосвязи биохимиче-
ского состава слюны и плазмы крови в норме.

Материал и методы. В исследовании приняли участие 
107 добровольцев, в том числе 46 женщин (возраст 37,2 ± 
3,9 года) и 61 мужчина (возраст 36,1 ± 2,8 года). Забор кро-

ви и слюны проведён на станции переливания крови БУЗОО 
«Клинический онкологический диспансер». 

Во всех образцах слюны и плазмы крови определяли 23 
биохимических параметра, включая минеральный и белковый 
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состав, активность ферментов, а также показатели эндогенной 
интоксикации и перекисного окисления липидов. Содержание 
общего кальция (в ммоль/л) определяли фотометрически на 
полуавтоматическом биохимическом анализаторе StatFax 3300 
по реакции с Арсеназо III, магния – по реакции с ксилидило-
вым синим, фосфора – по реакции с молибденовокислым ам-
монием, хлоридов – по реакции с роданидом ртути с исполь-
зованием наборов ЗАО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск) [18]. 
Концентрацию мочевины (в ммоль/л) определяли фотометри-
чески уреазно-салицилатным методом по Бертлоту, общего 
белка (в г/л) – по реакции с пирогаллоловым красным [19], аль-
бумина (в ммоль/л) – по реакции с бромкрезоловым зеленым, 
диазосоединений (мкмоль/л) – по реакции диазотирования в 
присутствии сульфаниловой кислоты [20], сиаловых кислот (в 
ммоль/л) – по методу Гесса [21]. Концентрацию мочевой кис-
лоты (в мкмоль/л) определяли уриказным методом, интенсив-
ность синтеза оксида азота оценивали по содержанию стабиль-
ных продуктов его окисления – нитрат-ионов (в мкмоль/л) ме-
тодом капиллярного электрофореза (КАПЕЛЬ-105М, Люмэкс) 
[22]. Активность АЛТ и АСТ определяли колориметрическим 
динитрофенилгидразиновым методом по Райтману–Френкелю, 
ЩФ – методом конечной точки по Бессею–Лоури–Броку, ЛДГ 
– кинетическим УФ-методом по скорости окисления НАДН, 
ГГТ – кинетическим методом с использованием L-гамма-
глутамил-3-карбокси-4-нитроанилида в качестве субстрата по 
Зейцу–Персину [18], каталазы (в мкат/л) по Королюку и со-
авт. [23]. Дополнительно оценивали значение коэффициента 
де Ритиса, рассчитанного как соотношение активности АСТ/
АЛТ (в усл.ед.). Содержание субстратов для процессов липо-
пероксидации (диеновых конъюгатов, триеновых конъюгатов 
и оснований Шиффа) определяли спектрофотометрически 

по методу И.А. Волчегорского [24]. 
Уровень МСМ определяли методом 
УФ-спектрофотометрии при длинах 
волн 254 и 280 нм [25]. Результаты 
выражали в единицах, количествен-
но равных показателям экстинкции. 
Дополнительно оценивали значение 
коэффициента распределения (МСМ 
280/254 нм) как отношение экстинк-
ций при длинах волн 280 и 254 нм со-
ответственно.

Исследования одобрены на за-
седании комитета по этике БУЗ Ом-
ской области «Клинический онко-
логический диспансер» от 21 июля 
2016 г., протокол № 15.

Статистический анализ выполнен 
при помощи программ Statistica 10.0 
(StatSoft, США) и пакета R (версия 
3.2.3) непараметрическим методом с 
использованием U-критерия Манна–
Уитни. Описание выборки произво-
дили путём подсчёта медианы (Ме) 
и интерквартильного размаха в виде 
25-го и 75-го процентилей [LQ; UQ]. 
Различия считали статистически зна-
чимыми при p ˂ 0,05. Многомерный 
статистический анализ проведён с 
помощью дискриминантного метода, 
в основе которого лежит построение 
дискриминирующих (канонических) 
функций, позволяющих провести 
наилучшую дискриминацию (разде-
ление) между всеми группами. Ха-
рактер дискриминации оценивают 
по диаграммам рассеяния канониче-

ских значений, на которых по осям отложены значения соот-
ветствующих дискриминантных функций (основание 1 и 2), 
при этом чем больше расстояние между центрами групп на 
диаграмме, тем больше различий между группами.

Результаты и обсуждение. На первом этапе проведена 
проверка характера распределения и гомогенности диспер-
сий в группах. Согласно тесту Шапиро–Уилка содержание 

Т а б л и ц а  2
Коэффициенты корреляции между показателями плазмы крови и слюны

Показатель Слюна Me [LQ; UQ] Плазма крови Me[LQ; 
UQ]

Коэффициент 
корреляции

рН 6,50 [6,32; 6,68] 7,60 [7,50; 7,80] 0,3015*
Кальций, ммоль/л 1,19 [0,88; 1,51] 2,39 [2,08; 2,67] 0,3213*
Фосфор, ммоль/л 2,96 [2,39; 3,61] 1,15 [0,95; 1,58] 0,0990
Хлориды, ммоль/л 20,73 [15,70; 24,42] 70,77 [65,26; 76,29] 0,0741
Магний, ммоль/л 0,254 [0,192; 0,338] 0,824 [0,730; 0,902] -0,2481*
Белок, г/л 0,47 [0,35; 0,65] 60,00 [52,50; 67,50] 0,0456
Альбумин, ммоль/л 0,259 [0,169; 0,394] 40,69 [37,89; 44,38] -0,1086
Мочевина, ммоль/л 8,28 [5,48; 10,35] 4,09 [3,17; 4,75] 0,1977*
Мочевая кислота, мкмоль/л 59,58 [32,11; 107,14] 261,90 [216,67; 307,14] 0,2315*
NO, мкмоль/л 65,88 [56,49; 78,07] 39,65 [31,40; 57,02] 0,0977
Диазосоединения, мкмоль/л 0,281 [0,212; 0,379] 0,341 [0,266; 0,417] -0,0660
Сиаловые кислоты,  ммоль/л 0,122 [0,098; 0,171] 3,15 [2,54; 3,72] -0,1570
АЛТ, Е/л 3,38 [2,23; 4,38] 8,15 [6,92; 10,00] 0,4077*
АСТ, Е/л 3,92 [2,83; 5,67] 8,08 [6,83; 9,50] 0,1193
АСТ/АЛТ 1,30 [0,96; 1,59] 0,94 [0,81; 1,19] 0,0898
ЩФ, Е/л 69,54 [47,81; 99,96] 323,78 [271,63; 386,79] 0,0002
ЛДГ, Е/л 1281,5 [905,6; 1911,0] 690,5 [596,6; 762,6] 0,3521*
ГГТ, Е/л 19,6 [17,5; 22,3] 32,3 [27,1; 38,2] 0,1032
Каталаза, мкат/л 3,65 [2,84; 4,85] 22,9 [17,3; 39,2] 0,0641
МСМ 254 нм, усл. ед. 0,197 [0,140; 0,281] 0,085 [0,042; 0,110] -0,0648
МСМ 280 нм, усл. ед. 0,167 [0,116; 0,224] 0,125 [0,103; 0,162] -0,0123
Диеновые конъюгаты, усл. ед. 3,87 [3,74; 3,96] 3,86 [3,74; 3,97] 0,1035
Триеновые конъюгаты, усл. ед. 0,846 [0,806; 0,893] 0,889 [0,806; 0,984] 0,1106
Основания Шиффа, усл. ед. 0,523 [0,494; 0,560] 0,563 [0,511; 0,612] 0,0412

П р и м е ч а н и е . * – коэффициент корреляции статистически достоверен (р ˂ 0,05).

Рис.1. Результаты дискриминантного анализа состава плаз-
мы крови и слюны.
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всех определяемых параметров не соответствует нормаль-
ному распределению (p < 0.05). Проведённый тест на го-
могенность дисперсий в группах (тест Бартлетта) позволил 
отклонить гипотезу, что дисперсии гомогенны по группам    
(p = 0,00017). Поэтому для обработки полученных данных 
были применены непараметрические методы статистики.

Минимальные и максимальные значения определяемых 
параметров приведены в табл.1. Показано, что для большин-
ства параметров диапазоны определяемых концентраций пе-
рекрываются, исключение составляют общий белок, альбу-
мин и сиаловые кислоты, для которых содержание в плазме 
крови на порядок выше, чем в слюне .

Результаты дискриминантного анализа показали, что 
по совокупности определяемых параметров плазма крови 
и слюна полностью различаются (рис. 1). Дополнительные 
расчёты показали, что по каждому параметру наблюдаются 
статистически достоверные различия (p ˂ 0,0001) за исклю-

чением диеновых конъюгатов, для которых статистически 
достоверные различия между плазмой крови и слюной не 
выявлены (р = 0,9639).

Сопоставление медиан и интерквартильного размаха для 
каждого параметра приведено в табл. 2.

Расчёт коэффициентов корреляции по Спирмену показал, 
что только у семи из 23 параметров отмечается слабая кор-
реляция между содержанием в слюне и плазме (табл. 2). При 
этом все выявленные корреляционные взаимосвязи положи-
тельные, кроме концентрации магния (рис. 2).

По результатам проведённого исследования сложно уста-
новить однозначную взаимосвязь между биохимическими 
параметрами, включая минеральный и белковый состав, ак-
тивность ферментов, а также показатели эндогенной инток-
сикации и перекисного окисления липидов, слюны и плазмы 
крови.

Несмотря на это многочисленные исследования наглядно 

Рис.2. Корреляции между составом плазмы крови и слюны.
а – рН; б – кальций; в – магний; г – мочевина; д – аланинаминотрансфераза; е – лактатдегидрогеназа.
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показывают, что определение перечисленных параметров ин-
формативно при использовании слюны в качестве субстрата. 
В частности, важными показателями являются кислотность 
среды [26, 27] и минеральный состав [28]. Известно, что 
определение концентрации неорганических ионов является 
важным с медицинской точки зрения [29, 30]. Так, обмену не-
органических ионов принадлежит существенная роль в таких 
жизненно важных процессах, как сердечная деятельность, 
кислотно-основное равновесие, регуляция внутриклеточного 
гомеостаза [31]. Показана важная роль уровня кальция и не-
органического фосфора в поддержании равновесия процессов 
минерализации и деминерализации в полости рта [32, 33].

Для изучения оксидативного стресса наравне с кровью 
можно использовать слюну, поскольку она содержит анти-
окислительные ферменты (каталазу, супероксиддисмутазу, 
глутатионпероксидазу), витамины-антиоксиданты (А, Е, С), 
в слюну поступают из крови продукты перекисного окисле-
ния липидов (диеновые и триеновые конъюгаты, основания 
Шиффа) [34–37].  Важную информацию может дать опреде-
ление в слюне уровня оксида азота [38, 39], а также концен-
трации мочевой кислоты, которая относится к антиоксидант-
ной системе организма [40].

Известно, что концентрация большинства электролитов и 
микроэлементов в слюне сопоставима с их концентрацией в 
сыворотке и плазме крови [41]. Однако многие органические 
компоненты содержатся в слюне в гораздо меньших концен-
трациях, чем в плазме крови, в частности концентрация аль-
бумина в слюне составляет лишь 0,1–1% его концентрации 
в плазме. Выявлены расхождения с данными литературы, 
согласно которым активность щелочной фосфатазы и АЛТ 
в слюне почти в 2 раза ниже, чем в крови, тогда как актив-
ность АСТ практически одинакова [41]. По нашим данным, 
активность щелочной фосфатазы в слюне в 4–5 раз ниже, чем 
в плазме, тогда как активность АЛТ и АСТ в слюне уменьша-
ется пропорционально примерно в 2–2,5 раза (см. табл.1, 2). 
Интересным является практически полное совпадение пока-
зателей липидной пероксидации в крови и слюне, что ранее 
не было освещено в литературе.

Таким образом, слюна является клинически информатив-
ной биологической жидкостью, но необходимо дальнейшее 
изучение и проверка биомаркёров слюны для внедрения в 
клиническую лабораторную диагностику [1–8, 42–44].

Заключение. Определение состава слюны может иметь 
самостоятельное диагностическое значение, в этом случае 
проведение параллели с составом сыворотки и плазмы кро-
ви не всегда необходимо. Тем не менее применение слюны 
в клинической лабораторной диагностике сопряжено с не-
обходимостью установления критериев нормы и патологии 
для каждого биохимического параметра. Перспективным 
направлением исследований, на наш взгляд, является увели-
чение перечня биомаркёров, определяемых в слюне, а также 
проверка чувствительности и точности их обнаружения, по-
вышение чувствительности и воспроизводимости анализов и 
оценка экономической эффективности их внедрения в рутин-
ную клиническую диагностику.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.
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ДИСБАЛАНС ОКИСЛИТЕЛЬНО-ВОССТАНОВИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ В 
ОКОЛОПЛОДНЫХ ВОДАХ ПРИ ПРЕэКЛАМПСИИ

ФГБОУ вО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 344012,  Ростов-на-Дону, Россия

Изучены показатели прооксидантных и антиоксидантных процессов в околоплодных водах в динамике физиологи-
ческой беременности и при преэклампсии. С помощью спектрофотометрических и флуориметрических методов 
оценивали активность НАДФН-оксидазы, ксантиноксидазы, супероксиддисмутазы (СОД), каталазы, системы глу-
татионзависимых ферментов, содержание антиоксидантных витаминов – ретинола и α-токоферола, продуктов 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) – диеновых конъюгатов и оснований Шиффа, а также параметры пере-
кисной хемилюминесценции. Установлено, что при преэклампсии имеет место повышение активности проокси-
дантных ферментов – НАДФН-оксидазы и ксантиноксидазы, снижение активности антиоксидантных ферментов 
– СОД, каталазы, глутатионпероксидазы, глутатионредуктазы, глутатионтрансферазы, содержания жирора-
створимых витаминов. Между прооксидантными и антиоксидантными показателями, содержанием продуктов 
ПОЛ, интенсивностью хемилюминесценции установлена корреляционная связь, степень которой различна во II и в 
III триместрах беременности, отличающимися особенностями роста и развития плода в эти периоды. Выявлен-
ные изменения, очевидно, играют патогенетическую роль в формировании и дальнейшем развитии преэклампсии, а 
показатели окислительно-восстановительных процессов могут служить информативными маркерами пре- и пост-
натальной патологии.
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антиоксидантные витамины; продукты перекисного окисления липидов; околоплодные воды; 
преэклампсия.
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DISBALANCE OF REDOX PROCESSES IN AMNIOTIC FLUID AT PRE-ECLAMPSIA
Rostov State Medical university, 344012, Rostov-on-Don, Russia 
The parameters of pro and antioxidant processes in the amniotic fluid in the dynamics of physiological pregnancy and pre-
eclampsia were studied. Spectrophotometric and fluorimetric methods were used to evaluate the activity of  NADPH-oxidase, 
xanthine-oxidase, superoxide dismutase (SOD), catalase, glutathione-dependent enzyme systems, the content of antioxidant 
vitamins – retinol and α-tocopherol, lipid peroxidation products (LPP) – diene conjugates and Schiff bases, and parameters 
of peroxide chemiluminescence. It was found that with preeclampsia there is an increase in the activity of prooxidant enzymes 
NADPH-oxidase and xanthine-oxidase, a decrease in the activity of antioxidant enzymes SOD, catalase, glutathione peroxidase, 
glutathione reductase, glutathione transferase, and the content of fat-soluble vitamins. Between pro- and antioxidant indices 
and the content of LPP, intensity of chemiluminescence a correlation is established, the degree of which is different in the II and 
III trimesters of pregnancy. The revealed changes obviously play a pathogenetic role in the formation and further development 
of preeclampsia, and the indicators of oxidation-reduction processes can serve as informative markers of pre- and postnatal 
pathology.

K e y w o r d s :  redox balance; pro- and antioxidant enzymes; antioxidant vitamins; lipid peroxidation products;amniotic fluid; 
pre-eclampsia.

For citation: Pogorelova T.N., Gunko V.O., Nikashina A.A., Mikhelson A.A., Alliluev I.A., Mikhelson A.M. Disbalance of redox 
processes in amniotic fluid at pre-eclampsia. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnos-
tics). 2018; 63 (8): 483-489 (in Russ.) DOI: http: dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-8-483-489
For correspondence: Pogorelova Tatyana Nikolaevna, Doctor of Biological Sciences, Professor, Chief Researcher of Department 
of Biomedical Problems in Obstetrics, Gynecology and Pediatrics; e-mail: tnp.rniiap@yandex.ru
Information about authors:
Pogorelova T.N.: https://orcid.org/0000-0002-0400-0652
Gunko V.O.: https://orcid.org/0000-0001-8607-9052
Nikashina A.A.: https://orcid.org/0000-0001-8099-9093
Alliluev I.A.: https://orcid.org/0000-0001-7654-0650
Mikhelson A.A. https://orcid.org/0000-0002-8282-2248
Mikhelson A.M. https://orcid.org/0000-0003-1680-8509
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.

Received 03.04.2018
Accepted 11.05.2018

Для корреспонденции: Погорелова Татьяна Николаевна, д-р биол. наук, проф., гл. науч. сотр. отдела медико-биологических проблем в 
акушерстве, гинекологии и педиатрии;  e-mail: tnp.rniiap@yandex.ru



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(8)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-8-483-489

БИОХИМИЯ

484

Введение. Соотношение окислительно-восстановительных 
реакций в организме играет важную роль в регуляции многих 
молекулярно-клеточных процессов. Изменение этого соотно-
шения может приводить к нарушению практически всех видов 
обмена веществ и энергетического обеспечения клеток [1, 2]. 
Теоретическая ценность изучения характера окислительно-
восстановительных процессов определяется необходимостью 
понимания механизмов формирования патологических со-
стояний. Кроме того, значение анализа показателей редокс-
процессов обусловлено возможностью использования этих 
данных в диагностических и прогностических целях в каче-
стве критериев оценки развития патологии. Особую важность 
состояние редокс-процессов имеет в период гестации, когда 
интенсивность метаболизма повышается в связи с необходи-
мостью обеспечения трофических и энергетических потреб-
ностей не только материнского организма, но и плода, и удо-
влетворение этих потребностей необходимо для нормального 
течения и исхода беременности [3].

Весьма информативным объектом изучения состояния 
биологической системы мать–плацента–плод являются око-
лоплодные воды – одна из сред организма, быстро реаги-
рующая изменением своего состава на любые отклонения, 
происходящие в организмах матери, плода и плаценте, осу-
ществляющей взаимосвязь между ними. При этом глубина 
и длительность изменений находятся в прямой зависимости 
от характера патологии и эффективности проводимого лече-
ния. Биохимический анализ околоплодных вод может пред-
ставить весьма ценные сведения о течении беременности, 
состоянии плода и дать возможность прогнозировать со-
стояние новорождённого. Следует отметить, что взаимосвязь 
между матерью и плодом, помимо основного плацентарного 
обмена, происходит также с помощью параплацентарного 
обмена, в котором именно околоплодные воды играют ве-
дущую роль [4]. В то же время исследования окислительно-
восстановительных процессов в околоплодных водах при 
патологической беременности отражены в современной ли-
тературе крайне недостаточно [5, 6]. Бо́льшая часть из них 
выполнена в плацентарной ткани и сыворотке крови.

В числе факторов, осложняющих беременность и нару-
шающих нормальное развитие плода, важная роль принадле-
жит преэклампсии, которая до настоящего времени остаётся 
важной проблемой современного акушерства. Частота преэ-
клампсии во всём мире достигает 5–8% и не имеет тенденции 
к снижению [7, 8]. У женщин, перенёсших преэклампсию в 
период беременности, в последующем наблюдается развитие 
ожирения, хронической артериальной гипертензии, сахарно-
го диабета, метаболического синдрома, ишемической болез-
ни сердца. Различными метаболическими, гормональными, 
сердечно-сосудистыми заболеваниями в отдельные периоды 
развития страдают и дети, рождённые этими женщинами [9].

Высокая частота материнской и перинатальной заболевае-
мости и смертности при преэклампсии связана с отсутствием 
точных знаний о патогенезе заболевания и достоверных диа-
гностических критериев, что приводит к неадекватной тера-
пии и различным осложнениям при данной патологии [10, 
11]. Это обосновывает актуальность дальнейшего изучения 
биохимических механизмов формирования преэклампсии 
и своевременного выявления пациенток с повышенным ри-
ском её развития с учётом того, что клинические симптомы 
преэклампсии обычно не проявляются до 20 недель гестации 
[12]. Поскольку преэклампсия сопровождается развитием 
внутриутробной гипоксии, периодически чередующейся с 
реперфузией в фетоплацентарном комплексе [13], соотно-
шение окислительно-восстановительных процессов в около-
плодных водах при данном осложнении беременности при-
обретает особую важность.

В связи с вышеуказанным настоящая работа посвящена 

изучению окислительно-восстановительных характеристик 
околоплодных вод при физиологической беременности и 
преэклампсии с целью выяснения роли выявленных наруше-
ний в развитии этой акушерской патологии и их значения в 
диагностике возможных пре- и постнатальных осложнений.

Материал и методы. В проспективное исследование 
включили 58 женщин в возрасте 24–30 лет, из которых соста-
вили 2 группы. В 1-ю группу вошли 28 клинически здоровых 
женщин с неосложнённым течением беременности и родов 
(контрольная группа). Во 2-ю (основную) группу включили 30 
женщин, у которых беременность осложнилась преэклампси-
ей средней степени в соответствии с международной класси-
фикацией болезней МКБ-10, код О14.0. По возрасту, индексу 
массы тела, соматическому, акушерско-гинекологическому 
анамнезу, паритету беременностей и родов женщины обе-
их групп были сопоставимы. Из исследования исключались 
пациентки с декомпенсированными формами соматических 
заболеваний, многоплодной беременностью, аутоиммунной 
патологией и женщины, не давшие информированного со-
гласия на расширенный алгоритм обследования. Критериями 
включения в исследование был возраст женщин до 35 лет и 
клинические признаки преэклампсии, приведённые в МКБ 
и появившиеся у обследованных нами женщин после 22–24 
нед гестации. Обследованные женщины наблюдались в кон-
сультативной поликлинике Ростовского НИИ акушерства и 
педиатрии в рамках программы «Акушерский мониторинг». 
Пациентки с преэклампсией получали амбулаторное лечение, 
а в случае необходимости их госпитализировали в отделение 
патологии беременности института.

Материалом для исследования служили околоплодные во-
ды, взятые в сроки 16–18 нед и 39–40 нед. В первом случае 
околоплодные воды получали путём трансабдоминального 
амниоцентеза. Проведение этой процедуры осуществлялось 
для исключения хромосомной патологии плода*. У всех плодов 
женщин, включённых в исследование, был нормальный хромо-
сомный набор. Во втором случае околоплодные воды получали 
при вскрытии плодного пузыря в первом периоде родов.

Для суждения о прооксидантных процессах в околоплод-
ных водах изучали активность НАДФН-оксидазы и ксанти-
ноксидазы, которые оценивали с помощью спектрофотоме-
трических методов [14]. Об активности ксантиноксидазы 
(КФ 1.2.3.2.) судили по усилению степени окисления ксанти-
на и определению уровня образовавшейся мочевой кислоты в 
ультрафиолетовой области при длине волны 293 нм, исполь-
зуя коэффициент молярной экстинкции 7,59 × 103 М-1см-1. 
Активность ферментов выражали в нмоль/мин × мг белка. 
Активность НАДФН-оксидазы (КФ 1.11.1.2) определяли по 
восстановлению 2,6-дихлорфенолиндофенола (ДХФДФ) в 
присутствии НАДФН при 600 нм. Коэффициент молярной 
экстинкции для 2,6-ДХФДФ – 21 × 103 М-1см-1. 

Состояние антиоксидантной системы оценивали по по-
казателям активности супероксиддисмутазы (СОД), ката-
лазы, глутатионпероксидазы (ГПО), глутатионредуктазы 
(ГР), глутатион-S-трансферазы (ГSТ), а также содержанию 
a-токоферола и ретинола. Активность СОД (КФ 1.1.5.11) 
определяли по степени торможения реакции восстановления 
нитросинего тетразолия в результате ферментативной дисму-
тации генерируемого супероксидного анион-радикала при 540 
нм [14]. За единицу активности принимали количество фер-
мента, вызывающее 50% торможение реакции, и выражали в 
усл. ед./мг белка. Об активности каталазы (КФ 1.11.1.6) судили 
по убыли Н2О2 при длине волны 230 нм, учитывая коэффици-
ент молярной экстинкции Н2О2, равный 0,071 [15]. Активность 
выражали в нмоль Н2О2/мин×мг белка. Активность глутатион-

 *Приказ Минздрава России  от 01.11.2012 г. № 572н
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зависимых ферментов определяли с помощью общепринятых 
спектрофотометрических методов [16]. Активность ГПО (КФ 
1.11.1.9) оценивали в реакции расщепления гидроперекиси 
третбутила при длине волны 412 нм, используя в качестве 
субстрата восстановленный глутатион. Активность ГSТ (КФ 
2.1.5.18) определяли по скорости реакции образования GS-
2,4-динитробензола в реакции восстановленного глутатиона 
с 1-хлор-динитробензолом при 340 нм. Активность ГР (КФ 
1.6.4.2) измеряли по степени окисления НАДФН при длине 
волны 340 нм в присутствии окисленного глутатиона. Актив-
ность этих ферментов выражали в нмоль/мин×мг белка. 

