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УДК 612.141.083

Титов в.Н.

ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ПРОЧТЕНИЕ НОРМАЛЬНОГО УРОВНЯ АРТЕРИАЛЬНОГО 
ДАВЛЕНИЯ: МЕТАБОЛИЗМ, ГУМОРАЛЬНЫЕ МЕДИАТОРЫ, БИОЛОГИЧЕСКИЕ 
ФУНКЦИИ И БИОЛОГИЧЕСКИЕ РЕАКЦИИ, ЛОКАЛЬНЫЕ ПУЛЫ МЕЖКЛЕТОЧНОЙ 
СРЕДЫ

ФГБУ «Российский кардиологический научно-производственный комплекс» Минздрава РФ, 121552, Москва

Физиологичный уровень артериального давления (АД) подтверждает отсутствие in vivo нарушений биологических функ-
ций гомеостаза, трофологии, эндоэкологии (биологические реакции экскреции и воспаления) и адаптации (биологические 
реакции компенсации и стресса). Нормальное АД отражает физиологичную проницаемость бислоя (эндотелий/подоци-
ты, эндотелий/астроциты, эндотелий/пневмоциты и эндотелий/трофобласты) на границе единого и локальных пулов 
межклеточной среды. Клиническим биохимикам при формировании метаболического повышения АД непросто выявить, 
нарушение какой из четырех биологических функций локально не скомпенсировано на 2-м уровне регуляции метаболизма 
(в паракринно регулируемых сообществах клеток и органов) и требует компенсации — повышения АД с 3-го уровня 
регуляции метаболизма, с уровня организма, сосудодвигательного центра головного мозга. Для дифференциальной диа-
гностики метаболической артериальной гипертонии (АГ) клиническим биохимикам необходимы новые методы диагно-
стики. Основой их станет способ количественного и качественного определения аналитов в моче — метаболомика. Это 
способ жидкостной (флуидной) хроматографии небольших многочисленных водорастворимых аналитов (метаболитов 
и катаболитов) мочи с масс-спектрометрическими детекторами. Мы предлагаем при анализе хроматограмм не только 
дифференцировать отдельные пики, а также этиологически, патогенетически сгруппировывать их в диагностические 
кластеры, которые позволят, мы полагаем, охарактеризовать нарушение четырех биологических функций. И пусть в 
них присутствуют пики, которые еще не идентифицированы и диагностическое значение которых пока неясно. И чем 
большими по числу пиков станут этиологические, патогенетические кластеры метаболической АГ, тем дифференци-
альная диагностика станет более успешной. Нарушение четырех биологических функций, которые in vivo приходится 
компенсировать с уровня организма, и определяет столь высокую частоту метаболической АГ в популяции развитых 
стран мира.
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cellular medium
The Russian cardiologic R&D production complex of Minzdrav of Russia, 121552 Moscow, Russia
The physiological level of arterial pressure confirms absence in vivo of disorders of biological functions of homeostasis, tropology, 
endoecology, (biological reactions of excretion and inflammation) and adaptation (biological reactions of compensation and 
stress). The standard arterial pressure reflects physiological permeability of biolayer (endothelium/pneumocytes   and endothelium/
trophoblasts) on the interface of common and local pools of inter-cellular medium. Under development of increasing of metabolic 
arterial pressure it is a non-simple clinical biochemical task to establish which particular function out of four ones has no local 
compensation at the second level of regulation of metabolism (in paracrine regulating cenosises of cells and organs) and requires 
such a compensation as increasing of arterial pressure from the third level of regulation of metabolism, from level of organism, 
vasomotor center of brain. The clinical biochemical differential diagnostic of metabolic arterial hypertension requires new 
methods of diagnostic. These methods will be based on a mode of quantitative and qualitative detection of analytes in urine known 
as metabolomics. This is a mode of fluid chromatography of small numerous water-soluble analytes (metabolites and catabolites) 
of urine with mass-spectrometric detectors. It is proposed during analysis of spectrograms to differentiate particular peaks and 
to etiologically and pathogenetically group them in diagnostic clusters permitting as supposed to characterize disorder of four 
biological functions. And then let be present peaks still unidentified and with unclear diagnostic value. The more in number of 
peaks will be etiological and pathogenic clusters of metabolic arterial hypertension the more successful will be differentiated 
diagnostic. The disorder of four biological functions that in vivo are to be compensated from the level of organism, determines 
such a high rate of metabolic arterial hypertension in population of the developed countries.
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На основании филогенетической теории общей па-
тологии мы предлагаем рассмотреть становление на 
ступенях филогенеза всех биологических функций и 
биологических реакций с иных позиций физиологии 
[1]. Мы полагаем, что на ступенях филогенеза после-
довательно, раздельно произошло становление 7 био-
логических функций: 1) гомеостаза (в межклеточной 
среде для каждой из клеток всегда и всего достаточ-
но); 2) трофологии, питания; 3) эндоэкологии (в меж-
клеточной среде всегда «чисто»); 4) адаптации к эн-
догенным нарушениям и влиянию факторов внешней 
среды; 5) продолжения вида, размножения; 6) локомо-
ции, движения за счет сокращения поперечнополоса-
тых, скелетных миоцитов; 7) регуляции метаболизма 
с уровня нервной системы (НС) и когнитивной био-
логической функции центральной нервной системы 
(ЦНС) головного мозга; итогом совершенства ЦНС 
стало формирование интеллекта.

Биологические функции и биологические реак-
ции in vivo. Биологическую функцию гомеостаза реа-
лизуют порой сотни биологических, биохимических, 
физико-химических реакций. В рамках узких физио-
логических значений они поддерживают все параме-
тры аналитов как в едином пуле межклеточной среды 
in vivo, так и в локальных ее пулах. Биологические ре-
акции обеспечивают постоянство физико-химических 
параметров: ph, содержание электролитов, высокий 
градиент концентрации ионов K+, na+, ca++ по обе сто-
роны плазматической мембраны клеток, содержание 
в межклеточной среде и цитоплазме индивидуальных 
аминокислот, жирных кислот (ЖК), глюкозы и моче-
вины, мочевой кислоты и o2, активность ферментов в 
клетках, функцию внутриклеточных органелл, вклю-
чая лизосомы, пероксисомы, микросомы эндоплазма-
тической сети и митохондрии.

И не стоит говорить о гомеостазе электролитов 
или об обмене белка. Гомеостаз с позиций биологи-
ческого, системного подхода рационально рассма-
тривать как единое целое — оптимальное состояние 
межклеточной среды, стабильность параметров при-
ватизированного каждой особью кусочка третьего ми-
рового океана, в котором, как и миллионы лет ранее, 
продолжают жить все клетки in vivo. И если предста-
вители разных видов, включая и Homo sapiens, живут 
на суше, то все клетки их, как и многие миллионы лет 
ранее, продолжают жить в водах третьего мирового 
океана. И поддержание биологической функции го-
меостаза, сохранение всех параметров приватизиро-
ванного «кусочка» третьего мирового океана in vivo 

— одна из первостепенных обязанностей каждого 
организма [2].

Представления об обмене белка, электролитов же-
лательно использовать ограниченно; это остаточные 
проявления столь долгого главенства биологического 
приема редукционизма. Обсуждению в первую оче-
редь подлежит, мы полагаем, состояние in vivo био-
логических функций и биологические реакции; био-
химию конкретных субстратов рационально рассма-
тривать в курсе биохимии. В клинической биохимии, 
вероятно, основное значение рационально предавать 
регуляции метаболизма, выявлению основ диагности-
ческой ценности каждого из аналитов, построению 
диагноза на постаналитическом уровне клинической 
лабораторной диагностики во всех областях клиниче-
ской медицины.

Биологическую функцию трофологии (функцию 
питания) реализуют in vivo многие органы и си-
стемы органов; они контролируют разные физико-
химические и биохимические параметры на 1-м 
уровне — в клетках (аутотрофно); на 2-м уровне ре-
гуляции метаболизма — в паракринно регулируемых 
сообществах клеток (ПС), в органах, системах орга-
нов; на 3-м уровне — в организме. Несмотря на слож-
ности анатомического и функционального построе-
ния системы пищеварения, биологическую функцию 
трофологии в филогенезе in vivo реализуют всего две 
биологические реакции: биологическая реакция экзо-
трофии (внешнее питание) и биологическая реакция 
эндотрофии (внутреннее питание).

Биологическая реакция экзотрофии (биологиче-
ской функции трофологии) реализуется после каж-
дого приема пищи; функция гуморального медиатора 
инсулина проявляется тоже только в биологической 
реакции экзотрофии. Основное предназначение эк-
зотрофии: а) совершить всасывание; б) перенести 
в лимфо- и кровотоке; в) депонировать в клетках 
все субстраты пищи: глюкозу, ЖК и аминокислоты. 
Физиологично через 4—6 ч после приема пищи ко-
личественные значения биохимических аналитов в 
плазме крови (в межклеточной среде) указывают, что 
биологическая реакция экзотрофии завершена; суб-
страты метаболизированы или депонированы. Депо-
нирование — специфичное действие биологической 
реакции экзотрофии; для глюкозы происходит обра-
зование глыбок гидрофильного гликогена в цитоплаз-
ме клеток. Депонирование насыщенных ЖК (НЖК) 
и мононенасыщенных ЖК (МЖК) (субстратов для 
наработки клетками энергии) происходит в жировых 
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клетках в форме капель неполярных триглицеридов 
(ТГ), эфиров НЖК и МЖК с трехатомным спиртом 
глицерином [3].

Биологическая реакция эндотрофии реализована 
in vivo при отсутствии приема пищи, в ночное время, 
при голодании, в период зимней спячки животных. 
В период эндотрофии синтез инсулина β-клетками 
островков Лангерганса продолжается, но секреции 
гормона не происходит; β-клетки депонируют инсу-
лин в ассоциатах с ионами Zn++. Действия инсулина 
в биологической реакции эндотрофии не происходит; 
физиологично в этой биологической реакции жиро-
вые клетки освобождают в кровоток и межклеточную 
среду преимущественно МЖК и НЖК. Важно понять, 
что в биологической реакции экзотрофии жировые 
клетки поглощают ЖК в форме неполярных ТГ в со-
ставе ЛП низкой и очень низкой плотности (ЛПНП и 
ЛПОНП). При реализации же биологической реакции 
эндотрофии все жировые клетки освобождают депо-
нированные ЖК только в форме полярных неэтери-
фицированных ЖК (НЭЖК). Инсулин в инсулиноза-
висимых клетках активирует синтез олеиновой МЖК 
in situ de novo только из глюкозы, но не из эндогенной 
пальмитиновой НЖК.

Происходит синтез МЖК в последовательности: 
экзогенная глюкоза → ацетилКоА → эндогенная паль-
митиновая НЖК → эндогенная стеариновая НЖК → 
олеиновая МЖК. Именно для синтеза олеиновой НЖК 
инсулин в биологической реакции экзотрофии столь 
активно инициирует поглощение клетками глюкозы. 
В биологической реакции эндотрофии часть освобож-
денной жировыми клетками эндогенной и экзогенной 
МЖК и экзогенной пальмитиновой НЖК в форме 
НЭЖК поглощают гепатоциты. Они этерифицируют 
МЖК и НЖК со спиртом глицерином, формируя ТГ; 
далее апоВ-100 структурирует ТГ в состав ЛПОНП, 
секретируя в кровь раздельно олеиновые, пальмити-
новые, линолевые и линоленовые ЛПОНП [4].

Биологическую функцию эндоэкологии, поддер-
жание «чистоты» единого и локальных пулов меж-
клеточной среды in vivo реализуют две биологические 
реакции: экскреции и воспаления. Биологическая ре-
акция экскреции поддерживает «чистоту» межклеточ-
ной среды in vivo. Происходит это путем фильтрации 
катаболитов и малых эндогенных флогогенов (мол. 
масса менее 70 кДа) через мембрану гломерул нефро-
на в пул первичной мочи; далее следует выведение 
катаболитов и малых флогогенов с мочой [5].

Поскольку удалить эндогенные флогогены (ини-
циаторы биологической реакции воспаления боль-
шой мол. массы; более 70 кДа) путем биологической 
реакции экскреции невозможно, in vivo происходит 
их сбор и утилизация in situ при реализации био-
логической реакции воспаления. Реализуют ее кла-
стеры оседлых макрофагов; сформированы они на 
разных ступенях филогенеза при реализации биоло-
гической реакции скевенджер-эндоцитоза, функции 
рецепторов-мусорщиков [6]. Оседлые макрофаги 
в ПС, как функциональные фагоциты, активно по-
глощают макромолекулы белка, комплексы антиген-
антитело, безлигандные ЛПОНП и ЛПНП, которые 

не сформировали лиганды, тельца апоптоза, бакте-
рии, риккетсии, вирусы и ксенобиотики.

Биологическую функцию адаптации реализуют 
две биологические реакции: многокомпонентная ре-
акция стресса и разные биологические реакции ком-
пенсации. Биологическую реакцию компенсации при 
нарушении in vivo наиболее часто биологической 
реакции метаболизм ↔ микроциркуляция (М ↔ М) 
в дистальном отделе артериального русла иницииру-
ют специфичные сенсоры, активаторы и ингибиторы 
ферментов, а также биологически активные гумо-
ральные медиаторы [7].

Биологическую реакцию компенсации в филоге-
нетически раннем дистальном отделе артериального 
русла реализует эндотелий-зависимая вазодилатация; 
регулирует она микроциркуляцию локально в артери-
ях и артериолах мышечного типа, в том месте, где та 
оказывается нарушенной [8]. Такой же, но более позд-
ней в филогенезе биологической реакцией компенса-
ции служит повышение АД в проксимальном отделе 
артерий эластического типа. Биологические реакций 
реализации биологической функции продолжения ви-
да более рационально рассматривать отдельно, как и 
длительное становление когнитивной функции ЦНС.

Важным событием in vivo на поздних ступенях фи-
логенеза стало формирование биологической функ-
ции локомоции, новых биологических реакций. Это: 
1) становление регуляторного действия гуморального 
медиатора инсулина; 2) образование пулов инсули-
нозависимых клеток, в том числе пула подкожных 
адипоцитов; 3) стимуляция инсулином превращения 
эндогенно синтезированной из глюкозы С16: 0 in vivo 
пальмитиновой НЖК в ϕ-9 С18: 1 олеиновую МЖК; 
4) формирование эффективного олеинового варианта 
метаболизма ЖК взамен малоэффективного пальми-
тинового варианта.

При становлении биологической функции локо-
моции in vivo сформировался 3-й уровень регуляции 
метаболизма: на уровне организма, в структурах НС 
головного мозга. На ранних ступенях филогенеза ему 
предшествовала регуляция метаболизма на 1-м ауто-
кринном уровне, на 2-м уровне ПС клеток, органов и 
систем органов. Две системы регулировали метабо-
лизм только локально; на уровне организма сформи-
ровалась 3-я, системная регуляция биологической ре-
акции М ↔ М при действии уже не биохимических, 
а гидродинамических, физических факторов регуля-
ции.

Артериальное давление в регуляции метаболиз-
ма на уровне организма. На ступенях филогенеза 
при функциональном совершенствовании органов и 
систем органов в едином пуле межклеточной среды, 
в приватизированном «кусочке» третьего мирового 
океана сформировались и локальные пулы межкле-
точной среды. Ими стали: 1) пул первичной мочи в 
канальцах ПС нефрона — паракринно регулируемого 
сообщества клеток; 2) пул спинномозговой жидкости; 
3) пул амниотической среды плода при беременности; 
4) пул большого круга циркуляции; 5) пул малого (ле-
гочного) круга кровообращения.

Все локальные пулы межклеточной среды имеют 
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свою, филогенетически раннюю гуморальную систе-
му регуляции гидро- и гемодинамики; сформированы 
эти системы на 2-м уровне регуляции метаболизма, в 
ПС, органах, системах органов при действии ранних 
гуморальных медиаторов. Локальную гидродинами-
ку регулируют гуморальные медиаторы с ПС клеток; 
они формируют биологические реакции компенсации 
нарушения метаболизма, основанные на биологиче-
ской реакции эндотелий-зависимой вазодилатации в 
дистальном отделе артериального русла, в частности 
тубуло-гломерулярные механизмы обратной связи в 
ПС нефрона [9]. Шестым локальным пулом межкле-
точной среды in vivo служит локальный пул межкле-
точной среды глаза.

Варианты регуляции метаболизма при действии 
гуморальных медиаторов, активации, ингибировании 
биохимических реакций, реализованы главным обра-
зом на 2-м уровне в ПС. Регуляция метаболизма на 
2-м, филогенетическом раннем уровне ПС, органов и 
систем с более высокого 3-го уровня организма реа-
лизована при действии главным образом вегетатив-
ной нервной системы и факторов гидравлического 
физического воздействия, коим служит АД.

Повышение АД в проксимальном отделе артери-
ального русла, в артериях эластического типа — фи-
зический фактор компенсации метаболизма in vivo на 
2-м уровне регуляции (в ПС — структурных и функ-
циональных единицах каждого из органов) с 3-го, бо-
лее высокого уровня регуляции метаболизма, с уров-
ня организма. Инициирует компенсаторную реакцию 
АД локальное нарушение биологической реакции  
М ↔ М в ПС, которую не в состоянии компенсиро-
вать биологическая реакция эндотелий-зависимой ва-
зодилатации. Нарушение биологической реакции М 
↔ М, снижение микроциркуляции in vivo фиксируют 
локальные баро-, хемо- и интеросенсоры в тканях.

На 3-м уровне регуляции in vivo рецепторы, вы-
явив локальное нарушение биологической реакции 
М ↔ М, всю информацию путём афферентной сиг-
нализации по волокнам вегетативной нервной систе-
мы передают прямо в сосудодвигательный центр и 
ретикулярную формацию головного мозга. Далее по 
волокнам симпатической нервной системы эфферент-
но исходит активирующая информация на сердце: а) 
повысить АД в проксимальном отделе артериального 
русла; б) увеличить гидродинамическое давление в 
дистальном отделе артериального русла; в) компен-
сировать локальное нарушение микроциркуляции в 
артериолах мышечного типа, что приводит к форми-
рованию биологической реакции М ↔ М. Важно по-
нять: если физиологично, локально, в ПС и органах 
устранить нарушение биологической реакции М ↔ М 
при активности только эндотелий-зависимой вазоди-
латации на 2-м уровне регуляции метаболизма не по-
лучается, следует компенсация с 3-го уровня, с уров-
ня организма. Однако это уже иная, системная ком-
пенсация нарушения биологической реакции М ↔ М, 
которая может иметь и нежелательные последствия.

АД, регуляция метаболизма, биологическая 
функция эндоэкологии, гомеостаза, функции адап-
тации и трофологии. Определение АД у пациента 

в пределах нормы (физиологичного интервала) дает 
клиницисту много диагностической информации о 
биологических функциях и биологических реакциях.

1. АД в переделах 120/80 мм рт. ст. информирует 
об отсутствии нарушения биологической функции 
эндоэкологии, биологических реакции экскреции и 
реакции воспаления. Физиологичный уровень АД 
указывает: а) in vivo межклеточная среда не содержит 
повышенного количества катаболитов и флогогенов 
малой мол. массы; б) тест микроальбуминурия — от-
рицателен; в) фильтрация через базальную мембра-
ну клубочков, биологическая реакция экскреции не 
усилена; г) механизмы тубуло-гломерулярной обрат-
ной связи в нефроне не активированы, и секреция 
юкстагломерулярными клетками филогенетически 
раннего, гуморального медиатора, вазоконстриктора 
ангиотензина-ii не увеличена [10].

2. Физиологичный уровень АД указывает: а) in vi-
vo отсутствуют локальные очаги активации биологи-
ческой реакции воспаления, инициированные эндо-
генно, не нарушена биологическая реакция М ↔ М; 
б) содержание в плазме крови С-реактивного белка, 
определенного высокочувствительным методом, не 
повышено; как не увеличена в) секреция в ПС клеток 
семейства провоспалительных цитокинов; г) в крови 
не накапливаются безлигандные ЛПОНП, ЛПНП, им-
мунные комплексы (ЛП + антитело), и нет активации 
биологической реакции трансцитоза через монослой 
эндотелия при сборе и утилизации эндогенных фло-
гогенов большой мол. массы в интиме артерий [11].

3. Нормальный уровень АД представляет инфор-
мацию о том, что: а) все параметры гомеостаза едино-
го пула межклеточной среды — приватизированного 
особью «кусочка» третьего мирового океана, сохра-
нены в пределах физиологичных величин, включая 
концентрацию ионов na+; б) объем внутрисосудистой 
среды не превышает размеры внутрисосудистого рус-
ла; в) биологическая реакция эндотелий-зависимой 
вазодилатации, секреция эндотелием вазоконстрикто-
ра эндотелина и биодоступность оксида азота (no), 
секретированного клетками эндотелия, для гладко-
мышечных клеток артериол мышечного типа высокая 
для компенсации локальных нарушений биологиче-
ской реакции М ↔ М, а также поддержания физио-
логичного уровня гидродинамического давления в 
дистальном отделе артериального русла [12].

4. АД в пределах физиологичных параметров ин-
формирует, что бислойные клеточные структуры на 
границе единого и локальных пулов межклеточной 
среды, оптимально проницаемы; трансцитоз через 
функциональные, разграничительные бислои клеток 
не нарушен [13, 14]. Это касается бислойных клеточ-
ных структур: а) эндотелий/подоциты в гломерулах 
нефрона; б) эндотелий/астроциты в пуле спинномоз-
говой жидкости, структуре гематоэнцефалического 
барьера; эндотелий/трофобласты в плаценте при бе-
ременности и бислое, эндотелий/пневмоциты [15, 16] 
в альвеолах легких.

5. Нормальные цифры АД указывают на физиоло-
гичную функцию гуморальных медиаторов, которые 
секретируют ПС клеток, органы и системы органов, 
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АТФ. Гепатоциты секретируют олеиновые и пальми-
тиновые ЛПОНП, которые переносят НЖК + МЖК к 
инсулинозависимым клеткам.

Если идти от противного, если АД достоверно 
повышено, первопричиной этого in vivo может быть 
нарушение каждой из приведенных биологических 
реакций — как по отдельности, так и в составе афизи-
ологичных комплексов. И разобраться в причинах по-
вышения АД в проксимальном отделе артериального 
русла, а далее — в компенсаторном, системном повы-
шении и гидродинамического давления в дистальном 
отделе артериального русла, в артериолах мышечного 
типа, в нарушениях биологических реакций и био-
логических функций не столь просто. Сделать это 
исследователи, экспериментаторы и клиницисты не 
смогли.