Содержание a-токоферола определяли спектрофотоме-
трическим методом после его экстракции ксилолом в реакции 
с 4,7-дифенил-1,10-фенантролином, измеряя окраску образо-
вавшегося продукта при длине волны 539 нм [17]. Содержа-
ние ретинола оценивали по величине абсорбции ксилоловой 
фазы в УФ-зоне спектра при 335 нм, используя коэффициент 
поглощения 1% раствора ретинола в ксилоле 22,23 [17]. Кон-
центрацию a-токоферола и ретинола выражали в мкг/л.

Об интенсивности свободно-радикального окисления ли-
пидов судили по содержанию диеновых конъюгатов и осно-
ваний Шиффа. Определение диеновых конъюгатов осущест-
вляли спектрофотометрически при длине волны 233 нм [18] 
в гептановой фазе экстрагирующей смеси (гептан с изопро-
пиловым спиртом в объёмном соотношении 1:1). Содержание 
диеновых конъюгатов рассчитывали, исходя из величины мо-
лярного коэффициента, равного 2,2 × 105 М-1см-1, и выражали 
в мкмоль/л. Основания Шиффа определяли по флуоресценции 
хлороформных экстрактов из образцов околоплодных вод при 
длине волны возбуждения 360 нм и максимума испускания 
при длине волны 440 нм. Калибровку шкалы флуориметра 
(RF-5101, «Shimadzu», Япония) строили по стандартному рас-
твору хинина сульфата. Относительное содержание основа-
ний Шиффа выражали в условных единицах. 

Кроме того, оценку степени выраженности свободно-
радикальных процессов в околоплодных водах проводили 
методом хемилюминесценции. Регистрацию параметров хе-
милюминесценции осуществляли на люминометре Emilite 
(«BioRad», США) со спектральным диапазоном 350–950 нм, 
динамическим диапазоном 10 квант/с. Измерения проводили 
при длине волны 425 нм и стандартизации сигнала при 5000 
мВ, что соответствовало световому потоку интенсивностью 
6,5–10 квант/с. Оценивали интенсивность и светосумму (за 1 
мин) перекисной хемилюминесценции.

Статистическую обработку данных осуществляли с по-
мощью лицензионного пакета программ Statistica (версия 
6.0 фирмы «StatSoft Inc.»). Степень соответствия закона рас-
пределения данных нормальному распределению оценивали 
с помощью критерия Шапиро–Уилка. Однородность диспер-
сий проверяли по критерию Фишера. При заданных объёмах 
выборок (n1 = 28; n2 = 30) значение F-критерия Фишера для 
различных параметров изменялось от 2,1 до 3,2, что дава-
ло уровень значимости p < 0,05. Достоверность различий 
между сравниваемыми показателями определяли по крите-
рию Стьюдента (t-критерий) для независимых выборок. Кор-
реляционный анализ выполнен с использованием критерия 
Пирсона и расчётом коэффициента корреляции r. Результаты 
оценивали как статистически значимые при p < 0,05.

Результаты. Полученные данные свидетельствуют о 
значительном изменении интенсивности окислительно-
восстановительных процессов в околоплодных водах при 
преэклампсии по сравнению с аналогичными показателями 
при физиологической гестации, причём степень этих измене-
ний зависит от её срока (см. таблицу). В околоплодных водах у 
женщин основной группы относительно пациенток контроль-
ной группы увеличивалась активность прооксидантных фер-
ментов, к числу которых относится НАДФН-оксидаза, приво-

дящая к образованию супероксидного анион-радикала, и ксан-
тиноксидаза, также приводящая к образованию активных форм 
кислорода (АФК): супероксидного анион-радикала и перекиси 
водорода. Активность НАДФН-оксидазы при преэклампсии 
повышается во II триместре на 62,5%, а в III триместре – на 
44,1%. Для ксантиноксидазы установлено повышение актив-
ности на 52,6 и 40,0% соответственно – во II триместре и к 
концу беременности. Активность антиоксидантных фермен-
тов СОД и каталазы, участвующих в утилизации супероксид-
ного анион-радикала и перекиси водорода, напротив, снижает-
ся, для СОД снижение составляет 48,2 и 43,5%, а для каталазы 
– 35,5 и 31,5% – соответственно во II и III триместрах.

Что касается антиоксидантных ферментов, сопряженных 
с глутатионом и участвующих в регуляции редокс-зависимых 
процессов, то их активность также уменьшается в около-
плодных водах женщин, беременность которых осложнилась 
преэклампсией. Наиболее выраженное уменьшение актив-
ности характерно для ГПО: на 41,3 и 50,3% во II и III три-
местрах соответственно. Несколько в меньшей степени сни-
жается активность ГР и ГSТ – в среднем на 35 и 45% во II и 
III триместрах соответственно. В состав многокомпонентной 
антиоксидантной системы наряду с ферментами входят жи-
рорастворимые витамины a-токоферол и ретиноиды. Содер-
жание ретинола снижается на 32 и 38%, а a-токоферола – на 
19 и 25% во II и III триместрах гестации.

Из полученных нами данных следует, что дисбаланс проок-
сидантной и антиоксидантной систем при преэклампсии при-
водит к усилению процессов свободнорадикального окисления, 
важной частью которого является перекисное окисление липи-
дов (ПОЛ). Количество первичных продуктов ПОЛ – диеновых 
конъюгатов в околоплодных водах женщин с преэклампсией 
увеличивается во II триместре на 36%, а в III – на 42% по срав-
нению с таковыми при неосложнённой беременности. Содер-
жание конечных продуктов пероксидации – оснований Шиффа 
– повышено на 29 и 37% во II и III триместрах соответственно.

Ещё одним подтверждением нарушения баланса про-
цессов свободнорадикального окисления при преэклампсии 
являются показатели перекисной хемилюминесценции. Уро-
вень интенсивности её свечения в околоплодных водах повы-
шен на 36 и 53% в середине и в конце беременности, а пока-
затель светосуммы увеличен соответственно на 22 и 34%. 

Зависимость между показателями ПОЛ, повышением 
интенсивности прооксидантных и снижением антиоксидант-
ных процессов подтверждается результатами корреляцион-
ного анализа. Прямая корреляционная связь выявлена между 
содержанием диеновых конъюгатов и активностью НАДФH-
оксидазы (r = 0,86 во II триместре и 0,79 – в III триместре; 
p < 0,01), а также активностью ксантиноксидазы (r = 0,81 и 
0,75; p < 0,01). Коэффициенты корреляции между содержа-
нием оснований Шиффа и активностью НАДФH-оксидазы и 
ксантиноксидазы равны соответственно 0,82 и 0,77 (p < 0,01) 
во II триместре и 0,80 и 0,78 (p < 0,01) – в III триместре. 

Для антиоксидантного фермента СОД установлена об-
ратная корреляционная связь его активности с показателями 
ПОЛ, более значимая во II триместре по сравнению с III три-
местром. В сопоставлении с содержанием диеновых конъю-
гатов коэффициент корреляции составляет -0,87 (p < 0,01) во 
II триместре и -0,84 – в III триместре (p < 0,01), в сопостав-
лении с содержанием оснований Шиффа r = -0,80; p < 0,01 (II 
триместр) и r = -0,79; p < 0,01 (III триместр). Коэффициент 
корреляции между активностью каталазы и уровнем диено-
вых конъюгатов составил -0,85 (p < 0,01) во II триместре и 
-0,78 (p < 0,01) в III триместре. Сопоставление активности 
каталазы и содержания оснований Шиффа также подтверж-
дает тесную взаимосвязь между ними: во II триместре r = 
-0,82, в III триместре -0,76 (p < 0,01). Отрицательная взаи-
мосвязь различной степени установлена между продуктами 
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ПОЛ и глутатион-зависимыми ферментами, а также жиро-
растворимыми витаминами. Коэффициенты корреляции при 
этом находятся в пределах -0,82...-0,71 (p < 0,01).

Обсуждение. Патофизиологические механизмы развития 
преэклампсии закладываются уже на ранних этапах беремен-
ности задолго до появления её клинических признаков и обу-
словлены нарушением инвазии трофобласта и неполноцен-
ной трансформацией стенок спиральных артерий с последу-
ющей системной активацией эндотелия [19]. Развивающиеся 
вследствие этих процессов патологические нарушения связа-
ны прежде всего с внутриутробной гипоксией, дисбалансом 
материнско-плацентарного и плодово-плацентарного крово-
тока и окислительным стрессом. Последний рассматривается 
в настоящее время как основное связующее звено между эта-
пами морфофункциональных повреждений при преэкламп-
сии [13]. Причём для окислительного стресса при данной 
акушерской патологии характерна не только его локальная 
активация в плаценте, но и системная активация в фетопла-
центарном комплексе, о чём свидетельствуют полученные 
нами данные анализа околоплодных вод. 

Повышение активности прооксидантных ферментов 
НАДФН-оксидазы и ксантиноксидазы во II и III триместрах 
приводит к усиленной генерации супероксидного анион-
радикала и перекиси водорода. Такими же последствиями 
сопровождается снижение активности СОД и каталазы. Раз-
нонаправленная динамика вышеуказанных ферментов усили-
вает свободнорадикальные процессы, приводя к значительно-
му накоплению АФК. Важно отметить, что более выражен-
ное повышение активности прооксидантных ферментов при 
преэклампсии происходит во II триместре по сравнению с III 
триместром. В это же время значительней уменьшается анти-
оксидантная активность СОД и каталазы. Поэтому в 16–18 не-
дель осложнённой беременности может иметь место особенно 
интенсивная продукция свободных радикалов. Очевидно, это 
связано с тем, что данный период является весьма важным в 
развитии плода и фетоплацентарной системы в целом [3]. Под-
тверждением данного предположения является выраженная 
пероксидация во II триместре по сравнению с III триместром 
и физиологической беременностью. Изменение указанных 
реакций на этой стадии внутриутробного онтогенеза связано 
с модификацией темпов роста, клеточной дифференцировки, 
интенсивными пролиферативными, анаболическими процес-
сами, реакциями ангиогенеза и апоптоза, происходящими пре-
жде всего в плаценте и организме плода. Именно нарушения, 
возникающие в указанные сроки, зачастую являются причи-
ной осложнённого течения беременности в последующем.

Существенный вклад в генерацию АФК и развитие окис-
лительного стресса при преэклампсии вносит установленное 
нами снижение в околоплодных водах активности антиок-
сидантных ферментов, участвующих в регуляции редокс-
зависимых процессов, главным образом путём поддержания 
баланса между восстановленным и окисленным глутатионом. 
Как известно, сохранение оптимального для клетки соотно-
шения восстановленного глутатиона и окисленного служит 
важным условием для её жизнедеятельности. Восстанов-
ленный глутатион, являясь внутриклеточным антиоксидан-
том, выполняет роль косубстрата в реакциях детоксикации 
пероксидов, катализируемых ГПО и ГSТ [20]. Однако при 
преэклампсии происходит уменьшение активности данных 
ферментов, особенно ГПО, поэтому возможность «обезвре-
живания» Н2О2/пероксидов в этих условиях значительно сни-
жается, что имеет весьма негативные последствия для балан-
са окислительно-восстановительных процессов.

Что касается ГSТ, образующей суперсемейство изоформ, 
катализирующих конъюгацию глутатиона с целым спектром 
неполярных компонентов эндогенного и экзогенного проис-
хождения, то она вносит существенный вклад в защиту клет-

ки от возможного токсического действия этих соединений 
[21]. В числе продуктов окисления полиненасыщенных жир-
ных кислот, фосфолипидов, белков, нуклеотидов, биогенных 
аминов и других соединений появляются вещества с токси-
ческими свойствами, которые будут субстратами изоформ 
ГSТ. Наряду с важной ролью в системе детоксикации ГSТ 
участвует в работе антиоксидантной системы благодаря спо-
собности восстанавливать различные органические гидро-
перекиси (в отличие от ГПО, взаимодействующей с Н2О2). 
В физиологических условиях ГSТ служит существенным 
блоком развитию деструктивного действия окислительного 
стресса в связи с её высокой активностью по отношению к 
продуктам ПОЛ. Снижение активности ГSТ при преэкламп-
сии нарушает эффективность всех этих механизмов. 

Для ГР – фермента, восстанавливающего окисленный 
глутатион в присутствии НАДФН, характерно аналогичное 
по степени уменьшение активности, что приводит к накопле-
нию окисленного глутатиона и, следовательно, к нарушению 
клеточного редокс-статуса и изменению редокс-зависимой 
регуляции многих биологически важных процессов в фето-
плацентарной системе. Совокупность модификации актив-
ности изученных про- и антиоксидантных ферментов при 
преэклампсии, очевидно, приводит к усилению внутриу-
тробной гипоксии и развитию окислительного стресса.

Изменение содержания a-токоферола и ретиноидов, об-
ладающих антиоксидантными свойствами, усугубляет дисба-
ланс окислительно-восстановительных процессов, особенно к 
концу осложнённой беременности. Обращает на себя внима-
ние более выраженное уменьшение уровня ретинола в разные 
периоды гестации по сравнению с аналогичными величинами 
a-токоферола, по-видимому, связанное с чрезвычайно лёгкой 
его окисляемостью. Недостаток данного витамина во время 
беременности может приводить к серьёзным пренатальным 
нарушениям, поскольку внутриутробный плод самостоятель-
но не синтезирует его и зависит от материнской и плацентар-
ной доставки [22]. Дополнительный вклад в ухудшение снаб-
жения плода витамином А вносит снижение в околоплодных 
водах при преэклампсии содержания ретинол-связывающего 
белка 4, который участвует в доставке ретинола плоду [23]. 

Динамика содержания изученных нами витаминов в раз-
ные сроки физиологической беременности свидетельству-
ет о том, что во II триместре потребность в них, вероятно, 
более высока. Это ещё раз подтверждает важность данного 
триместра во внутриутробном периоде развития. К концу 
физиологической беременности количество токоферола и 
ретинола ниже, чем в 16–18 недель. При преэклампсии из-
менение уровня антиоксидантных витаминов более значимо 
в III триместре по сравнению со II триместром. По данным 
литературы, при преэклампсии уменьшение содержания 
a-токоферола установлено также в сыворотке крови [24], 
причём авторы обнаружили тесную отрицательную корре-
ляцию между уровнем этого витамина, продуктами ПОЛ и 
степенью окислительного стресса, что дало им основание 
рекомендовать женщинам с преэклампсией дополнительно 
принимать этот антиоксидантный витамин. 

Сопоставление степени изменений показателей антиок-
сидантной системы защиты при физиологической беремен-
ности и при преэклампсии свидетельствует о том, что в пер-
вом случае основную роль в усилении свободнорадикальных 
процессов играют ферменты, сопряженные с глутатионом. 
При преэклампсии снижение всех изученных показателей 
как ферментативной, так и неферментативной антиоксидант-
ных систем способствует активации свободнорадикального 
окисления, что подтверждается обратной корреляционной 
связью между этими показателями и уровнем продуктов 
ПОЛ – диеновых конъюгатов и оснований Шиффа. Об уве-
личении интенсивности свободнорадикальных процессов 
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Показатели окислительно-восстановительных процессов в околоплодных водах при физиологической беременности и преэклампсии

Показатель
Физиологическая беременность Преэклампсия

p
II триместр III триместр II триместр III триместр

НАДФH-оксидаза, нмоль/
мин·мг белка 0,24 ± 0,02  

(0,20 – 0,28)
0,34 ± 0,03  

(0,28 – 0,40)
0,39 ± 0,04  

(0,31 – 0,47)
0,49 ± 0,06  

(0,37 – 0,61)
p1  = 0,08
p2 = 0,02

p3 = 0,033
Ксантиноксидаза (нмоль/
мин·мг белка) 0,19 ± 0,02  

(0,15 – 0,23)
0,25 ± 0,02  

(0,21 – 0,29)
0,29 ± 0,03  

(0,23 – 0,35)
0,35 ± 0,04  

(0,27 – 0,43)
p1 = 0,039
p2 = 0,08

p3 = 0,033
Супероксиддисмутаза (о.ед./
мг белка) 1,61 ± 0,11  

(1,39 – 1,83)
2,34 ± 0,21  

(1,93 – 2,75)
0,83 ± 0,09  

(0,65 – 1,01)
1,32 ± 0,12  

(1,08 – 1,56)
p1 = 0,003  
p2 = 0,001  
p3 = 0,002

Каталаза (нмоль/мин·мг белка) 0,48 ± 0,05  
(0,38 – 0,58)

0,70 ± 0,06  
(0,58 – 0,82)

0,31 ± 0,03  
(0,25 – 0,37)

0,48 ± 0,05  
(0,38 – 0,58)

p1 = 0,007 
p2 = 0,04 

p3 = 0,006
Глутатионпероксидаза (нмоль/
мин·мг белка) 0,97 ± 0,08  

(0,81 – 1,13)
1,83 ± 0,25  

(1,34 – 2,32)
0,57 ± 0,05  

(0,47 – 0,67)
0,91 ± 0,07  

(0,77 – 1,05)
p1 = 0,002 
p2 = 0,002 
p3 = 0,002

Глутатионредуктаза (нмоль/
мин·мг белка) 0,36 ± 0,04  

(0,28 – 0,44)
0,52 ± 0,04  

(0,44 – 0,60)
0,24 ± 0,02  

(0,20 – 0,28)
0,31 ± 0,03  

(0,25 – 0,37)
p1 = 0,007 
p2 = 0,008 
p3 = 0,000

Глутатион-S-трансфераза 
(нмоль/мин·мг белка) 0,54 ± 0,04  

(0,46 – 0,62)
0,75 ± 0,08  

(0,59 – 0,91)
0,34 ± 0,04  

(0,26 – 0,42)
0,39 ± 0,04  
(0,31 –0,47)

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

α-Токоферол (мкг/л) 58,2 ± 4,2  
(49,97 – 66,43)

40,3 ± 3,8  
(2,85 – 47,75)

47,1 ± 3,5  
(40,24 – 53,96)

30,2 ± 2,2  
(25,89 – 34,51)

p1 = 0,003 
p2 = 0,046 
p3 = 0,023

Ретинол (мкг/л) 6,23 ± 0,46  
(5,33 – 7,13)

3,44 ± 0,29  
(2,87 – 4,01)

4,21 ± 0,28 (3,66 – 
4,76)

2,12 ± 0,14  
(1,85 – 2,39)

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

Диеновые конъюгаты 
(мкмоль/л) 11,4 ± 0,8  

(9,83 – 12,97)
14,6 ± 0,9  

(12,84 – 16,36)
15,5 ± 1,2 (13,15 – 

17,85)
20,7 ± 1,3 (18,15 – 

23,25)
p1 = 0,010 
p2 = 0,007 
p3 = 0,001

Основания Шиффа (о.ед./л) 18, ± 1,2  
(15,85 – 20,55)

23,4 ± 2,1  
(19,28 – 27,52)

23,5 ± 1,7 (20,17 – 
26,83)

32,1 ± 2,2  
(27,79 – 36,41)

p1 = 0,036 
p2 = 0,015 
p3 = 0,006

Интенсивность перекисной 
хемилюминесценции (× 105 
квант/с)

9,3 ± 0,6  
(8,12 – 10,48)

13,4 ± 1,2  
(11,05 – 15,75)

12,6 ± 0,7 (11,23 – 
13,97)

20,7 ± 1,3  
(18,15 – 23,25)

p1 = 0,003 
p2 = 0,001 
p3 = 0,002

Светосумма перекисной 
хемилюминесценции (× 106 
квант/с)

19,2 ± 1,5  
(16,26 – 22,14)

29,2 ± 2,7  
(23,91 – 34,49)

23,4 ± 1,4  
(20,66 – 26,14)

39,3 ± 2,6  
(34,20 – 44,40)

p1 = 0,002 
p2 = 0,045 
p3 = 0,009

П р и м е ч а н и е . р1 – достоверность различий между показателями II и III триместров физиологической беременности; р2 – между 
показателями при физиологической беременности и при преэклампсии во II триместре; р3 – между показателями при физиологической 
беременности и при преэклампсии в III триместре. Данные представлены в виде средней величины ± ошибка среднего  (в скобках – 95% до-
верительный интервал).

свидетельствуют и динамика параметров перекисной хеми-
люминесценции, светосумма которой отражает общую анти-
оксидантную активность околоплодных вод.

Поскольку работы по изучению свободнорадикальных 
процессов в околоплодных водах в течение беременности, 
осложнённой преэклампсией, в информационных базах отсут-
ствуют, мы сопоставили наши данные с аналогичными иссле-
дованиями в околоплодных водах, но при других акушерских 
патологиях – гестационном сахарном диабете, преждевре-
менных родах и гипертонии, также приводящих к развитию 
окислительного стресса [5, 6]. Авторы этих работ установили 
повышение содержания продуктов ПОЛ и снижение некото-
рых показателей антиоксидантной защиты, к сожалению, без 
учёта изменений антиоксидантных ферментов, сопряжённых 
с глутатионом. Данные исследования подтверждают высокую 
реактивность метаболизма околоплодных вод в ответ на раз-
витие осложнённой беременности и их активное участие в 
формировании повреждений в фетоплацентарном комплексе.

Важное значение среди последствий окислительно-
восстановительного дисбаланса могут иметь изменения 
структуры и свойств белков, наблюдающиеся при накоплении 

АФК, в частности усиление окислительного карбонилирова-
ния белков [25]. Эта посттрансляционная модификация сопро-
вождается повышением чувствительности белков к действию 
пептидгидролаз, активность которых увеличивается в около-
плодных водах при преэклампсии [26]. Особенно негативным 
представляется то, что повреждённый окисленный белок бу-
дет продолжать участвовать в межклеточной коммуникации, 
передаче сигнала в искажённом виде, нарушая тем самым 
многочисленные регуляторные процессы. Помимо этого в 
результате данной модификации происходит изменение соот-
ношения белково-связанных и свободных аминокислот, в том 
числе обладающих антиоксидантной активностью [27].

Окислительная деструкция белков, по-видимому, отража-
ется и на протеомном спектре околоплодных вод и плацен-
ты, дисбаланс которых при преэклампсии установлен нами 
ранее [23]. Выявленное в этих исследованиях с помощью 
масс-спектрометрии снижение уровней неферментативного 
антиоксиданта гаптоглобина и антиоксидантного фермента 
пероксиредоксина-2 будет, в свою очередь, способствовать 
усилению окислительных процессов. Кроме того, усиление 
внутриутробной гипоксии, повышение генерации АФК, уве-
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личение количества метаболитов окислительной модифика-
ции липидов способны приводить к развитию эндотелиаль-
ной дисфункции, являющейся составной частью мультиси-
стемного воспалительного ответа при преэклампсии [28].

Подытоживая причины и последствия выявленных нару-
шений, можно ещё раз отметить, что дисбаланс окислительно-
восстановительных процессов при данной акушерской 
патологии приводит к развитию окислительного стресса, 
сопровождающегося снижением фетоплацентарного и пара-
плацентарного обменов. Это, по принципу обратной связи, 
ещё в большей степени усиливает метаболические поврежде-
ния в течение пренатального периода развития и в дальней-
шем приводит к осложнениям в развитии новорождённого. 
Наблюдения за новорождёнными основной группы, которые 
были переведены из родильного блока в отделение патологии 
и реабилитации новорождённых, показали, что у 25% из них 
появились признаки постнатальной энцефало- и кардиопатии. 
Причём в первом случае наиболее информативными прогно-
стическими тестами служат показатели содержания ксанти-
ноксидазы и ГПО, во втором – НАДФ-оксидазы и ГSТ. 

Таким образом, изученные показатели свободнорадикаль-
ных реакций в околоплодных водах, особенно активность 
НАДФ-оксидазы, ксантиноксидазы, ГПО и ГSТ, степень 
которых наиболее значима, могут быть маркерами развития 
окислительного стресса при преэклампсии и прогнозирова-
ния постнатальных повреждений.

Заключение. Резюмируя полученные данные, можно за-
ключить, что развитие преэклампсии происходит на фоне на-
рушения баланса окислительно-восстановительных процессов 
в околоплодных водах. Повышение активности прооксидант-
ных ферментов и снижение антиоксидантных показателей фер-
ментативной и неферментативной систем, очевидно, являются 
важными причинами развития окислительного стресса и, как 
следствие, дальнейших метаболических нарушений в фетопла-
центарном комплексе, имеющих место при этой акушерской 
патологии. Разные триместры беременности отличаются раз-
личной степенью участия прооксидантных и антиоксидант-
ных процессов в накоплении продуктов свободнорадикального 
окисления, как при физиологической, так и при осложнённой 
гестации, что может быть связано с особенностями роста и раз-
вития плода в эти периоды. Результаты настоящего исследова-
ния позволяют расширить наши представления о биохимиче-
ских механизмах развития преэклампсии, а также предложить 
информативные диагностические и прогностические тесты для 
пренатальной и постнатальной диагностики
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Колсанов А.в., Чаплыгин С.С., Соколов А.в., власов М.Ю., Мякишева Ю.в. 

эКСПРЕСС-МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ МЕТАБОЛИЗМА В РОТОВОЙ 
ЖИДКОСТИ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГБОУ вО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099,  Самара, Россия

Поиск новых способов диагностики заболеваний различной этиологии и внедрение их в практическое здравоохранение остаёт-
ся одним из приоритетных направлений современной медицины. Среди известных методов анализа биологических жидкостей 
особое место занимают методы экспресс-диагностики различных патологических состояний по маркёрам, обнаруживаемым 
в ротовой жидкости (РЖ). В данной статье представлен критический обзор последних разработок отечественных и за-
рубежных исследователей (проанализировано 56 источников), касающихся как уже существующих и широко применяемых, 
так и находящихся на стадии разработки устройств. Обсуждаются перспективы использования РЖ в качестве диагности-
ческой среды, а также различные методы быстрого определения маркёров патологических состояний. Приведены основные 
принципы, преимущества и недостатки иммунохроматографических тестов, электрохимического, микрофлюидного анализа, 
изотермической амплификации и устройств на основе смартфонов для экспресс-диагностики различных маркеров в РЖ.
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EXPRESS METHODS FOR DETECTION THE INDICATORS OF METABOLISM IN THE ORAL LIQUID (A REWIEW)
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The search for new ways to diagnose diseases of different etiologies and their introduction into practical health care remains one of 
the priority areas of modern medicine. Among the known methods for the analysis of biological fluids, a special place is occupied 
by the methods of express diagnostics of various pathological conditions by markers found in the oral fluid. This article presents a 
critical review of the latest developments of domestic and foreign researchers (56 sources are analyzed) concerning both existing 
and widely used devices and those that are at the development stage. The prospects of using oral fluid as a diagnostic medium, 
as well as various methods for the rapid detction of markers of pathological conditions, are discussed. The main principles, 
advantages and disadvantages of immunochromatographic tests, electrochemical, microfluidic analysis, isothermal amplification, 
and devices based on smartphones for express diagnostics of various markers in oral fluid are presented.
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Введение. Разработка быстрых, неинвазивных и недо-
рогих способов определения инфекционных заболеваний и 
критических состояний организма является одним из важных 
направлений в развитии экспресс-диагностики, основанной 
на анализе маркёров непосредственно у постели пациента. 
С растущим потенциалом развития данного направления 
Всемирная организация здравоохранения представила осно-
вополагающие критерии, согласно которым проектируемые 
устройства должны быть доступными, чувствительными, 
специфичными, удобными для пользователя, без сложно-
го оборудования, быстрыми и надёжными. Время проведе-
ния исследования и получения результата с помощью таких 
устройств должно составлять не более 30 мин [1, 2]. 

Традиционный подход в тестировании ограничивается 
медицинской лабораторией, что влечёт за собой отправку об-
разцов из стационаров в специализированные лаборатории 
(особенно в случае проведения редких и дорогостоящих ана-
лизов), а затем ожидание результатов несколько часов или 
дней, в течение которых лечение должно продолжаться без 
желаемой информации. Это привело к возникновению пред-
посылок для смещения проводимых анализов из централизо-
ванной лаборатории к анализам непосредственно у постели 
больного, что обусловлено стремлением врачей как можно 
быстрее получить результат и дать предварительную оценку 
состояния пациента.

Методы экспресс-диагностики позволяют диагности-
ровать вне лаборатории некоторые патологические состоя-
ния организма в течение достаточно короткого промежутка 
времени. Особую ценность «быстрый анализ» приобретает 
в районах, где населению недоступна лабораторная служба 
из-за расстояний либо финансовых возможностей населения. 
Несомненным преимуществом является сокращение време-
ни с момента постановки диагноза до начала лечения либо 
первой неотложной помощи. Для пациентов, особенно детей, 
первостепенным при сдаче анализа является минимальный 
риск заражения и отсутствие физического и эмоционального 
дискомфорта.

Сегодня экспресс-тесты рассматриваются как «простые» 
исследования, не требующие специальной подготовки и на-
выков. Однако при всей кажущейся простоте большая часть 
экспресс-тестов представляет собой высокотехнологичный 
продукт, созданный на основе современных представлений 
в области иммунологии и электрохимии. Актуальным так-
же является вопрос о выборе диагностической среды для 
экспресс-определения показателей, характеризующих состо-
яние обменных процессов в организме. Рассматриваются как 
традиционные, так и альтернативные биологические жидко-
сти. В настоящее время в литературе накоплено достаточно 
данных, свидетельствующих о том, что РЖ является ценной 
диагностической средой, своеобразным индикатором, от-
ражающим как локальное состояние ротовой полости, так 
отдельных систем организма. Установлено, что в РЖ содер-
жатся более 2000 пептидов и белков [3, 4] и с каждым годом 
спектр обнаруживаемых биомолекул дополняется. Среди 
большого количества биомолекул, присутствующих в РЖ, 

многие являются маркёрами физиологических изменений 
состояния организма и находятся в плазме крови и слюне в 
корреляционных соотношениях.

Одним из основных ограничений использования РЖ яв-
ляется то, что по сравнению с сывороткой крови биомаркё-
ры обычно присутствуют в ней в более низкой концентра-
ции. Вследствие этого аналитические системы должны быть 
очень высокоточными и чувствительными. Таким образом, 
качественный анализ маркёров РЖ в настоящее время выпол-
ним, но количественная оценка данных параметров является 
реальной проблемой. Кроме того, наличие муцинов и про-
дуктов жизнедеятельности клеток делает слюну сложной для 
работы биологической жидкостью [5]. В связи с этим особую 
ценность приобретают методы диагностики с использовани-
ем РЖ, не требующие предварительной обработки пробы. 
Известно, что некоторые биомолекулы синтезируются и се-
кретируются исключительно слюнными железами и не име-
ют корреляции с уровнями в крови [6]. 

Главное преимущество диагностики РЖ по сравнению 
с отбором сыворотки крови – простое и неинвазивное взя-
тие образцов для анализа. Экспресс-тесты существенно со-
кращают время проведения диагностических процедур и 
дают возможность принять экстренные меры по оказанию 
помощи пациенту. Исследование РЖ обеспечивает также по-
вышенную экономическую эффективность и удобство. Всё 
чаще РЖ используется для психосоциальных исследований, 
включающих определение стероидных гормонов (кортизо-
ла), участники которых могут собирать несколько образцов, 
находясь в комфортной среде, исключающей воздействие 
стресса [7–9]. Неинвазивность и удобство получения позво-
ляют использовать данную биологическую среду в исследо-
ваниях с участием детей. Взятие РЖ не требует подготовлен-
ного медицинского персонала и оборудования, снижен риск 
инфицирования медицинских работников, участвующих в 
обработке и анализе её параметров [10]. Данные биологиче-
ские образцы можно хранить и транспортировать при тем-
пературе окружающей среды, что в целом позволяет умень-
шить затраты на исследование. 

Целью данной работы является анализ и обобщение совре-
менных научных сведений, приведённых в отечественных и 
зарубежных источниках, в базах данных PubMed-NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), eLibrary (https://elibrary.ru/), 
посвящённых методам и инструментальному обеспечению 
экспресс-определения показателей метаболизма в РЖ. 

Методология взятия проб ротовой жидкости. РЖ пред-
ставляет собой смесь секрета слюнных желез, околодесневой 
жидкости (гингивальная кревикулярная жидкость), транссуда-
та слизистой оболочки полости рта, слизи из носовой полости 
и глотки, микробиоты полости рта и продуктов бактериаль-
ного метаболизма [9]. В качестве диагностического образца в 
клинике РЖ имеет много преимуществ в плане взятия, хране-
ния, транспортировки и преаналитической подготовки проб. 
РЖ не обладает свертываемостью, как кровь, за счёт чего её 
легче обрабатывать во время диагностических процедур, что 
уменьшает количество требуемых манипуляций. 
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Для взятия РЖ предлагаются различные способы и 
устройства [4, 5, 11, 12], которые можно классифицировать 
в зависимости от способа стимуляции слюноотделения. Сти-
мулированную слюну обычно собирают путём индукции 
жевательного воздействия на парафиновый воск или жева-
тельную резинку для увеличения скорости потока слюны. 
Очевидно, что этот метод, влияет на количество и рН слюны 
и обычно используется только у пациентов с затрудненной 
секрецией слюны, при ксеростомии, сахарном диабете, в 
старческом возрасте.

Общими процедурами перед взятием РЖ являются отказ 
от приёма пищи за 1 ч и полоскание ротовой полости дистил-
лированной водой в течение 1 мин. Дальнейшие процедуры 
описаны в табл. 1. 

Для взятия нестимулированной РЖ путём сплевывания 
и свободного слюнотечения используют стерильные или не-
стерильные контейнеры. Слюна собирается без экзогенной 
стимуляции, и скорость её потока в основном зависит от сте-
пени гидратации. Наиболее распространёнными подходами к 
взятию нестимулированной слюны являются методы дрени-
рования, сплёвывания и свободного истечения. Независимо 
от используемого метода испытуемые тщательно промывают 
рот водой, чтобы избежать загрязнения пробы [5].

В работе W. Schramm и соавт. [13] описано устройство 
для взятия РЖ путём адсорбции. Это устройство состоит из 
целлюлозной прокладки, прикреплённой к пластмассовому 
стержню, который содержит индикаторный краситель, уве-
домляющий человека, собирающего образец, о том, что по-
лучено соответствующее количество образца. Прокладка по-
мещается в рот пациента сублингвально, пока индикаторная 
панель не станет синей. Это происходит, когда впитывается 
около 1 мл образца. Устройство далее помещают в трубку, 
содержащую модифицированный фосфатный буфер с фи-
зиологическим pH, азидом натрия и неионным детергентом 
Слюна обрабатывается (экстрагируется из оставшегося цел-
люлозного материала и смешивается с буфером) с помощью 
поршневого фильтра, который вручную вдавливается в труб-

ку. Так получают около 1 мл прозрачного раствора, состоя-
щего примерно из равных объёмов слюны и буфера.

Имеются сведения о зависимости значений аналитиче-
ских характеристики РЖ от метода её взятия. Так, исследо-
вание T. Robles и соавт. [14] показало, что активность альфа-
амилазы слюны сохранялась в пределах физиологических 
значений даже после промежуточных этапов обработки (за-
мораживания, оттаивания, центрифугирования) при получе-
нии РЖ методом пассивного слюнотечения.

Одним из преимуществ РЖ является возможность её дли-
тельного хранения. Показано, что слюна стабильна 5 дней при 
комнатной температуре, но может храниться в течение более 
длительного времени при температуре от 4 до -20°C [15]. С 
целью проведения более точной количественной оценки мар-
кёров в РЖ и исключения влияния муцинов на результаты 
анализа для её первичной обработки используют буферные 
растворы, содержащие муколитические ферменты [11]. 

На сегодняшний день для исследования показателей в РЖ 
используются различные методы (табл. 2). 

Методы иммунной хроматографии. Иммунный хрома-
тографический анализ (ИХА) основан на реакции антиген–
антитело при движении жидкости под воздействием капил-
лярных сил по тонкой абсорбирующей полосе из нитро-
целлюлозы, на которую наносятся специфические видовые 
антитела или антигены в комплексе с красителем, которым 
являются наночастицы коллоидного золота [16, 17].

Иммунохроматографические экспресс-тесты, являются 
наиболее распространёнными и востребованными на се-
годняшний день. Самое широкое применение находят тест-
системы для определения ВИЧ в околодесневой жидкости 
и слюне [13, 18–20], гепатита С (анти-HCV) в слюне [21], 
наркотических [22] и лекарственных веществ [23], а также 
Нelicobacter pylori в РЖ [24]. В целом, основной тенденцией 
в экспресс-диагностике инфекционных заболеваний явля-
ется использование новых перспективных методов молеку-
лярной биологии с применением тестирования неинвазиных 
биосред на портативных устройствах [2]. 

Наиболее часто для тестирования околодесневой жидко-
сти на ВИЧ и гепатит С применяются тест-полоски, позволя-
ющие получить результат в течение 20–30 мин. В исследова-
ниях M. Jaspard и соавт.[25]показано, что чувствительность и 
специфичность иммунохроматографического анализа (ИХА) 
на ВИЧ в капиллярной крови выше, чем аналогичный пока-
затель для тестов околодесневой жидкости . Однако малоза-
тратные технологии для диагностики и мониторинга ВИЧ 
являются основным предметом текущих исследований в сфе-
ре здравоохранения. Учитывая значительную потребность в 
расширении доступа к недорогим способам мониторинга 
ВИЧ в сельских районах, была проделана большая работа в 
развитии технологий экспресс-диагностики, которые доступ-
ны по цене, эффективны, просты в использовании, мобиль-
ны и обеспечивают достаточную точность количественных 
данных, необходимых для принятия клинических решений. 
Данные преимущества и особенности применения недоро-
гих тестов для диагностики и мониторинга ВИЧ-инфекции 
в условиях ограниченных ресурсов представлены в обзор-
ной статье [1]. Кроме того, по данным N. Rakesh и соавт. [26] 
образцы слюны можно использовать для тестирования на 
ВИЧ с помощью диагностических наборов для сыворотки и 

Т а б л и ц а  1
Способы взятия РЖ [4]

Тип РЖ Метод взятия
Нестимули-
рованная РЖ

Накопление и сплевывание. В течение 5 мин 
осуществляют накопление РЖ в ротовой полости. 
После этого примерно 5 мл сплевывают в пласти-
ковый флакон или пробирку.
Свободное слюнотечение. РЖ в данном случае 
свободно стекает с нижней губы в пробирку до 
требуемого количества.
Дренирование (абсорбция). В ротовую полость, 
чаще всего под язык, на 1–2 мин помещают не-
большой цилиндрический тампон, впитывающий 
РЖ. Затем тампон извлекается, помещается в 
специальную пробирку и центрифугируется, после 
чего РЖ используется для анализа.

Стимулиро-
ванная РЖ

Для стимуляции слюноотделения испытуемому 
дают жевать воск, натуральные смолы. С этой же 
целью используют кристаллы лимонной кислоты 
либо ее 10% раствор, которые наносят на поверх-
ность языка.

Т а б л и ц а  2
Методы определения показателей в РЖ

Метод Принцип Исследуемые показатели РЖ
Иммунная хромато-
графия

Реакция комплекса антиген–антитело  с кра-
сителем на нитроцеллюлозном носителе

Антитела и антигены к ВИЧ 1 и 2 типов; гепатит C, корь и другие 
инфекционные маркёры; матриксные металлопротеиназы

Электрохимия Электрохимическая реакция Глюкоза, α-амилаза, иммуноглобулины
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цельной крови. В работе L. Warrener и соавт. [27] предложен 
экспресс-тест для диагностики кори. Отмечено, что внедре-
ние разработанной тест-системы в глобальных программах 
борьбы с корью требует дальнейших исследований. 

Тестирование на наркотические вещества широко при-
меняется при проведении предварительных и периодических 
медицинских осмотров. При определении наркотических ве-
ществ в РЖ, как правило, в корпус устройства помещаются 
хроматографические полоски для определения 3–5 аналитов. 
Большинство доступных устройств для тестирования РЖ мо-
гут обнаруживать метамфетамин, амфетамины и опиаты, с 
меньшей точностью – кокаин и каннабиноиды [22], а также 
лекарственные препараты [23]. В судебной медицине исполь-
зуется простой ИХА-тест на наличие РЖ в исследуемом об-
разце по качественной реакции на α-амилазу [28]. 

Электрохимические методы. Данные методы опреде-
ления молекул в исследуемом образце основаны на рас-
познавании характерного электрического сигнала, который 
появляется в ходе химической реакции. Наиболее часто ис-
пользуются тест-полоски с нанесёнными на них реагентами 
и прибор, переводящий электрический сигнал в цифровую 
форму на экране. Принцип метода позволяет создавать фер-
ментативные и неферментативные сенсоры для определения 
различных маркеров в РЖ. Так, с использованием электро-
химического метода разработана простая в использовании 
автоматизированная система, обеспечивающая одновремен-
ное и точное обнаружение большого количества белков и ну-
клеиновых кислот в РЖ. Система может использоваться для 
экстренной диагностики заболеваний полости рта [29]. Появ-
ляются сообщения о потенциальных возможностях примене-
ния нанобиосенсоров для контроля по слюне гликемических 
отклонений у больных сахарным диабетом [30]. 

В обзоре S. Mishra и соавт. [31] приведены современные 
технологии и устройства, которые обнаруживают в слюне 
специфические биомаркеры, связанные с различными ви-
дами рака. Подробно рассмотрены характеристики методов 
обнаружения. Устройства разделены на 5 групп, в числе кото-
рых электрохимические и микрофлюидные методы.

Предложен электрохимический метод обнаружения в РЖ 
одного из психоактивных компонентов каннабиса – тетраги-
дроканнабинола, оказывающего, в частности, неблагоприят-
ное влияние на способность вождения транспортных средств 
[32]. Разработан одноразовый датчик (печатный углеродный 
электрод) с нанесённым реагентом, который вступает во воз-
аимодействие с наркотическим веществом с образованием 
продукта, обнаруживаемого хроноамперометрическим вос-
становлением. Специфичность датчиков к тетрагидроканна-
бинолу составила 99%, однако чувствительность – лишь 28%. 
Время реакции составило 30 с, а концентрация исследуемого 
вещества – 25–50 нг/мл. Авторы пришли к выводу о необходи-
мости дальнейшей оптимизации формата анализа. Подобные 
тест-системы могут быть в первую очередь востребованными 
специалистами экстренных служб для подтверждения факта 
употребления водителями наркотических веществ.

Разработан новый высокочувствительный электрохи-
мический иммуносенсор для простой и быстрой детекции 
антигена фактора некроза опухоли в РЖ и сыворотке крови. 
В качестве иммобилизационной матрицы электрода исполь-
зован конъюгированный полимер поли(3-тиофен) уксусной 
кислоты, содержащий карбоксильные группы на своей по-
верхности, которые обеспечивают большую поверхность 
биологического распознавания. Иммуносенсор показал низ-
кий предел обнаружения (3,7 мкг/мл), приемлемую специ-
фичность и селективность [33]. 

Среди неферментативных сенсоров интерес представ-
ляют устройства для определения концентрации глюкозы 
[34, 35]. Исследование проводят с использованием колло-

идных наночастиц серебра, нанесённых на сульфид молиб-
дена (MoS2). Простой в исполнении, обладающий высокой 
воспроизводимостью (97,5%), высокой чувствительностью, 
низким пределом обнаружения и высокой селективностью, 
данный биосенсор может обладать большим потенциалом 
для неинвазивного обнаружения глюкозы в различных био-
средах организма человека, в том числе РЖ [34]. 

Однако производительность неферментативных электро-
химических датчиков имеет недостатки в виде медленной ки-
нетики электродов и низкой стабильности сигнала. G. Dutta и 
соавт. [36] сообщили о новом датчике на основе уникальной 
конкурентной схемы обнаружения с использованием метиле-
нового синего, гидразина и платиновых наночастиц. В при-
сутствии обнаруживаемого антигена поверхностно иммо-
билизованный метиленовый синий потребляет межфазный 
гидразин, тем самым уменьшая электроокисление гидразина 
на наночастицах платины. Таким образом, концентрация ан-
тигена прямо пропорциональна уменьшению электрохими-
ческого сигнала. Для доказательства концепции этот датчик 
использовался для обнаружения в РЖ богатого гистидином 
белка Plasmodium falciparum, важного биомаркёра малярии. 
Показано, что биосенсор демонстрирует высокую специфич-
ность и хорошую воспроизводимость, что делает его под-
ходящим для многих исследований, включая неинвазивное 
диагностическое тестирование.

Впервые предложен высокочувствительный электрохими-
ческий иммуноанализ РЖ с целью диагностики целиакии [37]. 
Данный метод позволяет исключить проблемы, связанные с вы-
сокой вязкостью и низкой концентрацией антител IgA к транс-
глутаминазе в РЖ. Система детекции использует магнитные 
шарики, покрытые антигенами к трансглутаминазе, которые 
реагируют с антителами, присутствующими в образцах. В ка-
честве метки использовано антитело против человеческого IgA, 
конъюгированное со щелочной фосфатазой. В качестве элек-
трохимического преобразователя используется полоса из вось-
ми намагниченных экранированных электродов. Исследование 
показало, что можно проводить скрининг целиакии с помощью 
быстрого, недорогого, чувствительного и неинвазивного мето-
да, способного обнаруживать антитела к трансглутаминазе в 
РЖ. Это имеет принципиальное значение для скрининга боль-
шого количества пациентов, особенно в педиатрии.

Изотермическая петлевая амплификация. Данный метод 
позволяет проводить амплификацию ДНК в изотермических 
условиях без использования устройства для термоциклиро-
вания [38]. Высокий уровень специфичности обеспечивается 
использованием большего количества праймеров по сравне-
нию с традиционной полимеразной цепной реакцией.

Разработана и протестирована одноразовая кассета для 
обнаружения нуклеиновых кислот, выделенных из патогенов 
[39]. В кассете использована одна реакционная камера для 
изотермической амплификации нуклеиновых кислот. Камера 
оснащена интегрированной проточной мембраной для изо-
ляции, концентрации и очистки ДНК или РНК. Нуклеиновые 
кислоты, захваченные мембраной, непосредственно исполь-
зуются в качестве шаблонов для амплификации без элюиро-
вания, что упрощает управление потоком кассеты. Мембрана 
также служит для удаления ингибиторов, которые значитель-
но уменьшают чувствительность обнаружения. Устройство 
снабжено внешним тонкоплёночным нагревателем. Процесс 
амплификации контролировался в реальном времени с помо-
щью портативного компактного флуоресцентного считывате-
ля. РНК ВИЧ подвергали обратной транскрипции и петлевой 
изотермической амплификации. При этом предел обнаруже-
ния составил менее 10 частиц ВИЧ в образцах РЖ. Авторы 
указывают на возможность модификации кассеты для обна-
ружения нуклеиновых кислот других патогенов не только в 
слюне, но в других жидкостях организма.
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Z. Chen и соавт. [40] предложена система, состоящая из од-
норазового устройства и портативного блока с программным 
управлением, автоматически выполняющая все этапы анализа 
без вмешательства пользователя после первоначальной за-
грузки образцов и реагентов. Микрофлюидный картридж име-
ет несколько микроканалов, клапанов, насосов и резервуаров, 
которые изолируют вирусную РНК, проводят изотермическую 
амплификацию с участием обратной транскриптазы. Данная 
система способна обнаруживать антитела против ВИЧ, вирус-
ную РНК в образце крови или РЖ, и может являться важным 
инструментом для борьбы с эпидемией ВИЧ.

Применение системы обратной изотермической ампли-
фикации для обнаружения арбовируса Зика в РЖ показало, 
что специфичность и чувствительность метода на порядок 
выше, чем у традиционной полимеразной реакции в реаль-
ном времени. Предел обнаружения образцов соответствовал 
таковому при использовании коммерческих наборов для экс-
тракции нуклеиновой кислоты. Это позволило авторам раз-
работки прийти к заключению о ценности данного метода 
для быстрой первичной диагностики вируса вне лаборатории 
[41]. N. Chotiwan и соавт. [42], а также M. Mauk и соавт. [43] 
предложили быстрое, чувствительное и недорогое обнаруже-
ние вируса Зика в слюне с использованием отдельных спец-
ифичных праймеров. Предел обнаружения может составлять 
всего 11 копий в пробе РЖ объёмом 30 мкл. Для изотерми-
ческого проведения изотермической реакции амплификации 
без необходимости в электроэнергии использовался химиче-
ски нагреваемый контейнер [42].

Микрофлюидные методы. Данное направление определе-
ния показателей в альтернативных биологических жидкостях 
является весьма перспективным, поскольку микрофлюидные 
системы оперируют очень малыми объёмами исследуемых 
проб (от микро- до нанолитров) в заданном ограниченном 
пространстве и интегрируются в недорогие, компактные 
приборы для экспресс-тестирования «на чипе» [31, 44, 45]. 

Микрофлюидные технологии, характеризующиеся манипу-
ляциями с жидкостями в каналах с характерной длиной в де-
сятки микрометров, обладают возможностями улучшения им-
мунологических анализов, которые могли бы преодолеть такие 
ограничения, как длительное время обработки, высокая стои-
мость, техническая сложность. Комбинация микрофлюидики и 
иммуноанализа может обнаруживать биомаркёры за короткий 
промежуток времени при значительном снижении объёмов реа-
гентов и характеризуется низкими потребностями в энергии и 
более высокими уровнями интеграции и автоматизации по срав-
нению с традиционными подходами [46]. Пороги обнаружения 
биомаркеров в РЖ обычно находятся в фемто- и пикомолярном 
диапазоне. Поэтому измерение в значительной степени зависит 
от высокотехнологичного, громоздкого и автоматизированного 
оборудования. Первые микрожидкостные устройства, способ-
ные измерять белковые биомаркеры в миниатюрных иммуно-
логических анализах, обладали высокой чувствительностью и 
автоматизацией в компактном формате [44]. 

Описано устройство компактного оптического микро-
флюидного биосенсора с высокочувствительными фотопри-
емниками, выполненными из гетероциклов политиофенa-C70 
в качестве фотоактивного слоя. Биосенсор за короткое время 
с высокой специфичностью обнаружил интерлейкины 8, 1β 
и матриксную металлопротеиназу-8 в РЖ в пределах 80–120 
мкг/л. Результаты измерения были статистически подтверж-
дены результатами, полученными традиционными методами 
иммуноферментного анализа [47]. Представленный микро-
флюидный биосенсор может быть эффективным инструмен-
том для экспресс-диагностики и скрининга кардиоваскуляр-
ных, онкологических, системных заболеваний.

С целью непрерывного мониторинга уровня кортизола в 
РЖ во время циркадного цикла может использоваться диме-

тилсилоксановый иммуносенсор, в микрожидкостных кана-
лах которого сорбируются антитела к кортизолу. Меченный 
пероксидазой кортизол измеряется по реакции фермента с 
субстратом – тетраметилбензидином. Количественную оцен-
ку проводят колориметрическим детектированием меченого 
кортизола путём оптического поглощения при 450 нм с ис-
пользованием кремниевого фотодиода в качестве фотопри-
ёмника [48].