Первопричина инициации эссенциальной АГ in 
vivo — локальные нарушения биологической реакции 
М ↔ М. Происходит это во всех ПС клеток, в орга-
нах и системах органов при нарушении регуляции 
метаболизма на 2-м уровне ПС и органов, когда ком-
пенсаторных возможностей биологической реакции 
эндотелий-зависимой вазодилатации в дистальном 
отделе артериального русла, артериолах мышечного 
типа (локальных перистальтических насосах) явно 
недостаточно для компенсации нарушенной микро-
циркуляции в одном, нескольких ПС клеток или в ор-
гане [25].

В этой ситуации с 3-го уровня организма следует 
компенсаторная реакция; происходит она путём по-
вышения АД в проксимальном отделе артериального 
русла. И первично нарушения метаболизма часто ста-
новятся причиной вторичного нарушения биологиче-
ской реакции эндотелий-зависимой вазодилатации, 
нарушения микроциркуляции. Это дает основание 
более обоснованно именовать эссенциальную АГ ме-
таболической артериальной гипертонией.

Напомним, что этиологический фактор заболева-
ния — тот, без которого не происходит развития пато-
логического процесса. В термине «саногенез» [26] мы 
суммируем все динамичные компенсаторные реакций 
in vivo, которые формируются при афизиологичном 
воздействии факторов внешней среды; направлены 
они на восстановление нарушенных внешним воз-
действием биологических функций и биологических 
реакций.

Нарушение in vivo биологических функций, био-
логических реакций и компенсаторное повышение 
АД с уровня организма. Филогенетический, этиоло-
гический фактор формирования патогенеза метабо-
лической АД — несоответствие механизмов компен-
сации нарушения биологической реакции М ↔ М на 
2-м и 3-м уровнях регуляции метаболизма. На 2-м 
уровне биологическая реакция эндотелий-зависимой 
вазодилатации компенсирует нарушения М ↔ М ло-
кально, в дистальном отделе артериального русла; с 
3-го уровня регуляции компенсация локальных на-
рушений происходит только системно, во всем арте-
риальном русле: вначале в проксимальном отделе, а 
затем и в дистальном.

И если биологическая реакция эндотелий-

включая альдостерон, катехоловые амины, тирео-
идные гормоны. Биологическая роль альдостерона 
— поддержание объёма единого пула межклеточной 
среды, недопущение его уменьшения. Биологическое 
предназначение альдостерона: гуморальный медиа-
тор формирует условия, при которых особи Homo sa-
piens живут на суше, а все их клетки, как и миллионы 
лет ранее, функционируют в водах третьего мирового 
океана [17].

6. Физиологичные параметры АД указывают на 
нормальную концентрацию в плазме крови и межкле-
точной среде ионов натрия и калия, как и содержание 
электролитов в цитоплазме клеток, включая актив-
ность энергоемкой na+, K+-АТФазы и отсутствие ги-
поксии во всех ПС, органах и системах органов [18, 
19]. Функциональные взаимоотношения между по-
требностями организма в энергии для поддержания 
высокого градиента электролитов на плазматической 
мембране клеток, образование оптимального количе-
ства АТФ в митохондриях обеспечивает доминиро-
вание олеинового варианта метаболизма in vivo ЖК 
[20].

7. При нормальном АД адреналин, реализуя in vivo 
биологическую функцию адаптации, биологическую 
реакцию стресса, не способствует уменьшению объ-
ёма сосудистого русла и сохраняет количественные 
параметры циркулирующей крови [21]. Нормальный 
уровень АД указывает на физиологичные величины 
периферического сопротивления кровотоку в дис-
тальном отделе артериального русла, на физиологич-
ные величины отношения no/эндотелин в артериолах 
мышечного типа в биологической реакции эндотелий-
зависимой вазодилатации [22].

8. Физиологичный уровень АД указывает на от-
сутствие активной гибели in vivo клеток как по типу 
запрограммированного в геноме апоптоза, так и по 
типу афизиологичного некроза при активации биоло-
гической реакции воспаления. Нормальное АД озна-
чает отсутствие: а) активированного поглощения эн-
догенных флогогенов (резидентными) макрофагами 
при скевенджер-эндоцитозе эндогенных флогогенов; 
б) выхода из кровотока в ткани моноцитов гематоген-
ного происхождения, которые по градиенту концен-
трации зазывает специфичный белок хемоатрактант, 
секретированный оседлыми макрофагами; в) акти-
вации синдрома системной противовоспалительной 
защиты; г) компенсаторной противовоспалительной 
защиты; д) неактивную функцию Толл-подобных ре-
цепторов [23], которые различают макромолекулы по 
принципу «свой — не свой», формируя далее физио-
логичное состояние биологической реакции системы 
комплемента и опсонизации эндогенных флогогенов 
большой мол. массы [24].

9. В условиях физиологичного уровня АД актив-
ность гормонозависимой липазы в филогенетически 
ранних висцеральных жировых клетках (ВЖК) саль-
ника физиологична. Освобожденные из ВЖК жир-
ные кислоты в форме НЭЖК в межклеточной среде 
связывает липид-переносящий белок альбумин и до-
ставляет к клеткам; они окисляют ЖК в митохондри-
ях, нарабатывая при этом физиологичное количество 



521

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2017; 62(9)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-9-516-526

bIOCheMIsTRy

зависимой вазодилатации независимо от этиологиче-
ского фактора спазмирования артериолы мышечного 
типа восстанавливает микроциркуляцию локально пу-
тём активации вазодилатации, улучшения биодоступ-
ности no для гладкомышечных клеток артериолы,  
т. е. патогенетично, то с 3-го уровня регуляции метабо-
лизма из сосудодвигательного центра продолговатого 
мозга следует симпатическая иннервация на сердце. 
Она означает: микроциркуляцию в спазмированной 
артериоле восстановить путем «продавливания» за 
счет повышения гидродинамического давления си-
стемно в дистальном отделе русла артерий. Нефизио-
логичная, непатогенетическая, системная компенса-
ция локально нарушенной биологической реакции  
М ↔ М и служит основным этиологическим факто-
ром метаболической АГ.

Нарушение биологической функции эндоэколо-
гии биологической реакции экскреции и компенса-
торное повышение АД, метаболическая АГ. Экспе-
рименты, проведенные на крысах линии Хашимото со 
спонтанной АГ, можно трактовать так, что повышение 
содержания эндогенных флогогенов малой и большой 
мол. массы в плазме крови служит фактором, который 
инициирует возрастание АД. Вначале АД увеличива-
ется в проксимальном, далее — в дистальном отделе 
артериального русла [27]. У крыс линии Хашимото 
дистанционное измерение АД показало: а) при рож-
дении все животные имеют физиологичное АД, как 
и крысы контрольной линии Вистар-Аоки; б) повы-
шение АД, симптоматика метаболической АГ проис-
ходит в возрасте 6—8 нед параллельно повышению в 
плазме крови и межклеточной среде эндогенных фло-
гогенов малой мол. массы [18].

Относительно локализации патологического про-
цесса locus minoris resistentia, причины повышения 
АД у крыс со спонтанной гипертонией с возраста 
6—8 нед и далее постоянно к единому мнению экс-
периментаторы не пришли. Однако выявлено хрони-
ческое повышение у крыс линии Хашимото уровня 
гломерулярной фильтрации в нефроне. Фильтрация 
через мембрану клубочков активна; она возрастает 
пропорционально величине гидростатического давле-
ния над мембраной. И временами фильтрация в клу-
бочках превышает возможности пассивной реабсорб-
ции в извитых, проксимальных канальцах нефрона.

В этих условиях реальна потеря части пула меж-
клеточной среды при экскреции с мочой. При длитель-
ном, хроническом «замусоривании» межклеточной 
среды, активации биологической функции эндоэколо-
гии, биологической реакции экскреции на 2-м уровне 
регуляции метаболизма, в ПС нефрона формируются 
две компенсаторные реакции. Первая — активация в 
нефроне тубуло-гломерулярных механизмов обратной 
связи. Юкстагломерулярные клетки нефрона активи-
руют каскад реакций протеолиза: проренин → ренин 
→ ангиотензин-i → ангиотензин-ii. Последний спаз-
мирует афферентную артериолу нефрона так, чтобы 
фильтрация первичной мочи через мембрану гломе-
рул не превышала возможности пассивной реабсорб-
ции мочи в проксимальных канальцах.

Одновременно секреция альдостерона клубочко-

вой зоной коры надпочечников усиливает реабсорб-
цию из первичной мочи ионов na+. Гидратная оболоч-
ка иона удерживает 7 молекул Н2О; так при действии 
альдостерона вместе с ионами na+ в пул межкле-
точной среды возвращается и вода, сохраняя in vivo 
постоянными размеры единого пула межклеточной 
среды. Одновременно секреция ядрами гипоталамуса 
филогенетически ранних гуморальных медиаторов — 
вазопрессина и окситоцина, реализует аквапорины и 
выведение воды из самого проксимального отдела не-
фрона, регулируя, в первую очередь, параметры еди-
ного пула межклеточной среды.

Постоянное «замусоривание» среды флогогенами 
малой мол. массы, повышение АД, увеличение ги-
дростатического давления над мембраной клубочков, 
усиление биологической реакции экскреции, актива-
ция тубуло-гломерулярных механизмов обратной свя-
зи — активирует секрецию в клетках нефрона вазо- 
спастического ангиотензина-ii. Спазмируя компен-
саторно афферентную артериолу в ПС нефрона, ме-
диатор приводит активную фильтрации в гломерулах 
в соответствие с пассивной реабсорбцией первичной 
мочи в проксимальных канальцах. Одновременно 
ангиотензин-ii, спазмируя афферентную артериолу, 
повышает периферическое сопротивление потоку 
крови в дистальном отделе артериального русла и 
понижает в нем гидродинамическое давление крови 
[28].

И опять симпатическая иннервация с сосудодвига-
тельного центра мозга на сердце, с уровня организма, 
повысит АД. Это будет продолжаться все время, по-
ка нарушение биологической функции эндоэкологии, 
биологической реакции экскреции будет поддержи-
вать в межклеточной среде повышенное содержание 
эндогенных флогогенов малой мол. массы. Можно го-
ворить, что накопление в межклеточной среде биоло-
гического «мусора» малой мол. массы при нарушении 
биологической реакции М ↔ М на 1-м, 2-м уровне 
активирует компенсаторное увеличение АД с уровня 
организма [29]. Независимо от того, в каком из ПС 
или органов in vivo локально нарушена биологиче-
ская реакция М ↔ М, метаболическую АД иницииру-
ет сосудодвигательный центр головного мозга путем 
активации эфферентной симпатической иннервации 
сердца как центрального насоса в системе кровообра-
щения. Возможности с 3-го уровня регуляции метабо-
лизма, с НС, воздействовать на раннюю в филогенезе 
реакцию эндотелийзависимой вазодилатации на 2-м 
уровне регуляции метаболизма in vivo нет.

Повышение периферического сопротивления кро-
вотоку в спазмированных ангиотензином-ii аффе-
рентных артериолах нефрона инициирует компенса-
торную реакцию с 3-го уровня, с уровня организма, из 
сосудодвигательного центра. Несоответствие локаль-
ной компенсации биологической реакции М ↔ М на 
2-м уровне, в ПС и почках и системной компенсации 
с 3-го уровня, с уровня организма, служит причиной 
длительного нарушения — метаболической АГ и по 
сути порочного круга с медленным прогрессирова-
нием патологического процесса. Естественно, не все 
звенья в формировании порочного круга при метабо-
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лической АД мы знаем; поэтому повышение АД без 
достаточных на то оснований продолжают рассма-
тривать как результат первичной патологии почек.

Эндогенные флогогены большой мол. массы, 
активация биологических реакций воспаления и 
трансцитоза; реакция АД. Афизиологичное нако-
пление в крови эндогенных флогогенов большой мол. 
массы — безлигандных, пальмитиновых ЛПОНП 
при избыточном содержании в них пальмитиновой 
НЖК формирует гиперлипопротеинемию (ГЛП). Уда-
лить секретированные гепатоцитами безлигандные 
ЛПОНП из внутрисосудистой среды можно только 
путем реализации биологической функции эндоэко-
логии, биологической реакции воспаления. Утили-
зацию эндогенных флогогенов большой мол. массы 
осуществляют филогенетически ранние оседлые ма-
крофаги; расположены они в интиме артерий эласти-
ческого типа. Необходимо преодолеть монослой эн-
дотелия и осуществить сбор физиологично денатури-
рованных, опсонизированных, безлигандных ЛПОНП 
путем биологической реакции трансцитоза.

Биологическая реакция трансцитоза — преодоле-
ние монослоя эндотелия, возникла далеко не на ран-
них ступенях филогенеза: при формировании замкну-
той системы кровотока — на уровне организма, 3-м 
на ступенях филогенеза уровне регуляции метабо-
лизма. Поэтому при выраженном накоплении во вну-
трисосудистом пуле межклеточной среды безлиганд-
ных ЛПОНП в ответ на афферентную информацию 
с интерорецепторов сосудодвигательный центр НС с 
3-го уровня инициирует повышение АД и физически 
активирует трансцитоз (пиноцитоз) безлигандных 
ЛПОНП через монослой эндотелия в интиму артерий 
эластического типа [30].

Трансцитоз флогогенов большой мол. массы про-
ходит не через межклеточные промежутки; эндоте-
лиоциты осуществляют пиноцитоз через цитозоль 
клеток. В биологической реакции трансцитоза сум-
мированы реакции эндоцитоза и экзоцитоза моносло-
ем эндотелия [31]. В биологической реакции транс-
цитоза задействованы и гуморальные медиаторы, ко-
торые регулируют биологическую реакцию М ↔ М  
на аутокринном (клеточном) и уровне ПС клеток и 
органов. На клеточном уровне в трансцитозе и далее 
в фагоцитозе задействованы структуры кавеол и кла-
тириновые системы; изменяется локально состав ФЛ 
(формирование лизофосфатидилхолинов) в плазмати-
ческой мембране.

Можно полагать, что in vivo при замусоривании 
локального пула внутрисосудистой среды эндогенны-
ми флогогенами большой мол. массы регуляция ме-
таболизма с уровня организма активирует биологиче-
скую реакцию трансцитоза, выведение флогогенов в 
интиму артерий путём системного повышения АД в 
проксимальном и дистальном отделах артериального 
русла. Повышение АД — реакция компенсации при 
сборе флогогенов в интиме. Далее следует утилизация 
их при скевенджер-эндоцитозе (фагоцитозе) оседлы-
ми макрофагами в интиме артерий. В биологической 
функции эндоэкологии повышение АД служит реак-
цией компенсации в реализации как биологической 

реакции экскреции, так и биологической реакции 
воспаления.

Проницаемость бислойных структур клеток 
на границе локальных пулов межклеточной среды 
и компенсаторное повышение АД. Снижение про-
ницаемости бислоя клеток in vivo на границе единого 
и локальных пулов межклеточной среды — основа 
формирования биологической реакции М ↔ М in vivo.  
В них происходит первичное нарушение реакции ме-
таболизма и далее вторичное изменение гидродина-
мики в локальных пулах межклеточной среды. Про-
исходит это в пуле первичной мочи, спинномозговой 
жидкости, в среде амниона. При формировании ре-
акции М ↔ М функциональное общение пулов меж-
клеточной среды во многом затруднено нарушением 
физико-химических параметров бислойной структу-
ры клеток.

Формирование бислоя клеток произошло позже об-
разования замкнутого кровообращения; постоянным, 
облигатным участником его оказывается монослой 
эндотелия [32]. Согласно методологическому приему 
общей биологии, единой технологии становления в 
филогенезе функциональных систем, компенсаторны-
ми реакциями при нарушении проницаемости бислоя 
с уровня организма из сосудодвигательного центра 
мозга служат эфферентная симпатическая иннерва-
ция сердца, повышение АД в проксимальном отделе, 
гидродинамического (гидравлического давления) в 
дистальном отделе артериального русла и активация 
биологической реакции трансцитоза [33].

Нарушения физико-химических параметров би-
слойных структур на границе единого и локальных 
пулов межклеточной среды in vivo составляют основу 
формирования симптоматических форм АГ. И хотя то-
пология нарушения биологической функции М ↔ М  
при симптоматических формах АГ более ясна, чем 
при метаболической (эссенциальной) АГ, основой ее 
также оказываются первичные нарушения метаболиз-
ма на аутокринном уровне вплоть до гибели клеток; 
далее следует нарушение микроциркуляции на уров-
не всего локального пула межклеточной среды.

Компенсаторная реакция с 3-го уровня регуляции 
метаболизма, с уровня организма, формирует по-
чечную форму АД при патологии бислоя эндотелий/
подоциты клубочков нефрона; легочную форму АГ 
при нарушении функции бислоя эндотелий/пневмо-
циты; снижение проницаемости бислоя эндотелий/
трофобласты формирует АГ беременных; патологи 
бислоя эндотелий/астроциты, формирует мозговую 
форму АГ.

Компенсаторное повышение АД с 3-го уровня ре-
гуляции имеет целью восстановить проницаемости 
бислоя путем системного повышения АД и гидроста-
тически, физически продавить трансцитоз флогогенов 
одновременно через два монослоя клеток. Добиться 
этого удается только при существенно более высо-
ких значениях АД, чем при компенсации трансцитоза 
через монослой эндотелия, например при выведении 
афизиологичных, безлигандных, пальмитиновых ЛП 
в интиму артерий. И не почки повышают АД — с по-
зиций филогенетической теории общей патологии 
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этого быть не может. Это НС головного мозга с 3-го 
уровня регуляции метаболизма in vivo предпринимает 
последние попытки стимулировать хотя бы остаточ-
ную биологическую функцию экскреции, хотя бы ми-
нимальную проницаемость бислоя эндотелий/подо-
циты в клубочках нефронах, инициируя клинические 
проявления «злокачественной» АГ.

Биологическая реакция АД компенсирует нару-
шение биологических функций гомеостаза, трофо-
логии, эндоэкологии и адаптации. Согласно филоге-
нетической теории общей патологии, если частота но-
зологической формы неинфекционного заболевания 
в популяции превышает 5—7%, основу этиологии и 
патогенеза ее составляют нарушения биологических 
функций и биологических реакций. И не стоит искать 
причину в новых генетических маркерах; если они и 
будут найдены, частота их в популяции не станет вы-
ше 0,2% или же роль их в физиологичных процессах 
окажется вспомогательной.

В группе мужчин в возрасте до 40 лет с систоли-
ческим АД близким к 140 мм рт. ст. мы, используя 
современные методы функциональной диагностики и 
клинической биохимии, не можем пока определить те 
клинические симптомы, которые бы прояснили этио-
логические факторы АГ. Тем более мы не располага-
ем методами, которые позволяют дифференцировать 
формы АД, сформированные на основе нарушения in 
vivo каждой из биологических функций.

Нарушения биологической функции гомеостаза 
можно выявить в форме этиологических факторов 
с целью начать патогенетически обоснованное ле-
чение метаболической АГ как можно раньше. При 
этом желательно не ингибировать только проявления 
биологической реакции компенсации — активацию 
в разных тканях in vivo синтеза филогенетически 
раннего гуморального, вазоспастического медиатора 
ангиотензина-ii. Ингибирование компенсаторной ре-
акции, синтеза ангиотензина-ii при метаболической 
АГ служит для улучшения качества жизни пациентов. 
Разобраться же желательно в особенностях регуляции 
тех процессов, которые первыми инициируют нару-
шения биологической реакции М ↔ М и для компен-
сации которых и формируется метаболическая АГ.

Нарушения биологической функции трофологии 
реально выявить при исполнении методов липидоло-
гии, в первую очередь уделяя внимание: а) нарушени-
ям метаболизма ЖК; б) спектру позиционных изоме-
ров ТГ; в) физико-химическим нарушениям превра-
щениям апоВ-100 ЛП в крови. Накопление в крови 
безлигандных, пальмитиновых ЛПОНП и блокада 
поглощения их клетками — причина компенсаторно-
го, системного повышения АД с целью активировать, 
в частности, биологическую реакцию трансцитоза 
через монослой эндотелия при сборе флогогенов в 
интиме артерий и последующей утилизации их осед-
лыми макрофагами in situ.

Нарушения биологической функции эндоэкологии 
предстоит научиться объективно оценивать на осно-
вании накопления в межклеточной среде флогогенов 
малой и большой мол. массы. Делать это желательно 
до того, как они начнут активировать биологическую 

функцию эндоэкологии, биологическую реакцию 
воспаления и весь комплекс нарушений врожденного 
и приобретенного иммунитета, до того как замусори-
вание межклеточной среды спровоцирует компенса-
торную реакцию АД с уровня сосудодвигательного 
центра.

Нарушения биологической функции адаптации 
можно оценить на основании комплексной оценки 
содержания минерало- и глюкокортикоидов, катехо-
ламинов, включая фракцию метокси-производных гу-
моральных медиаторов, концентрации в крови ПНЖК 
как субстрата для синтеза биологически активных 
эйкозаноидов, оксида азота и эндотелина, уровня 
НЭЖК в плазме крови, компенсаторного увеличения 
в межклеточной среде содержания мочевой кислоты 
и на основе иных тестов клинической биохимии.

Эмоциональная АГ — форма метаболической 
артериальной гипертонии. В последнее время мало 
говорят об эмоциональной, стресс-индуцированной 
АГ. Согласно филогенетической теории общей пато-
логии это нарушение биологической функции эндо-
экологии, биологической реакции стресса. И, казалось 
бы, самое простое — детально оценить секрецию воз-
можно большего числа филогенетически ранних ме-
диаторов. Однако активация секреции стрессорных, 
гуморальных, симпатомиметических медиаторов — 
явление кратковременное, а повышение АД стано-
вится длительным, порой постоянным. Мы полагаем, 
стоит обратить внимание на различие понятий «эмо-
циональная» и «стресс-индуцированная» АГ. Если 
эмоциональная АГ — это производное краткой сим-
патической реакции (уменьшение объема артериаль-
ного русла при неизменном объеме крови в сосудах), 
то стресс-индуцированная АГ — длительное афизио-
логичное состояние вне действия симпатической ак-
тивации.

При формировании биологической реакции стрес-
са последний может быть тепловым, холодовым, фи-
зическим эмоциональным и т. д., каждая из клеток  
in vivo, реализуя биологическую функцию адаптации, 
запускает синтез протеинов большого семейства ша-
перонов [34]. Шапероны — специфичные протеины, 
функция которых состоит в формировании и сохране-
нии физиологичной третичной и четвертичной струк-
тур белков, правильной ассоциации и диссоциации 
сложных молекул белка. Шапероны синтезируют все 
клетки, и особенности их функции — нековалентное 
присоединение к белкам, их физиологичное разделе-
ние на фрагменты четвертичной структуры с исполь-
зованием гидролиза АТФ.