Для определения неорганических метаболитов (тиоциана-
та, нитрита и нитрата) в РЖ разработан метод капиллярного 
электрофореза [49]. Селективное отделение данных веществ 
от других сосуществующих компонентов РЖ можно получить 
в течение 14 мин в буфере (pH 3,7) при напряжении разделе-
ния 18 кВ. Пределы количественного определения аналитов 
составили 10–16 нг/мл. По мнению авторов, метод представ-
ляет собой потенциальный инструмент быстрого неинвазив-
ного анализа метаболитов оксида азота и цианида в РЖ.

С помощью микрофлюидных методов определены про-
дукты жизнедеятельности Helicobacter pylori в РЖ. В устрой-
стве используются органические красители с микрошарика-
ми ионообменной смолы. CO2 и NH3 реагируют с разными 
красителями, изменение окраски в микрожидкостной камере 
регистрируется с помощью оптического датчика [50].

Экспресс-тестирование с помощью смартфона. В послед-
ние годы ведутся разработки устройств, позволяющих провести 
персонифицированный экспресс-анализ с применением смарт-
фона. Данное направление обусловлено широким распростра-
нением устройства среди практически всех категорий населе-
ния. В этом отношении обнаружение отдельных аналитов РЖ 
методом «сухой химии» с последующей колориметрией бумаж-
ной тест-полоски в отражённом свете будет являться популяр-
ным, простым и недорогим способом. Несмотря на достаточное 
количество научных публикаций [51, 52], связанных с подобны-
ми биосенсорами, по-прежнему существуют проблемы низкой 
воспроизводимости, вызванной неоднородностью развития 
окраски, что приводит к низкому качеству анализа.

Разработан потенциометрический биосенсор на базе смарт-
фонов для определения α-амилазы РЖ как чувствительного по-
казателя активности вегетативной нервной системы, являюще-
гося перспективным неинвазивным биомаркёром психического 
здоровья [53]. В систему измерения входит смартфон, имеющий 
приложение для обнаружения амилазы, потенциометрический 
ридер и чувствительный чип с предварительно загруженными 
реагентами. РЖ проникает в зону реакции, активность фермен-
та приводит к превращению электронного медиатора Fe(CN)6

3- в 
Fe(CN)6

4-. Потенциал, измеренный считывателем на смартфоне, 
преобразуется в концентрацию α-амилазы на основе калибро-
вочной кривой. Активность фермента в образце слюны количе-
ственно анализируется в течение 5 мин. Полученные результаты 
согласовались с результатами, полученными с использованием 
эталонного метода, и коррелировали с психологическими со-
стояниями обследуемых. 

Предложен метод точного определения концентрации 
этилового спирта в РЖ путём колориметрии в устройстве на 
основе смартфона. Анализ гистограмм на основе канальной 
визуализации цветового пространства и насыщенности оттен-
ка обеспечивает однозначное определение концентрации алко-
голя в РЖ и соотношение её с концентрацией в крови. Данная 
технология может быть использована для проведения анализа 
изменения цвета и адаптирована к любому смартфону [54].

Используя технологию 3D-печати, A. Roda и соавт. [55] 
разработали одноразовый мини-картридж, который можно 
легко прототипировать, чтобы использовать любой смартфон 
или планшет в качестве портативного люминометра. В дан-
ном случае устройство обнаруживает хемилюминесценцию, 
происходящую от фермент-связанных реакций в течение ко-
роткого промежутка времени (до 5 мин). В частности, для 
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определения концентрации лактата в РЖ с помощью данной 
тест-системы регистрировали хемилюминесценцию при взаи-
модействии лактат-оксидазы с пероксидазой хрена. Показано, 
что устройство на базе смартфона демонстрирует адекватную 
аналитическую производительность и может стать экономиче-
ски эффективной альтернативой для неинвазивного измерения 
лактата у спортсменов и для мониторинга лактоацидоза при 
различных патологических состояниях [56].

Заключение. Разработка устройств для экспресс-
определения биомаркёров в ротовой жидкости обеспечит их 
широкую доступность всем категориям населения, низкую 
стоимость, быстроту и удобство в использовании. Парадигма 
внедрения «быстрых тестов» смещается от непосредствен-
ной диагностики заболевания в сторону улучшения качества 
жизни в целом. Несмотря на многие исследования и разра-
ботки в отношении экспресс-тестов, полученные результаты 
являются преимущественно качественными или полуколи-
чественными и по-прежнему требуют совершенствования. 
Прежде всего это касается наиболее распространённых им-
мунохроматографических носителей. Для коммерческого 
внедрения и стабильного массового производства других 
устройств использование новейших технологий и снижение 
цены конечного продукта являются очень важными. Иссле-
дование биосенсоров проложит путь для их применения в 
персонифицированной диагностике, что может в конечном 
итоге снизить заболеваемость и повысить качество жизни.
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Булгакова С.в., Гусякова О.А., Тренева Е.в., Захарова Н.О., Николаева А.в.

ВЛИЯНИЕ ЛИПИДНОГО ОБМЕНА НА ТЕМП СТАРЕНИЯ ПАЦИЕНТОВ С АРТЕРИАЛЬНОЙ 
ГИПЕРТОНИЕЙ

ФГБОУ вО «Самарский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 443099,  Самара, Россия

В настоящее время атеросклероз всё чаще позиционируется как естественный наследственно-детерминированный про-
цесс, определяющий темп старения организма и продолжительность жизни. Цель исследования – изучить корреляцион-
ные взаимосвязи между показателями липидного профиля и темпом старения мужчин с артериальной гипертензиией 
(АГ). Нами проведено одномоментное исследование 123 пациентов мужского пола (средний возраст 52,4 ± 0,6 года). 
Основную группу (I) составили пациенты с АГ II стадии высокого риска, контрольную (II) группу – 60 пациентов без 
клинико-инструментальных признаков сердечно-сосудистой патологии. Исследование липидного профиля осуществля-
лось на биохимическом автоанализаторе Humastar 600 («Human GmbH», Германия) с изучением общего холестерина 
(ОХС), липопротеидов низкой плотности (ЛПНП), липопротеидов высокой плотности (ЛПВП), триглицеридов (ТГ), 
также проводился расчет коэффициента атерогенности (КА). Темп старения определялся на основании интеграль-
ной оценки биологического возраста (БВ) с использованием методики Киевского НИИ геронтологии. У пациентов с АГ 
прямая корреляционная зависимость умеренной силы между БВ и липидным обменом прослеживается с показателями 
ОХС (r = 0,364; p = 0,003), ЛПНП (r = 0,359; p = 0,004), ТГ (r = 0,324; p = 0,010) и КА (r = 0,488; p < 0,001). Обратная 
корреляционная связь отмечается с ЛПВП (-0,446; р < 0,001). У пациентов группы контроля прямая корреляционная 
зависимость умеренной силы БВ и липидного спектра отмечается также для атерогенных фракций липопротеидов и 
КА, обратная связь – для ЛПВП (-0,623; р < 0,001). На основании проведённого математического моделирования были 
составлены формулы для определения БВ рассмотренных групп пациентов с учётом показателей липидного профиля. 
Выполненный нами корреляционный анализ отражает вклад дислипидемии в развитие преждевременного старения ор-
ганизма, а математическое моделирование позволяет с помощью показателей липидного обмена проводить диагностику 
ускоренного старения пациентов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  липидный профиль; артериальная гипертензия; биологический возраст; ускоренное старение.
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HYPERTENSION
Samara State Medical university, 43099, Samara, Russia
Now atherosclerosis is even more often positioned as the natural hereditary determined process determining the rate of aging of 
an organism and life expectancy. Research objective: to study correlation interrelations between indicators of a lipidic profile and 
rate of aging of men with an arterial hypertension. We have conducted a one-stage research of 123 male patients (middle age 
52,4±0,60 years). The main group (I) was made by patients with the arterial hypertension (AH) of the II stage of high risk. The 
control (II) group was made by 60 patients without kliniko-tool symptoms of cardiovascular pathology. The research of a lipid 
profile was conducted on the biochemical autoanalyzer «Humastar 600» (Human GMBH, Germany) with studying of the general 
cholesterol (OHS), lipoproteid of the low density (LDL), lipoproteid of the high density (LPVP), triglycerides (TG), calculation of 
the aterogennost coefficient (AC) was also carried out. Rate of aging decided on the basis of integrated assessment of the biologi-
cal age (BA) on use of a technique of the Kiev Scientific Research Institute Gerontology.
Patients with AG have a direct correlation dependence of moderate force between biological age and lipid exchange traces with 
OHS indicators (r=0,364, p=0,003), LDL (r=0,359, p=0,004), TG (r=0,324, p=0,010) and KA (r=0,488, p<0,001). The return 
correlation communication is noted with LPVP (-0,446, р<0,001). Patients have groups of control the direct correlation depen-
dence of moderate force of BV and lipidic range is noted also for atherogenous fractions of lipoproteid and KA, feedback - for 
LPVP (-0,623, р<0,001).
On the basis of the carried-out mathematical modeling formulas for determination of biological age of the considered groups of 
patients taking into account indicators of a lipidic profile have been made. The correlation analysis which is carried out by us 
reflects a dislipidemiya contribution to development of the accelerated aging of an organism, and the executed mathematical mod-
eling allows to carry out diagnostics of the accelerated aging of patients by means of indicators of lipid exchange.
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Cтaрeние прeдстaвляет собой генетически детер-
минированный биoлoгичecкий прoцecc, oтрaжaющий 
paзвитиe живого opгaнизмa во врeмeни. Согласно 
существующей аккумуляционной модели старения, 
основная роль в нём отводится повреждающему дей-
ствию продуктов метаболических реакций и процес-
сов перекисного окисления липидов. В настоящее вре-
мя именно атеросклероз всё чаще позиционируется 
как естественный наследственно-детерминированный 
процесс, определяющий темп старения организма и 
продолжительность жизни [1]. Кроме того, имеются 
данные о влиянии гиперлипидемии на капиллярный 
кровоток и агрегационную способность форменных 
элементов, способствующих ухудшению микроцир-
куляции в тканях. Следствием указанных нарушений 
является развитие тканевой гипоксии, являющейся 
одним из универсальных патологических процессов, 
в основе которого лежит недостаточность процессов 
митохондрального окислительного фосфолирова-
ния, что ведёт к активизации свободнорадикального 
окисления в клетке [2]. В свою очередь нарушения 
липидного обмена представляют собой предикторы 

развития сердечно-сосудистых заболеваний [3]. Забо-
левания системы кровообращения сами по себе носят 
возрастассоциированный характер, а артериальная ги-
пертензия (АГ) – одно из самых распространённых 
сердечно-сосудистых заболеваний в мире и наиболее 
значимая причина инвалидизации и летальных исхо-
дов у лиц трудоспособного возраста, причём показа-
тель смертности среди мужчин среднего возраста от 
сосудистых катастроф превышает таковой у женщин 
[4]. АГ независимо от её генеза характеризуется мно-
гообразными изменениями в структуре и функции 
клеточных мембран, что часто ассоциируется со зна-
чительными изменениями, включающими и наруше-
ние метаболизма липидов [5].

Необходимость активной профилактики и ран-
ней диагностики сердечно-сосудистых заболеваний 
диктует многоплановое и тщательное изучение раз-
личных факторов риска, связанных с развитием со-
судистого старения, определяющего темп старения 
организма и продолжительность жизни в целом [6]. 
В связи с этим исследование влияния классических 
факторов риска на скорость биологического старения 
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и поиск новых биомаркёров старения является ак-
туальной задачей геронтологических исследований, 
решение которой позволит своевременно проводить 
лечебно-профилактические мероприятия с целью 
увеличения продолжительности жизни населения, 
снизить риски и частоту возникновения сердечно-
сосудистых заболеваний и их осложнений.

Цель исследования – изучить корреляционные вза-
имосвязи между показателями липидного профиля и 
темпом старения мужчин с АГ.

Материал и методы. Проведено одномоментное 
исследование 123 пациентов мужского пола (средний 
возраст 52,4 ± 0,6 года). Основную группу (I) соста-
вили пациенты с АГ II стадии высокого риска, прохо-
дившие обследование и лечение в ГБУЗ «Самарский 
областной клинический госпиталь для ветеранов во-
йн», ГБУЗ «Самарский областной гериатрический 
центр». В предшествующий обследованию месяц 
гипотензивных, антиагрегантных, липидснижающих 
препаратов по самостоятельному решению система-
тически больные не принимали, однако не исключал-
ся эпизодический приём гипотензивных препаратов 
короткого действия (каптоприл 25 мг, метопролола 
сукцинат 25–50 мг).

Критерии исключения: симптоматическая АГ, кли-
нически выраженный атеросклероз, пороки сердца, 
острое нарушение мозгового кровообращения и ин-
фаркт миокарда в анамнезе, хроническая сердечная 
недостаточность, нарушения ритма и проводимости, 
а также сопутствующая патология внутренних орга-
нов, которая могла существенным образом повлиять 
на прогноз пациентов (почечная и печёночная недо-
статочность, заболевания щитовидной железы, сахар-
ный диабет, системные заболевания соединительной 
ткани, онкологические заболевания, бронхиальная 
астма, психические и гематологические заболевания). 
В исследование также не включались пациенты, стра-
дающие алкогольной и никотиновой зависимостью.

В программу исследования входило изучение жа-
лоб, сбор анамнеза заболевания, данных oбъeктивнoгo 
oсмoтрa, лaбoрaтoрных и инструмeнтальных методов 
исследования. Для исключения случайных колебаний 
артериального давления (АД) была стандартизована 
процедура измерения в соответствии с современными 
рекомендациями [7]. Регистрацию электрокардиограм-
мы выполняли в 12 общепринятых отведениях (электро-
кардиограф Schiller Cardiovit AT-101, Швейцария).

Диагноз АГ установлен на основании критериев 

диагностики, принятых ВОЗ совместно с Междуна-
родным обществом гипертонии (NHO-ISN) с учётом 
рекомендаций экспертов Научного общества по изу-
чению артериальной гипертензии Всероссийского на-
учного общества кардиологов и Межведомственного 
совета по сердечно-сосудистым заболеваниям [7]. У 
больных обнаружено поражение органов-мишеней в 
виде гипертрофии миокарда левого желудочка, под-
тверждённой перкуторно, электрокардиографически 
и эхокардиографически. 

Контрольную  (II) группу составили 60 пациен-
тов, средний возраст 51,7 ± 0,34 года, без клинико-
инструментальных признаков сердечно-сосудистой 
патологии.

Клиническая характеристика пациентов представ-
лена в табл. 1.

Липидный профиль исследовали на биохимиче-
ском автоанализаторе Humastar 600 («Human GmbH», 
Германия) с оценкой уровня общего холестерина 
(ОХС), липопротеидов низкой плотности (ЛПНП), 
липопротеидов высокой плотности (ЛПВП), тригли-
церидов (ТГ), также проводился расчёт коэффициен-
та атерогенности (КА). 

Темп старения определяли на основании инте-
гральной оценки биологического возраста (БВ) с 
использованием методики Киевского НИИ геронто-
логии с учётом параметров САД (в мм рт. ст.), про-
должительности задержки дыхания после глубокого 
вдоха (в с), статической балансировки (в с), субъек-
тивной оценки здоровья (в баллах) [8]. Темп старе-
ния считался замедленным, если БВ был меньше 
календарного (КВ) (-3–7, 9 лет – II функциональный 
класс (ФК) старения, -8 и более лет – I ФК старения), 
физиологическим, если разница между БВ и КВ бы-
ла в диапазоне от -2,9 до +2,9 года, ускоренным при 
опережении биологическим возрастом календарного 
(более чем на 3 года – IV ФК старения и более чем на 
8 лет – V ФК старения). В исследования включались 
пациенты с ускоренным темпом старения: БВ пациен-
тов превышал календарный на 7,82 ± 0,59 года (рКВ-
БВи  < 0,001).

Статистическая обработка результатов исследова-
ния проводилась с использованием программного па-
кета SPSS 21 (лицензия № 20130626-3). Оценку закона 
распределения признаков выполняли с помощью кри-
териев c2 с поправкой Лиллиефорса и Шапиро – Уилка. 
Для анализа качественных или номинальных данных 
строили таблицы сопряжённости и рассчитывали кри-
терий χ2. Анализ взаимосвязей проводился с помощью 
определения коэффициентов ранговой корреляции 

Т а б л и ц а  1 
Клиническая характеристика пациентов

Показатель Основная группа 
(n = 63)

Контрольная груп-
па (n = 60)

Календарный возраст, годы 52,4 ± 0,60 51,7 ± 0,34
Индекс массы тела, кг/м2 28,12 ± 0,32 26,31 ± 0,52
САД, мм рт. ст 157,23 ± 1,24 118,71 ± 1,13
ДАД, мм рт. ст 98,42 ± 1,76 76,20 ± 1,14
ПАД, мм рт. ст 61,87 ± 0,76 40,32 ± 0,59

П р и м е ч а н и е . САД – систолическое артериальное давление; 
ДАД – диастолическое артериальное давление; ПАД – пульсовое 
артериальное давление.

Т а б л и ц а  2
Результаты исследования липидного профиля

Показатель Основная  
группа  
(n = 63)

Контрольная 
группа  
(n = 60)

Достоверность 
различий

ОХС, ммоль/л 5,82 ± 0,11 4,78 ± 0,06 р1-2 = 0,001
ЛПНП, ммоль/л 3,85 ± 0,07 2,90 ± 0,04 р1-2 = 0,004
ЛПВП, ммоль/л 0,86 ± 0,03 1,19 ± 0,05 р1-2 < 0,001
ТГ, ммоль/л 2,27 ± 0,08 1,47 ± 0,03 р1-2 = 0,003
КА 4,76 ± 0,24 3,34 ± 0,18 р1-2 = 0,006
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Спирмена. Критическое значение уровня значимости 
при всех видах статистического анализа принимали 
равным 0,05. 

Результаты. При обследовании дислипидемия 
была выявлена у 71,2% пациентов основной группы 
и у 26% исследуемых группы контроля. Результаты 
изучения липидного спектра представлены в табл. 2. 
У пациентов с АГ отмечается достоверное повыше-
ние атерогенных фракций липидов: ОХС на 21,75%, 
ЛПНП на 32,75%, ТГ на 54,42%, КА на 42,51% по 
сравнению с контрольной группой. Снижение ЛПВП 
на 27,73% у пациентов основной группы по сравне-
нию с контролем также является неблагоприятным 
фактором в прогнозе прогрессирования сердечно-
сосудистой патологии.

При исследовании темпов старения мужчин среднего 
возраста получены результаты, представленные в табл. 
3. Несмотря на отсутствие достоверных различий в КВ 
между исследуемыми группами, статистически значи-
мые различия отмечаются в БВ мужчин. У пациентов 
основной группы БВ достоверно превышает значения 
соответствующего параметра группы контроля на 13,4% 
(р1-2 < 0,001). Также БВ основной группы достоверно 
опережает календарный на 12,8% (р < 0,001), что гово-
рит об ускорении темпов старения в группе пациентов с 
АГ и определяет IV функциональный класс старения.

С целью поиска новых биологических маркё-
ров старения в работе определена корреляционная 
связь между показателями биологического старе-
ния и изученными параметрами липидного обме-
на. Анализ взаимосвязей проводился посредством 
определения коэффициентов ранговой корреляции 
Спирмена. В табл. 4 представлены только достовер-
ные результаты. 

Корреляционный анализ показателей липидного 
профиля и биологических возрастов у обследованных 
пациентов выявил следующие особенности. В группе 
пациентов с АГ прямая корреляционная зависимость 

умеренной силы между БВ и липидным обменом про-
слеживается с показателями ОХС (r = 0,364; p = 0,003), 
ЛПНП (r = 0,359; p = 0,004), ТГ (r = 0,324; p = 0,010) 
и КА (r = 0,488; p < 0,001). Обратная корреляционная 
связь отмечается с ЛПВП (-0,446; р < 0,001).

У пациентов группы контроля прямая корреляци-
онная зависимость умеренной силы БВ и липидного 
спектра отмечается также для атерогенных фракций 
липопротеидов и КА, обратная связь – для ЛПВП 
(-0,623; р < 0,001).

На основании математического моделирования 
были составлены формулы для определения БВ па-
циентов рассмотренных групп с учётом показателей 
липидного профиля.

БВ группы контроля = 43,4 + 2,6·КА;
БВ основной группы = 58,4 + 1,6·ЛПНП -5,5·ЛПВП 

+ 1,13·ТГ.
Обсуждение. В проведённых ранее исследовани-

ях показано, что нейроэндокринные изменения при 
АГ, связанные с интенсификацией адренергических 
влияний, являются важным триггерным фактором 
ускоренного развития гиперлипидемии, атероскле-
ротического процесса и связанных с ними заболева-
ний кардиоваскулярной системы [9, 10]. Подобная 
гиперпродукция холестерина рассматривается как 
компенсаторная реакция, направленная на сдер-
живание перекисного окисления липидов, так как 
при гиперхолестеринемии облегчается включение 
холестерина в мембраны клеток, способствующее 
их стабилизации [1]. Учитывая характер дислипи-
демий у пациентов основной группы, ассоцииро-
ванный с развитием атеросклероза коронарных и 
церебральных артерий, а также роль ускоренного 
старения в развитии метаболических нарушений, 
следует особенно тщательно осуществлять кон-
троль и коррекцию липидного профиля у мужчин 
с АГ. 

Полученные нами данные не противоречат резуль-
татам, опубликованным отечественными и зарубеж-
ными учёными при исследовании темпов старения 
лиц зрелого возраста, страдающих АГ [11, 12]. 

Разработанные нами формулы имеют достоверный 
коэффициент корреляции с КВ, что свидетельству-
ет о возможности использования данной модели БВ 
для оценки скорости развития возрастных изменений 
у мужчин среднего возраста в норме и при наличии 
АГ.

Таким образом, выполненное нами исследование 
свидетельствует о том, что АГ ассоциируется со зна-
чительными патологическими изменениями в орга-
низме, включающими и нарушение липидного обме-
на. Дислипидемия способствует развитию тканевой 
гипоксии, активизирующей свободнорадикальное 
окисление в клетке. Формирующийся патогенетиче-
ский круг запускает процессы ускоренного старения 
организма.

Заключение. Проведённый нами корреляционный 
анализ отражает вклад дислипидемии в развитие пре-
ждевременного старения организма, а выполненное 
математическое моделирование позволяет с помощью 
показателей липидного обмена проводить диагности-
ку ускоренного старения пациентов.

Т а б л и ц а  3
Показатели биологического возраста в исследуемых группах

Показатель Основная груп-
па (n = 63)

Контрольная 
группа (n = 60)

Достоверность  
различий

КВ, годы 52,4 ± 0,60 51,7 ± 0,34 р1-2 = 0,722
БВ, годы 59,1 ± 0,67 52,11 ± 0,81 р1-2 < 0,001
рКВ-БВ < 0,001 0,732 Достоверность 

внутригрупповая
БВ-КВ, годы 6,71 ± 0,49 0,41 ± 0,58 р1-2 < 0,001

Т а б л и ц а  4
Корреляционный анализ показателей биологического старения 

и липидного обмена

Показатель Основная группа  
(n = 63)

Контрольная группа  
(n = 60)

БВ, годы, r (р)
ОХС, ммоль/л 0,364 (0,003) 0,498 (< 0,001)
ЛПНП, ммоль/л 0,359 (0,004) 0,511 (< 0,001)
ЛПВП, ммоль/л -0,446 (< 0,001) -0,623 (< 0,001)
ТГ, ммоль/л 0,324 (0,010) 0,318 (0,013)
КА, ед. 0,488 (< 0,001) 0,641 (< 0,001)
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У пациентов, перенёсших операцию коронарного шунтирования, высока вероятность тромбоза шунтов. Поэтому чрез-
вычайно актуальной задачей становится изучение факторов, способствующих наряду с оперативным вмешательством 
развитию гиперкоагуляционного состояния. Обследовано 85 пациентов, перенёсших операцию коронарного шунтиро-
вания, из них 40 – с сахарным диабетом 2-го типа. На 14-й день после операции у всех пациентов провели исследование 
содержания в крови фибриногена, растворимых фибрин-мономерных комплексов, D-димеров, фактора Виллебранда, ин-
дуцированной агрегации тромбоцитов. Между пациентами с сахарным диабетом и пациентами без диабета не выявле-
но значимых различий по содержанию в крови фибриногена, растворимых фибрин-мономерных комплексов, D-димеров, 
индуцированной агрегации тромбоцитов. Выявлена связь между отдельными изучаемыми показателями системы ге-
мостаза и возрастом, ростом, весом, окружностью талии пациентов, давностью перенесённого инфаркта миокарда. 
Установлено, что показатели индуцированной агрегации тромбоцитов коррелируют с показателями липидного обмена 
и степенью стеноза коронарных артерий. Согласно полученным данным, развитие состояния гиперкоагуляции после 
операции коронарного шунтирования зависит от массы тела, окружности талии, возраста, давности перенесённого 
инфаркта миокарда, показателей липидного обмена и степени атеросклеротического поражения коронарных артерий. 
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The hypercoagulable state is a risk factor for shunt thrombosis in patients who had coronary artery bypass surgery. That is 
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Проблема тромбоза различных локализаций в на-
стоящее время  чрезвычайно актуальна.  Морфологиче-
ским субстратом большинства сердечно-сосудистых ка-
тастроф является атеротромбоз. Не вызывает сомнений 
тот факт, что развитию тромбоза предшествуют некото-
рые изменения системы гемостаза.

Гиперкоагуляция, способная привести к тромбозу, 
– универсальная реакция организма на чрезмерные воз-
действия различной природы [1, 2]. Безусловно, к таким 
дистрессорам относится оперативное вмешательство [3]. 
При проведении операции коронарного шунтирования 
(КШ) происходит повреждение сосудистой стенки во 
время забора кондуитов и имплантации шунта. Пациент, 
страдающий ишемической болезнью сердца, заведомо 
имеет предрасположенность к атеротромбозу. В связи с 
хирургическим вмешательством на сердце и сосудах с 
использованием искусственного кровообращения у этих 
больных система гемостаза претерпевает серьёзные из-
менения. В сложившихся условиях чрезвычайно небла-
гоприятным событием, сводящим на нет эффект доро-
гостоящего вмешательства, становится тромбоз шунта. 
Вероятность тромбоза наиболее высока в первые дни и 
недели после операции [4]. Именно поэтому изучение 
факторов, способных привести к тромбозу шунта, явля-
ется актуальной проблемой коронарной хирургии.

Лабораторные маркеры, свидетельствующие об ак-
тивации системы гемостаза, можно разделить на сле-
дующие патогенетические группы:

– признаки активации коагуляционного гемостаза;
– признаки активации фибринолиза;
– признаки активации тромбоцитов; 
– признаки повреждения эндотелия.
Параметры системы гемостаза претерпевают се-

рьёзные изменения в связи с проведением КШ. Данные 
литературы свидетельствуют о том, что концентрации 
фибриногена, растворимых фибрин-мономерных ком-
плексов (РФМК) и D-димеров после КШ увеличивают-
ся вдвое по сравнению с дооперационными значения-
ми [5–7]. Связаны ли эти изменения исключительно с 
хирургическим вмешательством или имеют значение и 
некоторые другие факторы – наличие сахарного диабе-
та, курение, индекс массы тела, показатели липидного 
обмена?

По имеющимся данным, сахарный диабет 2-го типа и 
перенесённое КШ являются независимыми факторами, 
способствующими повышению агрегации тромбоцитов 
[8]. Повышенной агрегации тромбоцитов у лиц с диабе-
том способствует и высокий индекс массы тела [9]. Уста-
новлено, что уровни фибриногена и D-димеров у чело-
века увеличиваются прямо пропорционально возрасту 
и имеют максимальные значения у пациентов старшей 
возрастной группы [10]. На показатели тромбоцитарно-
сосудистого и коагуляционного гемостаза оказывает су-
щественное влияние уровень артериального давления 
– у пациентов с артериальной гипертензией значимо 
выше содержание в крови фибриногена и агрегационная 
способность тромбоцитов [11]. Исходя из вышесказан-

ного, можно сделать вывод, что у пациента, перенёсше-
го операцию коронарного шунтирования, может иметь 
место целый комплекс факторов, способствующих раз-
витию состояния гиперкоагуляции.

Современная наука рассматривает атеросклероз как 
патологический процесс, отражающий не только нару-
шения липидного обмена, но и дисфункцию эндотелия, 
и патологию системы гемостаза. Доказано, что липиды 
крови оказывают влияние на гемостатические реакции. 
Построены математические модели этих функциональ-
ных связей [12, 13]. Поэтому большой интерес пред-
ставляет практическая оценка зависимости между пока-
зателями липидного обмена, степенью атеросклероти-
ческого поражения сосудов и изменением показателей 
системы гемостаза у пациентов, перенёсших коронар-
ное шунтирование.

Цель настоящего исследования – изучение факторов, 
способствующих активации системы гемостаза у паци-
ентов, перенёсших операцию коронарного шунтирова-
ния.

Материал и методы. Исследование проведено на базе 
отделения кардиохирургии БУЗ Омской области «Област-
ная клиническая больница» в 2015–2016 гг. и  является 
поперечным,  одномоментным. Обследованы 85 мужчин, 
перенёсших операцию коронарного шунтирования по по-
воду стабильной стенокардии высокого функционального 
класса. Возраст пациентов  изменялся в пределах 43–76 
лет (средний возраст – 59,0 ± 6,8 года). Большая часть 
пациентов – 65 человек (76,0 ± 4,6%) – ранее перенесли 
инфаркт миокарда (ИМ), в том числе 14 (16,0 ± 3,9%) – 
повторный инфаркт миокарда; 40 из 85 обследованных – 
больные сахарным диабетом (СД) 2-го типа. 

Критерии включения: перенесённая операция коро-
нарного шунтирования по поводу стабильной стенокар-
дии высокого функционального класса, мужской пол.

Критерии исключения: срок менее 12 нед после пе-
ренесённого ИМ, признаки нарушения функции печени 
и почек, тромбозы других локализаций в анамнезе.

Все пациенты получали ацетилсалициловую кислоту 
в дозе 100 мг/сут. Низкомолекулярные гепарины отменя-
ли на 4-й день после вмешательства. На 14-й день после 
операции КШ у всех пациентов проведён забор крови 
для исследования ряда показателей системы гемостаза: 
фибриногена, РФМК, D-димеров, фактора Виллебранда 
(vWF), индуцированной агрегации тромбоцитов. 

Исследование уровня фибриногена проводили на ав-
томатическом коагулометре Sysmex СА-560 реагентами 
фирмы «Siemens». Уровень D-димеров оценивали диа-
гностическими наборами NycoCard  фирмы «Nicomed» 
на рефлектометре NycoCard Reader II. Для определения 
РФМК использовали реактивы фирмы «Технология-
Стандарт». Исследование фактора Виллебранда про-
водили с помощью реагентов  фирмы «Siemens» для 
определения активности ристоцетин-кофактора в плаз-
ме крови ручным методом. 

Исследование агрегации тромбоцитов проводилось 
на оптическом агрегометре Chrono-log, модель 490 с 
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применением индукторов (АDP, Epinephrine) фирмы 
«Chrono-log». Параметры индуцированной агрегации 
определяли по кривой светопропускания. В качестве ин-
дукторов агрегации использовали эпинефрин (5 мкг/мл) 
и аденозиндифосфат (АДФ) в разведениях 5 и 1,25 мкг/мл.  

Статистические методы. Для оценки вида распре-
деления количественных и качественных признаков ис-
пользовали критерий Шапиро–Уилка. Сравнение неза-
висимых групп по количественным признакам проводи-
ли с помощью критерия Манна–Уитни, по качественным 
признакам – точного критерия Фишера, двухстороннего 
варианта. Для оценки связи между количественными 
показателями применяли расчёт коэффициента корреля-
ции Спирмена. Критическим уровнем значимости при-
нято значение p < 0,05. Вышеперечисленные статисти-
ческие показатели вычисляли при помощи программы 
Statistica 6.1.

Результаты. В зависимости от наличия сахарного 
диабета 2-го типа пациентов разделили на 2 группы: 40 
мужчин с СД и 45 мужчин без СД. Прежде чем прово-
дить оценку системы гемостаза, группы сопоставили 
по ряду клинических признаков: индексу массы тела 
(ИМТ), окружности талии, максимальным значениям 
систолического и диастолического артериального дав-
ления, давности артериальной гипертензии (АГ) и ИМ. 
Поскольку распределение всех этих признаков отлича-
лось от нормального (для критерия Шапиро–Уилка р < 
0,05), для сравнения групп применён критерий Манна–
Уитни. Результаты представлены в табл. 1. 

Как выяснилось, в группе пациентов с СД 2-го типа 
индекс массы тела, окружность талии и степень повы-
шения артериального давления были значимо выше, чем 
у пациентов без диабета. Различий по давности артери-

альной гипертензии и инфаркта миокарда между груп-
пами не выявлено. Также не было различий и по числу 
курящих пациентов (р для точного критерия Фишера  
0,65).

Представляют интерес особенности свёртывающей 
системы крови у лиц с ИБС и СД. Частота выявленных 
изменений гемостаза в обеих группах представлена в 
табл. 2. 

 Как видно из данных табл. 2, у пациентов без са-
харного диабета чаще имело место повышение уровня 
фактора Виллебранда. Объяснение этому парадоксаль-
ному явлению представлено ниже. Повышение уровня 
других изучаемых показателей встречалось примерно с 
одинаковой частотой у пациентов обеих групп. Следует 
отметить, что группы не различались по числу пациен-
тов, имеющих недостаточный ответ на антиагрегантную 
терапию. 

Пациентов с СД и лиц без диабета сопоставили по 
содержанию в крови фибриногена, РФМК, D-димеров, 
фактора Виллебранда и уровню индуцированной агре-
гации тромбоцитов. Поскольку распределение всех этих 
признаков также отличалось от нормального (для крите-
рия Шапиро–Уилка р < 0,05), для сравнения групп был 
применён критерий Манна–Уитни. Результаты пред-
ставлены в табл. 3. 

Между пациентами с СД и пациентами без диабета 
выявлены статистически значимые различия только по 
уровню фактора Виллебранда, причём у лиц без диабе-
та его содержание было выше. Значения других пока-
зателей системы гемостаза значимо не различались. В 
соответствии с литературными данными, у пациентов с 
СД уровень фактора Виллебранда должен быть значи-
мо выше, чем у лиц без диабета. Такой парадокс не мог 

Т а б л и ц а  1 
Сопоставление пациентов двух групп (с наличием или отсутствием сахарного диабета) по некоторым клиническим признакам 

Клинический признак Значение, медиана [верхний и нижний квартили] р  для критерия 
Манна–Уитни1-я группа, пациенты 

с ИБС и СД (n = 40)
2-я группа, пациенты с ИБС, 

без СД (n = 45)
Индекс массы тела, кг/м2 30 [27,75; 32,8] 27 [25,8; 30,4] 0,02
Окружность талии, см 102 [94; 112 ] 90 [84; 95] 0,000
Наиболее высокое систолическое артериальное давление, мм рт. ст. 185 [160; 205 ] 170 [145; 190] 0,026
Наиболее высокое диастолическое артериальное давление, мм рт. ст. 100 [95; 120 ] 100 [95; 101] 0,049
Давность артериальной гипертензии, годы 11 [7; 25] 10 [4; 15] 0,24
Давность инфаркта миокарда, мес 24 [7; 106] 12 [15; 101] 0,34

П р и м е ч а н и е . ИБС – ишемическая болезнь сердца; полужирым шрифтом обозначены значения р для критерия Манна–Уитни, пока-
завшие статистически значимые различия между группами.

Т а б л и ц а  2 
Частота выявленных изменений гемостаза у пациентов с сахарным диабетом (1-я группа)  в сравнении с лицами без диабета  

(2-я группа)

Изучаемый показатель гемостаза 1-я группа,
число пациентов с повышенным 
показателем гемостаза (n = 40), 

абс. (M ± m, %)

2-я группа,
число пациентов с повышенным 
показателем гемостаза, (n = 45),  

абс. (M ± m, %)

р для точного 
критерия Фише-
ра, двухсторон-

ний вариант
Фибриноген 31 (78,0 ± 4,8) 27 (60,0 ± 7,7) 0,104
РФМК 28 (70,0 ± 7,2) 35 (79,0 ± 6,4) 0,463
D-димеры 30 (75,0 ± 6,8) 37 (82,0 ± 6,1) 0,438
Фактор Виллебранда 17 (43,0 ± 7,8) 33 (73 ± 7) 0,005
Агрегация тромбоцитов с АДФ, 5 мкг/мл* 33 (83,0 ± 5,9) 35 (78,0 ± 6,5) 0,786
Агрегация тромбоцитов с эпинефрином, 5 мкг/мл* 15 (38,0 ± 7,6) 12 (27 ± 7) 0,352

П р и м е ч а н и е . Полужирым шрифтом обозначено значение р для критерия Манна–Уитни, показавшие статистически значимые раз-
личия между группами; * – данные представлены с учётом референсных значений для пациентов, получающих антиагрегантную терапию.
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остаться без внимания. Обратил на себя внимание и тот 
факт, что длительность операции у пациентов без диабе-
та (Ме 201 мин) была значимо больше, чем у пациентов 
с диабетом (Ме 186 мин). Корелляционный анализ по-
казал прямую зависимость между длительностью опе-
рации коронарного шунтирования и уровнем фактора 
Виллебранда в послеоперационном периоде (r= 0,224 , р 
=0,04). При этом  уровень vWF не был связан с временем 
искусственного кровообращения(r = 0,064; р = 0,562) Не 
выявлено зависимости между другими изучаемыми ла-
бораторными показателями и длительностью операции, 
а также временем искусственного кровообращения ( r < 
0,25; р > 0,05).

Чтобы выяснить, какие клинические аспекты могли 
быть связаны с изменением уровня изучаемых показате-
лей гемостаза,  провели корреляционный анализ.

Установлено, что уровень фибриногена у пациентов с 
СД находится в обратной зависимости от роста пациента 
(r = -0,391;  р = 0,01). У пациентов без диабета выявлена 
прямая связь умеренной силы между уровнем фибрино-
гена и окружностью талии (r =  0,291; р = 0,04).

Уровень D-димера у пациентов обеих групп нахо-
дится в прямой зависимости от роста, веса и окружно-
сти талии (r соответственно для каждой пары призна-
ков: 0,426; 0,393; 0,363; р соответственно: 0,003; 0,006; 
0,013). Примечательно, что корреляционный анализ не 
показал связи между индексом массы тела и изучаемы-
ми показателями системы гемостаза. У лиц с сахарным 
диабетом уровень D-димеров отрицательно коррелиро-
вал с давностью перенесённого инфаркта миокарда (r = 
-0,327; р = 0,04). У лиц без диабета такой зависимости 
не наблюдалось. Следует отметить, что ни один из дру-
гих изучаемых лабораторных показателей не был связан 
с перенесённым ранее инфарктом миокарда. 

Установлено, что у лиц с диабетом уровень фактора 
Виллебранда находится в прямой зависимости от воз-
раста пациента с СД (r = 0,369; р = 0,018). Для пациентов 
без диабета эта зависимость не характерна.

Такие клинически важные аспекты, как степень и 
давность повышения АД, по нашим данным, не влияли 
на изменения показателей гемостаза как у пациентов с 
СД, так и у пациентов без диабета ( r < 0,25; р > 0,05). 

Представляет интерес связь изучаемых показателей 
системы гемостаза с показателями липидного обмена и 
степенью атеросклероза коронарных артерий. Так, уро-
вень адреналин-индуцированной агрегации тромбоци-
тов находился в обратной зависимости от содержания в 

крови общего холестерина и холестерина ЛПВП у паци-
ентов обеих групп (r = -0,324 и -0,391 соответственно; р 
= 0,031 и 0,026 соответственно).

У пациентов с СД и у пациентов без диабета выявле-
ны следующие взаимосвязи между атеросклеротическим 
поражением коронарных артерий и некоторыми показа-
телями гемостаза: степень поражения ствола левой коро-
нарной артерий (% стеноза) имеет отрицательную связь 
умеренной силы с уровнем адреналин-индуцированной 
агрегации тромбоцитов и АДФ-индуцированной агрега-
ции в разведении 1,25 мкг/мл (r = -0,424 и -0,465 соот-
ветственно; р = 0,043 и 0,025); степень стеноза огибаю-
щей ветви – в прямой связи с уровнем РФМК и АДФ-
индуцированной агрегации в разведении 5 мкг/мл (r = 
0,331 и 0,442 соответственно; р = 0,039 и 0,011). 

Корреляционный анализ позволил выявить и некото-
рые особенности функционирования системы гемоста-
за. В группе пациентов с СД обнаружена связь между 
уровнем фибриногена и РФМК, уровнем фибриногена 
и D-димеров, уровнем РФМК и D-димеров. Коэффици-
енты корреляции Спирмена для каждой пары признаков 
равнялись: 0,705; 0,417; 0,471 (р = 0,000; 0,012; 0,004 со-
ответственно). 

В группе пациентов без диабета выявлена взаимос-
вязь только между содержанием в крови фибриногена и 
РФМК (r = 0, 731; р = 0,000). Корреляции между содер-
жанием D-димеров и другими показателями не обнару-
жено (r = 0,266 и 0,098 соответственно; р = 0,071 и 0,511 
соответственно).

Выявлена ещё одна особенность функционирования 
системы гемостаза у пациентов с диабетом: имела место 
прямая связь умеренной силы между уровнем РФМК и 
содержанием фактора Виллебранда (r = 0,335; р = 0,045). 
В группе пациентов без диабета такой зависимости не 
выявлено (r = 0,125; р = 0,406).

Обсуждение. Отсутствие различий по изучаемым па-
раметрам системы гемостаза между лицами с СД и лица-
ми без диабета можно связать с тем, что хирургическое 
вмешательство на сердце и сосудах является мощным 
дистрессором для системы гемостаза. Вероятно, на этом 
фоне нивелируются различия по содержанию в крови 
фибриногена, РФМК, D-димеров, уровню индуцирован-
ной агрегации тромбоцитов, обусловленные нарушени-
ями углеводного обмена. В сложившихся условиях даже 
на уровень фактора Виллебранда как показателя эндоте-
лиальной дисфункции оказывает большее значение дли-
тельность операции, а не наличие сахарного диабета.

Т а б л и ц а  3
Сравнение некоторых показателей системы гемостаза у пациентов двух исследуемых групп

Исследуемые показатели системы гемостаза Значение, медиана [верхний и нижний квартили] Референсные 
значения

р для критерия 
Манна–Уитни1-я группа, пациенты с 

ИБС и СД (n = 40)
2-я группа, пациенты с 
ИБС, без СД (n = 45)

Фибриноген, г/л 4,7 [4,1; 5,5] 4,6 [3,7; 5,9] 2–4 0,68
РФМК, мг/100 мл 21[12; 27] 24 [17; 26] 3,5–15,0 0,83
D-димеры, мг/мл 0,5 [0,4; 1] 0,5 [0,4; 0,9] ≤ 0,3 0,72
Фактор Виллебранда, % 150 [120; 160] 160 [120; 160] 70–150 0,01
Агрегация тромбоцитов с АДФ, 5 мкг/мл, % 61 [50; 71] 60 [50; 69] 69–88  (< 46%)* 0,78
Агрегация тромбоцитов с АДФ, 1,25 мкг/мл, % 27 [16; 42] 26 [18; 36] 49–8 0,76
Агрегация тромбоцитов с эпинефрином, 5 мкг/мл, % 43 [30; 64] 38,5 [24; 53] 78–88 (< 52%)* 0,33

П р и м е ч а н и е . Полужирным шрифтом обозначено значение р для критерия Манна–Уитни, показавшие статистически значимые раз-
личия между группами; * – референсные значения для лиц, получающих антиагрегантную терапию; под действием ацетилсалициловой 
кислоты (АСК) уровень индуцированной агрегации тромбоцитов должен снижаться на 1/3 от нижней границы нормы [14].



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2018; 63(8)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-63-8-500-505

КОАГУЛОЛОГИЯ

504

Связь изменённых показателей гемостаза с такими 
конституциональными особенностями, как рост, вес и 
окружность талии, не противоречит литературным дан-
ным. Известно, что ожирение способствует развитию 
гиперкоагуляционного состояния. Молекулярные меха-
низмы этих процессов связаны с повышением продукции 
тромбина и активацией фибриногена, но пока они рас-
крыты не до конца [15]. Возраст пациента тоже оказывает 
влияние на систему гемостаза. В соответствии с литера-
турными данными, уровень фибриногена и D-димеров 
находится в прямой зависимости от возраста [10]. Как по-
казало данное исследование, это утверждение у лиц с СД 
справедливо и для фактора Виллебранда.

Выше уже упоминалось, что атеросклеротический про-
цесс следует рассматривать как совокупность нарушений 
липидного обмена, дисфункции эндотелия и изменений 
коагуляционных свойств крови. Наибольшее значение в 
патогенезе нарушений гемостаза под влиянием липопро-
теинов низкой плотности принадлежит простациклин-
тромбоксановой системе крови, то есть нарушения затра-
гивают в первую очередь сосудисто-тромбоцитарное звено 
гемостаза [11]. Этим, вероятно, и объясняется связь между 
показателями липидного обмена и степенью индуцирован-
ной агрегации тромбоцитов у наших испытуемых.

Связь показателей агрегации тромбоцитов со степе-
нью поражения коронарных артерий, возможно, являет-
ся следствием вышеописанной корреляции между изме-
нениями липидного обмена и нарушениями сосудисто-
тромбоцитарного гемостаза. Однако этот вопрос требует 
дальнейшего изучения.

Выявлена интересная закономерность функциониро-
вания системы гемостаза у пациентов с СД в сравнении 
с таковой у лиц без диабета. D-димеры – маркеры ак-
тивации коагуляционного звена гемостаза и продукты 
деградации фибрина. Безусловно, их содержание в кро-
ви патогенетически связано с продукцией фибрина. Тот 
факт, что у лиц с СД эта связь подтверждена статистиче-
скими методами, а у лиц без диабета –  нет, может сви-
детельствовать о более интенсивных процессах тромбо-
образования и фибринолиза у пациентов с нарушениями 
углеводного обмена. 

Закономерно предположить, что у лиц с диабетом по-
вышение активности фактора Виллебранда способству-
ет активации коагуляционного звена гемостаза и, как 
следствие, увеличению содержания в крови РФМК. Тот 
факт, что эта закономерность не реализуется у пациентов 
без диабета, несмотря на более высокие количественные 
показатели фактора Виллебранда, может свидетельство-
вать о более высокой активности противосвёртывающей 
системы крови в этой группе пациентов. 

Выводы. Между пациентами с СД 2-го типа и паци-
ентами без диабета в раннем послеоперационном перио-
де КШ не выявлено значимых различий по содержанию 
в крови фибриногена, РФМК, D-димеров и индуциро-
ванной агрегации тромбоцитов.

Развитие состояния гиперкоагуляции у пациентов, 
перенёсших операцию коронарного шунтирования, на-
ходится в прямой зависимости от окружности талии, 
веса, возраста, а у лиц с сахарным диабетом – в обрат-
ной зависимости от давности перенесённого инфаркта 
миокарда. 

Показатели липидного обмена и степень атероскле-
роза коронарных артерий связаны с уровнем агрегации 
тромбоцитов и РФМК в раннем послеоперационном пе-
риоде коронарного шунтирования.

У пациентов с СД в сравнении с лицами без диабе-
та выявлены некоторые особенности функционирова-
ния системы гемостаза – прямая связь умеренной силы 
между содержанием в крови D-димеров и фибриногена, 
РФМК, а также между концентрациями РФМК и факто-
ра Виллебранда.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки. 

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Скирда Т.А., Борисова О.Ю., Петрова М.С., Комбарова С.Ю.

ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПРОТИВОКОКЛЮШНЫХ АНТИТЕЛ В ИММУНОФЕРМЕНТНОМ 
АНАЛИЗЕ

ФБУН «Московский НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, 125212,  
г. Москва

Проведён сравнительный анализ эффективности выявления противококлюшных антител трёх классов (IgM, IgG, IgA) 
с помощью четырёх коммерческих тест-систем, используемых для серологической диагностики коклюша в Российской 
Федерации: RIDASCRЕЕN («R-Bioрharm AG», Германия), NOVATEC («Immunodiagnostica GmbH», Германия), DRG («DRG 
Diagnostics», Германия), SAVYON («Savyon  Diagnostics», Израиль). В исследование включено 42 сыворотки крови больных 
коклюшем детей и взрослых, госпитализированных в ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница № 1» Департамента 
здравоохранения г. Москвы. Полное совпадение результатов исследования установлено в 40,5% случаев, в 42,9% выявлено 
неполное совпадение результатов по динамике выработки одного класса антител и в 9,5% случаев – несовпадение резуль-
татов по двум классам антител. Всего несовпадений результатов 7,1%. При определении антител класса IgM в сыворотке 
крови больных коклюшем наибольшее количество положительных результатов определено в тест-системе SAVYON – 83,3 
± 6,3% (35), NOVATEC – 71,4 ± 8,2% (30), RIDASCRЕЕN – 61,9 ± 9,7% (26), DRG – 45,2 ± 11,7% (19). Антитела класса IgG 
во всех тест-системах определялись на одном уровне. Некоторые различия наблюдались в определении антител класса 
IgA. Высокая частота выявления IgA была в тест-системе RIDASCRЕЕN – 59,5 ± 10,0% (25) и DRG – 50,0 ± 11,2% (21). В 
тест-системах NOVATEC и SAVYON этот показатель был ниже – 45,2 ± 11,7 и 26,2 ± 13,9% соответственно (19 и 11). По-
казано, что для серологических исследований может быть использована любая из четырёх тест-систем. Рекомендуется 
проводить диагностические исследования сывороток крови в одной выбранной тест-системе для получения сопоставимых 
результатов и интерпретировать результаты, полученные в одной тест-системе: при получении сомнительных результа-
тов необходимо исследовать сыворотки в динамике одновременно в одной тест-системе. 
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Comparative analysis of efficiency of identification the anti-pertussis of antibodies of three classes (IgM, IgG, IgA) by means 
of four commercial test systems used for serological diagnosis of whooping cough in the Russian Federation by RIDASCREEN 
(R-Biohharm AG, Германия), NOVATEC (Immunodiagnostica GmbH, Germany), DRG Diagnostics (Germany), Savyon 
Diagnostics (Israel) is carried out. The research included 42 serums of blood of the children and adults with whooping cough 
hospitalized in Infectious diseases clinical hospital No. 1 of the Moscow Department of Healthcare. In work the commercial test 
systems - RIDASCREEN (r-Biofarm, Germany), NOVATEC (Germany), DRG (Germany), Savyon (Israel) are used, according 
to instructions of producers. Complete coincidence of results of a research is established in 40,5% cases, in 42,9% not complete 
coincidence of results on dynamics of development of one class of antibodies is revealed and in 9,5% cases the discrepancy of 
results on two classes of antibodies is revealed. In total discrepancies of results - 7,1%. At determination of antibodies of the 
class IgM in serum of blood of patients with whooping cough the greatest number of positive results is defined in the SAVYON 
- 83,3±6,3% (35 serums), NOVATEC - 71,4±8,2% (30 serums), RIDASCREEN - 61,9±9,7% (26 serums), DRG - 45,2±11,7% 
(19 serums). Class IgG antibodies in all test systems were defined at one level. Some distinctions took place in determination 
of IgA. The high percent of identification of IgA was in the RIDASCREEN - 59,5±10,0% (25 serums) and DRG - 50,0±11,2% 
(21 serums). In the NOVATEC and SAVYON this percent was lower - 45,2±11,7% and 26,2±13,9%, respectively (19 and 11 
serums). Thus, the research showed that for serological researches any of these 4 test systems can be used. It is recommended 
to conduct diagnostic testings of serums of blood in one chosen test system for obtaining comparable results and to interpret 
the results received in one test system when obtaining doubtful results it is necessary to investigate serums in dynamics at the 
same time in one test system.