Физиологичная роль белков-шаперонов — в слож-
ных для клеток условиях сохранить третичную и чет-
вертичную структуру (конформацию) биологически 
важных молекул белка в цитоплазме клеток и в со-
ставе органелл. Белки-шапероны с мол массой 65—
135 кДа, как «присоски», фиксируют макромолекулы 
белка, сохраняя в течение всего периода фолдинг ма-
кромолекул белка — их третичную и четвертичную 
структуры. По окончании биологической реакции 
стресса клетки избавляются от шаперонов, выводя 
их в межклеточную среду, нарушая параметры био-
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логической функции эндоэкологии, одновременно 
биологическую реакцию экскреции и биологическую 
реакцию воспаления.

Для устранения нарушений биологических реак-
ций экскреции и воспаления с 3-го уровня регуляции 
метаболизма, с уровня организма сосудодвигательный 
центр головного мозга инициирует компенсаторное 
повышение АД. И in vivo при формировании психо-
эмоциональной биологической реакции стресса за 
каждым инцидентом его тянется длительный шлейф 
белков-шаперонов. Удалить их из пула межклеточной 
среды можно только путем одновременной активации 
биологических реакций экскреции и биологической 
реакции воспаления. Для одновременной активации 
биологических функций экскреции шаперонов малой 
и большой мол. массы симпатическая, эфферентная 
информация с уровня сосудодвигательного центра, 
с уровня организма повышает АД системно и в дис-
тальном отделе артериального русла. Эмоциональная 
форма АД — это сочетанная, компенсаторная актива-
ция с уровня головного мозга биологической реакции 
экскреции и одновременно биологической реакции 
воспаления. Эмоциональная АГ — это форма мета-
болической АГ.

Выяснение патогенеза метаболической АГ на 
основе способа метаболомики — персонализиро-
ванной дифференциальной диагностики. Нормаль-
ный уровень систолического и диастолического АД, 
который клиницисты воспринимают, не обсуждая, 
клиническим биохимикам дает большой объем ин-
формации. Нормальный уровень АД исключает функ-
циональные нарушения, подтверждая физиологичное 
состояние метаболизма, в том числе и биологической 
реакции М ↔ М. Физиологичный уровень АД под-
тверждает отсутствие in vivo нарушений биологиче-
ских функций гомеостаза и трофологии, биологиче-
ских функций эндоэкологии (биологических реакций 
экскреции и воспаления) и адаптации. При метаболи-
ческой АГ для клинических биохимиков, как и клини-
цистов, не просто сказать, нарушение какой из четы-
рех биологических функций не устранено локально 
на 2-м уровне регуляции метаболизма, в ПС клеток 
и органов и требует компенсаторного (системного?!) 
повышения АД с 3-го уровня регуляции метаболизма, 
с уровня организма и сосудодвигательного центра го-
ловного мозга. Клиническим биохимикам необходи-
мо формировать новые методы диагностики.

Персонализированная диагностика — биологиче-
ский, методологический подход; основан он на ана-
лизе большого объема диагностической, клинико-
биохимической информации о различии в филогенезе, 
об этиологических факторах и определенном едине-
нии патогенеза метаболических пандемий, болезней 
цивилизации [35]. Мы надеемся, что персонализиро-
ванная диагностика, возможно, не скоро, но позволит 
дифференцировать в когорте пациентов молодого 
возраста четыре группы, у которых метаболическая 
АГ сформирована преимущественно на основе нару-
шения биологических функций: а) гомеостаза; б) тро-
фологии; в) эндоэкологии; г) адаптации [36].

Мы надеемся, что персонализированная диагно-

стика со временем позволит начать лечение пациентов 
с метаболической АГ не только путем блокады in vivo 
компенсаторных реакций. В процессе патогенетиче-
ски обоснованного и, вероятно, не идентичного насто-
ящему лечения будет возможно компенсировать пер-
вичные нарушения биологической реакции М ↔ М,  
избежать компенсации нарушения биологических 
функций и биологических реакций с 3-го уровня ре-
гуляции метаболизма, с уровня организма, головного 
мозга; ими могут быть: а) ядра продолговатого мозга; 
б) нейросекреты гипоталамуса; в) функция ретику-
лярной формации.

Для реализации подобного метода дифференциаль-
ной диагностики форм метаболической АГ, особенно-
стей нарушения биологической реакции М ↔ М меди-
цинским и клиническим биохимикам предстоит отрабо-
тать новый диагностический метод. Основан он будет 
на таком способе определения аналитов, как метаболо-
мика (аналитический тандем жидкостной (флуидной) 
хроматографии небольших по размерам, водораство-
римых аналитов (метаболитов и катаболитов) в моче и 
масс-спектрометрической, количественной и качествен-
ной тандемной оценки индивидуальных хроматограмм) 
[37, 38].

Количество пиков на хроматограмме в способе ме-
таболомики близко к тысяче; дифференцировать их не-
легко; в то же время перечень аналитов (метаболитов), 
которые можно количественно определить, включает 
все тесты, которые необходимы для дифференцирова-
ния четырех форм метаболической АГ. Мы предлагаем 
при анализе метаболитов и катаболитов в моче диф-
ференцировать не только отдельные пики на хромато-
грамме, а этиологически, патогенетически сгруппиро-
вывать их путем математического моделирования, ана-
лиза в диагностически значимые кластеры тестов.

Диагностические кластеры позволят, мы полагаем, 
охарактеризовать нарушение четырех биологических 
функций. И пусть в кластерах присутствуют пики, ко-
торые еще не идентифицированы и индивидуальное 
диагностическое значение которых мы пока не знаем. 
И чем большими по числу тестов станут этиологиче-
ские, патогенетические кластеры форм метаболиче-
ской АГ, тем дифференциальная диагностика может 
быть более эффективной. На основании катаболитов 
и метаболитов в моче можно охарактеризовать и на-
рушения метаболизма ЖК, липидов и ЛП. Однако для 
этого необходимо еще работать; дифференциальная 
диагностика форм метаболической АГ — задача не 
для одного научного коллектива, не одного научного 
учреждения; это — эволюционный подход [39]. Да, 
она трудна, это сочетанное нарушение четырех био-
логических функций, многих биологических реак-
ций. В то же время, согласно именно сочетанию нару-
шенных функций, частота метаболической АГ столь 
высока в популяциях всех развитых страна мира.  
И в этом программном исследовании сохранения здо-
ровья популяции победит тот коллектив, групповой 
интеллект которого окажется более глубоким. Успе-
хов нам, коллеги.

Конфликт интересов. Автор заявляет об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Для консервирования и пересылки по почте проб биологических жидкостей (прежде всего плазмы крови) в аналитическую 
лабораторию предлагается существенно модифицировать известный метод «сухой капли» крови (DBS, dried blood spot 
method) за счет использования отечественного фторопластового фильтрующего материала типа МФФК-Г в качестве 
пористого носителя жидкой биологической пробы. Синтетический материал не содержит химически активных молеку-
лярных фрагментов и обладает вчетверо большей влагоемкостью, чем фильтровальная и хроматографическая бумага. 
Так, фторопластовый пористый диск массой 15 мг пригоден для нанесения 70—100 мкл (вместо 15—20 мкл) жидкости. 
Предварительная пропитка такого диска раствором антиоксиданта — 0,5—0,9% 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенола в 
хлороформе — позволяет сильно повысить устойчивость высших полиненасыщенных жирных кислот (ЖК) в нанесенной 
на диск сухой пробе плазмы или эритроцитарной массы. Время хранения готового диска с сухой пробой на воздухе при 
комнатной температуре в этом случае возрастает с 3—4 до 35—40 дней, время хранения в морозильной камере — от 
50—60 дней до полугода и более. Хранение сухих образцов в герметичных флаконах или виалах, продутых техническим 
пропан-бутаном, также увеличивает время хранения образцов примерно на порядок. Метод позволяет количественно 
определять содержание индивидуальных ЖК во фракции этерифицированных и неэтерифицированных ЖК, а также 
общего и свободного холестерина в пробах биологических жидкостей.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  жирные кислоты; газовая хроматография; метод сухой капли; атеросклероз; фторопластовая 
фильтровальная бумага; консервирование биологических жидких проб.
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The perspecTive fluoroplasTic porous carrier for conservaTion and Transfer of 
samples of blood plasma: applicaTion of "drY drop" TechniQue WiTh The purpose of 
deTecTion of individual faTTY acids 
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It is proposed for preserving samples of biological fluids (blood plasma first of all) and mailing them to analytical laboratory to 
significantly modify a well-known technique of "dried blood spot" (DBS) at the expense of application of home-made fluoroplastic 
filtering material type MFFK-G as a porous carrier of fluid biological sample. The synthetic material contains no chemically 
active molecular fragments and it has four times greater water capacity than filter and chromatographic paper. Thus, fluoroplastic 
porous disc of mass of 15 mg is suitable to carrying of 70-100 mkl (instead of 15-20 mkl) of fluid. The preliminary impregnation of 
such a disc with solution of antioxidant -  0.5% - 0.9% 2,6-di-tret-butyl-4-methyl phenol in chloroform - permits to strongly increase 
stability of higher poly-saturated fatty acids in applied of dry plasma sample or erythrocytic mass on the disc. In that case, time 
of storage of ready-made disc with dry sample under room temperature increases up to 35-40 days and time of storage in freezer - 
from 50-60 days to half a year and longer. The storage of dry samples in airtight bottles of vials air-blown with technical propane-
butane, also increases time of storage of samples approximately on a degree. This method permits to qualitatively determine 
content of individual fatty acids in the fraction of etherized and non-etherized fatty acids and also total and free cholesterol in 
samples of biological fluids. 
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Более 100 лет назад сформулировано принци-
пиальное положение о том, что артериосклероз 
является следствием нарушения неких фундамен-
тальных процессов липидного обмена в организме 
человека или животного. Смысл понятия такого на-
рушения мог быть очевидным образом сведен к па-
тологическому уменьшению или, наоборот, увели-
чению концентраций определенных биологически 
активных соединений из класса липидов: в качестве 
лабораторно-диагностических маркеров патогенеза 
поэтому представлялось естественным использо-
вание концентрационных параметров липидов, от-
ветственных за патогенез атеросклероза. Практика, 
однако, показала, что конкретизировать химическую 
природу таких маркеров — и даже наиболее «инфор-
мативный» в этом отношении подкласс липидов — 
совсем не просто!

Лабораторная диагностика стала в некотором 
смысле заложницей в ходе столкновения различ-
ных биохимических представлений и теорий ате-
рогенеза. Но если концепции удавалось менять 
относительно быстро, легко и безболезненно, то 
приемы лабораторной диагностики в ходе эволю-
ции постоянно демонстрировали (что естественно 
для медицинской практики) откровенный консерва-
тизм и ригидность. Не пытаясь стимулировать дис-

куссию о сильных и слабых сторонах различных 
теорий этиологии и патогенеза артериосклероза, 
попробуем оценить, сколь адекватны существую-
щим концепциям применяемые на практике методы 
клинической диагностики.

Варианты холестериновой теории гласят, что пато-
логия вызвана чрезмерным потреблением холестери-
на (ХС) с пищей или недостаточной скоростью его от-
тока из тканей. Поэтому в качестве диагностических 
маркеров используют концентрацию общего ХС в 
крови или концентрации ХС в составе липопротеинов 
низкой и высокой плотности, ЛПНП и ЛПВП, ответ-
ственных за эффективность переноса этого вещества 
из печени к клеткам (и обратно).

Более современные концепции связывают процесс 
развития этой патологии с иными факторами, пере-
численными ниже.

1. Атеросклероз вызван избытком алиментарных 
насыщенных жирных кислот (ЖК) С8—С22, почерп-
нутых из мясной и жирной молочной пищи (или из 
гидрогенизированных масел) при недостатке полине-
насыщенных ЖК С20—С22. Маркером служит отно-
шение насыщенных и полиненасыщенных ЖК (НЖК 
и ПНЖК) в плазме крови.

2. Атеросклероз инициирован дефицитом ПНЖК 
ω3-серии на фоне преобладания ПНЖК ω6-серии в пи-
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ще; следует определять долю ω3-ПНЖК в сумме всех 
ЖК образца или соотношение ПНЖК ω6- и ω3-серий.

3. Атеросклероз прямым или косвенным образом 
связан с соотношением основных подклассов липи-
дов в плазме; поэтому следует определять суммар-
ную абсолютную концентрацию неэтерифицирован-
ных кислот (НЭЖК), а также содержание конкретных 
НЖК, мононенасыщенных ЖК (МЖК) и ПНЖК в 
этой липидной фракции.

Даже если не касаться иных концепций атероге-
неза (теория окислительного стресса предполагает 
контроль параметров перекисного окисления липи-
дов, гормональные теории — определение уровня 
стеринов и стероидов в плазме крови, теории микро-
элементозов — выявление биологически значимых 
уровней йода, фтора и т.д.), становится очевидным, 
что современное состояние лабораторной диагности-
ки атерогенеза соответствует приблизительно второ-
му десятилетию XX века, т. е. времени абсолютного 
доминирования холестериновой теории.

В 2016 г. опубликовано [1] наше представление о 
том, что активация атерогенеза произошла в тот мо-
мент, когда преимущественно травоядный в филоге-
незе Homo sapiens стал потреблять афизиологично 
много плотоядной, мясной пищи. Филогенетически 
поздние липопротеины очень низкой плотности тра-
воядных, призванные переносить эндогенные (син-
тезированные в печени из глюкозы) олеиновые три-
глицериды (ТГ), не могут столь же физиологично 
переносить ТГ на основе экзогенной пальмитиновой 
кислоты — одного из основных жирнокислотных 
компонентов мясной и молочной пищи.

В рамках всех сколько-нибудь современных кон-
цепций атерогенеза наиболее информативными в ка-
честве маркеров патологического процесса представ-
ляются уже не параметры холестеринового обмена 
(общий и свободный холестерин, ЛПНП и ЛПВП), 
а скорее параметры обмена жирнокислотного — как 
величины суммарного содержания ТГ или НЭЖК, так 
и концентрации химически индивидуальных ЖК раз-
личных структурных типов.

Весьма вероятно, что в дальнейшем окажутся диа-
гностически востребованными результаты опреде-
ления концентраций НЖК или МЖК, однако иссле-
дования последних десятилетий недвусмысленно 
свидетельствуют также о важнейшей роли отдель-
ных ПНЖК в процессах возникновения и, наоборот, 
устранения множества патологических состояний че-
ловеческого организма [2—4]. Общепризнанна роль 
ПНЖК ω3- и ω6-серий в патогенезе и профилактике 
сердечно-сосудистых заболеваний и неинфекцион-
ных болезней — аутоиммунного ревматоидного ар-
трита, язвенного колита, болезни Крона и нейроде-
генеративного процесса при болезни Альцгеймера, 
деменции, депрессии и шизофрении.

Хорошо документированы возможности определе-
ния «жирнокислотного статуса» пациентов путем ко-
личественного выявления состава ЖК в одной из фрак-
ций крови. Подобные исследования выполняются, на-
пример, на основе вычисления: а) «омега-3-индекса» 
[5] — процентного содержания ω3-эйкозапентаеновой 

и ω3-докозагексаеновой ПНЖК в сумме ЖК эритро-
цитарных мембран; б) отношения концентрации ω6-
арахидоновой ПНЖК к сумме концентраций ω3 — 
20:5 и ω3 — 22:6 ПНЖК в плазме крови [4, 6].

Этим методом с высокой степенью достоверности 
могут быть предсказаны риски сердечно-сосудистых 
заболеваний, острого коронарного синдрома и вне-
запной смерти, вероятность экламптических ослож-
нений беременности [7], опасность суицидальных по-
пыток, острых психозов и депрессий [8].

В то же время приходится констатировать, что со-
временная медицинская диагностика, повсеместно 
оперируя маловыразительными параметрами обще-
го липидного состава (концентрации общего ХС, ТГ, 
ЛПНП и ЛПВП), практически не использует данные о 
ЖК-составе тех или иных фракций крови. Такое поло-
жение представляется тем более удивительным, что в 
странах Европы и США уже организованы схемы пе-
ресылки биологических образцов (авиатранспортом, 
в глубоко замороженном состоянии) и их хромато-
графического экспресс-анализа с целью определения 
концентраций наиболее важных в диагностическом 
отношении ЖК.

При всей перспективности хроматографического 
исследования спектра ЖК пациентов следует учи-
тывать и серьезные проблемы этого подхода. Стан-
дартизированные определения ХС, ХС-ЛПНП и ХС-
ЛПВП, ТГ выполняются спектрофотометрически — с 
использованием сравнительно простых и неприхот-
ливых специализированных приборов, не требующих 
(в отличие от гораздо более изощренного хроматогра-
фического анализа) очень чистых реактивов, сложной 
пробоподготовки и высокой квалификации лаборан-
тов. И хотя стандартная аппаратура для капиллярной 
газовой хроматографии никак не может считаться 
дорогостоящей, ее эксплуатация все же предполага-
ет специальную подготовку операторов, наличия ли-
ний очистки газов (гелия, водорода и воздуха), схемы 
предварительной химической дериватизации липидов 
биологического образца (перевода жирнокислотных 
остатков фосфолипидов, ТГ, эфиров ХС в летучие 
метиловые эфиры ЖК). Поэтому перспективы орга-
низации газохроматографических подразделений в 
клинических лабораториях лечебных учреждений по 
меньшей мере сомнительны.

В наших условиях значительно более разумной 
кажется возможность копирования зарубежного опы-
та, т. е. организация ряда аналитических центров, 
располагающих соответствующим оборудованием и 
специалистами нужной квалификации, и эффектив-
ной системы транспортировки анализируемых ма-
териалов. Подобный вариант оказывается привлека-
тельным еще и потому, что может и не потребовать 
перевозки глубоко замороженных (в сосудах Дьюара 
с жидким азотом или сухим льдом) биологических 
образцов: определение ЖК в фракциях крови требует 
всего нескольких десятков микролитров исследуемой 
жидкости, а такие объемы уже можно консервировать 
и транспортировать «методом сухой капли крови» 
(dbs, dried blood spot method) [9].

В «каноническом» варианте этого метода каплю 
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крови (обычно около 10 мг) наносят на диск из филь-
тровальной или хроматографической бумаги прибли-
зительно того же веса (иногда пропитанный антиок-
сидантом), сушат на воздухе 0,5—1 ч. После этого об-
разец может в течение некоторого времени храниться 
и транспортироваться в герметичном сосуде без риска 
его микробиологической или окислительной деструк-
ции.

Метод «сухой капли» [10—12] достаточно широко 
применяют биологи и медики как в условиях полевых 
эпидемиологических работ, так и в ходе лаборатор-
ных исследований тех или иных нарушений мета-
болизма липидов. При использовании этого метода 
были продемонстрированы: 1) идентичность жирно-
кислотного состава венозной и капиллярной крови 
(т. е. анализ такого рода не требует забора крови из 
вены); 2) возможность прямой переэтерификации 
липидов высушенной крови непосредственно на дис-
ке в ходе химической дериватизации образца — без 
предварительной экстракции липидов из биологиче-
ской матрицы; 3) эффективность пропитки исходной 
хроматографической бумаги раствором антиоксидан-
та ВНТ (2,6-ди-т-бутил-4-гидрокситолуола) перед 
нанесением биологической жидкости: она позволяет 
подавить окислительную полимеризацию ПНЖК и 
уменьшить изменения состава жидкого образца в хо-
де его хранения.

В то же время в ходе знакомства с литературой по 
использованию метода dbs для исследования жир-
нокислотного и липидного состава крови возникает 
стойкое ощущение некоего его несовершенства и не-
завершенности: похоже, метод создавался биологами 
и медиками, а профессиональные химики в этом про-
цессе участия не принимали. Действительно, за все 
время применения метода ни одним из авторов не 
были даже сформулированы следующие очевидные 
вопросы.

Влагоемкость целлюлозной бумаги всех типов не-
велика и редко превышает 50% (т. е. для консервиро-
вания 1 мл водного раствора требуется использовать 
около 1 г бумаги); еще меньше влагоемкость пористо-
го слоя силикагеля на пластинах для тонкослойной 
хроматографии, которые изредка также применяли 
в методе dbs. В этом состоит один из несомненных 
недостатков метода, сильно затрудняющий определе-
ние состава минорных липидных фракций (например, 
неэтерифицированных ЖК): слишком мала доза био-
логического образца, наносимого на диск разумной 
величины и массы. В то же время среди пористых 
химических полимеров встречаются материалы с су-
щественно большей влагоемкостью, и их применение 
могло бы привести к ощутимому увеличению чув-
ствительности хроматографических определений с 
использованием dbs-метода.

Целлюлоза вырабатывается из древесины, био-
логического материала, и потенциально может со-
держать микропримеси не экстрагируемых липидов. 
Этот факт не имеет ни малейшего значения при ис-
пользовании метода для контроля микробиологиче-
ских, токсических, лекарственных загрязнений био-
логической жидкости, однако оказывается в высшей 

степени нежелательным при определении микроко-
личеств липидов, нанесенных на целлюлозу в составе 
исследуемого образца.

В ходе прямой (без предварительной экстракции 
липидов) химической дериватизации образца на дис-
ке следует иметь в виду, что целлюлозная основа дис-
ка отнюдь не является химически инертной: каждый 
моносахаридный фрагмент включает гликозидную 
связь и три свободных гидроксила, т. е. 4 активных 
группировки, способных участвовать в реакциях ме-
тилирования и переэтерификации (требующих [13] 
обработки исследуемого объекта весьма агрессивны-
ми реагентами в достаточно жестких условиях).

Действительно, гликозидные связи разрушают-
ся при действии кислых метилирующих агентов, а 
гидроксильные группы целлюлозы могут конкури-
ровать с гидроксилами метанола при переводе кар-
боновых кислот в их сложные эфиры. Необходимое 
условие количественной дериватизации химического 
вещества обычно формулируют [13] следующим об-
разом: отношение мольных количеств дериватизи-
рующего реактива и дериватизируемого вещества (с 
учетом числа химически активных группировок в мо-
лекуле) не должно быть менее 100 — в этом случае 
обеспечивается достаточно высокий, превышающий 
95% теоретического, выход летучего производного. 
Несложно подсчитать, что для метилирования липи-
дов в сухом остатке 50 мкл жидкой плазмы крови (ти-
пичное содержание липидов — 3—4 г/л) понадобится 
всего 0,2—0,3 ммоль, т. е. десятки микролитров, де-
риватизирующего реактива. Для метилирования того 
же остатка в присутствии 50 мг целлюлозной бумаги 
— уже порядка 100 ммоль, 5—10 мл реактива! Резко 
увеличенный расход реактивов, разбавление и загряз-
нение получаемого производного в данном случае 
обусловлены химическими особенностями материала 
матрицы: эти недостатки можно считать потенциаль-
но устранимыми при условии использования химиче-
ски инертного пористого носителя пробы.

Пропитка целлюлозного пористого носителя ги-
дрофобным антиоксидантом из истинного раствора 
в органическом растворителе приведет к кристалли-
зации антиоксиданта в виде дифференцированных 
крупных частиц на гидрофильной гидроксилирован-
ной поверхности носителя. В то же время липиды в 
плазме крови (не говоря уже о клетках крови) нахо-
дятся отнюдь не в виде истинного раствора, а в форме 
устойчивого коллоида, будучи включенными во вну-
тренние полости ЛП. При последовательной пропит-
ке пористого материала водонерастворимым антиок-
сидантом и плазмой крови частицы антиоксиданта и 
ЛП на высушенной поверхности окажутся простран-
ственно разобщенными; эффективность антиокси-
дантного действия в этом случае становится пробле-
матичной. Поэтому интерес вызывают гидрофобные 
пористые носители с частично гидрофилизованной 
(для эффективного смачивания водой) поверхностью: 
в таких объектах можно ожидать гораздо более равно-
мерного распределения антиоксиданта и липида по 
поверхности твердого носителя.

Пористые синтетические материалы, не содержа-
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щие химически активных группировок, используют в 
химической промышленности во всем мире для филь-
трования агрессивных жидкостей, в том числе горя-
чих растворов минеральных кислот и щелочей, окис-
лителей и органических растворителей. Фильтрую-
щие и мембранные материалы такого рода (различной 
химической природы — полиолефины, полиамиды, 
полисульфоны, фторопласты) в России выпускает, на-
пример, владимирский НТЦ «Владипор» (http://www.
vladipor.ru); по понятным причинам наиболее пер-
спективными кажутся фторопластовые фильтрующие 
материалы на основе сополимера тетрафторэтилена и 
винилидендифторида («полимер Ф42Л»), армирован-
ного полипропиленовыми или полиамидными нитя-
ми. Гидрофилизованные пористые мембраны этого 
типа (под маркой МФФК-Г), судя по данным произ-
водителя, хорошо смачиваются водными растворами, 
характеризуются необычно высокой влагоемкостью 
(до 85%) и химической устойчивостью в отношении 
кислот, щелочей, спиртов и углеводородов — стан-
дартных реагентов для перевода липидов биологиче-
ских проб в метиловые эфиры ЖК.

В данной работе мы излагаем результаты исполь-
зования фторопластового фильтрующего материала 
МФФК-Г в качестве носителя пробы биологической 
жидкости (БЖ) в методе «сухой капли» вместо тра-
диционной фильтровальной или хроматографической 
бумаги. Продемонстрирована применимость данного 
материала для количественного определения индиви-
дуальных компонентов обеих фракций ЖК образца 
(как общих, так и неэтерифицированных кислот), а 
также свободного ХС.

Материал и методы. В качестве носителя БЖ в 
методе «сухой капли» использовали материал филь-
тров МФФК-Г производства НПФ «Владипор» 
(http://www.vladipor.ru/catalog/show/&cid=015&id=2) 
и образцы фильтровальной бумаги «Ватман», «Филь-
трак», «Чёрная лента» разных производителей.  
В ходе изготовления дисков и при химической дери-
ватизации образцов применяли реагенты реактивной 
чистоты (производства «Мерк» и «Сигма-Олдрич») 
— гидроксид и метоксид натрия, метанол, хлороформ, 
14% раствор трехфтористого бора в метаноле, бис-
n,o-(триметилсилил)трифторацетамид (БСТФА), 
2,6-ди-т-бутил-4-метилфенол (ВНТ), пиридин, трис-
маргароилглицерин, стигмастерин. Растворители 
(хлороформ, н-гексан, толуол) перед употреблением 
подвергали перегонке с 20-сантиметровым дефлег-
матором. Создание инертных атмосфер в сосудах с 
образцами выполняли с использованием стандартной 
вакуумной линии (остаточное давление — 1,2 торр).

Хроматографические измерения проводили на 
аналитическом газовом хроматографе «Вариан 3900»; 
использовалась 15-метровая кварцевая капиллярная 
колонка «СупелковаксТМ 10» (с внутренним диаме-
тром 0,25 мм) и пламенно-ионизационный детектор. 
Применяли стандартную температурную программу: 
от 100°c (задержка 0,5 мин) до 245°c (задержка 10 
мин) со скоростью 10°c/мин.

Приготовление носителей проб (пористых дис-
ков). Для получения «круглых» дисков стопку фто-

ропластовой фильтровальной бумаги МФФК-Г про-
резали хорошо отточенным пробочным сверлом с 
диаметром 16—18 мм; с тем же успехом бумагу мож-
но разрезать на квадраты со стороной около 15 мм. 
Получаемые таким образом фрагменты полимерного 
фильтрующего материала площадью 2—2,5 см2 (для 
простоты также именуемые далее дисками) характе-
ризует масса 12—16 мг; они пригодны для нанесения 
жидкой пробы объемом до 80—90 мкл. Приготовлен-
ные диски помещали в аппарат Сокслета и экстраги-
ровали смесью хлороформа и метанола, 3:1, в течение 
2 ч, после чего переносили их в сушильный шкаф, 
удаляя растворитель при 50—60°c.

Все операции с носителями после стадии экстрак-
ции выполняли с помощью пинцета, избегая прика-
саться к дискам руками. Помещали стопку дисков на 
стеклофильтр воронки Шотта диаметром 2,5—4 см, 
смачивали материал избытком 0,1—1% раствора 2,6-
ди-трет-бутил-4-метилфенола в хлороформе, вакуу-
мировали воронку и отжимали диски с помощью сте-
клянной пробки соответствующего размера. Сушили 
диски в вакууме до исчезновения запаха хлороформа, 
хранили в темном месте в герметично закупоренной 
посуде (возможно использовать «зип-лок»-пакеты).

Нанесение жидких биологических проб на носи-
тель. Сухие диски равномерно располагали на теф-
лоновой пластинке или полосе тефлоновой пленки, 
предварительно промытой хлороформом. Исполь-
зование для этой цели стеклянных, металлических 
или даже полиэтиленовых поверхностей крайне не-
желательно из-за их сравнительно высокой адгезион-
ной способности (в этих случаях высушенные диски 
могут с трудом отделяться от твердой поверхности и 
даже фрагментироваться).

Пробу консервируемой жидкости наносили в 
центр диска автоматической пипеткой: фторопласто-
вый диск МФФК-Г указанных размеров и массы (око-
ло 15 мг) пригоден для нанесения 70-90 мкл жидкой 
пробы, на целлюлозный носитель той же массы мож-
но нанести лишь 15—20 мкл жидкости. Диски суши-
ли на воздухе при комнатной температуре в течение 
1,5—2 ч; пробы на целлюлозном носителе полностью 
высыхают за 20—30 мин, на фторопластовой матрице 
за — 50—60 мин.

Хранение образцов в инертной атмосфере. Для 
консервирования дисков в инертной атмосфере их 
помещали в пенициллиновые флаконы, которые уку-
поривали стандартным способом; в качестве альтер-
нативы могут быть использованы стеклянные виалы с 
винтовыми крышками и толстыми (не менее 2—3 мм)  
прокладками из вулканизированного каучука. В лабо-
раторных условиях замену воздушной фазы во фла-
коне на пропан-бутановую газовую смесь выполняли 
с помощью обычной вакуумной линии, состоящей из 
форвакуумного насоса, трехходового крана и камеры 
со смесью газообразных углеводородов С3—С4 (из 
баллона или газовой зажигалки). Уплотняющую про-
кладку флакона или виалы перфорировали инъекци-
онной иглой (с металлической муфтой внешним диа-
метром 5 мм или с пластмассовой муфтой, обрезан-
ной до того же внешнего диаметра), после чего сосуд 
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через муфту иглы присоединяли к 3-ходовому крану 
с помощью вакуумного шланга с внутренним диа-
метром, равным 3 мм. Систему вакуумировали и за-
полняли инертным газом (переключением 3-ходового 
крана), затем иглу из прокладки извлекали.

Приготовление больших массивов сухих образцов 
в лабораторных условиях может быть выполнено с 
помощью стандартного вакуум-эксикатора: в каждый 
из сосудиков вводили — сквозь прокладку — отдель-
ную иглу, всю батарею флаконов помещали в эксика-
тор (его вакуумировали и заполняли инертной сме-
сью газов описанным выше методом). После снятия 
крышки эксикатора иглы быстро извлекали.

Для продувки флаконов в полевых условиях может 
быть использован другой прием. Каучуковую крыш-
ку укупоренного флакона (виала) с дисками можно 
проколоть двумя инъекционными иглами, после че-
го муфту одной из игл (доходящей почти до дна пу-
зырька — в отличие от второй, заглубленной лишь на 
несколько миллиметров) соединить с соплом горелки 
стандартной одноразовой газовой зажигалки отрез-
ком эластичной силиконовой трубки с внутренним 
диаметром 0,8—1,2 мм и толщиной стенки около  
1 мм (например, www.coleparmer.com). Полностью 
заряженная газовая зажигалка легко обеспечивает по-
ток газа, равный 50—100 мл/мин. Флакон с пробами 
продуть потоком инертного газа в течение 3—4 мин.

Химическая дериватизация сухих проб на дисках 
с целью определения жирнокислотного состава ли-
пидов. Использована модификация ранее описанного 
метода [10, 14, 15]. Диск с высушенной на нем пробой 
биологической жидкости пинцетом помещали в сосу-
дик для работы под давлением (стеклянная пробирка 
или виала вместимостью 3—5 мл с завинчивающей-
ся крышкой, снабженной самоуплотняющейся теф-
лоновой — на силиконовой основе — прокладкой), 
уплотняли стеклянной палочкой. В сосуд добавляли 
раствор внутреннего стандарта (30—50 мкг трис-
маргароилглицерина в 30—50 мкл толуола с добав-
лением 100—150 мкг антиоксиданта ВНТ), 100 мкл 
толуола и 300 мкл 0,5 n раствора метоксида натрия 
в метаноле (может быть заменен таким же объемом 
0,5 n метанольного раствора едкого натра) и нагре-
вали в настольном термоблоке или сушильном шкафу 
в течение 20 мин при 70°c. Охлаждали, прибавляли 
400 мкл 14% метанольного раствора трехфтористого 
бора и снова нагревали 20 мин при 70°c. Повторно 
охлаждали, прибавляли к смеси 800 мкл н-гексана и 
800 мкл дистиллированной воды, встряхиванием экс-
трагировали метиловые эфиры в органическую фазу 
и добивались полного разделения водно-спиртовой и 
органической фаз кратковременным (1—2 мин) цен-
трифугированием в низкооборотной центрифуге. Если 
полное разделение водно-органической эмульсии при 
этом не достигалось, к смеси прибавляли каплю 95% 
этилового спирта и повторяли центрифугирование.  
В углеводородной фазе хроматографически определя-
ли содержание метиловых эфиров ЖК С14—С24.

Дериватизация сухих проб при определении свобод-
ного ХС и индивидуальных кислот во фракции НЭЖК. 
Экстракцию проводили с использованием варианта 

метода Фолча [16], дериватизацию — варианта мето-
да Куксиса [17]. Диск с биологическим материалом 
(сухой остаток 50—100 мкл плазмы крови) помеща-
ли в сосуд для работы под давлением, куда добавляли 
раствор 5—10 мкг свободной маргариновой кислоты 
и 10—20 мкг стигмастерина (или ситостанола) в 50 
мкл толуола, а также 2 мл смеси хлороформа с мета-
нолом, 2: 1, содержащей 2 мг уксусной кислоты.

Нагревали раствор до 60°c, выдерживали в те-
чение 5 мин, потом давали медленно охладиться  
(30 мин); далее экстракт промывали изотоническим 
раствором хлористого натрия (0,4 мл), пипеткой от-
бирали большую часть хлороформного экстракта в 
виал с герметично завинчивающейся крышкой. Упа-
ривали раствор досуха в вакууме и силанизировали 
остаток действием смеси 20 мкл пиридина и 30 мкл 
БСТФА в течение 1 ч при 80°c. Определяли свобод-
ный холестерин и неэтерифицированные ЖК в виде 
триметилсилильных эфиров методом внутреннего 
стандарта (стандарты — маргариновая кислота для 
свободных ЖК, стигмастерин или холестанол — для 
ХС) после хроматографирования на неполярной ме-
тилсиликоновой колонке с пламенно-ионизационным 
детектированием.

Результаты и обсуждение. Влагоемкость матри-
цы, объем жидкой пробы, чувствительность хрома-
тографического определения. Результаты определе-
ния влагоемкости (отношения массы воды, впитан-
ной носителем, к массе сырого образца) полимерного 
материала МФФК-Г вполне согласуются с данными 
производителя. При нанесении жидкой пробы на диск 
МФФК-Г, помещенный на не смачиваемую водой по-
верхность, массовая доля жидкой фазы в полученном 
образце достигала 84—85% (для материала, отжатого 
на фильтрующей пластине вакуумированной воронки 
Шотта, эта величина равна 76—77%). Та же величи-
на для образцов целлюлозной фильтровальной бума-
ги разных производителей, как правило, составляла 
50—55%, не превышая 60% (к этой величине близка 
влагоемкость пористого иммобилизованного слоя си-
ликагеля на пластинах для тонкослойной хроматогра-
фии).

Таким образом, при пропитке целлюлозной и 
фторопластовой фильтрующей бумаги водными об-
разцами приходится соблюдать следующие соотно-
шения масс носителя и жидкой фазы: около 1:1 для 
целлюлозного материала и около 1:5 — для материа-
ла синтетического. Небольшой диск МФФК-Г массой 
15—20 мг пригоден для нанесения 70—100 мкл кро-
ви, плазмы, культуральной среды или иного водного 
образца. При использовании дисков из целлюлозной 
бумаги наносимая на диск доза крови или плазмы, как 
правило, оказывается на порядок меньшей, не превы-
шая 15—20 мкл: в ряде случаев столь малые объемы 
исследуемого материала ощутимо затрудняют опре-
деление минорных жирнокислотных компонентов 
пробы.

Взаимозаменяемость носителей для консерви-
рования биологических жидкостей методом «сухой 
капли». Выполнено квалифицированное сравнение 
результатов хроматографического определения ЖК 
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в одном и том же образце БЖ с использованием раз-
личных методов предварительного обезвоживания 
образца — непосредственной вакуумной сушкой 
капли жидкости в реакционном сосуде или высуши-
ванием пористых материалов, импрегнированных 
жидким образцом (целлюлозная фильтровальная бу-
мага, фторопластовая бумага, пластинки для ТСХ с 

закрепленным слоем силикагеля). Сравнительное ис-
следование не показывает каких-либо аналитически 
ощутимых различий: все перечисленные методы при 
прочих равных условиях приводят к метрологически 
идентичным результатам; результаты определения 
неэтерифицированных ЖК, общего и свободного хо-
лестерина плазмы с использованием фторопластового 

Т а б л и ц а  1
Относительное уменьшение концентрации ПНЖК при хранении сухой плазмы крови на диске и усреднённые относительные погреш-
ности определения индивидуальных ЖК 

Время хранения сухого образца на диске, сут1 [ct – co]/co, %
2

ЖК

ώ6-18:2 ώ6-20:3 ώ6-20:4 ώ3-22:5 ώ3-22:6 СУММА С14—С24 ЖК

0 0 0 0 0 0 0
4 2,1 4 4,5 5 5,1 –1
10 6,5 7,3 7,7 7,4 8,9 –0,7
20 8,1 6,8 15 9,5 12 –1,4
30 7,6 8,0 18 12 11 2,3
40 7,7 8,8 20 16 14 3
100 12 10 32 28 36 3,6
Δ0,95/Со

ср, погрешность определения ЖК3 4,2 ± 0,7 5,0 ± 1,7 4,5 ± 1,4 9,6 ± 2,2 6,8 ± 1,3 4,2 ± 1,0
П р и м е ч а н и е . 1 — комнатная температура, антиоксидант отсутствует; 2 — 6 независимых образцов (каждый — в 5 повторах); 3 Δ0,95 

— полуширина доверительного интервала среднего cо для надежности p ≥ 0,95, отнесённая к величине cо
ср (средние арифметические для 6 

независимых образцов, каждый — в 5 повторах).

Т а б л и ц а  2
Время гарантированной неизменности состава ЖК плазмы крови и эритроцитарной массы (ЭМ) при различных условиях хранения 

Тип образца Условия хранения Допустимое время хранения, сут1

Камера кельвинатора, –70°c
Плазма жидкая (замороженная) На воздухе, без антиоксиданта ВНТ, доверху заполненные виалы 

или пробирки Эппендорфа
более 200

ЭМ замороженная —"— более 200
Плазма высушенная, на диске2 На воздухе, без ВНТ более 200
ЭМ высушенная, на диске2 —"— более 200
Морозильная камера, –18°c
Плазма жидкая (замороженная) На воздухе, без антиоксиданта ВНТ, доверху заполненные виалы более 100
ЭМ замороженная На воздухе, без ВНТ, доверху заполненные виалы более 100
Плазма высушенная, на диске На воздухе, без ВНТ 60
Плазма высушенная, на диске На воздухе, с ВНТ3 более 140
ЭМ высушенная, на диске На воздухе, без ВНТ 50
ЭМ высушенная, на диске На воздухе, с ВНТ более 140
Комнатная температура (18—22°c)
Плазма высушенная, на диске На воздухе, без ВНТ 4
Плазма высушенная, на диске На воздухе, с ВНТ 40
Плазма высушенная, на диске Без ВНТ в смеси пропан-бутан (пенициллиновые флаконы) 35
Плазма высушенная, на диске С ВНТ в смеси пропан-бутан (пенициллиновые флаконы) более 140
Плазма высушенная, на диске Без ВНТ, в запаянной ампуле (водород + катализатор pt/c)4 более 200
ЭМ высушенная, на диске На воздухе, без ВНТ менее 4
ЭМ высушенная, на диске На воздухе, с ВНТ 30

П р и м е ч а н и е . 1 — время хранения образца до достижения условия [co – ct]/co = Δ0,95/Со
ср. Здесь [co – ct]/co — относительное умень-

шение концентрации наиболее чувствительной к окислению ЖК (С20:4 или С22:6), Δ0,95/Со
ср — относительная погрешность определения 

концентрации этой ЖК, т. е. полуширина доверительного интервала среднего cо для надёжности p ≥ 0,95, отнесённая к величине cо (среднее 
для 6 независимых образцов), см. табл. 1. 2 — диск из фторопластовой бумаги МФФК-Г массой 12—16 мг, 60 мкл БЖ, высушено на воздухе 
в течение 2 ч. Диски упакованы в полиэтиленовые зип-лок-пакеты, проницаемые для кислорода. 3 — диск предварительно пропитан 0,80% 
раствором ВНТ в хлороформе (что соответствует нагрузке около 600 мкг антиоксиданта на диск). 4 — остаточное количество газообразного 
кислорода удалялось за счет связывания водородом в присутствии платинированного угля (10% pt, 5 мг).
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пористого материала также метрологически неотли-
чимы от полученных на классическом целлюлозном 
носителе.

Одновременно экспериментальная проверка по-
казала, что среди исследованных образцов фильтро-
вальной бумаги самых разных производителей (им-
портные сорта фильтровальной бумаги «Ватман», 
«Ферак», отечественные фильтрующие материалы 
«Черная лента», «Белая лента») приблизительно в 
15% случаев встречаются объекты с достаточно вы-
соким — до 0,0005% — содержанием липидов, не 
экстрагируемых в аппарате Сокслета (в состав таких 
липидов обычно входят только тривиальные кислоты 
С16:0, С18:0, С18:1). Данный уровень «фоновых» ли-
пидов уже нельзя считать пренебрежительно малым; 
появление подобных отклонений непредсказуемо, и 
его вероятность, как показывает опыт, мало зависит 
от марки исследуемого материала.

Хранение сухих образцов на фторопластовых дис-
ках. Термин «консервирование» обычно подразумева-
ет совокупность мер по обеспечению неизменности 
химического и биохимического состава образца с 
целью его длительного хранения и транспортиров-
ки. Эффективное консервирование должно устранить 
возможность микробиологической или ферментатив-
ной деградации материала (что в обсуждаемом случае 
достигается обезвоживанием образца) и предотвра-
тить разрушение его лабильных компонентов агрес-
сивными газами атмосферы (кислород, озон, серово-
дород и т. п.).

Известно, что стабилизации жирнокислотного со-
става биологических образцов можно достигнуть, 
эффективно подавляя радикальное окисление и окис-
лительную полимеризацию полиненасыщенных ЖК 
— результат их взаимодействия с газообразным кис-
лородом, катализируемого ионами металлов перемен-
ной валентности. В недавнем обзоре [12] приведена 
обширная и добросовестная компиляция результатов 
экспериментальных работ по стабилизации жирно-
кислотного состава липидов разнообразными мето-
дами, среди которых фигурируют хранение образцов 
при пониженных температурах, введение в образцы 
жирорастворимых антиоксидантов и комплексонов 
(описаны даже попытки радикального решения про-
блемы за счет хранения образцов в запаянных поли-
пропиленовых пакетах или пробирках, продутых чи-
стым азотом).

В то же время результаты работ, касающихся ста-
бильности липидов при различных условиях их кон-
сервации, можно назвать чрезвычайно разрознен-
ными и противоречивыми (например, [12, 18—21]), 
скорее напоминающими чисто качественное описа-
ние. Аналитики в практической работе, как правило, 
руководствуются более строгими критериями, тем бо-
лее что исследования до сих пор касались преимуще-
ственно устойчивости замороженных (а не высушен-
ных) жидких образцов. Потому казалось интересным 
практическое выяснение вопроса, какие значения 
температур и концентраций антиоксиданта обеспечи-
вают неизменность жирнокислотного состава жидкой 
(точнее, замороженной) плазмы и эритроцитарной 

массы в ходе 10, 30, 100 дней хранения и как обеспе-
чить неизменность состава тех же образцов при ис-
пользовании метода «сухой капли» на целлюлозной и 
фторопластовой бумаге.

В первую очередь следовало бы более корректно 
определить само понятие «неизменность жирнокис-
лотного состава образца». Многие авторы (например, 
[19]), констатируя 5—9% уменьшение абсолютной 
концентрации какой-либо из ПНЖК образца в ходе 
его хранения, игнорируют тот факт, что определение 
минорных термолабильных компонентов биологиче-
ской пробы никогда не бывает абсолютно точным: по-
грешность выявления ЖК (в зависимости от объема 
материала, методик дериватизации и хроматографи-
рования) обычно составляет 4—10 отн. %, т. е. реги-
стрируемые изменения могут объясняться обычной 
погрешностью определения.