K e y  w o r d s :  enzyme immunoassay; serum of blood; Ig; whooping cough.
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Введение. Одной из важнейших задач совершенство-
вания лабораторной диагностики является разработка 
нормативной и методической документации, регламен-
тирующей проведение диагностических исследований. 
Нормативные и методические документы разрабатыва-
ются и актуализируются с учётом современного уровня 
науки и развития высокочувствительных технологиче-
ских приемов, базирующихся на принципах доказа-
тельной медицины. При коклюшной инфекции только в 
последние 3 года используются 3 метода лабораторной 
диагностики – бактериологический, серологический и 
молекулярно-генетический, применение которых опре-
деляется сроком развития заболевания и регламентиру-
ется санитарно-эпидемиологическими правилами СП 
3.1.2.3162-14 «Профилактика коклюша». Наиболее эф-
фективный метод – молекулярно-генетический. Сероло-
гическая диагностика является ретроспективной, одна-
ко её применение имеет важное значение при стёртых, 
атипичных формах заболевания, особенно у взрослых, 
а также в семейных очагах при установлении источника 
инфекции [1–3]. Согласно СП 3.1.2.3162-14 для серо-
диагностики применяется иммуноферментный анализ 
(ИФА). Отечественные ИФА-тест-системы отсутству-
ют, поэтому используются импортные тест-системы 
четырех производителей, зарегистрированные и разре-
шённые к применению в установленном порядке. Тест-
системы сконструированы на основе различных антиге-
нов возбудителя коклюша Bordetella pertussis: коклюш-
ного токсина, филаментозного гемагглютинина, полного 
экстракта антигенов B. pertussis.

Цель данной работы – сравнительный анализ эффек-

тивности выявления противококлюшных антител трёх 
классов (IgM, IgG, IgA) с помощью разных коммерче-
ских тест-систем, используемых для серологической 
диагностики коклюша в Российской Федерации.

Материал и методы. В исследование включены 42 сы-
воротки крови больных коклюшем детей и взрослых, го-
спитализированных в ГБУЗ «Инфекционная клиническая 
больница № 1» Департамента здравоохранения г. 
Москвы в течение 2016 г. Дети составляли большинство 
(31 (73,8%) пациент: в возрасте до года 10 детей, в воз-
расте 1 года 9 человек, 2–13 лет – 12 человек). Взрослые 
сформировали группу из 11 человек. Сыворотки получе-
ны на 8—35-й день от начала болезни. До момента ис-
следования их хранили при -20°С.

Диагноз коклюша поставлен всем больным на осно-
вании клинических данных и результатов лабораторного 
обследования методом ПЦР или с помощью бактерио-
логического исследования. Для ретроспективного под-
тверждения диагноза использовали коммерческую тест-
систему RIDASCRЕЕN («R-Bioрharm AG», Германия). 

Она же служила тест-системой сравнения в настоя-
щем исследовании, в котором также использованы тест-
системы NOVATEC («Immunodiagnostica GmbH», Гер-
мания), DRG («DRG Diagnostics», Германия), SAVYON 
(«Savyon Diagnostics», Израиль) в соответствии с ин-
струкциями по применению. 

Результаты и обсуждение. Проведено исследование 
сывороток крови больных коклюшем детей разных воз-
растов и взрослых в ИФА-тест-системах, разрешённых 
к использованию и зарегистрированных в Российской 
Федерации. В структуре B. pertussis антигенами, спо-
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собными индуцировать протективный иммунный ответ, 
являются коклюшный токсин, филаментозный гемаг-
глютинин, белок наружной мембраны – пертактин. Для 
создания ИФА-тест-систем, как правило, используют 
коклюшный токсин и филаментозный гемагглютинин. 

Микропланшеты использованных в данной работе 
тест-систем ИФА были покрыты обогащёнными фрак-
циями коклюшного токсина (NOVATEC), коклюшно-
го токсина и филаментозного гемагглютинина (DRG, 
SAVYON); в тест-системе RIDASCRЕЕN коклюшный 
токсин и филаментозный гемагглютинин применялись 
для выявления антител классов IgG и IgA, для выявле-
ния антител класса IgМ использован полный экстракт 
антигенов B. pertussis. 

Положительным результатом считали в тест-системе 
RIDASCRЕЕN уровень IgM-АТ > 17 Eд/мл, IgG-АТ > 18 
Eд/мл, IgA-АТ>26 Eд/мл; в SAVYON уровень IgM- АТ 
COI > 1,1, IgG-АТ > 1;1, IgA-АТ COI > 1,1; в NOVATEC 
уровень IgM-АТ > 11 NTU, IgG-АТ > 11 NTU, IgA-АТ > 
11 NTU; в DRG уровень IgM-АТ > 11 DU, IgG-АТ > 11 
DU, IgA-АТ > 11 DU. При обработке результатов иссле-
дования сывороток не учитывали серую зону, результа-
ты разделили на положительные и отрицательные (выше 
сut off (пороговый уровень) – положительный результат, 
ниже – отрицательный).

Панель сывороток в количестве 42 разморожена и в 
течение 2 последовательных дней проставлена в четы-
рёх тест-системах однократно согласно прилагаемым 
инструкциям по применению. Всего проведено 504 ис-
следования. В качестве тест-системы сравнения была 
использована RIDASCRЕЕN, с помощью которой ранее 
в течение нескольких лет проводили диагностические 
серологические исследования на коклюш [2–4]. Опреде-
ление антител классов IgM, IgG, IgA выполнено по еди-
ному формату:

1. Определение положительных и отрицательных от-
ветов в каждой тест-системе;

2. Положительные результаты, полученные в тест-
системе сравнения RIDASCRЕЕN, сопоставляли с ре-
зультатами соответствующих номеров сывороток, по-
лученных в трёх других изучаемых тест-системах NO-
VATEC, DRG, SAVYON.

3. Отрицательные результаты, полученные в тест-
системе сравнения RIDASCRЕЕN, сопоставляли с ре-
зультатами соответствующих номеров сывороток, по-
лученных в трех изучаемых тест-системах NOVATEC, 
DRG, SAVYON.

Определение противококлюшных антител клас-
са IgM. Из 42 сывороток положительные результаты по 
выявлению антител класса IgM получены в 26 (61,9%) 
сыворотках крови, исследованных в тест-системе 
RIDАSCRЕЕN, и в 35 (83,3%), 30 (71,4%) и 19 (45,2%) 
сыворотках, исследованных в SAVYON, NOVATEC и 
DRG соответственно (табл. 1). 

Антитела класса IgМ к возбудителю коклюша не вы-
явлены в 16 (38,1%) сыворотках, исследованных в тест-
системе RIDАSCRЕЕN, и в 7 (16,7%), 12 (28,6%) и 23 
(54,8%) сыворотках, исследованных в SAVYON, NO-
VATEC и DRG соответственно (см. табл. 1). 

Далее согласно выбранному формату исследования 
номера сывороток, в которых выявлены антитела клас-
са IgM в RIDASCRЕЕN (26 сывороток, их доля принята 
за 100%), были сопоставлены с соответствующими но-
мерами сывороток и результатами по выявлению в них 
антител данного класса в SAVYON, NOVATEC и DRG.

В тест-системах SAVYON и NOVATEC в 25 (96,1%) 
сыворотках крови выявлены антитела класса IgM, в одной 
(3,9%) сыворотке антитела не выявлены. В тест-системе 
DRG в 19 (73,1%) сыворотках выявлены IgM и в 7 (26,9%) 
антитела не выявлены. Таким образом, сопоставимые по-
ложительные результаты по выявлению антител класса 
IgM получены в тест-системах RIDASCRЕЕN, SAVYON 
и NOVATEC по сравнению с DRG, в которой получены 7 
отрицательных результатов. Следует отметить, что отри-
цательные результаты были близки к серой зоне, что мо-
жет быть связано с особенностями конструирования тест-
системы (см. табл. 1). Номера сывороток, в которых не 
выявлены антитела класса IgM в RIDASCRЕЕN (16; 100 
%), сопоставлены с соответствующими номерами сыво-
роток и результатами по выявлению в них антител данно-
го класса в SAVYON, NOVATEC и DRG. В тест-системах 
SAVYON и NOVATEC отрицательными были 6 (37,5%) и 
12 (75%) сывороток соответственно. В 10 (62,5%) сыво-
ротках, исследованных в SAVYON, и в 4 (25%) – в NO-
VATEC, выявлены антитела класса IgM, которые в тест-
системах RIDASCRЕЕN и DRG были серонегативными 
(см. табл. 1). 

Таким образом, наибольшее количество сыворо-
ток с выявленными антителами класса IgM установле-
но в тест-системе SAVYON – 83,3 %. В тест-системах 
RIDАSCRЕЕN и NOVATEC результаты были сопостави-
мы (61,9 и 71,4% соответственно). В тест-системе DRG 
отмечен невысокий уровень выявления антител класса 
IgM – 45,2% (табл. 2). Наиболее высокая частота (83,3%) 
выявления антител класса IgM в тест-системе SAVYON, 
возможно, связана с более высокой чувствительностью 
данной тест-системы. Этот вывод представляется впол-
не обоснованным, поскольку исследовали сыворотки 
крови от больных коклюшем, у которых клинический 
диагноз подтвержден в ПЦР и бактериологическом ис-
следовании. Различия в получении положительных и 
отрицательных результатов связаны с конструктивными 
особенностями тест-систем: сорбцией разных антигенов 
и их концентрацией, степенью очистки, разным соотно-
шением субклассов антител в конъюгатах и др. 

Определение противококлюшных антител класса 
IgG. Положительные результаты по выявлению анти-
тел класса IgG к возбудителю коклюша выявлены в 29 
(69,1%) сыворотках, исследованных в тест-системе 
RIDАSCRЕЕN, и в 29 (69,1 %), 26 (61,9%) и 28 (66,7 %) 
сыворотках, исследованных в тест-системах SAVYON, 
NOVATEC и DRG соответственно. Отрицательные ре-
зультаты по выявлению антител класса IgG к возбуди-
телю коклюша выявлены в 13 (30,9 %) сыворотках, ис-
следованных в тест-системе RIDАSCRЕЕN, и в 13 (30,9 
%), 16 (38,1%) и 14 (33,3%) сыворотках, исследованных 
в тест-системах SAVYON, NOVATEC и DRG соответ-
ственно (табл. 3).

Номера сывороток, в которых выявлены антитела 
класса IgG в RIDASCRЕЕN (29; 100%), сопоставлены с 
соответствующими номерами сывороток и результатами 
по выявлению в них антител данного класса в SAVYON, 
NOVATEC и DRG. В тест-системе SAVYON в 28 (96,5%) 
сыворотках крови выявлены антитела класса IgG и в 1 
(3,5%) – не выявлены. В тест-системе NOVATEC в 26 
(89,7%) сыворотках выявлены IgG и в 3 (10,3%) сыво-
ротках – не выявлены, в DRG 27 (93,1%) сывороток были 
серопозитивными и 2 (6,9%) – серонегативными (табл. 
3). Полученные положительные результаты в тестируе-
мых наборах были сопоставимы, однако в тест-системах 
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RIDASCRЕЕN, SAVYON, DRG они были несколько вы-
ше, чем в NOVATEC.

Номера сывороток, в которых не выявлены антитела 
класса IgG в RIDASCRЕЕN (13; 100%), сопоставлены с 
соответствующими номерами сывороток и результатами 
по выявлению в них антител данного класса в SAVYON, 
NOVATEC и DRG.

В NOVATEC все 13 сывороток были также отри-
цательными по определению антител класса IgG. В 
тест-системах SAVYON и DRG отрицательными были 
12 (92,3%) сывороток и 1 (7,7%) результат был поло-
жительным. Полученные отрицательные результаты во 
всех тест-системах были сопоставимы (см. табл. 3).

Таким образом, из 42 сывороток крови наиболь-
шее количество сывороток с выявленными антителами 
класса IgG установлено в тест-системе RIDASCRЕЕN 
– 69,1% и SAVYON – 69,1%, в DRG аналогичный по-
казатель – 66,7%, в NOVAТEC – 61,9% (табл. 2). Можно 
предположить, что использование в качестве антигена 
коклюшного токсина и филаментозного гемагглютини-
на (RIDASCRЕЕN, DRG, SAVYON) повышает чувстви-
тельность тест-набора по сравнению с тест-системой 
NOVATEC, в которой в качестве антигенов использова-
ны только обогащённые фракции коклюшного токсина.

Определение противококлюшных антител класса 
IgА. Положительные результаты при выявлении анти-
тел класса IgА к возбудителю коклюша получены в 25 
(59,5%) сыворотках, исследованных в тест-системе 
RIDАSCRЕЕN, и в 11 (26,2%), 19 (45,2%) и 21 (50%) 
сыворотках, исследованных в тест-системах SAVYON, 
NOVATEC и DRG соответственно.

Отрицательные результаты выявления антител класса 
IgА к возбудителю коклюша получены в 17 (40,5%) сы-
воротках, исследованных в тест-системе RIDАSCRЕЕN, 
и в 31 (73,8%), 23 (54,8%) и 21 (50%) сыворотках, иссле-
дованных в тест-системах SAVYON, NOVATEC и DRG 
соответственно (см. табл. 4).

Таким образом, получены сопоставимые резуль-
таты выявления антител класса IgА в тест-системах 
RIDASCRЕЕN, DRG и NOVATEC (59,5, 50,0 и 45,2% 
соответственно) и несколько ниже – в SAVYON – 
26,2%.

Номера сывороток, в которых выявлены анти-
тела класса IgА в RIDASCRЕЕN (25; 100%), сопо-
ставлены с соответствующими номерами сывороток 
и результатами по выявлению в них антител дан-
ного класса в SAVYON, NOVATEC и DRG. В тест-
системе DRG в 21 (84%) сыворотке крови выявлены 
антитела класса IgА и в 4 (16%) – не выявлены. В 
тест-системах NOVATEC и SAVYON в 19 (76%) и 
11 (44%) сыворотках соответственно выявлены IgА 

и в 6 (24%) и 14 (56%) соответственно – не выявлены. 
Таким образом, из 25 сывороток с выявленными антите-
лами класса IgА в RIDASCRЕЕN положительными бы-
ли в DRG 21 (84%), в NOVATEC – 19 (76%), в SAVYON 
– 11 (44%).

Номера сывороток, в которых не выявлены антитела 
класса IgА в RIDASCRЕЕN (17; 100 %), сопоставлены с 
соответствующими номерами сывороток и результатами 
по выявлению в них антител данного класса в SAVYON, 
NOVATEC и DRG. Во всех тест-системах получены от-
рицательные результаты (см. табл. 4).

Таким образом, из 42 сывороток крови наибольшее 
количество образцов с выявленными антителами клас-
са IgА было в тест-системе RIDASCRЕЕN – 25 (59,5%), 
DRG – 21 (50%), NOVATEC – 19 (45,2%). В тест-системе 
SAVYON положительных результатов было 11 (26,2%) 
(см. табл. 2).

Серологические методы лабораторной диагностики 
коклюшной инфекции основываются на определении 
уровня специфических антител (IgM, IgA, IgG) к опре-
делённым антигенам/группам антигенов B. pertussis. 
Длительное время для оценки постинфекционного и 
поствакцинального иммунитета использовались такие 
методы, как реакция агглютинации в пробирках и реак-
ция прямой гемагглютинации. Эти методы позволяют 
выявить в биологическом материале антитела, инду-
цированные корпускулярными антигенами B. pertussis. 
Основным и определяющим их недостатком является 
низкая чувствительность и выявление только суммар-
ной популяции антител. В настоящее время в большин-
стве стран мира эти методы признаны устаревшими. В 
Российской Федерации эти методы в настоящее вре-
мя еще используются для оценки поствакцинального 
иммунитета в рамках серологического мониторинга 
состояния коллективного иммунитета к возбудите-
лю коклюша согласно методическим указаниям МУ 
3.1.2943-11 «Организация и проведение серологиче-
ского мониторинга состояния коллективного иммуни-
тета к инфекциям, управляемым средствами специфи-
ческой профилактики (дифтерия, столбняк, коклюш, 

Т а б л и ц а  1 
Удельный вес отрицательных и положительных результатов по определению антител класса IgM

Тест-системы Всего 
сыво-
роток

IgM Удельный вес положительных и отрицательных результатов по определению IgM
в сравнении с положительными резуль-

татами в RIDASCRЕЕN
в сравнении с отрицательными результата-

ми в RIDASCRЕЕN
IgM+ IgM- всего 

IgM+
IgM+ IgM- всего 

IgM-
IgM- IgM+

абс/% абс/% абс/% абс/% абс/% абс/%
RIDASCRЕЕN 42 26/61,9 ± 9,7 16/38,1 ± 12,5 26 26/100 - 16 16/100 -
SAVYON 42 35/83,3 ± 6,3 7/16,7 ± 15,2 26 25/96 ± 5,8 1/3,9 16 6/37 ± 21,6 10/62,5 ± 16,1
NOVATEC 42 30/71,4 ± 8,2 12/28,6 ± 13,6 26 25/96 ± 5,8 1/3,9 16 12/75,0 ± 13,1 4/25 ± 25,0
DRG 42 19/45,2 ± 11,7 23/54,8 ± 10,6 26 19/73 ± 10,4 7/26,9 ± 18,1 16 100 -

Т а б л и ц а  2
Удельный вес сывороток с выявленными антителами классов IgM, 

IgG, IgA в исследуемых тест-системах

Тест-система Всего сы-
вороток

IgM+, абс/% IgG+, абс/% IgA+,абс/%

RIDASCRЕЕN 42 26/61,9 ± 9,7 29/69,1 ± 8,7 25/59,5 ± 10,0
SAVYON 42 35/83,3 ± 6,3 29/69,0 ± 8,7    11/26,2 ± 13,9
NOVATEC 42 30/71,4 ± 8,2        26/61,9 ± 9,7 19/45,2 ± 11,7
DRG 42 19/45,2 ± 11,7 28/66,7 ± 9,1 21/50,0 ± 11,2



509

RuSSIAN ClINICAl lABORAtORy DIAgNOStICS. 2018; 63(8)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2018-64-8-505-510

IMMuNOlOgy

корь, краснуха, эпидемический паротит, полиомиелит, 
гепатит В)». 

В 80-е годы ХХ века широкое распространение 
получил ИФА для выявления антител к возбудителю 
коклюша [4–6]. Во многих странах разрaботаны раз-
личные варианты тест-систем ИФА, основанные на 
раздельном или одновременном выявлении в исследуе-
мом материале антител классов IgM, IgA и IgG [7–9]. 
В качестве антигенов используются различные компо-
ненты коклюшного микроба: дезинтегрированные хи-
мическим, физическим или механическим способами 
бактериальные клетки [6], комплексы антигенов [4] 
или отдельные антигены (коклюшный токсин, фила-
ментозный гемагглютинин, пертактин, фимбриальные 
белки, липополисахарид) возбудителя [4, 5]. Оценку 
уровня сывороточных антител проводят однократно 
[10] или двукратно при исследовании парных сыворо-
ток, взятых с интервалом 10–14 дней.

Как правило, уровень антител методом ИФА опреде-
ляют в сыворотке крови человека. В некоторых случа-
ях исследуемым материалом является слюна больного. 
Чувствительность и специфичность ИФА, основанного 
на выявлeнии антитeл класса IgG к коклюшному ток-
сину в слюнe, составили 79,7 и 96,6 % соответственно 
[11]. При этом определение уровня антител класса IgА 
к коклюшному токсину и филаментозному гемагглюти-
нину в слюне больного имеет низкое диагностическое 
значение [12]. 

В настоящее время использование ИФА для выявле-
ния антител IgA, IgG, IgM в сыворотке крови в практиче-
ском здравоохранении Российской Федерации позволя-
ет подтвердить диагноз коклюша при лёгких и стёртых 
формах заболевания, информативно для непривитых 
детей старше 1 года и взрослых [1, 2]. Недостатки серо-
логической диагностики состоят в том, что этот метод 
используется в основном ретроспективно (с 3-й недели 
заболевания), имеются трудности в интерпретации диа-

гноза на основе полученных данных у привитых и детей 
первого полугодия жизни, у которых на рaнних срoках 
бoлезни результаты серодиагностики могут быть отри-
цательными, и лишь обследoвание в динамике (повтор-
но на 4–5-й неделе болезни) может подтвердить диагноз 
[2, 3]. Кроме того, на данный момент отсутствуют заре-
гистрированные отечественные ИФА-тест-системы.

Поэтому в настоящее время назрела необходимость 
провести сравнительный анализ эффективности выяв-
ления постинфекционных противококлюшных антител 
трёх классов у больных коклюшем с помощью зареги-
стрированных тест-систем зарубежного производства 
с целью формулирования практических рекоменда-
ций относительно возможностей их использования и 
правильной интерпретации полученных результатов. 
Сравнительный анализ эффективности выявления про-
тикоклюшных антител классов IgM, IgG и IgA у боль-
ных коклюшем с помощью коммерческих тест-систем 
RIDASCRЕЕN, NOVATEC, DRG, SAVYON показал, 
что для серологических исследований может быть ис-
пользована любая из этих тест-систем. При исследо-
вании 42 сывороток полное совпадение результатов 
определялось в 17 (40,5%) сыворотках во всех четырёх 
тест-системах, в том числе антитела классов IgM, IgG, 
IgA выявлены в 12 (28,6%) сыворотках, 5 (11,9%) сыво-
роток оказались серонегативными по всем трём клас-
сам антител. В 18 (42,9%) сыворотках из 42 выявлено 
неполное совпадение результатов по динамике выра-
ботки одного класса антител, в 4 (9,5%) сыворотках 
отмечено несовпадение результатов по двум классам 
антител. Различия в выявляемости антител в разных 
тест-системах может быть связано с особенностями 
диагностических наборов: сорбцией разных антигенов 
и их концентрацией, степенью очистки, разным соот-
ношением субклассов антител в коньюгатах и др. Не-
совпадение результатов определено в 3 (7,1%) сыворот-
ках у детей первого года жизни (3, 5 и 7 мес). Различия 

Т а б л и ц а  3
Удельный вес отрицательных и положительных результатов по определению антител класса IgG

Тест-системы Всего 
сыворо-

ток

IgG Удельный вес положительных и отрицательных результатов по определению IgG
в сравнении с положительными 
результатами в RIDASCRЕЕN

в сравнении с отрицательными результатами 
в RIDASCRЕЕN

IgG+ IgG- всего 
IgG+

IgG+ IgG- всего 
IgG-

IgG- IgG+
абс/% абс/% абс/% абс/% абс/% абс/%

RIDASCRЕЕN 42 29/69,1 ± 8,7 13/30,9 ± 13,3 29 29/100 - 13 13/100 -
SAVYON 42 29/69,1 ± 8,7 13/30,9 ± 13,3 29 28/96,5 ± 3,5 1/3,5 13 12/92,0 ± 8,0 1/7,7
NOVATEC 42 26/61,9 ± 9,7 16/38,1 ± 12,5 29 26/89,7 ± 6,1 3/10,3 13 13/100 -
DRG 42 28/66,7 ± 9,1 14/33,3 ± 13,1 29 27/93,1 ± 4,9 2/6,9 13 12/92,3 ± 8,0 1/7,7

Т а б л и ц а  4
Удельный вес отрицательных и положительных результатов по определению антител класса IgA

Тест-системы Всего 
сыво-
роток

IgA Удельный вес положительных и отрицательных результатов по определению IgA
в сравнении с положительными результата-

ми в RIDASCRЕЕN
в сравнении с отрицательными ре-

зультатами в RIDASCRЕЕN
IgA+ IgA- всего 

IgA+
IgA+ IgA- всего 

IgA-
IgA- IgA+

абс/% абс/% абс/% абс/% абс/% абс/%
RIDASCRЕЕN 42 25/59,5 ± 10,0 17/40,5 ± 12,3 25 25/100 - 17 17/100 -
SAVYON 42 11/26,2 ± 13,9 31/73,8 ± 7,9 25 11/44,0 ± 15,7 14/56,0 ± 13,8 17 17/100 -
NOVATEC 42 19/45,2 ± 11,7 23/54,8 ± 10,6 25 19/76,0 ± 10,1 6/24,0 ± 19,1 17 17/100 -
DRG 42 21/50,0 ± 11,2 21/50,0 ± 11,2 25 21/84,0 ± 8,2 4/16,0 ± 21,2 17 17/100 -
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заключались в том, что в одних тест-системах выявлял-
ся 1 или 2 класса антител, а в других сыворотки были 
серонегативными по 3 классам антител. Вероятно, при 
исследовании парных сывороток крови в динамике мо-
гут быть получены схожие результаты. Возможно, это 
связано с разной чувствительностью тест-систем. Кро-
ме того, заболевшие дети первого года жизни были не 
привиты, что связано с соматическим состоянием де-
тей и, возможно, с медицинскими отводами вследствие 
этого. Кроме того, иммунная система у детей первого 
года жизни имеет возрастные особенности, и у них на-
блюдается замедленное формирование иммунного от-
вета. 