В качестве «критерия неизменности состава ЖК 
биологического образца» при хранении мы предла-
гаем следующую формулировку. Содержание кон-
кретной ЖК можно считать неизменным к моменту 
времени t, если экспериментально определяемая ве-
личина ее относительной убыли [Co – Ct]/Co (где Co и 
Ct — абсолютные концентрации данной ЖК в начале 
эксперимента и в момент t соответственно) не превы-
шает погрешности определения концентрации этой 
кислоты используемым методом. Погрешность опре-
деления считается равной половине доверительного 
интервала среднего значения определяемой величи-
ны (при 95% надежности), отнесенной к абсолютной 
величине среднего значения. [Co – Ct]/CoΔ

0,95/Со
ср

В табл. 1 приведены данные о погрешностях опре-
деления конкретных ЖК с использованием метода, 
описанного в экспериментальной части, и о динами-
ке изменения состава плазмы человеческой крови в 
ходе хранения (dbs-метод на фторопластовой бумаге 
МФФК-Г в отсутствие антиоксиданта).

В табл. 2 приведены результаты использования 
данного критерия для оценки сохранности ПНЖК в 
жидких (замороженных) и сухих образцах плазмы и 
эритроцитарной массы при разных условиях хране-
ния.

Наиболее надежным методом хранения жидких 
и сухих образцов любой природы следует признать 
замораживание в морозильной камере кельвинато-
ра: признаков деградации ПНЖК после длительного 
хранения при –70°c наблюдать не удается даже в от-
сутствие стабилизирующих добавок антиоксиданта 
ВНТ.

Чрезвычайно интересным и важным в практиче-
ском отношении представлялся вопрос о возможно-
сти более или менее длительного хранения дисков с 
сухими образцами плазмы и эритроцитарной массы 
при комнатной температуре: решение такой задачи 
резко упростило бы проведение полевых работ и пе-
ресылку образцов.

Экспериментальная проверка показывает, что 
состав ЖК сухой плазмы или эритроцитарной мас-
сы можно считать неизменным после 30—40 дней 
хранения на воздухе при 18—22°С при условии 
предварительной пропитки дисков 0,8% раствором 
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антиоксиданта ВНТ в органическом растворителе: 
это относится ко всем дискам, как целлюлозным, 
так и фторопластовым (в отсутствие антиоксидан-
та ПНЖК плазмы крови и эритроцитарной массы 
подвергаются глубокому окислению уже в течение 
нескольких дней). Таким образом, появляется тех-
ническая возможность пересылки образцов БЖ с 
целью их последующего жирнокислотного анализа 
в обычных почтовых письмах или бандеролях.

Очень перспективной (и до сих пор не исследо-
ванной сколько-нибудь профессионально) можно 
считать возможность длительного хранения биоло-
гических проб в анаэробных условиях. Литератур-
ные указания на низкую эффективность данного 
метода [21] едва ли можно считать убедительны-
ми, поскольку в качестве тары авторы использова-
ли тонкостенные пластиковые пакеты и пробирки: 
полимерные пленки за редчайшими исключениями 
легко проницаемы для кислорода, азота и других по-
стоянных газов [22]. Представлялась интересной по-
пытка исключения или сильного замедления диффу-
зии газов сквозь упаковочный материал. Это могло 
быть достигнуто, например, запаиванием образца в 
стеклянной ампуле с инертным газом; альтернатив-
ный вариант — помещение образца в узкогорлый 
стеклянный сосуд (виала, пенициллиновый пузы-
рек), герметически укупоренный (с использованием 
достаточно толстой — не менее 2—3 мм — каучуко-
вой прокладки) и продутый инертным газом. Склон-
ность неполярных газов к диффузии сквозь каучук 
уменьшается при его вулканизации и резко падает 
с увеличением эффективного поперечного сечения 
молекул газа [22]. Можно было полагать, что фреон 
или даже обычная пропан-бутановая смесь в данном 
случае окажутся предпочтительнее, чем традицион-
но используемые для этой цели азот, аргон или угле-
кислота (действительно, количественные измерения 
подтвердили это предположение). Кроме того, смесь 
сжиженных углеводородов С3—С4, в отличие от 
инертных газов в стандартных баллонах, несложно 
было бы использовать для создания инертных газо-
вых сред и в полевых условиях.

В атмосфере электролитического водорода, сво-
бодного от О2, ампулированный образец высушенной 
на диске плазмы крови действительно не демонстри-
ровал признаков деградации и после весьма длитель-
ного хранения (см. табл. 2). В то же время любой из 
описанных методов продувки пенициллиновых пу-
зырьков технической пропан-бутановой смесью рез-
ко увеличивал срок безопасного хранения образца 
в пузырьке, а комбинация двух различных приемов  
(т. е. предварительная пропитка диска антиоксидан-
том и последующее хранение диска в сосудике с га-
зообразным углеводородом) позволила, по-видимому, 
приблизиться к параметрам стабильности, достигну-
тым для упомянутого ампулированного образца.

Описанный в экспериментальной части метод 
консервирования проб в пузырьках, заполненных 
газообразной смесью пропана с бутаном, не требу-
ет лабораторного оборудования и легко может быть 
использован в отсутствие электроэнергии и в усло-

виях эпидемиологических работ. Даже стандартный 
пенициллиновый флакон вместимостью около 10 мл 
пригоден для консервирования 20—30 сухих проб; 
заполнение нескольких десятков пузырьков данной 
газовой смесью в лабораторных условиях оказыва-
ется простой рутинной процедурой, которая может 
быть выполнена в течение нескольких минут.

Наиболее сложной задачей неожиданно оказалось 
поддержание стабильности состава замороженных 
образцов в ходе их хранения в морозильной камере 
при –18°c. Воспроизводимость результатов в этом 
случае чрезвычайно часто оказывалась совершенно 
неудовлетворительной. Квалифицированное иссле-
дование данного вопроса привело к нетривиальному 
выводу: сохранность ПНЖК в замороженных об-
разцах БЖ сильнейшим образом зависела не толь-
ко от герметичности сосуда, но и от соотношения 
объемов жидкой (замороженной) и воздушной фаз 
в пузырьке: низкая (10—15%) степень заполнения 
сосуда замороженной БЖ — причина сравнительно 
быстрой (30—60 дней) деградации биологического 
образца. Одновременно замораживание жидкостей в 
пенициллиновых пузырьках или узкогорлых виалах 
различной вместимости, заполненных «до сужения 
горлышка» (на 95%) и плотно укупоренных с ис-
пользованием прокладок большой толщины (≥2 мм), 
позволяет многократно увеличить срок безопасного 
хранения образцов даже без использования добавок 
антиоксиданта.

В остальном же результаты экспериментов по 
длительному хранению фракций крови в условиях 
морозильной камеры были близкими к описанным 
[20, 21]. Действительно, введение небольших кон-
центраций антиоксиданта позволяло надолго устра-
нить окисление ПНЖК в плазме (см. табл. 2) при 
–18°С. Применение морозильной камеры можно 
рекомендовать как метод 3—4-месячного хранения 
высушенных на дисках фракций крови при условии 
введения в каждый образец антиоксиданта ВНТ в 
количестве 100—250% суммарного содержания ли-
пидов в этом образце: для метода «сухой капли» это 
отвечает предварительной пропитке диска 0,3—0,8% 
раствором ВНТ в спирте или хлороформе. Заморо-
женные жидкие образцы при соблюдении указанно-
го условия о полном заполнении сосудов оказывают-
ся заметно менее чувствительными к окислительной 
деградации, по сравнению с сухими образцами на 
дисках.

Практическое использование этих результатов, 
видимо, позволит устранить основные препятствия 
к широкому использованию хроматографического 
определения как общих, так и неэтерифицированных 
ЖК (а также свободного холестерина) в практике кли-
нической диагностики.

Если некая лаборатория (опытное производство) 
будут производить и рассылать достаточное коли-
чество дисков из фторопластовой фильтрующей бу-
маги, несложно отработать систему почтовой пере-
сылки (в обычных бумажных конвертах) приготов-
ленных и высушенных образцов — с нанесёнными 
на диски пробами плазмы, крови, эритроцитарной 
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массы и других БЖ — в аналитические лаборато-
рии: ведь устойчивость ПНЖК в сухих пробах те-
перь не вступает в противоречие с типичным для 
России временем доставки почтовых отправлений 
(10—15 дней).

Время диктует новые идеи и предлагает новые ме-
тоды диагностики. Может быть, и в самом деле по-
ра объединить идеи и усилия для разработки методов 
профилактики и ранней диагностики метаболических 
пандемий — атеросклероза и атероматоза, метаболи-
ческой артериальной гипертонии, метаболического 
синдрома, ожирения, неалкогольной жировой дис-
трофии печени, синдрома инсулинорезистентности и 
эндогенной гиперурикемии?

Выводы
1. Использование отечественной фторопластовой 

бумаги типа МФФК-Г (фильтрующий материал для 
химически агрессивных жидкостей) в качестве носи-
теля проб высушенных биологических жидкостей в 
методе «сухой капли» оказывается в высшей степе-
ни перспективным (в сравнении с применением тра-
диционной целлюлозной бумаги), сильно облегчая 
хроматографическое определение индивидуальных 
общих и неэтерифицированных ЖК, общего и сво-
бодного холестерина.

2. Очевидные преимущества полимерного пори-
стого материала такого типа — резко повышенная 
влагоемкость (позволяющая вчетверо увеличить объ-
ем наносимой пробы), полное отсутствие примесных 
липидов и химически активных функциональных 
групп, способных к взаимодействию с дериватизи-
рующими реактивами в процессе перевода липидов в 
метиловые эфиры жирных кислот.

3. Высшие ПНЖК биологических жидкостей в 
методе «сухой капли» на фторопластовой бумаге, им-
прегнированной антиоксидантом, не подвергаются 
аналитически фиксируемым окислительным измене-
ниям на протяжении 35—40 дней (комнатная темпе-
ратура, на воздухе).

4. Представляется вполне реальным не только при-
готовление достаточно стабильных проб (как в лабо-
раторных, так и в полевых условиях), но и пересылка 
подобных проб в обычных почтовых письмах для по-
следующего определения индивидуальных ЖК в ана-
литических лабораториях.
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Успехи в лечении рака почки связаны с использованием антиангиогенных препаратов, поэтому изучение и поиск новых мо-
лекулярных маркеров, характеризующих его ангиогенную активность, не теряет актуальности. Цель настоящего иссле-
дования — сравнительная оценка содержания VEGF, VEGFR1 и VEGFR2 в сыворотке крови практически здоровых людей, 
больных раком и доброкачественными опухолями почки, анализ их взаимосвязи с основными клинико-морфологическими 
особенностями новообразований. Обследованы 94 больных раком и 10 больных доброкачественными опухолями почки. В 
контрольную группу вошли 80 человек. Концентрацию исследуемых белков определяли с помощью наборов реактивов для 
прямого иммуноферментного анализа Quantikine® (R&D Systems, США). Содержание VEGF, VEGFR1 и VEGFR2 в сыво-
ротке крови больных раком почки было достоверно выше, чем в группе контроля. Уровень VEGF также был повышен у 
больных доброкачественными опухолями. При пороговом уровне VEGF, равном 365 пг/мл, диагностическая чувствитель-
ность выявления первичного рака почки составила 67%, специфичность — 70%. Со стадией заболевания и индексами T 
и N положительно коррелировал только уровень VEGFR1. Взаимосвязь уровня маркеров с гистологическим строением 
и степенью дифференцировки рака почки не установлена. Таким образом, VEGF и его рецепторы имеют ограниченное 
диагностическое значение при раке почки, но могут быть использованы для мониторинга и прогноза эффективности 
антиангиогенной терапии.
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The progress in treatment of kidney cancer is related to application of anti-angiogenic medications. Therefore, investigation and 
searching for new molecular markers characterizing its angiogenic activity is actual still.  The purpose of study is to compare 
VEGF, VEGFR1 and VEGFR2 in blood serum of healthy people, patients with cancer and benign tumors of kidney and to analyze 
their relationship with main clinical morphological characteristics of neoplasms. The study sampling consisted of 94 patients with 
cancer and 10 patients with benign tumors of kidney. The control group included 80 individuals. The concentration of analyzed 
proteins was determined using QuantikineТ (R&D Systems, USA), a reagents' kit for direct immune enzyme analysis. The content 
of VEGF, VEGFR1 and VEGFR2 in blood serum of patients with cancer of kidney was reliably higher than in control group. The 
level of VEGF also was increased in patients with benign tumors. Under threshold level of VEGF of 365 pg/ml the diagnostic 
sensitivity of detection of primary cancer of kidney amounted to 67% and specificity - 70%.  The stage of disease and T and N 
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indices were correlated only with VEGFR1 level. The relationship between level of markers and histological structure and degree 
of differentiation of cancer of kidney was not established.  Therefore, VEGF and its receptors have a limited diagnostic value under 
cancer of kidney but they can be applied for monitoring and prognosis of efficiency of anti-angiogenic therapy. 
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Введение. Рак почки занимает 3-е место среди опухо-
лей мочеполовой системы и составляет около 3% всех 
злокачественных новообразований взрослого населения 
в России и во всем мире. Долгое практически бессим-
птомное течение становится причиной поздней диа-
гностики рака почки: около 40% пациентов на момент 
постановки диагноза имеют большую первичную опу-
холь или отдаленные метастазы. К сожалению, после 
хирургического лечения метастазы развиваются и у 30% 
больных локализованным почечно-клеточным раком, а 
возможности адъювантного терапевтического лечения 
опухолей почки до недавнего времени были ограничены 
их низкой чувствительностью к стандартной химио- и 
лучевой терапии.

Успехи в лечении рака почки, в первую очередь, его 
наиболее распространенного светлоклеточного вариан-
та, достигнутые в последние годы, связаны с использо-
ванием антиангиогенных препаратов, ингибирующих 
активность тирозинкиназных рецепторов факторов ро-
ста, вовлеченных в процесс ангиогенеза [1, 2]. Теорети-
ческой предпосылкой для применения этих препаратов у 
больных светлоклеточным раком почки стал тот факт, что 
ключевую роль в этиологии данного заболевания играет 
инактивирующая мутация в гене опухоль-супрессорного 
белка vhl, тесно связанного с гипоксическим фактором 
hif-1α и индукцией ангиогенеза [3]. Однако, несмотря 
на значительные успехи антиангиогенной терапии ра-
ка почки, многие вопросы, связанные с диагностикой, 
прогнозом заболевания и эффективности лечения, до 
настоящего времени не решены [4—6]. В связи с этим 
изучение и поиск новых молекулярных маркеров рака 
почки, в первую очередь, показателей, связанных с его 
ангиогенной активностью, по-прежнему актуальны.

В регуляции ангиогенеза участвуют многие извест-
ные факторы роста и цитокины, такие как основные и 
кислые факторы роста фибробластов, эпидермальный 
фактор роста, α- и β-трансформирующие факторы ро-
ста, тромбоцитарный фактор роста эндотелиальных 
клеток/тимидинфосфорилаза, фактор некроза опухолей, 
интерлейкины и др. Однако важнейшим положитель-
ным регулятором ангиогенеза бесспорно служит фактор 
роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth fac-
tor — vegf).

Экспериментальные исследования показали, что 
vegf — индуктор роста клеток эндотелия — увеличи-
вает проницаемость сосудов и, по-видимому, участвует 
в поддержании выживаемости эндотелиальных клеток 
in vivo и in vitro. Биологические эффекты vegf опосре-
дованы специфическими мембранными рецепторами, 

принадлежащими к классу рецепторных тирозинкиназ.
Известно, что в регуляции опухолевого ангиогенеза 

принимают участие два типа рецепторов vegf — veg-
fr1/flt-1 и vegfr2/flk-1/Kdr, биологическая роль 
которых, по-видимому, различна. vegfr1 индуцирует 
протеазную активность в эндотелиальных клетках и 
стимулирует миграцию в опухолевую ткань макрофагов, 
а vegfr2 вызывает дифференцировку, пролиферацию 
и миграцию клеток эндотелия сосудов. Ряд фактов ука-
зывает на то, что vegf обладает не только проангио-
генной активностью, но может и непосредственно уча-
ствовать в ауто/паракринной регуляции пролиферации 
опухолевых клеток, воздействуя на соответствующие 
рецепторы, находящиеся на их мембранах [7].

Результаты клинико-лабораторных исследований 
свидетельствуют о роли vegf в развитии рака почки 
и неблагоприятном прогностическом значении высо-
кой тканевой экспрессии этого белка [6, 8, 9]. Роль и 
происхождение растворимых форм рецепторов vegf, 
циркулирующих в периферической крови в норме и 
при различных патологических состояниях, до конца 
не изучены. Возможно, эти молекулы являются при-
родными антагонистами vegf и противодействуют его 
ангиогенной активности. В целом данные литературы о 
клиническом значении уровня vegf и его рецепторов 
в физиологических жидкостях и тканях больных раком 
почки остаются противоречивыми [10—13].

Цель данного исследования — сравнительная оцен-
ка содержания vegf, vegfr1 и vegfr2 в сыворотке 
крови практически здоровых людей, больных раком и 
доброкачественными опухолями почки, анализ их взаи-
мосвязи с основными клинико-морфологическими осо-
бенностями заболевания.

Материал и методы. Обследованы 94 больных ра-
ком почки (54 мужчины и 40 женщин) в возрасте от 
29—81 лет (медиана — 59 лет) и 10 больных доброка-
чественными новообразованиями почки (3 мужчины и 
7 женщин) в возрасте 42—84 лет (медиана — 60 лет). 
У всех больных рак почки подтвержден данными гисто-
логического исследования удаленной хирургическим 
методом первичной опухоли и ее метастазов согласно 
«Новой классификации опухолей урогенитальной систе-
мы Всемирной организации здравоохранения 2016 г.»  
[14]. По гистологическому строению большинство зло-
качественных опухолей почки представляли собой свет-
локлеточный почечно-клеточный рак (78/82,9%), хро-
мофобный почечно-клеточный рак выявлен в 7/7,5%, 
папиллярный почечно-клеточный рак — в 9/9,6%.

У 53 пациентов почечно-клеточный рак выявлен в i 
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стадии, у 10 — во ii стадии, у 15 — в iii стадии и у 16 
пациентов — в iv стадии.

В контрольную группу вошли 80 практически здо-
ровых доноров (27 мужчин и 53 женщины) в возрасте 
19—77 лет (медиана — 42 года). Исследование прове-
дено согласно требованиям комиссии по этике ФГБУ 
«Российский онкологический научный центр им. Н.Н. 
Блохина» Минздрава России.

Концентрацию исследуемых белков в сыворотке 
крови, полученной по стандартной методике до начала 
специфического лечения, определяли с помощью набо-
ров реактивов для прямого иммуноферментного анализа 
«human vegf immunoassay», «human vegfr1 immu-
noassay», «human vegfr2 immunoassay» (Quantikine®, 
r&d systems, США) в соответствии с инструкциями 
производителя. Измерения проводили на автоматиче-
ском иммуноферментном анализаторе bep 2000 advance 
(siemens healthcare diagnostics, Германия).

У 24 больных раком почки также определяли содер-
жание vegf в опухоли и гистологически неизмененной 
паренхиме почки. Для проведения иммуноферментного 
анализа образцы тканей лизировали, как описано ранее 
[12, 15]. Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы statistica 7.0. При сравнении показателей 
и анализе их взаимосвязей использовали непараме-
трические критерии Манна—Уитни и Краскела—
Уолисса, проведение roc-анализа, тест корреляции 
рангов Спирмена. Статистически значимым считали 
уровень p < 0,05. Во всех таблицах представлены по-
казатели медианы, верхнего и нижнего квартилей.

Результаты. Содержание всех исследованных 
маркеров (vegf, vegfr1, vegfr2) в сыворотке кро-
ви первичных больных раком почки было достоверно 
повышено по сравнению с контрольной группой. Со-
держание vegf, но не его рецепторов, достоверно 
превышало показатели контрольной группы также и 
у больных доброкачественными новообразованиями 
почки (табл. 1).

В связи с тем, что процессы физиологического 
ангиогенеза связаны с полом и возрастом, перед про-
ведением дальнейшего анализа важно отметить, что 
в обследованной нами группе больных новообразо-
ваниями почки никакого влияния пола и возраста на 

уровни исследуемых маркеров не обнаружено. В то же 
время у женщин группы контроля уровень vegfr1 до-
стоверно отрицательно коррелировал с возрастом (R = 
–0,62; p = 0,006).

Наиболее выраженное увеличение сывороточной 
концентрации по сравнению с контрольной группой 
обнаружено для vegf у больных почечно-клеточным 
раком — его медианный уровень у больных первичным 
раком почки был в 1,9 раза выше, чем в контрольной 
группе (см. табл. 1). Для vegfr1 и vegfr2 превыше-
ние составляло всего около 25%. Таким образом, един-
ственным потенциальным серологическим маркером 
среди исследованных показателей активности ангиоге-
неза служит vegf.

В табл. 2 представлены диагностические характери-
стики различных пороговых уровней vegf по отноше-
нию к первичным злокачественным и доброкачествен-
ным опухолям почки. В качестве возможных пороговых 
уровней были выбраны показатели 95% доверительного 
интервала (ДИ), верхнего квартиля и 90% персентиля 
нормы.

Наилучшее соотношение чувствительности (67%) и 
специфичности (70%) отмечено при пороговом уровне 
vegf 365 пг/мл, соответствующем 95% ДИ среднего 
показателя контрольной группы. Однако данный поро-
говый уровень превышен также у 70% больных добро-
качественными опухолями почки, т.е. специфичность по 
отношению к этому «патологическому» контролю со-
ставляет всего 30%.

Таким образом, проведенный анализ продемон-
стрировал, с одной стороны, значительное увеличение 
концентрации трех маркеров ангиогенеза в сыворотке 
крови больных не только злокачественными, но и до-
брокачественными новообразованиями почки. С другой 
стороны, специфичность их повышения недостаточна 
для использования данных маркеров в диагностических 
целях. Однако можно предполагать, что изучаемые мар-
керы, в первую очередь vegf, могут быть полезны для 
мониторинга больных, получающих антиангиогенные 
препараты, а также для прогноза чувствительности к та-
кому лечению [16, 17].

В связи с этим значительный интерес представляло 
выяснение вопроса о том, в какой мере изменение кон-
центрации vegf в периферической крови отражает 
процессы, происходящие в ткани опухоли. Нам удалось 

Т а б л и ц а  1
Содержание VEGF, VEGFR1 и VEGFR2 в сыворотке крови боль-
ных опухолями почки и группы контроля

Обследован-
ные группы

n vegf,  
пг/мл

vegfr1,  
пг/мл

vegfr2, 
нг/мл

Больные 
первичным 
раком почки 
(группа 1)

94 510 104 13,4
285—857 80,5—131 9,0—16,9

Больные 
доброкаче-
ственными 
опухолями 
почки (груп-
па 2)

10 474 96,2 12,4
355—573 70,2—120 8,4—16,2

Контроль (K) 80 272 83,0 10,6
179—423 54,1—112 8,3—13,6

p p1vsК < 0,00001 p1vsК < 0,01 p1vsК < 0,01
p2vsК < 0,05

Т а б л и ц а  2
Чувствительность и специфичность VEGF (пг/мл) в качестве сероло-
гического маркера новообразований почки (%)

Обследован-
ные группы

Чувствительность

vegf > 644 пг/мл 
(90%)

vegf > 423 пг/мл 
(75%)

vegf > 365 пг/мл 
(95%ДИ)

Больные 
первичным 
раком почки

41 62 67

Больные 
доброкаче-
ственными 
опухолями 
почки

20 60 70

Специфичность
«Рак — здо-
ровые»

90 80 70
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определить содержание vegf в цитозолях опухоли и 
гистологически неизмененной паренхиме почки у 24 об-
следованных больных почечно-клеточным раком. Как и 
в проведенном нами ранее пилотном исследовании [12, 

15], уровень vegf был достоверно и значительно по-
вышен в опухолях 96% (23/24) пациентов по сравнению 
с гомологичной нормальной тканью почки (11,1—1692 
пг/мг белка, медиана — 611 пг/мг белка и 9,1—11 пг/
мг белка, медиана — 48,4 пг/мг белка соответственно;  
p < 0,0001). Однако статистически значимой корреляции 
концентрации vegf в сыворотке крови и ткани опухоли 
не обнаружено (R = 0,33; p > 0,1). Следовательно, как 
и при изучении большинства биологических маркеров, 
следует признать, что уровень vegf в периферической 
крови является результирующей различных процессов, 
а не только его продукции тканью опухоли.

Следует отметить, что уровни vegf и vegfr1 в сы-
воротке крови больных раком почки слабо, но достовер-
но положительно коррелировали (R = 0,28; p = 0,006), в 
то время как в контрольной группе такая корреляция от-
сутствовала, но была выявлена положительная взаимо-
связь между уровнями vegfr1 и vegfr2 (R = 0,33; p = 
0,019). Таким образом, можно высказать предположение 
об изменении взаимосвязей между различными показа-
телями активности ангиогенеза у больных раком почки.

На следующем этапе исследования проведен анализ 
соотношения уровней vegf и его рецепторов в сыворот-
ке крови с основными показателями распространенности 
почечно-клеточного рака (табл. 3). Значимой тенденции к 
увеличению сывороточной концентрации vegf с увели-
чением стадии заболевания не обнаружено, однако сле-
дует отметить, что медианный уровень этого маркера у 
больных с iii стадией достоверно превышал показатели 
не только пациентов с менее распространенным процес-
сом, но также был достоверно выше, чем у больных iv 
стадией. Уровень vegf превышал пороговый уровень 
365 пг/мл только у 73% больных с iii стадией, тогда как 
частота его превышения при i, ii и iv стадиях рака почки 
составила 74, 80 и 94% соответственно.

Уровень vegfr1 достоверно возрастал с увеличе-
нием стадии рака почки (p = 0,018 по тесту Краскела—
Уоллиса) и был достоверно выше у больных i—ii, чем 
iii—iv стадиями опухолевого процесса. Уровень veg-
fr2 достоверно не зависел от стадии заболевания.

Что касается отдельных показателей распространен-
ности рака почки по системе Tnm, то достоверные раз-
личия выявлены только для vegfr1: его уровень был 
выше у больных с T3 (опухоль распространяется на глав-
ные вены или вторгается в надпочечник либо окружаю-
щую ткань, но не прорастает почечную фасцию), чем 
у больных с T1 (опухоль максимальным размером до 7 
см, ограниченная почкой), а также у пациентов с множе-
ственным метастатическим поражением лимфатических 
узлов (n2) по сравнению с пациентами без регионарных 
метастазов (n0).

По гистологическому строению большинство злока-
чественных опухолей почки представляли собой свет-
локлеточный почечно-клеточный рак — 78/82,9%, хро-
мофобный почечно-клеточный рак выявлен в 7/7,5%, 
папиллярный почечно-клеточный рак — в 9/9,6% на-
блюдений.

Достоверных различий сывороточных концентраций 
vegf и его рецепторов в зависимости от гистологиче-
ского строения и степени дифференцировки опухоли не 
обнаружено (табл. 4). Следует лишь отметить, что наи-
более высокие медианные уровни всех маркеров наблю-
дали при папиллярном почечно-клеточном раке, а уро-
вень vegf был наиболее высоким у больных с высоко-
дифференцированными опухолями (g1).

Т а б л и ц а  3
Содержание VEGF, VEGFR1 и VEGFR2 в сыворотке крови 
больных первичным раком почки в зависимости от показате-
лей распространенности опухолевого процесса

Показатель 
распростра-

ненности

n vegf, пг/мл vegfr1,  
пг/мл

vegfr2, 
нг/мл

Стадия

i 53 511 101 11,2

266—823 74,2—114 8,6—23,2

ii 10 481 110 15,5

285—508 93,2—115 7,6—18,3

iii 15 835 123 13,5

243—653 89,1—165 11,1—16,6

iv 16 549 131 13,8

300—1082 95,3—151 11,3—16,8

р pI,IIvsIII = 0,0005 pI,IIvsIII,IV < 0,05 p > 0,05

pIVvsIII =0,01

Распространенность опухоли (T)

T1 49 555 101 13,9

292—839 75,7—110 9,6—18,3

T2 17 494 115 13,5

325—815 95,6—144 11,7—18,1

T3 25 523 123 12,2

221—996 95,3—165 8,3—14,5

T4 3 269 72 11,4

244—371 59,6—89,8 7,4—14,9

p p > 0,05 p1vs3 = 0,002 p > 0,05

Метастазы в лимфатических узлах (n)

n0 78 529 104 13,4

292—857 83,0—125 9,6—17,8

n1 8 419 83,7 13,9

244—450 60,5—168 10,9—14,5

n2 8 563 143 10,1

276—948 107—208 6,4—14,6

p > 0,05 p0vs2 = 0,03 p0vs2 = 0,11

Отдаленные метастазы (М)

М0 84 510 105 13,1

266—839 83,7—130 8,9—16,8

М+ 10 522 119 14,2

300—1081 75,8—168 11,3—18,1

p > 0,1 > 0,1 > 0,1
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Заключение. При исследовании содержания vegf 
и его рецепторов 1-го и 2-го типов в сыворотке крови 
больных почечно-клеточным раком и здоровых доноров 
продемонстрировано значительное увеличение концен-
трации этих маркеров ангиогенеза, в первую очередь 
самого vegf, в сыворотке крови больных не только зло-
качественными, но и доброкачественными новообразо-
ваниями почки. Однако чувствительность и специфич-
ность vegf в качестве маркера рака почки не превыша-
ли 70%, а его уровень не зависел от стадии заболевания. 
Не обнаружено и значимой корреляции между содержа-
нием этого маркера в сыворотке крови и ткани опухоли, 
что свидетельствует о неопухолевом происхождении, по 
крайней мере, части циркулирующего в крови vegf.  
В наибольшей степени с распространенностью ра-
ка почки был связан уровень растворимого рецептора 
vegfr1, однако превышение показателей контроль-
ной группы для этого маркера составляло не более 25%, 
что ограничивает его диагностические возможности. 
Уровень растворимого vegfr2, играющего, по нашим 
данным, значимую роль при раке молочной железы и 
яичников [18], при раке почки меняется незначительно. 
Несмотря на вышеуказанные ограничения, мы полага-
ем, что исследованные в настоящей работе маркеры, в 
первую очередь vegf, могут быть полезны для монито-
ринга больных раком почки, получающих антиангиоген-
ные препараты, а также для прогноза чувствительности 
к такому лечению.
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Т а б л и ц а  4
Содержание VEGF, VEGFR1 и VEGFR2 в сыворотке крови боль-
ных раком почки в зависимости от гистологического строения и 
степени дифференцировки опухоли

Критерий n vegf,  
пг/мл

vegfr1, 
пг/мл

vegfr2, 
нг/мл

Гистологическое строение опухоли

Светлоклеточ-
ный почечно-
клеточный рак

78 508 104 13,3

267—857 87,9—151 8,8—16,9

Хромофоб-
ный почечно-
клеточный рак

7 401 107 12,8

292—883 30,5—265 9,0—25,6

Папиллярный 
почечно-
клеточный рак

9 667 125 14,6

486—728 114—135 12,2—17,4

Степень дифференцировки опухоли

g1 9 823 117 15,8

419—1146 97,1—135 10,9—17,4

g2 59 506 103 13,0

288—832 79,0—124 8,7—16,7

g3 15 501 114 13,5

349—779 92,5—163 8,3—15,3

g4 11 524 115 12,5

240—1155 101—141 10,2—20,1
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Хирургические вмешательства у больных со злокачественными опухолями печени вызывают развитие различных форм 
синдрома ДВС со значительным повышением концентрации маркеров внутрисосудистого свёртывания крови на фоне 
резкого снижения активности факторов протромбинового комплекса, уровня естественных антикоагулянтов и ком-
понентов фибринолитической системы. У 12 больных с подострой формой ДВС-синдрома развились тромбозы вен раз-
личной локализации. Применение низкомолекулярных гепаринов в сочетании с концентратом антитромбина III и свеже-
замороженной плазмой снижает интенсивность внутрисосудистого свёртывания крови, приводит к восстановлению 
факторов свёртывания и является эффективным и адекватным методом лечения тромбозов и тромбоэмболии лёгочной 
артерии (ТЭЛА) у онкологических больных. Значительное повышение уровня Д-димера, фактора Виллебранда на фоне 
резкого снижения протромбиновой активности, содержания антитромбина III и уровня плазминогена являются гемо-
стазиологическими факторами развития тяжёлой печёночной недостаточности, своевременная диагностика и коррек-
ция которых позволяет улучшить результаты хирургического лечения больных со злокачественными опухолями печени.
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the background of dramatic decreasing of activity of factors of prothrombin complex, level of natural anti-coagulants and components 
of fibrinolytic system. The thrombosis of veins of various localization developed in 12 patients with subacute form of DIC. The 
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level of D-dimer, von Willebrand factor against the background of dramatic decreasing of prothrombin activity, content of anti-
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Ежегодно в России регистрируется более 50 тыс. забо-
леваний раком толстой кишки, при этом около 20—50% 
пациентов при первичном обращении имеют метастазы 
в печень [1, 2]. Резекция печени остается единственным 
методом, позволяющим значительно увеличить продол-
жительность жизни больных (5-летнюю выживаемость) 
до 74% [3, 4]. Частота послеоперационных осложнений 
у больных, перенёсших расширенную гемигепатэкто-
мию, варьирует в интервале 14,4—45% [5]. В структуре 
послеоперационных осложнений и причин летальности 
ведущее место занимают печёночная недостаточность 
разной степени выраженности, острые кровотечения, 
тромбоз воротной вены, тромбоз глубоких вен нижних 
конечностей и тромбоэмболия лёгочной артерии, в па-
тогенезе которых немаловажное значение принадлежит 
нарушениям в системе гемостаза [6, 7]. Печень играет 
ключевую роль в регуляции гемостаза. Учитывая, что в 
печени синтезируется большинство факторов свёртыва-
ния крови и ингибиторов, а также белков, участвующих 
в фибринолизе, своевременная диагностика и коррек-
ция нарушений в системе гемостаза позволят снизить 
частоту осложнений и тем самым улучшить результаты 
хирургического лечения больных со злокачественными 
опухолями печени. 

Цель настоящей работы — выяснить роль нарушений 
системы гемостаза в патогенезе послеоперационной 
печёночной недостаточности, а также тромбогеморра-
гических осложнений у больных со злокачественными 
опухолями печени.

Материал и методы. Под нашим наблюдением нахо-
дилось 120 больных со злокачественными опухолями пе-
чени (мужчин — 56, женщин — 64), из них 20 пациентов 
с первичными опухолями печени и 100 пациентов — с ме-
тастатическим колоректальным раком печени. Контроль-
ная группа состояла из 40 практически здоровых людей. 
Возраст больных колебался в интервале 21—78 лет. Сре-
ди больных преобладали больные с iii—iv стадией забо-
левания — 75 (62,5%) больных. Обширные резекции пе-
чени (право- и левосторонняя гемигепатэктомия простая 
и расширенная) были выполнены у 100 (83,3%) больных. 
Резекция нескольких сегментов печени выполнена у 20 
(16,6%) больных. При гистологическом исследовании 
первичных опухолей установлен низкодифференцирован-
ный или высокодифференцированный гепатоцеллюляр-
ный рак (у 10 больных) и холангиоцеллюлярный рак (у 10 
больных). При гистологическом исследовании метастати-
ческих очагов выявлена аденокарцинома кишечного типа 
с различной степенью дифференцировки. Оценка пока-
зателей системы гемостаза проведена по 10 параметрам, 
наиболее точно отражающим состояние основных зве-
ньев системы гемостаза: прокоагулянтное, тромбоцитар-
ное, антикоагулянтное, фибринолитическое с маркерами 
внутрисосудистого свёртывания крови. Исследования си-
стемы гемостаза проводились на автоматических коагуло-

логических анализаторах «sTa-r evolution» и агрегоме-
тре фирмы «chrono-log corporation» (США) до операции 
и на 1—20-е сутки после операции. На автоматическом 
анализаторе «sTa-r evolution» определяли активирован-
ное частичное тромбопластиновое время (АЧТВ), про-
тромбиновую активность по Quick, концентрацию фи-
бриногена по Клауссу, активность антитромбина iii, про-
теина С, плазминогена, ά2-антиплазмина, концентрацию 
Д-димера, фактор Виллебранда. Агрегацию тромбоцитов 
исследовали на агрегометре фирмы «chrono-log». Ста-
тистическую обработку результатов проводили, рассчи-
тывая средние арифметические значения и стандартное 
отклонение (M ± m). Сравнение количественных данных 
в двух не связанных группах проводилось с использова-
нием t-критерия Стьюдента для независимых выборок. 
Достоверными считались результаты с ошибкой менее 
5% (p < 0,05). Проведённые исследования выполнялись 
в соответствии с принципами Хельсинкской декларации, 
разработанной Всемирной медицинской ассоциацией.

Результаты. При изучении исходного состояния у 
больных с первичными и вторичными злокачественны-
ми опухолями печени (табл. 1) установлено достоверное 
укорочение АЧТВ и увеличение концентрации фибрино-
гена в 1,3 раза, что свидетельствует об активации прокоа-
гулянтного звена свёртывающей системы крови. Отме-
чаются изменения со стороны тромбоцитарного звена в 
виде усиления агрегационной способности тромбоцитов.

Активация прокоагулянтного и тромбоцитарного зве-

Т а б л и ц а  1
Показатели системы гемостаза у больных первичным и метаста-
тическим раком печени до начала лечения (M ± m)

Исследуемый показатель Группа

контроль (n = 40) больные (n = 120)

Активированное частичное 
тромбопластиновое время, с

38,0 ± 0,8 34,0 ± 0,9*

Протромбиновая активность 
по Quick, %

92,0 ± 2,0 91,0 ± 1,3

Концентрация фибриногена, 
мг/дл

300,0 ± 8,5 384,0 ± 14,0*

Агрегация тромбоцитов: 
степень агрегации МА, мм

65,0 ± 1,9 80,0 ± 1,0*

Антитромбин iii,% 87,0 ± 1,7 81,0 ± 0,9*
Протеин С, % 130,0 ± 2,5 75,0 ± 2,3*
Плазминоген, % 110,0 ± 1,9 90,0 ± 1,8*
ά2-антиплазмин, % 93,0 ± 3,8 99,0 ± 2,0
Д-димер, нг/мл 0,4 ± 0,2 1,6 ± 0,4*
Фактор Виллебранда, % 110,0 ± 10,0 234,0 ± 10,0*

П р и м е ч а н и е . * — различия достоверны (по сравнению с 
группой контроля).
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ньев системы гемостаза ведёт к появлению тромбина, 
повышенному отложению фибрина с последующим его 
лизисом, о чём свидетельствует увеличение маркеров 
внутрисосудистого свёртывания крови. У больных мета-
статическим колоректальным раком печени концентрация 
Д-димера, одного из надёжных и чувствительных марке-
ров тромбообразования, увеличилась в 4 раза. При изуче-
нии фактора Виллебранда, который является показателем 
повреждения стенки сосуда и активации системы гемоста-
за, выявлено повышение его содержания в 2,1 раза. В ответ 
на усиленное внутрисосудистое свёртывание крови проис-
ходит расходование естественных ингибиторов тромбина 
и других активных сериновых протеаз: у больных выяв-
лено снижение уровня антитромбина iii и протеина С (в 
1,7 раза). Таким образом, указанные изменения свидетель-
ствуют о развитии у больных первичными и метастатиче-
скими опухолями печени гиперкоагуляции с признаками 
хронического внутрисосудистого свёртывания крови.

Установлено, что хирургические вмешательства на пе-
чени вызывали глубокие изменения системы гемостаза, 
которые развивались преимущественно в виде подострых 
и хронических форм синдрома ДВС. Подострый синдром 
ДВС выявлен у 34 больных; наиболее часто (65%) подо-
стрый ДВС-синдром развивался после правосторонней 
гемигепатэктомии и характеризовался значительным до-
стоверным повышением уровня Д-димера (до 12 мкг/мл 

на 3—4-е сутки после операции и до 14 мкг/мл 
на 9—10-е сутки) (рис. 1) и фактора Виллебран-
да (до 415% на 3—4-е сутки) (рис. 2), что свиде-
тельствовало о выраженной активации внутри-
сосудистого свертывания крови.

Наблюдалось умеренное укорочение АЧТВ 
с 1-х суток послеоперационного периода, мак-
симально на 3—6-е сутки (p < 0,05). Одновре-
менно выявлено существенное снижение (p < 
0,05) активности факторов протромбинового 
комплекса: протромбиновая активность по 
Quick снижалась до 53% на 2-е сутки после 
операции, в 2 раза на 7—8-е сутки и оставалась 
резко сниженной до 9—10-х суток послеопера-
ционного периода (рис. 3).

Концентрация фибриногена также суще-
ственно снижалась после резекции печени — 
до 121 мг/дл на 7—8-е сутки после операции  
(p < 0,001).

Обращало на себя внимание значительное 
снижение уровня естественных антикоагу-

лянтов (антитромбина iii — до 48%, протеина С — до 
50%), а также компонентов фибринолитической систе-
мы (плазминогена — до 52%), защищающих организм 
от тромбообразования.

У 12 больных с подострой формой ДВС-синдрома 
развились тромбозы вен верхних и нижних конечно-
стей уже с 1-х суток послеоперационного периода. По 

Т а б л и ц а  2
Показатели системы гемостаза у 9 больных со злокачественными опухоля-
ми печени и тяжёлой печёночной недостаточностью (M ± m)

Исследуемый по-
казатель

До  
операции

Послеоперационный период, сут

1 3—4 5—6

Концентрация фи-
бриногена, мг/дл

422,0 ± 8,0 177 ± 12,0*# 140,1 ± 15,1* 144,0 ± 10,2*

Протромбиновая 
активность по 
Quick, %

82,0 ± 4,0 49 ± 1* # 45,0 ± 2,1*# 47,0 ± 2,9*

Антитромбин iii, % 78,0 ± 2,3 49,0 ± 2,3*# 44,0 ± 1,8*# 48,0 ± 2,6*
Плазминоген, % 85,0 ± 3,0 39,0 ± 2,7*# 46,0 ± 2,6*# 52,0 ± 3,1*
Д-димер, нг/мл 2,1 ± 0,9 20 ± 1,8*# 20,0 ± 2,8*# 20,0 ± 3,0*#

Фактор Виллебран-
да, %

240,0 ± 6,9 425,0 ± 8,1*# 442,0 ± 18,2* 540 ± 14,2*#

П р и м е ч а н и е . * — различия достоверны по сравнению с дооперацион-
ным периодом; # — различия достоверны по сравнению с показателями без тяже-
лой печёночной недостаточности.
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Рис. 1. Изменение концентрации Д-димера у больных с подо-
стрым ДВС-синдромом после операции (n = 34).

Рис. 2. Изменение активности фактора Виллебранда у боль-
ных с подострым ДВС-синдромом после операции (n = 34).

Рис. 3. Изменение активности факторов протромбинового 
комплекса по Quick у больных с подострым ДВС-синдромом 
после операции (n = 34).
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локализации они распределились следующим образом: 
тромбоз поверхностных и глубоких вен нижних конеч-
ностей зарегистрирован у 10 пациентов, тромбозы во-
ротной вены печени и левой печёночной вены — по 1 
случаю, ТЭЛА — у 1 больного. У 48% больных тром-
ботические осложнения были выявлены в первые 5 сут 
послеоперационного периода, у 17% больных — в пре-
делах 5—10 дней после операции и у 35% больных — 
после 10 сут послеоперационного периода. Несмотря на 
снижение концентрации факторов свёртывания крови, 
применение низкомолекулярных гепаринов в сочетании 
с концентратом антитромбина iii и свежезаморожен-
ной плазмой у больных с подострой формой синдрома 
ДВС восстанавливало факторы свёртывания крови. На 
14—15-е сутки послеоперационного периода уровень 
Д-димера снижался до 7 нг/мл (p < 0,05), протромбино-
вая активность по Quick повышалась до 61% (p < 0,05). 
Пациенты получали фраксипарин 0,3 мл/сутки с посте-
пенным увеличением дозы до 0,3 мл/2 раза в сут и 0,9 
мл/сут; свежезамороженную плазму — 1—2 дозы и кон-
центрат антитромбина iii в среднем 1000—2000 МЕ. По 
данным ультразвукового допплеровского сканирования, 
венозные тромбозы не определялись, либо наблюдалась 
реканализация просвета сосуда.

У больных с подострым диссеминированным вну-
трисосудистым свёртыванием крови, оперированных на 
печени, в раннем послеоперационном периоде отмеча-
лись клинические признаки печёночной недостаточно-
сти — слабость, сонливость, легкие формы желтухи и 
энцефалопатии, возникшие вследствие недостаточного 
объёма оставшейся части печени.

Выделена группа больных (9 человек) с развитием 
тяжёлой печеночной недостаточности в послеопераци-
онном периоде.