При определении антител класса IgM в сыворотке 
крови больных коклюшем наибольшее количество по-
ложительных результатов установлено в тест-системе 
SAVYON – 83,3 ± 6,3% (35 сывороток), NOVATEC – 71,4 
± 8,2% (30 сывороток), RIDASCRЕЕN – 61,9 ± 9,7% (26 
сывороток), DRG – 45,2 ± 11,7% (19 сывороток). Антитела 
класса IgG во всех тест-системах определялись на одном 
уровне – в тест-системах RIDASCRЕЕN и SAVYON – 69,0 
± 8,7% (29 сывороток), DRG – 66,7 ± 9,1% (28 сывороток) 
и NOVATEC – 61,9 ± 9,7% (26 сывороток). Некоторые 
различия имели место в определении антител класса IgA. 
Высокая частота выявления IgA отмечена в тест-системе 
RIDASCRЕЕN – 59,5 ± 10,0% (25 сывороток) и DRG 
–50,0 ± 11,2% (21 сыворотка). В тест-системах NOVATEC 
и SAVYON этот показатель был ниже – 45,2 ± 11,7 и 26,2 
± 13,9% соответственно (19 и 11 сывороток).

Заключение. Сравнительный анализ эффективности 
выявления противококлюшных антител классов IgM, 
IgG и IgA у больных коклюшем с помощью коммер-
ческих тест-систем RIDASCRЕЕN, NOVATEC, DRG, 
SAVYON показал, что для серологических исследова-
ний может быть использована любая из них. Учитывая 
разную чувствительность тест-систем, связанную с осо-
бенностями их создания, для диагностических целей ре-
комендуется проводить исследования сывороток крови 
в одной выбранной тест-системе для получения сопо-
ставимых результатов и интерпретировать результаты, 
полученные в одной тест-системе; при получении со-
мнительных результатов необходимо исследовать сыво-
ротки в динамике одновременно в одной тест-системе. 
В данной работе оценены 4 тест-системы ИФА для се-
рологической диагностики коклюша. Вместе с тем ре-
гистрация сопоставимых практически на одном уровне 
результатов выявления антител класса IgG свидетель-
ствует о перспективе использования тест-систем ИФА 
и для оценки поствакцинального иммунитета в системе 
серомониторинга коклюшной инфекции. 

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов: Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Образцова  О.А., вербенко Д.А., Карамова А.Э., Семёнова в.Г., Кубанов А.А., Дерябин Д.Г.

СОВЕРШЕНСТВОВАНИЕ ПЦР-ДИАГНОСТИКИ ЛЕПРЫ ПУТЁМ АМПЛИФИКАЦИИ 
ВИДОСПЕЦИФИЧНОГО ПОВТОРЯЮЩЕГОСЯ ФРАГМЕНТА ГЕНОМА MYCOBACTERIUM 
LEPRAE

ФГБУ «Государственный научный центр дерматовенерологии и косметологии» 
Минздрава РФ, 107076,  Москва, Россия

Сохранение высокого уровня заболеваемости лепрой в ряде государств мира, а также активизация трансграничных 
миграционных потоков повышают актуальность эффективной диагностики данного заболевания и в странах со спо-
радической заболеваемостью лепрой, к которым относится Российская Федерация. Цель исследования – разработка 
высокочувствительного ПЦР-теста для обнаружения генетического материала Mycobacterium leprae и сравнение его 
эффективности с коммерчески доступной тест-системой «Leprosy genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Великобри-
тания). Предложенный подход заключался в амплификации участка некодирующего повторяющегося элемента генома 
M. leprae – RLEP. С использованием референсных образцов ДНК патогенных и условно-патогенных микобактерий по-
казана высокая специфичность проводимого анализа, а его сравнение с ПЦР, ориентированной на обнаружение одно-
копийных генов M. leprae (rrs, fbp, MntH), продемонстрировало уменьшение порога детекции, выражаемого количеством 
циклов амплификации, на котором кривая накопления флуоресцентного сигнала превышала базовый уровень. Использо-
вание коммерчески доступной тест-системы, основанной на обнаружении однокопийного гена rpoB, обеспечивало 59,4% 
чувствительность детекции M. leprae в клиническом материале, в то время как применение разработанного подхода 
повышало этот показатель до 96,8%. Разработанная тест-система для ПЦР-диагностики лепры представлена на го-
сударственную регистрацию, после чего её практическое использование позволит решить широкий круг задач по выяв-
лению и подтверждению новых случаев лепры, мониторингу эффективности проводимого лечения, а также эпидемио-
логическому (в том числе трансграничному) мониторингу распространения данного заболевания.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  лепра; Mycobacterium leprae; ПЦР в реальном времени; RLEP. 
Для цитирования: Образцова О.А., Вербенко Д.А., Карамова А.Э., Семёнова В.Г., Кубанов А.А., Дерябин Д.Г. Совершен-
ствование ПЦР-диагностики лепры путем амплификации видоспецифичного повторяющегося элемента генома Myco-
bacterium leprae. Клиническая лабораторная диагностика. 2018; 63 (8):  511-516.   DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-
2084-2018-63-8-511-516
Obraztsova O.A., Verbenko D.A., Karamova A.E., Semenova V.G., Kubanov A.A., Deryabin D.G.
THE REFINEMENT OF LEPROSY PCR DIAGNOSTICS BY THE AMPLIFICATION OF SPECIE-SPECIFIC 
REPEATED FRAGMENT OF THE MYCOBACTERIUM LEPRAE GENOME.
FgBu “State Scientific Center of Dermatovenereology and Cosmetology” Ministry of Health of Russia, 107076, Moscow, Russia
Certain level of new registered cases of leprosy in a number of endemic countries in the world, as well as growing rate of 
transboundary migratory flows, raise the issue of effective diagnosis of this disease in countries with sporadic incidence of leprosy, 
including the Russian Federation. The purpose of the study was to develop a highly sensitive PCR test for detecting the genetic 
material of Mycobacterium leprae and to compare the test robustness and sensitivity with the commercially available Leprosy 
Genesig Standard Kit (Primerdesign Ltd., UK). The proposed approach uses real time PCR of non-coding repeating element RLEP, 
unique for the M. leprae genome, using TaqMan probe. The high test specificity was shown using the reference DNA samples of 
pathogenic and conditionally pathogenic mycobacterium, as well and its comparison with single-copy genes of M. leprae (rrs, 
fbp, MntH) PCR detection. The use of a commercially available test system based on the single-copy rpoB gene detection provided 
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1Приказ Министерства здравоохранения РФ от 29 июня 2015 г. 
№ 384н «Об утверждении перечня инфекционных заболеваний, 
представляющих опасность для окружающих и являющихся 
основанием для отказа в выдаче либо аннулирования разрешения 
на временное проживание иностранных граждан и лиц без граж-
данства или вида на жительство, или патента, или разрешения на 
работу в Российской Федерации, а также порядка подтверждения 
их наличия или отсутствия, а также формы медицинского заключе-
ния о наличии (об отсутствии) указанных заболеваний»

Введение. Лепра (проказа; болезнь Гансена; А30 по МКБ10) 
– инфекционный гранулематоз, вызываемый Mycobacterium 
leprae. В 2016 г. Всемирная организация здравоохранения со-
общала о 216 108 новых случаях лепры, наиболее часто ре-
гистрируемых в Бразилии, Индии, ряде государств Экватори-
альной Африки и Юго-Восточной Азии [1]. Отражением акту-
альности профилактики, раннего выявления и эффективного 
лечения лепры явилась разработка целевой стратегии ВОЗ на 
2016-2020 годы [2], определяющей основные приоритеты эф-
фективного противодействия этому заболеванию.

В Российской Федерации заболеваемость лепрой на про-
тяжении ряда последних лет имела спорадический характер: 
в период с 1996 по 2007 г. диагностировано лишь 43 новых 
случая данного заболевания [3], а в дальнейшем этот пока-
затель находился на нулевых значениях. Вместе с тем акти-
визировавшиеся с начала XXI века миграционные потоки 
сформировали риски трансграничного переноса M. leprae из 
стран с эндемичными очагами лепры. В этой связи Прика-
зом Министерства здравоохранения РФ от 29 июня 2015 г. 
№ 384н1 лепра наряду с сифилисом, ВИЧ-инфекцией и ту-
беркулёзом включена в перечень  инфекционных заболева-
ний, подлежащих контролю у иностранных граждан и лиц 
без гражданства, претендующих на проживание или работу в 
Российской Федерации.

Диагностика лепры не представляет трудностей лишь 
при поздних стадиях, тогда как выявление ранних форм дан-
ного заболевания представляет существенно более сложную 
задачу и требует интегрального учёта характера кожных про-
явлений, поражения периферической нервной системы, а 
также наличия специфических гистологических изменений 
с обнаружением кислотоустойчивых бактерий (длина 1–8 
мкм, ширина 0,3–0,5 мкм) в скарификатах кожи и биоптатах 
[4]. При этом основной метод лабораторной диагностики 
при лепре – бактериоскопическое исследование – не всегда 
информативен, так как требует присутствия значительного 
количества патогенных бактерий (104 на 1 г ткани), а также 
не позволяет распознать плеоморфные клетки M. leprae в по-
коящемся состоянии [5]. В результате до половины случаев 
лепры остаются нераспознанными, что делает их потенци-
альным источником заражения для окружающих [6].

В связи с невозможностью культивирования M. leprae в 
системах in vitro альтернативные методы обнаружения этого 
возбудителя основываются на анализе генома с использовани-
ем ДНК-технологий, в первую очередь полимеразной цепной 
реакции (ПЦР), в том числе ПЦР в реальном времени [7]. Важ-
ным условием для этого стало полногеномное секвенирование 

M. leprae [8], определившее ряд видоспецифичных генов, при-
годных для проведения ДНК-идентификации [9]. В частности, 
коммерчески доступный набор для диагностики лепры «Leprosy 
genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Великобритания) осно-
ван на использовании праймеров к видоспецифичному гену 
rpoB, кодирующему бета-субъединицу РНК-полимеразы M. 
leprae [10]. В Российской Федерации для решения подобной 
задачи предложены праймеры и зонды к гену 16S rRNA, обе-
спечивающие обнаружение генетического материала M. leprae  
в формате ПЦР в реальном времени [11], однако основанный на 
этом ПЦР-тест до настоящего времени ещё не производится.

Другая возможность идентификации ДНК M. leprae опре-
деляется обнаружением в её геноме множества некодирующих 
повторяющихся нуклеотидных последовательностей, объеди-
няемых в четыре  семейства (RLEP, REPLEP, LEPREP, LEP-
RPT) и отсутствующих у других представителей семейства 
Mycobacteriaceae [12, 13]. При этом совокупность накапли-
вающихся данных свидетельствует о преимуществах исполь-
зования подобных повторяющихся элементов с наибольшим 
показателем копийности (в частности, RLEP) в качестве пер-
спективных мишеней для ДНК-диагностики лепры [9, 14].

Целью настоящей работы явилось совершенствование 
ПЦР-метода обнаружения генетического материала M. leprae 
и сравнение его диагностической эффективности с коммер-
чески доступным ДНК-тестом при анализе  клинического 
материала от пациентов с диагнозом «А.30. Лепра», зареги-
стрированных в Российской Федерации в 2015–2017 гг.

Материал и методы. При разработке метода использован 
референсный образец генетического материала M. leprae, а в 
качестве объектов сравнения – ДНК лабораторного штамма M. 
tuberculosis H37Rv и ряда условно-патогенных микобактерий 
(M.scrofulaceum, M.peregrinum, M.chelonae, M.intracellulare, 
M.xenopi, M.gordonae, M.avium и M.fortuitum), любезно пре-
доставленных ФГБУН «Институт молекулярной биологии 
им. В.А. Энгельгардта» Российской академии наук.

Лабораторные испытания проведены с использованием об-
разцов клинического материала больных лепрой, выявленных 
в Российской Федерации в 2015–2017 гг. Пациентка А, 1967 
года рождения, жительница Астраханской области, первично 
выявлена в ФГБУ «НИИ по изучению лепры» Минздрава Рос-
сии 25.09.2015 г. [15]. Диагноз «А30.5 Лепроматозная лепра, 
лепра LL (лепра мультибациллярная, лепроматозная форма, 
активная стадия)» основан на данных клинического осмотра 
и результатах бактериоскопического исследования. Пациентка 
Б, 1940 года рождения, уроженка Республики Коми, находи-
лась на обследовании в Сергиево-Посадском филиале ФГБУ 
«ГНЦДК» Минздрава России 25.04.2016 г., где на основа-
нии клинического, патоморфологического и молекулярно-
генетического исследования ей был поставлен диагноз  «А30.5 
Лепроматозная лепра, лепра LL (лепра мультибациллярная, ле-
проматозная форма, активная стадия). Рецидив» (первичный 
диагноз 27.04.1995 г.). Подробное описание данного случая 
представлено нами ранее [16]. Третий случай лепры, протекав-
шей под «маской» туберкулёза кожи, описан нами 14.03.2017 г. 
у пациентки В., 1948 года рождения, жительницы Московской 
области [17]. На основании жалоб, анамнеза, данных осмотра 
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и физикального и клинико-лабораторного обследования уста-
новлен диагноз «А30.3 Пограничная лепра, лепра ВВ (лепра 
мультибациллярная, пограничная форма, активная стадия». 
Полученные от данных пациентов образцы клинического ма-
териала (биоптаты кожи) гомогенезировали с использованием 
автоматической станции TissueLyser II (Qiagen, Германия), по-
сле чего выделение ДНК проводили с использованием набора 
«Проба-НК» (ДНК-технология, Россия) согласно протоколу 
производителя.

С целью определения оптимальной ДНК-мишени для 
обнаружения генетического материала M. leprae мето-
дом ПЦР в реальном времени использовали праймеры 
и флуоресцентные зонды, последовательности которых 
приведены в таблице. Конструкция ДНК-зондов, изготовлен-
ных по технологии TaqMan-проб, включала флуорофор FAM 
на 5’-конце олигонуклеотида и гаситель флуоресценции 
BHQ на 3’-конце. Перечень тестируемых видоспецифичных 
генов включал rrs, кодирующий 16S rRNA данно-
го микроорганизма [18]; fbp – ген, кодирующий 
фибронектин-связывающий белок Ag85В [19] и 
mntH, кодирующий Mn2+-транспортный белок M. 
leprae [20]. Аналогичные  праймеры и зонды син-
тезированы к RLEP-некодирующей повторяющей-
ся последовательности, присутствующей в геноме 
M. leprae в количестве до 39 копий [21]. 

Амплификацию референсных образцов 
ДНК и клинических изолятов проводили в 
идентичных условиях с использованием прибора 
Quant Studio 5 (Applied Biosystems, США) в 
пробирках вместимостью 0,2 мл фирмы Axy-
gen (США). Реакцию осуществляли в 20 мкл 
смеси, включающей 0,1 мкМ каждого праймера и 
TaqMan-пробы в объёме 1 мкл; 5 мкл реакционной 
смеси для ПЦР из коммерчески доступного 
набора фирмы ЗАО «Евроген» (Россия), а также 
деионизированную воду. Программа амплификации 
включала первоначальную денатурацию 
ДНК в течение 5 мин при температуре 95оС с 
последующим проведением 40 циклов, состоящих 
из денатурации при температуре 94оС в течение 
10 с, отжига праймеров при 52оС в течение 35 с и 
элонгации при 72оС в течение   1 мин. Накопление 
флуоресцентного сигнала, выражаемого значе-
ниями RFU (англ. - relative fluorescence units) и 
сопровождающегося разрушением TaqMan-проб 

5’-3’-экзонуклеазной активностью Taq-полимеразы, проис-
ходило в режиме реального времени. 

Сравнительное ПЦР-исследование клинических образ-
цов проведено с использованием коммерчески доступного 
набора «Leprosy genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Ве-
ликобритания).

Чувствительность диагностического исследования с ис-
пользованием известного и предложенного ПЦР-методов 
оценена в соответствии с ГОСТ Р 53022.3-20082.  

Результаты. Графики интенсивности флуоресцентного 
сигнала, накапливаемого в ходе проведения ПЦР в реальном 
времени с референсными образцами ДНК M.leprae и других 
микобактерий, представлены на рис. 1. Результаты ПЦР в 
каждой серии экспериментов охарактеризованы значением 
Ct (англ. threshold cycle) – величиной порогового цикла, на 
котором кривая накопления флуоресцентного сигнала превы-
шала базовый уровень.

Рис. 1. Графики накопления интенсивности флуоресцентного сигнала 
(по оси ординат) в зависимости от количества циклов амплификации (по 
оси абсцисс) при исследовании референсных образцов ДНК.
а - амплификация референсного образца ДНК M.leprae с использованием праймеров и 
зондов к RLEP (1), гену MntH (2), гену rrs (3), гену fbp (4); б - результат использования 
праймеров и зондов к RLEP при амплификации референсного образца ДНК M.leprae (1) и 
некоторых других микобактерий: M. avium complex (2); M. tuberculosis, M. scrofulaceum, M. 
peregrinum, M. chelonae, M. intracellulare, xenopi, M. gordonae, M. fortuitum (3–10). 

2ГОСТ Р 53022.3-2008 Технологии лабораторные клинические. Требования к качеству клинических лабораторных исследований. Часть 3. 
Правила оценки клинической информативности лабораторных тестов.

Последовательности праймеров и флуоресцентных зондов (TaqMan-проб), использованных для обнаружения генетического  
материала M. leprae

Участок генома M. leprae Тип праймера или зонда Последовательность 5’-3’ Источник
rrs Прямой CGGAAAGGTCTCTAAAAAATCTT [18]

Обратный CATCCTGCACCGCAAAAAGCTT
TaqMan-проба FAM-AATACCGGATAGGACTTCAAGGC-BHQ1

fbp Прямой CCTTACTAGCGAGCTGCCTA [19]
Обратный GCC AGCATAGATGAACTGATC
TaqMan-проба FAM- CTCTCGATGGCCGGTTCCTCGG-BHQ

mntH Прямой CGGCTTCACGTCCAGTTTCTTC [20]
Обратный TAAGTGCCCTCGATGTAAGCGG
TaqMan-проба FAM-CCTACTGCCGCGCTTCCAGG-BHQ1

RLEP Прямой GCAGCAGTATCGTGTTAGTGAA [25]
Обратный CGCTAGAAGGTTGCCGTAT
TaqMan-проба FAM-CGCCGACGGCCGGATCATCGA-BHQ1
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При амплификации некодирующего повторяющегося 
фрагмента RLEP была получена типичная сигмообразная 
форма накопления сигнала с быстрым и выраженным ро-
стом флуоресценции, характеризуемая Ct = 24. Детекция по-
следовательностей, расположенных в генах rrs, fbp и mntH, 
представленных в геноме M. leprae одиночными копиями, 
оказалась менее эффективной, приводя к значениям Ct ≥ 33  
(рис. 1, а). 

Сравнительный анализ генетического материала других 
патогенных и условно-патогенных представителей семей-
ства Mycobacteriaceae (рис. 1, б) подтвердил возможность 
специфичного обнаружения ДНК M.leprae с использова-
нием праймеров и зондов к фрагменту RLEP. Время начала 
быстрого накопления флуоресценции для М. leprae не со-
провождалось появлением сигнала в пробах с ДНК M. tu-
berculosis, M. scrofulaceum, M. peregrinum, M. chelonae, M. 
intracellulare, M. xenopi, M. gordonae и M. fortuitum по край-
ней мере на протяжении 15 циклов амплификации. Един-
ственным исключением стала проба ДНК M. avium complex, 
увеличение сигнала флуоресценции продукта ПЦР в кото-
рой формировалось, однако только на очень поздних циклах 
амплификации (Ct ≥ 36) с минимальными отличиями  от ба-
зового уровня.

Полученные данные свидетельствовали в пользу высокой 
чувствительности и специфичности предложенного вариан-
та ПЦР-анализа, выполняемого с использованием праймеров 
и зондов к фрагменту RLEP, что послужило основанием для 

применения данного подхода в отношении образцов клини-
ческого материала больных лепрой, выявленных в Россий-
ской Федерации в 2015–2017 гг.

Анализ клинического материала пациентки А. (рис. 2, а) 
с использованием предложенного метода позволил детектиро-
вать присутствие генома M. leprae во всех представленных для 
исследования биологических образцах, по результатам микро-
скопического исследования на кислотоустойчивые бактерии 
характеризуемых бактериоскопическим индексом (БИН) 3,67. 
При этом определенные значения Ct варьировали от 20 до 28, 
оказываясь минимальными в биоптатах из кожных очагов и 
максимальным – в пробе со слизистой носа, часто исполь-
зуемой в качестве теста на инфицирование M. leprae. Анализ 
тех же проб с использованием коммерчески доступного теста 
«Leprosy genesig Standard Kit» (Primerdesign Ltd., Великобри-
тания) также приводил к положительному результату ПЦР во 
всех представленных образцах, однако значения Ct в данном 
случае находились в пределах диапазона 33–37, оставаясь ми-
нимальными при исследовании биоптатов кожи и максималь-
ными – при исследовании пробы со слизистой носа (рис. 2, г).

Использование предложенного варианта ПЦР для ис-
следования клинического материала пациентки Б. с присут-
ствием немногочисленных кислотоустоучивых микобакте-
рий (БИН 2+) также позволило оценить все представленные 
пробы как положительные (рис. 2, б). При этом значения Ct 
варьировали от 28 до 34, что согласовывалось с данными о 
менее значительной бактериальной обсеменённости клини-

2
0

100,000
200,000
300,000
400,000
500,000
600,000
700,000
800,000
900,000

1,000,000
1,100,000
1,200,000

0
100,000
200,000
300,000
400,000
500,000
600,000
700,000
800,000
900,000

1,000,000
1,100,000
1,200,000

1,300,000
1,400,000
1,500,000
1,600,000
1,700,000

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

2

250,000

500,000

750,000

1,000,000

1,250,000

0

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 2
0

50,000
100,000
150,000
200,000
250,000
300,000
350,000
400,000
450,000
500,000
550,000

0
50,000

100,000
150,000
200,000
250,000
300,000
350,000
400,000
450,000
500,000
550,000

4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 402 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
0

100,000

-100,000

200,000
300,000
400,000
500,000
600,000
700,000

Рис. 2. Графики накопления интенсивности флуоресцентного сигнала (по оси ординат) в зависимости от количества циклов 
амплификации (по оси абсцисс) при исследовании клинических образцов от пациентов с диагнозом «А30. Лепра».
 а, г - клинический материал пациентки А.; б, д - клинический материал пациентки Б.; в, е - клинический материал пациентки В.
Слева - результаты использования праймеров и зондов к RLEP; справа - результаты использования тест-системы «Leprosy genesig Standard Kit» 
(Primerdesign Ltd., Великобритания).
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ческого материала пациентки Б. На этом фоне использование 
коммерчески доступного ПЦР-теста с праймерами и зондом 
к гену rpoB позволяло обнаружить генетический материал M. 
leprae в девяти из 10 представленных образцов, с превыше-
нием базового уровня флуоресценции лишь на 34–39-м ци-
клах амплификации (рис. 2,  д). 

В образцах клинического материала пациентки В. пред-
варительно выявлялись единичные гомогенные и фрагмен-
тированные кислотоустойчивые микобактерии (БИН 0,3+). 
При использовании тест-системы «Leprosy genesig Standard 
Kit» не обнаруживали присутствия M. leprae ни в одной из 
исследованных проб (рис. 2, е), что входило в противоречие 
с результатами клинического и лабораторного обследования 
[17]. С другой стороны, применение предложенного метода, 
хотя и с достижением значения Ct на поздних, 36–38-м ци-
клах амплификации, всё-таки позволило выявить наличие 
генетического материала M. leprae в 11 из 12 исследованных 
проб (рис. 2, в).

Интегральный показатель чувствительности лаборатор-
ного исследования с использованием коммерчески доступ-
ного теста, основанного на амплификации однокопийного 
видоспецифичного гена rpoB, составил 59.4%, в то время как 
предложенный вариант ПЦР-анализа с амплификацией не-
кодирующего повторяющегося элемента RLEP повышал этот 
показатель до 96,8%. Дополнительным результатом явилась 
предварительная констатация обратной зависимости дости-
гаемых значений Ct от интенсивности бактериальной обсе-
менённости исследуемого материала, а также демонстрация 
возможности использования предложенного метода при де-
текции следовых количеств M. leprae, размножение которых 
было частично подавлено противотуберкулёзными препара-
тами, назначенными пациенту В. на основании первичного 
(ошибочного) диагноза туберкулёза кожи [17].

Обсуждение. Метод ПЦР-диагностики лепры впервые был 
предложен более 25 лет назад [22, 23] и в дальнейшем неодно-
кратно совершенствовался [9, 14, 24]. Важным техническим 
улучшением стало использование технологии ПЦР в реальном 
времени, в том числе c применением флуоресцентно-меченных 
олигонуклеотидных зондов (TaqMan-проб) [13, 18–20, 25]. Су-
щественный прогресс в ДНК-диагностике лепры произошёл 
после полногеномного секвенирования возбудителя лепры – 
M. leprae [8]. По его результатам было предложено несколько 
новых мишеней для ПЦР-анализа [7, 26], среди которых наи-
более перспективными считаются видоспецифичные некоди-
рующие элементы, представленные в геноме M. leprae в коли-
честве до нескольких десятков копий [9, 13, 14]. 