При изучении системы гемостаза в этой группе боль-
ных (табл. 2) установлено, что уровень Д-димера и фак-
тора Виллебранда повышался в большей степени, до-
стоверно отличаясь от показателей группы больных без 
тяжёлой печёночной недостаточности. Одновременно в 
этой группе больных отмечалось резкое снижение ак-
тивности факторов протромбинового комплекса, уровня 
антитромбина iii и плазминогена по сравнению с ана-
логичными показателями больных без тяжёлой печеноч-
ной недостаточности (p < 0,05).

Следовательно, у пациентов с тяжёлой печёночной 
недостаточностью наблюдалось снижение протромби-
новой активности до 45%, антитромбина iii до 44%, 
плазминогена ниже 50% при высоком уровне Д-димера 

(>20 мкл/мл) и фактора Виллебранда. Эти показатели 
можно отнести к гемостазиологическим факторам риска 
развития тяжёлой печёночной недостаточности.

У 3 больных (у 2 больных после правосторонней и у 
1 больного — после левосторонней гемигепатэктомии) 
развился острый ДВС-синдром (табл. 3). У больных с 
острым ДВС-синдромом (в отличие от подострого ДВС-
синдрома) наблюдалось, наоборот, достоверное удли-
нение АЧТВ в 1,5 раза и резкое уменьшение активно-
сти факторов протромбинового комплекса — в 4,7 раза 
(протромбиновая активность по Quick падала до 20% на 
3—10-е сутки после операции). Концентрация фибри-
ногена снижалась менее 100 мг/дл (до 60—80 мг/дл) с 
одновременным падением агрегационной активности 
тромбоцитов до 0. Кроме того, у этих больных уста-
новлено резкое снижение уровня антитромбина iii (до 
26%), протеина С (до 18%), плазминогена (до 18%) с 1-х 
суток послеоперационного периода, что связано с нару-
шением синтетической функции печени, но в большей 
степени с потреблением их в процессе интенсивного 
внутрисосудистого свёртывания крови.

Об этом свидетельствует резкое повышение мар-
керов внутрисосудистого свертывания крови: уровень 
Д-димера возрастал до 20 мкг/мл, фактора Виллебранда 
— до 420% уже со 2—4-х суток после операции; у боль-
ных развилась полиорганная недостаточность, которая 
сопровождалась кровотечением из операционной раны 
и тромбозами вен различной локализации.

У остальных больных (преимущественно с резекци-
ей нескольких сегментов печени) отмечались менее вы-
раженные изменения системы гемостаза, характерные 
для хронической формы синдрома ДВС.

Заключение. Хирургические вмешательства у боль-
ных со злокачественными опухолями печени вызывают 
развитие различных форм синдрома ДВС со значитель-
ным повышением содержания маркеров внутрисосуди-
стого свёртывания крови на фоне резкого снижения ак-
тивности факторов протромбинового комплекса, уровня 
естественных антикоагулянтов и компонентов фибрино-
литической системы, защищающих организм от тром-
бообразования, что согласуется с данными литературы 
[8]. У 12 больных с подострой формой ДВС-синдрома 
развились тромбозы вен различной локализации. При-
менение низкомолекулярных гепаринов в сочетании с 
концентратом антитромбина iii и свежезамороженной 
плазмой снижает интенсивность внутрисосудистого 
свёртывания крови, приводит к восстановлению факто-
ров свёртывания и является эффективным и адекватным 

Т а б л и ц а  3
Показатели системы гемостаза у 3 больных с острым ДВС-синдромом печени после операции (M ± m)

Исследуемый показатель До операции Послеоперационный период, сут

1 2 3—4 5—6 7—8 9—10
Протромбиновая активность по 
Quick, %

94,0 ± 2,4 54,0 ± 1,6*# 23,0 ± 2,1*# 20,0 ± 2,9*# 19,0 ± 3,6*# 19,0 ± 2,8*# 23,0 ± 3,5*#

Концентрация фибриногена, 
мг/дл

430,0 ± 12,0 60,0 ± 4,5* # 80,0 ± 5,3* # 84,0 ± 6,3*# 80,0 ± 3,7*# 80,0 ± 4,9*# 110,0 ± 7,8*

Антитромбин iii,% 80,0 ± 1,9 26,0 ± 2,3*# 30,0 ± 1,8*# 31,0 ± 2,6* # 29,0 ± 2,9*# 41,0 ± 2,8* # 49,0 ± 2,9*
Д-димер, нг/мл 1,7 ± 0,2 3,0 ± 0,8* 20,0 ± 0,6*# 20,0 ± 1,3*# 17,0 ± 0,9* 13,3 ± 0,8* 18,5 ± 0,7*#

Фактор Виллебранда, % 218,0 ± 10,0 343,0 ± 8,1*# 418,0 ± 18,2* 420,0 ± 14,2* 420,0 ± 17,5* 420,0 ± 19,8*# 420,0 ± 16,3*#

П р и м е ч а н и е . * — различия достоверны по сравнению с дооперационным периодом; # — различия достоверны по сравнению с по-
казателями больных с подострым ДВС-синдромом.
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методом лечения тромбозов и ТЭЛА у онкологических 
больных. Значительное повышение уровня Д-димера 
и фактора Виллебранда, а также резкое снижение про-
тромбиновой активности, содержания антитромбина iii 
и уровня плазминогена являются гемостазиологически-
ми факторами развития тяжёлой печёночной недостаточ-
ности, своевременная диагностика и коррекция которых 
позволяет улучшить результаты хирургического лечения 
больных со злокачественными опухолями печени.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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ПРЕИМУЩЕСТВО ТЕСТА ГЕНЕРАЦИИ ТРОМБИНА ДЛЯ ОЦЕНКИ 
ГЕМОСТАЗИОЛОГИЧЕСКОГО ПОТЕНЦИАЛА ПРИ ПРОВЕДЕНИИ КОРОНАРНОГО 
ШУНТИРОВАНИЯ У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА
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Цель исследования — оценка периоперационных параметров теста генерации тромбина и его взаимосвязь с показа-
телями коагуляционного гемостаза, фибринолитической системой и антикоагулянтами у пациентов с ишемической 
болезнью сердца (ИБС) при коронарном шунтировании в условиях искусственного кровообращения. Обследовано 200 
человек с ИБС, которым была выполнена плановая первичная операция коронарного шунтирования (КШ) в условиях ис-
кусственного кровообращения (ИК). Тест генерации тромбина проводили с помощью универсального автоматического 
анализатора CEVERON-ALPHA (Technoclone, Vienna, Австрия). Показатели теста генерации тромбина сравнивали с 
общепринятыми методами оценки гемостаза (МНО, АЧТВ, фибриноген, протромбин по Квику, тромбиновое время, АТ-
III, протеин С, фактор VIII,) фактора Виллебранда, ингибитора активации плазминогена 1-го типа (PAI-1), тканевого 
(t-PA) и урокиназного (u-PA) активаторов плазминогена.
Продемонстировано, что использование теста генерации тромбина дублирует перечисленные показатели и 
позволяет одномоментно определить как прокоагуляционные, так и антитромботические сдвиги. Преимущество 
теста генерации тромбина состоит в оценке тромбинового потенциала, что наиболее актуально в кардиологической 
практике.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  тест генерации тромбина; коронарное шунтирование; гемостаз.
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Коронарное шунтирование (КШ) в условиях искус-
ственного кровообращения (ИК) довольно часто со-
провождается комплексными нарушениями системы 
гемостаза, которые могут проявляться в виде серьёзных 
тромбогеморрагических осложнений [1]. Мультифак-
торный характер этих нарушений при кардиоваскуляр-
ных заболеваниях существенно затрудняет возможность 
прогнозирования состояния системы гемостаза в пери-
операционном периоде КШ и требует динамического 
лабораторного контроля [1, 2].

В клинико-лабораторной практике используются как 
«локальные», так и интегральные тесты оценки гемоста-
за. Результаты «локальных» тестов позволяют охарак-
теризовать состояние отдельных факторов или звеньев 
каскадной реакции. В их число входят рутинные, еже-
дневно используемые тесты, такие как: активированное 
парциальное тромбопластиновое время (АЧТВ) и про-
тромбин по Квику, международное нормализованное от-
ношение (mho), тромбиновое время (ТВ), фибриноген, 
Д-димер, антитромбин iii, протеин С, фактор viii и др. 
Но в условиях ИК и тотальной гепаринизации получен-
ные результаты могут выявить лишь отклонения от ре-
ферентного интервала, а сделать в целом заключение о 
коагуляционных сдвигах в организме невозможно, так 
как эти изменения могут быть нивелированы включе-
нием компенсаторных механизмов [3]. Это обусловли-
вает актуальность оптимизации алгоритмов лаборатор-
ного контроля гемостаза в периоперационном периоде  
у кардиохирургических пациентов с помощью инте-
гральных методов оценки гемостатического потенциала. 

К таким методам относится тест генерации тромбина, 
который количественно оценивает суммарный эффект 
взаимодействия всех факторов системы свертывания по 
динамике образования и инактивации in vitro ключевого 
фермента гемостаза тромбина, витамин-К-зависимого 
белка, вызывающего специфический протеолиз фибри-
ногена [3, 4]. В то же время в современной литературе 
мало исследований, посвященных данной проблеме.

В связи с этим целью исследования стала оценка пе-
риоперационных параметров теста генерации тромбина 
и его взаимосвязь с показателями коагуляционного гемо-
стаза, фибринолитической системы и антикоагулянтами 
у пациентов с ишемической болезнью сердца (ИБС) при 
КШ в условиях ИК.

Материал и методы. Исследование одобрено ло-
кальным этическим комитетом НИИ комплексных про-
блем сердечно-сосудистых заболеваний. Все пациенты 
подписывали информированное согласие на участие в 
нём.

Из регистра коронарного шунтирования, включаю-
щего более 1317 человек, методом «случай—контроль» 
были последовательно отобраны 200 человек с ИБС, ко-
торым была выполнена плановая первичная операция 
КШ в условиях ИК. Верификацию диагноза проводили 
на основании клинических, электрокардиографических, 
эхокардиографических характеристик заболевания.

Основные клинико-анамнестические данные па-
циентов, включённых в исследование, представлены в 
табл. 1.

Среди пациентов преобладали мужчины (n = 157; 
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78,5%), в анамнезе чаще фиксировали АГ, стенокардию, 
отягощённую наследственность по сердечно-сосудистой 
патологии, курение и ожирение, 70 пациентов ранее уже 
перенесли инфаркт миокарда, а 12 человек — острое на-
рушение мозгового кровообращения. Пациентам в пред-
операционном периоде была назначена коронароактивная 
терапия, в 100% случаев они получали аспирин, статины.

Все пациенты подверглись плановому первичному 
КШ без отмены антитромбоцитарной терапии (аспи-
рин 75—100 мг/сут). Операции КШ с использованием 
ИК проводились согласно стандартным протоколам, 
принятым в учреждении. Средняя длительность ИК 
составила 86,5 мин, длительность пережатия аорты —  
53 мин, температура во время искусственного кровоо-
бращения — 35,3°c, среднее количество шунтов — 3 
шт. Забор внутренних грудных артерий и венозных шун-
тов осуществлялся по стандартным методикам.

ИК проводили аппаратами фирмы maguet с исполь-
зованием оксигенаторов medos hlm set adult с пер-
фузионным индексом 2,5—2,7 л/мин·м2 стандартным 
(сбалансированные кристаллоиды, коллоиды) первич-
ным объёмом заполнения, равным 1300 мл. Для защиты 
миокарда использовали кровяную холодовую кардио-
плегию (соотношение крови и кристаллоидного компо-
нента 4:1). Введение гепарина и его нейтрализацию про-
тамина сульфатом проводили по методике, принятой в 
клинике. Пациентам вводили расчётные дозы гепарина 
(гепарин—натрий Браун (НФГ) 350 ЕД/кг. Нейтрализа-
цию гепарина проводили раствором протамина сульфата 
из расчёта гепарин:протамин = 1:1. Состояние коагуля-
ционного гемостаза в периоперационном периоде оцени-
вали с помощью определения активированного времени 
свертывания (АВС) в цельной крови на автоматическом 
таймере коагуляции acT plus фирмы medtronic (США) 
на тест-системах hr-acT. АВС до операции составило 
122 с, после введения протамина — 139 с, в раннем по-
слеоперационном периоде — 144 с, что соответствовало 
протоколу проведения КШ с ИК, принятому в учрежде-
нии. В контрольную группу вошли 50 (12 женщин и 38 
мужчин) практически здоровых людей, сопоставимых по 
возрасту и полу с пациентами, участвующими в исследо-
вании. Средний возраст людей из контрольной группы 
составил 53,23 ± 3,44 года. Материалом исследования 
стала бедная тромбоцитами плазма (БТП), полученная из 
цельной венозной крови, забранной самотеком из катете-
ра центральной вены. Исследование проводили в доопе-
рационный (за 1 ч до вводного наркоза), интраопераци-
онный (через 15 мин после проведения протаминизации) 
и ранний послеоперационный (в среднем через 1 ч после 
поступления пациента в отделение реанимации) перио-
ды. Исследования показателей коагулограммы (протром-
бин по Квику, МНО, АЧТВ, фибриноген, тромбиновое 
время, АТ-iii, протеин С, фактор viii) и теста генерации 
тромбина (ТГТ) проводили на универсальном автома-
тическом анализаторе ceveron-alpha (Technoclone, 
vienna, Австрия) с использованием стандартизирован-
ных тест-систем этой же фирмы.

Для оценки результатов, отражающих количествен-
ные и динамические характеристики генерации тромби-
на, измеряли следующие показатели.

Lag time (время запаздывания, мин) — время, изме-
ренное от момента внесения смеси флуорогенного суб-
страта и ионизированного кальция в лунку с образцом 
и активатором до момента отклонения флуоресцентного 
сигнала от основной горизонтальной линии более чем 
на 2 стандартных отклонения.

Peak thrombin (пиковая концентрация тромбина, 
нмоль/л) — максимальная концентрация тромбина, до-
стигаемая в процессе его генерации в образце.

Time to peak (время достижения пика, мин) — время, 
за которое в образце достигается максимальная концен-
трация тромбина.

Т а б л и ц а  1
Клинико-анамнестическая характеристика пациентов

Признак абс. %

Пол, женский/мужской 43/157 21,5/78,5
Возраст, M ± m, годы 59,1 ± 4,68
Индекс массы тела, кг/м2 29,5 ± 4,1
Особенности коронарного русла
Поражение ствола левой коронарной 
артерии 50% и более, %

56 28

Количество поражённых коронарных 
артерий (КА), n, %:
1 КА 3 1,5
2 КА 52 26
3 и более КА 145 72,5
Факторы риска ИБС
Отягощенная наследственность по 
сердечно-сосудистой патологии

152 76

Артериальная гипертензия в анамнезе 183 91,5
Курение 106 53
Ожирение 54 27
Гиперхолестеролемия 72 36
Сахарный диабет 2-го типа в анамнезе 58 29
Особенности анамнеза
Фракция выброса левого желудочка, % 56,6 ± 9,1
Клиника стенокардии 200 100
Инфаркт миокарда (1 и более) в анамнезе 70 35
Постинфарктный кардиосклероз 38 19
Острое нарушение мозгового кровообра-
щения в анамнезе

12 6

Хроническая ишемия головного мозга в 
анамнезе

18 18

Сопутствующая патология
Заболевания желудочно-кишечного 
тракта

42 21

Заболевания почек в анамнезе 8 4
Заболевания органов дыхания 12 6
Стратегия лечения
β-адреноблокаторы 190 95
иАПФ 158 79
Блокаторы ca2+-каналов 198 99
Инотропные препараты 29 14,5
Диуретики 183 91,5
Нитраты 200 100
Аспирин (прием не менее 1 года) 200 100
Статины 118 59
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ЕТР — площадь под кривой генерации тромбина 
(нмоль).

V — скорость образования тромбина (нмоль/мин).
Количественное определение концентрации фактора 

Виллебранда, ингибитора активации плазминогена 1-го 
типа (pai-1), тканевого (t-pa) и урокиназного (u-pa) 
активаторов плазминогена, комплекса t-pa/pai-1, фи-

бронектина проводилось методом иммуноферментного 
анализа с использованием набора Technoclon (Австрия).

Результаты статистически обрабатывали с помощью 
непараметрических критериев. Результаты представле-
ны в виде медианы (Me) и значений 25 и 75% квартилей 
(me: Q1; Q3). Для исследования зависимостей между 
переменными использовался коэффициент ранговой 

Т а б л и ц а  2
Параметры базовой коагулограммы у пациентов с КШ

Параметр Референсные 
значения

Контрольная группа До операции После протамина Ранний послеоперацион-
ный период

1 2 3 4

АЧТВ 31,5 (25—38) 30,4 (26,4—34,9) 34 (29;37,6) 31 (30,5;38,2) 35,2 (27,7;40)
ТВ (тромбиновое время), с 15 (14—16) 14,6 (14,1—15,2) 14,8 (14,3;25) 15,9 (14,3;19,4) 15,6 (14,6;16,6)
mНО 1,05 (0,85—1,25) 1,02 (0,89—1,19) 1,06 (0,97;1,14) 1,31 (1,24;1,54) 1,23 (1,18;1,33)

p1,3 = 0,023 p1,4 = 0,029
p2,3 = 0,005 p2,4 = 0,019

Протромбин по Квику, % 100 (70—130) 95 (88—128) 91 (77;107) 63 (51;66) 66 (60,7;72)
p1,3 = 0,013 p1,4 = 0,001
p2,3 = 0,005 p2,4 = 0,012

Фибриноген, г/л 3,15 (1,8—4,5) 3,4 (2,2—3,9) 5,3 (3,8;5,6) 3,1 (2,2;5,8) 3,6 (2,7;4,2)
p1,2 = 0,004 p2,3 = 0,006 p2,4 = 0,031

Антитромбин iii, % 100 (70—130) 81 (74—128) 72 (63;88) 56 (53;59) 75 (63;85)
p1,2 = 0,001 p1,3 = 0,023 p1,4 = 0,0016

p2,3 = 0,005 p2,4 = 0,003
p3,4 = 0,001

Протеин С, % 100 (70—130) 118 (77; 122) 101,5 (71; 118) 57 (52; 90) 82 (51; 108)
p1,2 = 0,014 p1,3 = 0,0002 p1,4 = 0,015

p2,3 = 0,016 p2,4 = 0,003
p3,4 = 0,002

Д-димер, нг/мл 250 (0—500) 114 (87—141) 189 (92; 276) 360 (168; 402) 349 (98; 408)
p1,2 = 0,001 p1,3 = 0,008 p1,4 = 0,005

p2,3 = 0,016 p2,4 = 0,007
Фактор viii, % 100 (60—150) 98 (81—126) 88 (52; 105) 64 (50; 73) 57 (45; 75)

p1,3 = 0,004 p1,4 = 0,005
p2,3 = 0,0005 p2,4 = 0,0019

Фактор Виллебранда, % 105 (50—160) 127 (102—152) 151 (132—208) 112 (118—149) 144 (129—165)
p1,2 = 0,018 p1,3 = 0,001 p1,4 = 0,012

p2,3 = 0,014 p2,4 = 0,001
p3,4 = 0,023

t-pa, нг/мл 5 (2—8) 7,29 (5,37—9,2) 14,09 (12,57; 20,83) 20,1 (11,03; 38,3) 31,7 (11,02; 41,6)
p1,3 = 0,002 p1,3 = 0,001 p1,4 = 0,012

p2,4 = 0,001
p3,4 = 0,023

t-pa/pai, нг/мл 13,5 (7—20) 16,03 (10,98—
18,01)

15,68 (11,92; 41,6) 35,6 (10,96; 57,6) 18,5 (14,96; 24,56)

p2,3 = 0,042 p3,4 = 0,003
Фибронектин, нг/мл 109 (70—148) 73,2 (70,9—76,1) 70,7 (68,4; 72,4) 144,3 (125,8; 162,8) 424,2 (312; 1650)

p2,3 = 0,03 p2,3 = 0,03
p3,4 = 0,027
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корреляции Спирмена. Критический уровень значимо-
сти при проверке статистических гипотез принимался 
менее 0,05.

Результаты. При анализе показателей коагулограм-
мы выявлено, что на дооперационном этапе увеличива-
ется содержание фибриногена на 55,9% и фактора Вил-
лебранда на 19%, по сравнению с контролем (табл. 2). 
Изменения таких показателей, как АЧТВ, протромбин по 
Квику, МНО, ТВ, viii фактор, оказались статистически 
незначимыми. Со стороны системы физиологических 
антикоагулянтов наблюдалось снижение по сравнению 
с группой контроля активности АТ-iii и протеина С, что 

указывает на прокоагуляционный сдвиг. При этом отме-
чалась существенная активация системы фибринолиза: 
тканевой активатор плазминогена и Д-димер увеличены 
относительно контроля на 93 и 65,8% соответственно.