Проведённое исследование подтвердило эту возможность, 
развивая представления о RLEP – некодирующем повторяю-
щемся элементе генома Mycobacterium leprae с наибольшим 
показателем копийности (до 39 копий на геном) как перспек-
тивной мишени для ДНК-диагностики лепры. Полученные 
результаты продемонстрировали высокую специфичность 
разработанного варианта ПЦР-анализа, детектирующего ис-
ключительно генетический материал возбудителя лепры, при 
ареактивности с референсными образцами ДНК других па-
тогенных и условно-патогенных микобактерий [27]. Кроме 
того, существенным положительным эффектом использова-
ния данного подхода стало значительное повышение чув-
ствительности ПЦР, кратно превосходящее таковую при ис-
пользовании в качестве мишеней однокопийных генов и по-
зволяющее детектировать фемтограммовые количества  ДНК 
M. leprae. В этой связи следует отметить, что определённая 
нами эффективность ПЦР с использованием праймеров и 
зондов к фрагменту RLEP в том числе превосходила таковую 
при амплификации последовательности гена rrs (16S rRNA), 
ранее предложенного в качестве мишени для амплификации 
российскими исследователями [11].

Использование разработанного метода при обследова-
нии пациентов с клиническим диагнозом «А30. Лепра», вы-
явленных в Российской Федерации в 2015–2017 гг. [16, 17] 
подтвердило его практическую применимость, а сравнение 
полученных данных с результатами использования ком-
мерчески доступного ПЦР-теста «Leprosy genesig Standard 
Kit» (Primerdesign Ltd., Великобритания) явилось свиде-
тельством повышенной диагностической чувствительно-
сти предложенного подхода. При этом наиболее вероятной 
причиной достигнутого положительного эффекта является 
кратное увеличение количества мишеней для амплифика-
ции в геноме одной бактериальной клетки, что в итоге по-
зволяет получать положительные результаты ПЦР в биоло-
гических пробах с минимальным присутствием M. leprae 
вплоть до образцов с нулевыми значениями бактериоскопи-
ческого индекса [27]. 

Объективные ограничения, определяемые небольшим ко-
личеством обследованных пациентов и представленных для 
исследования образцов клинического материала, не позво-
лили в рамках настоящего исследования подробно оценить 
дополнительные диагностические возможности метода. В то 
же время сопоставление полученных и литературных дан-
ных указывает на высокую степень соответствия результатов 
ПЦР-анализа показателям бактериоскопического исследова-
ния [25], а также на различную чувствительность разрабо-
танного метода при оценке мульти- или олигобациллярных 
форм лепры [27].

Полученные результаты позволяют рекомендовать при-
менение метода ПЦР в реальном времени с использованием 
праймеров и зондов к повторяющемуся некодирующему эле-
менту генома Mycobacterium leprae – RLEP в качестве тех-
нологичного и чувствительного метода лабораторной диа-
гностики, потенциально решающего широкий круг задач по 
выявлению и подтверждению новых случаев лепры, мони-
торинга эффективности проводимого лечения, а также эпи-
демиологического (в том числе трансграничного) монито-
ринга распространения данного заболевания. Разработанная 
на этой основе тест-система для ДНК-диагностики лепры 
представлена для государственной регистрации и в ближай-
шей перспективе должна стать доступной для практического 
применения в диагностической практике заинтересованных 
клинико-диагностических лабораторий.
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Чукаева И.И., Ганковская Л.в., Плотникова Н.А., Орлова Н.в., Понасенко О.А., Свитич О.А., Спирякина Я.Г.

ИЗУЧЕНИЕ эКСПРЕССИИ ГЕНА БЕЛКА ТЕПЛОВОГО ШОКА 70 (HSP70) И ЕГО 
ПОЛИМОРФНОГО МАРКЕРА (+1267A>G) У ЖЕНЩИН ПРИ  ВОЗДЕЙСТВИИ 
ДЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА

ФГБОУ вО Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова Минздрава РФ, 
117997,  Москва, Россия

Проведено изучение экспрессии гена белка теплового шока 70 (HSP70) и его полиморфного маркёра +1267A>G 
(rs754888705) в гене HSP70 у  32 женщин, подверженных воздействию длительного стресса, под которым подразуме-
вается стационарное лечение ребёнка с  онкологическим заболеванием. В группу контроля вошли 25 женщин без воздей-
ствия  длительного стрессорного фактора. Изучена взаимосвязь уровня экспрессии гена HSP70 у женщин с эпизодами 
подъёма артериального давления (АД). Средняя продолжительность стресса в группе матерей детей составила 7,3 
(2,5–11,5) мес. Выраженность тревоги по HADS в основной группе была значимо повышена и составила 8,7 (7–10) балла, 
в группе контроля 5 (2–7) баллов. Уровень депрессии в основной группе был достоверно выше и составил 7,7 (7–9) балла, в 
группе контроля 3,3 (1–5) балла. Сравнение показателей уровня экспрессии гена HSP70 в крови у молодых женщин основ-
ной группы с таковыми в контрольной группе показало статистически значимое преобладание экспрессии гена HSP70 в 
основной группе. Наличие эпизодов повышения АД  у женщин, находившихся в стрессовых условиях, не влияло на уровень 
экспрессии гена HSP70.
Анализ частоты встречаемости аллелей полиморфного маркёра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) в основной и 
контрольной группах показал статистически достоверное преобладание аллеля А в группе  матерей с воздействием 
стресса и преобладание аллеля G в контрольной группе. Сравнительный анализ частот генотипов полиморфного маркё-
ра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) показал, что генотип AA достоверно чаще встречается у матерей с эпизода-
ми повышения АД в  сравнении с  женщинами без таких эпизодов. 
Повышение уровня экспрессии гена HSP70 в лейкоцитах периферической крови у матерей с жизнеугрожающим 
заболеванием ребёнка свидетельствует о повреждающем воздействии длительного психоэмоционального стресса на 
клеточном уровне и активации  защитной реакции, опосредуемой HSP70. Изучение частоты встречаемости генотипа 
AA полиморфного маркёра A1267G (rs754888705) гена HSP70-2 у женщин на фоне длительного стресса позволит оце-
нить роль генетических факторов в развитии гипертензивных реакций.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  артериальная гипертония; длительный психоэмоциональный стресс; ген HSP70; экспрессия 
гена HSP70.
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STUDY OF HEAT SHOCK PROTEIN GENE 70 (HSP70) EXPRESSION  AND ITS POLYMORPHOUS MARKER (+ 
1267A> G) IN WOMEN UNDER EXPOSURE TO A LONG-TERM STRESS
Pirogov Russian National Research Medical University, 117997, Moscow, Russia
There was studied the HSP70 gene and its polymorphic marker + 1267A> G (rs754888705) in the HSP70 gene expression in 
32 women under long-term stress, which was caused by inpatient treatment of their oncologic child. A control group included 25 
women without long-term stress factors. There was studied a correlation between the expression level of the HSP70 gene in women 
and their high blood pressure (BP) episodes. The average duration of stress in the group of children’s mothers was 7.3 (2.5-11.5) 
months. Anxiety level according to HADS in the main group was significantly increased and amounted to 8.7 (7-10) points, in the 
control group 5 (2-7) points. Depression level in the main group was significantly higher and amounted to 7.7 (7-9) points, in the 
control group 3.3 (1-5) points.
Comparison of the HSP70 gene expression level in blood of young women of the main study group with expression level of this gene in 
the control group showed a statistically significant predominance of HSP70 gene expression in the main group. The episodes of high 
BP in women who were under stress conditions did not influence the expression level of the HSP70 gene. Analysis of the alleles of the 
polymorphic marker frequency in the gene HSP70-2 1267A> G (rs754888705) in the main and control groups showed a statistically 
significant predominance of allele A in the group of mothers under stress, and predominance of the allele G in the control group. 
Comparative analysis of the polymorphic marker genotype frequencies in the gene HSP70-2 1267A> G (rs754888705) showed that 
the AA genotype is significantly more frequent in mothers with episodes of BP increase compared to women without it.
An increased level of the HSP70 gene expression in peripheral blood leukocytes in mothers with a life-threatening disease of their 
child indicates the damaging effect of long-lasting psychoemotional stress at the cellular level and activation of the protective 
reaction mediated by HSP70. Studying of the genotype AA characteristics of the polymorphic marker A1267G (rs754888705) 
of the HSP70-2 gene in women under long-lasting stress will let us evaluate the role of genetic factors in hypertensive reactions 
development.

K e y w o r d s :  hypertension;  long-lasting psychoemotional stress; HSP70 gene; HSP70 gene expression.
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Артериальная гипертензия (АГ), несмотря на совре-
менные достижения медицины, является одной из ведущих 
причин инвалидизации и смертности населения, оставаясь 
одним из самых распространённых заболеваний, приво-
дящих к инсульту. Выделяют факторы риска развития АГ, 
связанные с образом жизни и способствующие развитию 
заболевания, такие как курение, абдоминальное ожирение, 
повышенное потребление соли, недостаточная физическая 
активность. На развитие АГ  также влияют психосоциаль-
ные факторы – длительные стрессовые ситуации, как на 
работе, так и в семейной жизни [1]. Для профилактики АГ 
актуальны раннее выявление факторов риска и их коррек-
ция. При развитии АГ в разных возрастных периодах на-
блюдаются гендерные различия. Распространённость за-
болевания среди населения с возрастом  увеличивается и 
составляет 60–70% среди лиц старше 60 лет. До 50 лет сре-
ди гипертоников преобладают мужчины, а в старшей воз-
растной категории АГ более распространена среди женщин. 
К 65 годам заболевание встречается  у 50% женщин, а к 75 
годам – более чем  у 80% [2]. Такую закономерность свя-
зывают с  изменением гормонального фона в период мено-
паузы. В то же время факторы риска АГ, присутствующие у 
женщин до наступления менопаузы, также могут оказывать 
отсроченное негативное воздействие на развитие гиперто-
нии. Одной из причин нарушения регуляции артериального 
давления (АД) является воздействие стресса [1]. В жизни 
современной женщины причины стресса могут быть связа-
ны с кризисной ситуацией в семейной жизни, проблемами 
со здоровьем, с профессиональной деятельностью. Одним 
из самых значимых факторов, влияющих на психоэмоцио-
нальное состояние женщины, является здоровье её ребенка. 
Состояние длительного стресса у матери при жизнеугро-
жающем заболевании ребёнка, таком как онкопатология, 
выделяется как фактор риска развития в будущем сердечно-
сосудистой патологии.

В условиях стресса активация систем организма направ-
лена на адаптацию и носит защитный характер. Однако при 
длительном воздействии стресса могут развиваться патологи-
ческие процессы. В развитии АГ  под воздействием стресса 
выделяют роль гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
и симпатико-адреналовой систем. Повышение уровня стрес-
сорных гормонов приводит к  гипертензии, связанной с ак-
тивацией ренин-ангиотензин-альдостероновой системы, 
повышением тонуса сосудов, задержкой натрия и воды, 
увеличением объёма циркулирующей крови. Гуморальные 
механизмы также участвуют в системном ответе организма 
на агрессивное воздействие. Один из основных стрессор-
ных гормонов – кортизол при длительном стрессе, кроме АГ, 

способствует гипергликемии, снижению иммунной защиты 
организма. К отрицательному действию повышенной вы-
работки адреналина и пролактина при стрессе относят риск 
развития раковой патологии [3]. 

В адаптации к стрессу, наряду с гуморальными факто-
рами, участвуют молекулярные механизмы. При аномально 
высокой температуре и таких агрессивных воздействиях, как 
боль, травма, гипоксия, инфекция, токсическое воздействие, 
вырабатываются особые молекулы – белки теплового шока 
(БТШ). Они исполняют роль буферной защитной системы  
при воздействии повреждающих факторов, направленных 
на стабилизацию клеток. Среди свойств БТШ выделяют ре-
гуляцию иммунной системы, направленную на  распознава-
ние антигенов, контроль  нестабильности белковых молекул, 
предупреждение белковой агрегации и деградации неста-
бильных белков [4, 5].

БТШ, участвуя в активации воспалительных и иммунных 
реакций, могут играть не только защитную роль, но и уча-
ствовать в развитии аутоиммунных заболеваний, сахарного 
диабета, болезни Крона и др. Известно,  что высокий уровень 
циркуляции БТШ у пациентов ассоциирован с развитием 
сердечно-сосудистых заболеваний и их осложнений, разви-
тием инфарктов и инсультов [6, 7].

Ряд исследований свидетельствует не только о  влиянии 
стресса на экспрессию БТШ, но и об изменении полимор-
физма кодирующих генов в условиях агрессивных воздей-
ствий [8]. Достаточно хорошо изучены полиморфизмы генов 
HSP70-1, HSP70-2 и HSP70-НОМ при инфаркте миокарда и 
инсульте. В то же время  данные заболевания, сопровожда-
ющиеся оксидативным повреждением, некрозом, воспали-
тельными реакциями, могут рассматриваться как самостоя-
тельные стрессорные повреждающие факторы. Выявлена 
взаимосвязь полиморфизмов генов БТШ HSP70-2 и HSP70-
НОМ с факторами риска развития сердечно-сосудистых за-
болеваний, таких как ожирение и нарушение толерантности 
к глюкозе. Выявлена ассоциация  аллельных вариантов по-
лиморфного маркера +1267A/G гена HSPA1B с ожирением 
[9, 10]. 

Изменения БТШ при психологическом стрессе и их влия-
ние на развитие АГ  в настоящее время изучены в меньшей 
мере. Изучение особенностей генетического профиля и из-
менений экспрессии гена БТШ у женщин, подверженных 
длительному стрессу, позволит оценить  их роль в риске раз-
вития АГ. 

Цель данной работы заключалась в исследовании экс-
прессии гена HSP70 и его полиморфного маркёра +1267A>G 
(rs754888705) в гене HSP70 у женщин, находящихся под воз-
действием длительного стресса. 
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Материал и методы. В открытое нерандомизированное 
исследование были включены 32 женщины в возрасте от 
26 до 45 лет [35 (32–37,5) лет] – матери детей, находящихся 
на стационарном лечении в Национальном медицинском 
исследовательском центре детской гематологии, онкологии и 
иммунологии им. Дмитрия Рогачева, составившие основную 
группу исследования. В их числе 10 женщин с наличием 
эпизодов повышения АД – группа 1а и 22 женщины без 
зафиксированных эпизодов повышения АД – группа 1б.  В 
группу контроля вошли 25 женщин в возрасте от 26 до 47 лет 
[34 (29–40) лет] без воздействия длительного стрессорного 
фактора.

Критерии включения: отсутствие АГ в анамнезе, пись-
менное информированное согласие на добровольное участие 
в исследовании.

Критерии исключения: беременность и период лактации, 
сахарный диабет 1-го и 2-го типа, системные заболевания, 
хронические воспалительные заболевания, злокачественные 
новообразования, приём алкоголя более одного дринка в неде-
лю, любые клинические состояния, которые по мнению врача 
могут помешать участию пациента в исследовании, отказ па-
циента от участия или продолжения участия в исследовании.

Наблюдение пациентов проводилось с января 2016 г. по 
август 2017 г. в боксированном отделении гематологии/он-
кологии Национального медицинского исследовательского 
центра детской гематологии, онкологии и иммунологии им. 
Дмитрия Рогачева Минздрава РФ, на базах кафедры поликли-
нической терапии лечебного факультета ФГБОУ ВО РНИМУ 
им. Н.И. Пирогова Минздрава России – в ГБУЗ «ГКБ № 13 
ДЗМ» и ГБУЗ «ДКЦ № 1 ДЗМ».

От каждого пациента было получено письменное инфор-
мированное согласие на добровольное участие в исследова-
нии. Исследование было одобрено Этическим комитетом при 
ФГБОУ ВО РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава России.

Всем женщинам, помимо принятого общеклинического 
обследования, проводились антропометрическое обследова-
ние (рост, масса тела, расчёт индекса массы тела, окружность 
талии и бедер), лабораторное исследование (общий анализ 
крови, общий анализ мочи, биохимический анализ крови 
– общий белок, мочевина, креатинин, мочевая кислота, об-
щий холестерин, липопротеины низкой и высокой плотности 
(ЛПНП и ЛПВП), триглицериды, АСТ, АЛТ, глюкоза, коагу-
лограмма), ЭКГ в 12 отведениях.

Наличие и выраженность тревоги и депрессии определя-
лись по общепринятой стандартной оценочной Госпиталь-
ной шкале тревоги и депрессии (HADS) [11].

Суточное мониторирование АД проводилось на прибо-
ре ABPM -02 (Meditech, Венгрия) с 24-часовой продолжи-
тельностью с интервалами измерения 30 мин. Оценивали 
средние дневные и ночные показатели систолического АД и 
диастолического АД. В качестве допустимой границы нор-
мы было принято дневное АД 140/90 мм рт.ст. и ночное АД 
120/80 мм рт.ст.

Определение уровня экспрессии гена HSP70 и полиморф-
ного маркёра данного гена +1267A>G (rs754888705) в груп-
пах обследуемых проводилось на базе кафедры иммунологии 
медико-биологического факультета ФГБОУ ВО РНИМУ им. 
Н.И. Пирогова Минздрава России. Для определения уровня 
экспрессии гена HSP70 применялся высокотехнологичный 
метод капельной цифровой ПЦР – DropletDigital (ddPCR™) 
[12]. Методика выполнялась согласно протоколу произво-
дителя c использованием системы QX200™ DropletDigital™ 
PCR System (Bio-Rad, США) при следующих температур-
ных условиях: 95ºС – 5 мин, (95ºС – 30 с, 60ºС – 1 мин) × 40, 
4ºС – 5 мин, 90ºС – 5 мин. Результаты рассчитываются авто-
матически и выражаются в количестве копий гена HSP70 на 
микролитр образца кДНК пациента. Для определения SNP 

+1267A>G (rs754888705) в гене  HSP70 применялся  метод  
ПЦР-ПДРФ  с  использованием  эндонуклеазы рестрикции 
PstI (СибЭнзим, РФ). Программа  амплификации: 95ºС – 5 
мин (95ºС – 20 с, 61ºС – 30 с, 72ºС – 20 с) ×40.) Праймеры, 
используемые в работе – 5’-CATCGACTTCTACACGTCCA-3’ 
и 5’-CAAAGTCCTTGAGTCCCAAC-3’ [13]. Определение ал-
лельных вариантов в исследуемых образцах осуществлялось 
путём сравнительного анализа кривых плавления образцов до 
обработки рестриктазой и после.  Перед постановкой данных 
реакций проводилась экстракция РНК из цельной крови па-
циенток с использованием набора «АмплиСенс РИБО-сорб» 
(ИнтерЛабСервис, РФ) и проведение реакции обратной транс-
крипции для получения кДНК с применением набора «ОТ-1» 
(Синтол, РФ) согласно протоколам производителей. 

При статистической обработке полученных результа-
тов использовали пакет прикладных программ для научно-
технических расчётов Statistica10. Проводился расчёт частот 
встречаемости генотипов и аллелей в исследуемой выборке, от-
ношение шансов (ОR). Данные представлены в виде Ме (медиа-
на), 25–75 % процентиль. Для сравнения независимых выборок 
использовали критерии Манна – Уитни и Фишера. Статистиче-
ски значимыми считали различия данных при р< 0,05 [14].

Результаты. Средняя продолжительность стресса в 
группе матерей составила 7,3 (2,5–11,5) мес. Выраженность 
тревоги по HADS в основной группе(1а и 1б) была значимо 
повышена и составила 8,7 (7–10) баллов,     в группе  контро-
ля   5 (2–7) баллов  (p < 0,05). Уровень депрессии в основной 
группе был достоверно выше и составил 7,7 (7–9) баллов, в 
группе контроля 3,3 (1–5) балла (p < 0,05).

Сравнение уровней экспрессии гена HSP70 лейкоцитов 
периферической крови молодых женщин основной группы 
с уровнем экспрессии данного гена в контрольной группе 
показало статистически значимое преобладание экспрессии 
гена HSP70 в основной группе. Уровень экспрессии гена 
HSP70 у пациенток основной группы составил 1880 копий/
мкл, контрольной группы – 1022 копий/мкл. Медиана уровня 
экспрессии гена HSP70 в основной группе достоверно превы-
шает значение контрольной группы в 1,86 раза  (p < 0,001).

Сравнительный анализ уровня экспрессии гена HSP70 
у женщин, подверженных длительному стрессу как с эпи-
зодами подъёма АД, так и без них (группа 1а и группа 1б), 
не выявил статистически значимых различий в уровне экс-
прессии гена HSP70 лейкоцитов периферической крови (р > 
0,05). Медиана уровня экспрессии данного гена у пациенток 
с эпизодами повышения АД (группа 1а) – 1895,87 копий ге-
на HSP70/мкл, у женщин без таких эпизодов  (группа 1б) – 
1880,63 копий гена HSP70/мкл, в группе контроля – 1022,00 
копий гена HSP70/мкл.

Распределение частот встречаемости генотипов и ал-
лелей полиморфного маркёра в гене HSP70-2 1267A>G 
(rs754888705) в основной и контрольной группах показало, 
что в основной группе чаще встречается как аллельный вари-
ант АА (OR = 4,018, 95% CI (1,161–13.904),   р = 0.03768), так 
и аллельный вариант AG (OR = 5,625, 95% CI (1,178–26,855),  
p = 0,03542) исследуемого полиморфного маркёра (см. та-
блицу).

Проведение сравнительного анализа частот генотипов по-
лиморфного маркёра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) 
в группах 1а, 1б и контрольной группе выявило, что генотип 
AA достоверно чаще встречается в группе 1а – женщин  с 
эпизодами повышения АД по сравнению с другими груп-
пами (двусторонний критерий Фишера ОR = 17.143, 95% 
CI (1,781–164.977), p = 0,00592). Генотип AG в 3 раза чаще 
встречался в выборке пациенток из группы 1б (р = 0,06131), 
но статистически значимых различий не было получено. Ал-
лельный вариант GG преобладал в контрольной группе. 

 Анализ частоты встречаемости аллелей полиморфного 
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маркёра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) в основной 
и контрольной группах показал статистически достоверное 
преобладание   аллеля  А  в  основной  группе   (OR = 3,028, 
95% CI (1,401–6.547), p = 0,00497), в контрольной группе ча-
ще встречается аллель G (см.таблицу). Соответственно ал-
лель A достоверно чаще встречается в группе 1а (р = 0.00015), 
а аллель G – в контрольной группе.

Обсуждение. В ряде исследований показано, что дли-
тельный стресс и эмоциональное неблагополучие оказывают 
влияние на формирование стойкого повышения АД и могут 
приводить к развитию АГ [15]. 

По данным ряда авторов, существует ассоциация HSP70 
с кардиоваскулярными заболеваниями, включая гипертонию 
[6, 16, 17]. В проведённом нами исследовании в  группе лиц 
с длительным психоэмоциональным стрессом значимо пре-
обладал уровень экспрессии гена HSP70 лейкоцитов пери-
ферической крови. Результаты  исследования согласуются с 
данными, полученными M.Isosaki и соавт. [18]. Психологи-
ческий стресс вызывал повышение уровня экспрессии мРНК 
HSP70 в аорте крыс, но почти не влиял на экспрессию гена 
HSP70 в других тканях. Данный результат позволяет сказать, 
что при психологическом стрессе создаются условия для 
повышения экспрессии гена HSP70 и в первую очередь это 
наблюдается в крупных сосудах, таких как аорта, что может 
влиять на уровень АД [18].

При анализе  частоты встречаемости полиморфного мар-
кёра 1267 A>G (rs754888705) гена HSP70-2 в группе женщин 
с периодическими эпизодами повышения АД выявлено стати-
стически значимое преобладание аллельного варианта AA. Это 
может говорить о предрасположенности носителей данного ге-
нотипа к повышению АД в условиях длительного стресса.  

Заключение. Выявлено повышение уровня экспрессии 
гена HSP70 в лейкоцитах периферической крови у женщин 
репродуктивного возраста под воздействием длительного 
психоэмоционального стресса. 

Анализ частоты встречаемости аллелей полиморфного 
маркёра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) в основной 
и контрольной группах показал статистически достоверное 
преобладание аллеля А в группе  матерей с воздействием 
длительного психоэмоционального стресса и преобладание 
аллеля G в контрольной группе.

Сравнительный анализ частот генотипов полиморфного 
маркёра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) выявил 
достоверное увеличение частоты встречаемости генотипа 
AA у матерей с эпизодами повышения АД в  сравнении с  
женщинами без таких эпизодов. Дальнейшие  исследования 
могут позволить рассматривать полиморфный маркёр 
1267A>G (rs754888705) в качестве предиктора риска раз-
вития гипертензивных реакций у женщин при воздействии 
длительного стресса.
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Распределение частот встречаемости генотипов и аллелей по-
лиморфного маркёра в гене HSP70-2 1267A>G (rs754888705) в 

основной  и контрольной группах 

Аллельный вариант 1267A>G 
(rs754888705) и его аллели

Основная 
группа

Контрольная 
группа

р < 0,05

АА 0,47* 0,28 0,03768
AG 0,28* 0,12 0,03542
GG 0,25 0,60 N/S
А 0,61* 0,34 0,00497
G 0,39 0,66 N/S

П р и м е ч а н и е . *– p < 0,05; р - достоверность различий 
при сравнении показателей  у пациентов основной и контрольной 
групп.