После протаминизации ряд показателей коагуло-
граммы свидетельствовал о развитии гипокоагуляции. 
Содержание протромбина снижалось и оставалось сни-
женным на 27,5% в раннем послеоперационном периоде. 
Показатель МНО повышался на 23,6% по отношению к 
дооперационному уровню и сохранялся повышенным 
на 16% в ранний послеоперационный период. Уменьша-
лось содержание фибриногена: на 41,5% после введения 

Т а б л и ц а  3
Параметры теста генерации тромбина у пациентов с КШ

Параметр Контроль До операции После протамина Ранний послеоперационный период

1 2 3 4

lag Time, мин 2,8 (3,0;3,4) 5,65 (4,2; 9,05) 6,7 (5,4;8,9) 7,6 (6,5;10,4)

p1,2 = 0,011 p1,3 = 0,002 p1,4 = 0,0001
p2,3 = 0,0196 p2,4 = 0,001

p3,4 = 0,23
Time to peak, мин 9,5 (8,9; 10,2) 11,6 (9,4; 16,1) 14,15 (10,2; 17,65) 14,8 (11,7; 17,6)

p1,2 = 0,0014 p1,3 = 0,012 p1,4 = 0,025
peak thrombin, нМ/л 122,8 (115; 130,1) 168,9 (68,0; 277,9) 149,7 (92,050; 235,650) 105,4 (56,8; 144,8)

p1,2 = 0,03 p1,3 = 0,025 p1,4 = 0,049

p2,4 = 0,007
p3,4 = 0,0002

v1, нМ/мин 20,4 (17,2; 22,1) 32,3 (7,5; 61,8) 28,15 (12,35; 39,5) 14,85 (6,6; 25,35)
p1,2 = 0,028 p1,3 = 0,014 p1,4 = 0,027

p2,4 = 0,006
p3,4 = 0,002

ЕТР, нМ 1604,2 (1517; 1690) 2556,5 (1524,4; 2738,8) 2062,9 (1381,8; 2690,1) 1593,95 (955; 1893,9)
p1,2 = 0,0021 p1,3 = 0,045 p2,4 = 0,002

р2,3 = 0,056 p3,4 = 0,0001

Т а б л и ц а  4
Коэффициенты корреляции между параметрами ТГТ и базовой коагулограммы у пациентов с КШ

Параметр 
ТГТ

Параметры коагулограммы

ПТ МНО АЧТВ Фибри-
ноген

ТВ АТ-iii Протеин 
С

Ф viii Ф ВБ t-pa t-pa/
pai-1

Фибро-
нектин

lag 
Time, 
мин

0,38 0,11 0,13 0,21 0,01 –0,44 –0,37 –0,36 –0,49 0,38 –0,38 0,12
p = 0,11 p = 0,12 p = 0,12 p = 0,12 p = 0,12 p = 0,042 p = 0,013 p = 0,037 p = 0,001 p = 0,11 p = 0,04 p = 0,14

Time to 
peak, 
мин

0,38 0,38 0,39 0,4 0,51 0,38 0,38 0,38 0,06 0,23 0,31 0,01
p = 0,11 p = 0,11 p = 0,04 p = 0,04 p = 0,023 p = 0,11 p = 0,11 p = 0,11 p = 0,12 p = 0,12 p = 0,12 p = 0,12

peak 
thrombin, 
нмоль

0,38 –0,4 –0,51 –0,45 0,38 0,38 0,7 0,68 0,52 0,39 0,39
p = 0,027 p = 0,04 p = 0,01 p = 0,037 p = 0,043 p = 0,011 p = 0,0002 p = 0,0001 p = 0,01 p = 0,004 p = 0,002

v1, 
нмоль/
мин

–0,4 –0,58 –0,47 0,38 0,46 0,63 0,59 0,61 0,44 0,56
p = 0,047 p = 0,04 p = 0,03 p = 0,00 p = 0,047 p = 0,028 p = 0,001 p = 0,001 p = 0,005 p = 0,00 p = 0,03 p = 0,012

ЕТР, 
нмоль

0,11 0,01 –0,46 –0,49 –0,42 0,47 0,33 0,72 0,49 0,54 0,41 0,11
p = 0,12 p = 0,12 p = 0,03 p = 0,02 p = 0,046 p = 0,023 p = 0,003 p = 0,00009 p = 0,01 p = 0,00 p = 0,04 p = 0,12
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протамина и на 32% в ранний послеоперационный пе-
риод по сравнению с показателем до операции. Снижа-
лась активность фактора viii на 27,3 и 35,2% фактора 
Виллебранда относительно дооперационных значений, 
оставаясь ниже на 35,2 и 4,6% соответственно в раннем 
послеоперационном периоде. На фоне гипокоагуляцион-
ного сдвига отмечалось уменьшение АТ-iii после прота-
минизации и в ранний послеоперационный период. Тра-
диционно снижение содержания АТ-iii рассматривается 
как показатель гиперкоагуляции, что не согласуется с 
полученными данными протромбина по Квику и МНО. 
Активность протеина С также была снижена относи-
тельно контроля до операции после введения протами-
на на 51,7% и в раннем послеоперационном периоде на 
30,5%. Вероятно, снижение естественных антикоагулян-
тов можно рассматривать как фактор, способствующий 
повышенной генерации тромбина. Фибринолитическая 
активность при этом возрастала: тканевой активатор 
плазминогена увеличивался после протаминизации на 
42,7% относительно дооперационных значений, оста-
ваясь увеличенным и в раннем послеоперационном пе-
риоде. Содержание комплекса t-pa/pai после протами-
низации существенно выросло относительно исходных 
данных, однако после операции снижалось практически 
в 2 раза. Об активации фибринолиза говорит и увеличе-
ние концентрации Д-димера после введения протамина 
и в раннем послеоперационном периоде на 90 и на 85% 
соответственно. Содержание фибронектина в интра- и 
раннем послеоперационном периодах увеличивалось 
относительно исходных данных в 2 и 6 раз соответ-
ственно.

В отличие от параметров коагулограммы, ТГТ по-
казал увеличение генерации тромбина на до- и интра-
операционном периодах (табл. 3). Пиковая концентра-
ция тромбина и скорость его образования до операции 
увеличены на 37,5 и 58,3% соответственно; после про-
ведения протаминизации — на 21,9 и 38% по сравнению 
с контролем. Эндогенный тромбиновый потенциал ЕТР 
был повышен на 59% до КШ и на 28,5% во время опе-
рации, что свидетельствовало о состоянии гиперкоагу-
ляции, а в ранний послеоперационный период снижал-
ся, достигая уровня контроля. В то же время некоторые 
показатели ТГТ имели отношение к гипокоагуляции: 
на дооперационном периоде увеличивалось время за-
паздывания и достижения пика концентрации тромбина 
соответственно на 101 и 22%, а на интраоперационном 
этапе — на 139 и 49% по сравнению с контролем.

При проведении корреляционного анализа была вы-
явлена тесная взаимосвязь показателей ТГТ с данными 
коагулограммы. При этом показатели коагулограммы, 
отражающие гипокоагуляцию, были взаимосвязаны с 
данными ТГТ, имеющими отношение к снижению ак-
тивности коагуляционного гемостаза. Так, увеличение 
АЧТВ сопровождалось увеличением времени достиже-
ния пиковой концентрации тромбина, уменьшением ско-
рости его образования и площади под кривой (табл. 4).  
Установлены статистически значимые отрицательные 
зависимости концентрации фибриногена от пиковой 
концентрации тромбина, скорости его образования и 
площади под кривой генерации тромбина. Аналогичная 
корреляционная зависимость выявлена для тромбиново-
го времени (см. табл. 4).

В то же время, пиковая концентрация тромбина нахо-
дилась в положительной статистически значимой зави-
симости от протромбина, факторов viii и Виллебранда 

и отрицательной с МН. Аналогичная зависимость выяв-
лена для скорости образования тромбина (см. табл. 4). 
Площадь под кривой генерации тромбина находилась в 
прямой статистически значимой зависимости от факто-
ра viii и фактора Виллебранда.

Также выявлена статистически значимая прямая за-
висимость показателей генерации тромбина от актив-
ности физиологических антикоагулянтов и состояния 
системы фибринолиза. Дефицит АТ-iii и протеина С, 
увеличение концентрации t-pa и комплекса t-pa/pai со-
провождались снижением скорости образования тром-
бина, концентрации тромбина и площади под кривой 
генерации тромбина. Кроме того, установлена положи-
тельная корреляционная зависимость скорости образо-
вания и пиковой концентрации тромбина от концентра-
ции фибринонектина (см. табл. 4).

Обсуждение. Как известно, баланс коагуляции обе-
спечивается про- и антикоагулянтами, работающими в 
плазме, что в нормальных условиях предотвращает как 
чрезмерное образование тромбина, так и, напротив, ин-
гибирование его синтеза. До сих пор ведутся активные 
дискуссии по выбору лабораторного метода, который бы 
отражал естественный плазменный баланс про- и анти-
коагулянтов [3, 5]. В современной лабораторной практи-
ке широко распространена оценка отдельных про- или 
антикоагулянтов с помощью выполнения таких мето-
дик, как протромбиновое и активированное частичное 
тромбопластиновое время (ПТ, АЧТВ), а также с помо-
щью анализа одиночных антикоагулянтов. [3, 6]. Однако 
ни один из подходов действительно не имитирует того, 
что происходит в естественных условиях. Например, ПТ 
и АЧТВ удлинены у больных с врожденными наруше-
ниями системы прокоагулянтов с усиленным синтезом 
тромбина [7]. С другой стороны, ПВ и АЧТВ уклады-
ваются в пределы референсных значений у пациентов с 
врождёнными или приобретёнными недостатками анти-
коагулянтов антитромбина iii и протеина С. Открытое 
оперативное вмешательство на коронарных артериях в 
условиях ИК можно также рассматривать как времен-
ную коагулопатию с дисфункцией всех звеньев системы 
гемостаза — тромбоцитарно-сосудистого, коагуляцион-
ного, системы фибринолиза. Причины, их вызывающие, 
хорошо известны — дилюция, длительный контакт кро-
ви с поверхностью контура аппарата ИК, использование 
кристаллоидов, трансфузионных компонентов и т. д. [1, 
3, 4, 8].

В данном исследовании нами изучена динамика па-
раметров коагулограммы и ТГТ у пациентов с КШ в 
условиях ИК в периоперационном периоде. На доопе-
рационном этапе, согласно результатам ТГТ, наблюда-
лось увеличение генерации тромбина: количественные 
показатели (eTp и peak) и скорость (v) генерации тром-
бина были статистически значимо выше в сравнении 
с группой контроля. В то же время результаты доопе-
рационной оценки скрининговых тестов внутреннего 
(протромбин по Квику, МНО) и внешнего путей (АЧТВ) 
активации протромбиназы, а также тромбиновое вре-
мя находились в пределах референсных значений. При 
этом выявлено достоверное повышение содержания 
фибриногена и снижение АТ-iii, протеина С относи-
тельно аналогичных показателей контрольной группы. 
Полученные данные подтверждают точку зрения о том, 
что базовые тесты ни в наборе, ни тем более в изолиро-
ванном виде не позволяют полноценно оценить процесс 
тромбинообразования. Они отражают только начальный 
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этап образования тромбина, что составляет не более 5% 
общего потенциала генерированного тромбина и только 
его лаг-фазу, и измерение заканчивается в тот момент, 
когда в реакционной кювете появляются первые нити 
фибрина [9, 10].

Выявленное до операции повышение уровня ткане-
вого активатора плазминогена указывало на активацию 
системы фибринолиза. В литературе имеются данные 
о связи повышенной концентрации t-pa в плазме с 
увеличением риска сердечно-сосудистых осложнений 
[11]. Возможным объяснением парадоксальной связи 
t-pa, активирующего фибринолиз, с тромботическими 
осложнениями может быть повышение концентрации 
t-pa вследствие увеличения доли неактивного комплек-
са t-pa/pai-1, имеющего большую продолжительность 
циркуляции в кровотоке, чем свободный t-pa [11]. Кро-
ме того, в экспериментах показано, что тромбин стиму-
лирует секрецию t-pa и pai-1 клетками эндотелия [11], 
и поэтому повышение этих компонентов в плазме боль-
ных может быть следствием увеличения образования 
тромбина. Активация t-pa может способствовать деста-
билизации атеросклеротических бляшек, попадание по-
следних в кровоток — вызывать окклюзию коронарных 
артерий. Повышенная генерация тромбина могла быть 
обусловлена также высокой экспрессией фактора Вил-
лебранда в исследуемой группе [9, 12].

После проведения протаминизации количествен-
ные показатели теста генерации тромбина и скорость 
его образования оставались выше уровня контрольной 
группы, что свидетельствовало о состоянии гиперкоа-
гуляции. При этом хронометрические показатели теста 
достоверно увеличивались, что говорит об удлинении 
периода, необходимого для инициации процесса гене-
рации тромбина. Из параметров традиционной коагу-
лограммы наиболее значимо снижалось содержание 
протромбина и антикоагулянтов (АТ-iii и протеина С), 
уменьшалась активность фактора viii и фактора Вил-
лебранда. Одним из основных факторов, влияющих на 
длительность времени запаздывания синтеза тромбина, 
согласно данным a. dielis (2008), является ингибитор 
пути тканевого фактора (Tfpi), который в избытке экс-
прессирует атеросклеротически изменённый эндотелий 
сосудов (c.T. mitchell, 2009) [13, 14]. Снижение есте-
ственных антикоагулянтов, видимо, связано, с одной 
стороны, с их интенсивным потреблением в результате 
массивного поступления в сосудистое русло тромбопла-
стических веществ, образующихся при травматизации 
тканей во время ИК, с другой стороны, с дисфункцией 
сосудистого эндотелия, на поверхности которого проис-
ходит активация протеина С посредством тромбомоду-
лина. Кроме того, нельзя исключить и факт дилюции во 
время операции.

Полученные результаты также свидетельствуют об 
активации фибринолиза на интраоперационном этапе: 
после протаминизации увеличивались уровни ткане-
вого активатора плазминогена, комплекса t-pa/pai и 
Д-димера. В настоящее время имеются разные мнения 
относительно воздействия ИК на систему фибринолиза. 
Ряд авторов в своих исследованиях не выявили актива-
ции системы фибринолиза после ИК, другие же, наобо-
рот, находят выраженную её активацию [8, 15]. Учитывая 
физиологическую роль естественных антикоагулянтов и 
системы фибринолиза, их изменение можно рассматри-
вать как фактор, сопровождающий повышенную генера-
цию тромбина.

В работе проводилось определение концентрации 
фибронектина, одного из ключевых белков межклеточ-
ного матрикса, играющего важную роль в регуляции 
тромбоцитарно-сосудистого гемостаза. Содержание 
фибронектина после протаминизиции было достоверно 
повышено в 2 раза по сравнению с контролем. Пред-
полагается, что повышенный уровень фибронектина 
связан не только с эндотелиальной дисфункцией, но и 
с оперативным вмешательством. Уникальная структура 
фибронектина позволяет функционировать ему, как мо-
лекулярный клей, соединяющий различные молекулы 
вместе, благодаря его доменам для фибрина, гепарина, 
коллагена и клеточной поверхности [16].

В раннем послеоперационном периоде параметры 
ТГТ продолжали статистически значимо изменяться 
(отображая ведущую роль тромбина в регуляции ге-
мостатического процесса) [8, 17]: площадь под кривой 
снижалась, достигая уровня контроля, другие показате-
ли теста, такие как концентрация тромбина и скорость 
его образования, стали статистически значимо ниже по 
сравнению с контролем. При этом, согласно результатам 
базовой коагулограммы, был снижен только протром-
бин, содержание антикоагулянтов хоть и подрастало 
относительно интраоперационных значений, но оста-
валось ниже контрольного уровня. Со стороны показа-
телей, характеризующих систему фибринолиза, наблю-
далось повышение тканевого активатора плазминогена, 
комплекс t-pa/pai уменьшался.

Таким образом, результаты исследования демонстри-
руют разнонаправленные изменения в системе гемо-
стаза при проведении открытых кардиохирургических 
операций в условиях искусственного кровообращения. 
Очевидно, что лабораторные исследования отдельных 
факторов свертывания и факторов их регуляции (есте-
ственных антикоагулянтов, компонентов системы фи-
бринолиза) не отражают повышенного риска послео-
перационной гиперкоагуляции, не распознавание и не 
управление которой может существенно ухудшить по-
слеоперационный прогноз пациентов. Оценка генера-
ции тромбина, ключевого регулятора активация про- и 
антикоагулянтов, а также компонентов системы фибри-
нолиза позволит правильно судить о глобальном балан-
се свёртывания и составит верное представление о тех 
патологиях, которые приводят к геморрагическим или 
тромботическим состояниям. В отличие от коагулограм-
мы, ТГТ позволяет оценить тромбиновый потенциал 
как одну из важнейших составляющих гемостатическо-
го потенциала в целом, дать его интегральную оценку 
и оптимизировать лечебно-профилактическую тактику 
тромбогеморрагических осложнений, что позволит раз-
работать экономически выгодную стратегию диагности-
ки.
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Неразвивающаяся, или замершая беременность 
(НБ) — одна из распространённых причин потери пло-
да; она составляет существенную долю в общем спек-
тре патологий беременности. Частота НБ в различных 
популяционных группах обычно рассчитывается на 

основании анализа клинических признаков наступле-
ния и прекращения беременности. В таком случае эта 
величина приблизительно оценивается в 15—25% [1].  
В действительности этот показатель существенно выше 
за счёт нераспознанных ранних потерь беременности. 
Так, в исследовании n. ellish и соавт. (1996) установ-
лено, что 17,4% случаев успешного зачатия самопроиз-
вольно разрешаются потерей беременности в течение 
2 нед. [2]. В дальнейшем еще 13,7% клинически под-
тверждённых беременностей заканчиваются спонтан-
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ным абортом до 16-й недели беременности [2]. Таким 
образом, на ранних стадиях беременности происходит 
жёсткий естественный отбор эмбрионов, в том числе и с 
позиции их генетических качеств.

Вклад генетических аномалий в нарушение развития 
эмбриона считается высоким. По разным данным, до 
70% беременностей, прекративших развитие на 6—8-й 
неделе, несли эмбрион с различными хромосомными 
аномалиями [3, 4]. Изучение кариотипа эмбрионов при 
НБ имеет важное практическое значение, так как по-
зволяет определить причины патологии беременности в 
каждом клиническом случае. Кроме того, такие исследо-
вания позволяют оценить уровень хромосомного мута-
генеза у ранних эмбрионов и его вклад в общую картину 
репродуктивных потерь у населения.

Цель исследования — изучение качественных и ко-
личественных характеристик хромосомных аномалий у 
абортусов при неразвивающейся беременности.

Материал и методы. Для исследования были исполь-
зованы образцы хориона и тканей эмбрионов, получен-
ные при искусственном прерывании неразвивающейся 
беременности у 57 женщин, проживающих в Кемерово. 
Средний возраст женщин составил 32,6 ± 0,71 года, а 
возрастной диапазон 24—43 года.

Биоматериал, помещённый в физиологический рас-
твор с гепарином, доставлялся в цитогенетическую лабо-
раторию медико-генетической консультаций КОКБ (Кеме-
рово). Все дальнейшие манипуляции вплоть до приготов-
ления препаратов метафазных хромосом осуществлялись 
согласно имеющимся рекомендациям. Готовились «пря-
мые» препараты без предварительного культивирования 
тканей [5]. Цитогенетический анализ дифференциально 
gTg-окрашенных хромосом выполнялся в соответствии 
с действующими требованиями [6] (рис. 1).

Статистический анализ осуществляли с использова-
нием программы statistica, v.5.5. Рассчитывались основ-
ные выборочные характеристики переменных (средние 
значения, пределы варьирования, доли) и стандартные 
ошибки средних значений.

Результаты и обсуждение. Прежде всего следует от-
метить, что общая результативность процедуры цитоге-
нетического анализа клинического материала составила 
91,2%, что сопоставимо с показателями, достигнутыми 
другими лабораториями [3, 4]. В 2 случаях качество до-
ставленных образцов оказалось неудовлетворительным, 
дальнейшая работа с ними была нецелесообразна. В 3 
случаях приготовленные цитогенетические препараты 
не содержали делящихся клеток. Это было связано с 
запоздалым выполнением медицинского аборта в сро-
ке более 2 нед после замирания беременности. Таким 
образом, для эффективного цитогенетического анализа 
эмбрионального материала критическим является каче-
ство биоптата и своевременность выполнения соответ-
ствующих акушерских процедур.

Цитогенетический анализ абортного материала при 
замершей беременности показал, что 67,3% образцов 
содержат хромосомные аномалии. Сверхчисленные хро-
мосомы или отсутствие хромосомы в какой-либо паре 
(анеуплоидии) отмечались в 51,9% случаев. В 11,5% об-
разцов наблюдалось кратное увеличение числа гаплоид-
ных хромосомных наборов (полиплоидии). Значительно 
реже (3,8% препаратов) образцы содержали хромосом-
ные аберрации (рис. 2). Высокая доля аномальных ка-
риотипов у спонтанных абортусов неоднократно выяв-
лялась ранее и находилась в пределах 64—74,7% [3, 4, 
7]. Учитывая это, можно говорить о значительном уров-
не хромосомного мутагенеза при формировании гамет 
и оплодотворении у человека как биологического вида. 

Рис. 1. Мужской кариотип эмбриона с трисомией по хромосоме 13 (47,XY,+13).
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Очевидно, именно эти хромосомные аномалии стано-
вятся ведущей причиной прекращения развития бере-
менности в ранние сроки.

Анализ спектра хромосомных нарушений в эмбрио-
нальном материале показал, что среди анеуплоидий 
наиболее часто встречается трисомия по 16 хромосоме 
(17,1% общего числа хромосомных нарушений) (см. 
таблицу). Кроме того, данная хромосома участвовала 

во всех выявленных нами двойных анеуплоидиях. Вы-
сокую распространённость трисомии 16 у спонтанных 
абортусов отмечали и в предыдущих исследованиях. 
Так, p. Jacobs и T. hassold [8] обнаружили эту мутацию 
в 16,1% аномальных кариотипов, а О. Чиряева и соавт. 
[3] — в 14% таких образцов.

Часто у эмбриона выявлялся кариотип 45,X, который 
совместим с жизнью и ассоциирован с формированием 
синдрома Шерешевского—Тернера в постнатальном пе-
риоде. При этом характер и степень выраженности по-
роков развития существенно варьируют. Вероятно, вну-
триутробная гибель эмбрионов с этой аномалией связана 
с воздействием дополнительных летальных факторов. 
По-видимому, то же можно сказать об эмбрионах с ка-
риотипом 47,XXY. В целом доля анеуплоидий по поло-
вым хромосомам в рассматриваемой выборке составила 
14,3% общего числа аномальных кариотипов.

Помимо уже отмеченных хромосом, в формировании 
анеуплоидий участвовали еще 10 различных аутосом. 
Во всех случаях наблюдались трисомии, а моносомии 
не выявлялись. Невысокая частота каждой из этих ано-
малий позволяет предположить случайный характер му-
тационных событий, происходящих при формировании 
соответствующих анеуплоидий. При этом в составе ка-
риотипов избыточными могли быть как крупные хромо-
сомы (2-я, 3-я), так и самые маленькие (21-я и 22-я).

Отсутствие в выборке образцов с анеуплоидиями 
прочих хромосом, вероятно, объясняется статистически-
ми причинами. Увеличение объёма проанализированно-
го материала позволило бы обнаружить и иные хромо-
сомные аномалии. Так, в одной из ранее цитированных 
работ при кариотипировании 200 спонтанных абортусов 
были выявлены трисомии с участием всех хромосом, 
за исключением 1, 4, 10, 19 [3]. Увеличение выборки до 
233 образцов даёт возможность обнаружить дополни-
тельные трисомии по хромосомам 4 и 10 [4]. Отсутствие 
(или крайне редкая встречаемость) трисомий 1 и 19 у 
абортусов до сих пор не объяснено.

Весьма характерной генетической чертой эмбрионов 
при неразвивающейся беременности является высокая 
распространённость полиплоидий (17,1% всех аномаль-
ных кариотипов) со значительным преобладанием три-
плоидии. Это соответствует результатам более ранних 
исследований [3, 7, 8], в которых максимальная частота 
триплоидных кариотипов среди генетически аномаль-
ных абортусов достигала 21% [8].

Доля всех типов хромосомных аберраций обще-
го числа хромосомных аномалий, напротив, невысока 
и составила 5,7%. Нами выявлены только 2 таких слу-
чая. В одном из них кариотип был мозаичным, с до-
полнительной маркерной хромосомой в части клеток 
(mos47,XY,+mar[9]/46,XY[11]). В другом образце вы-
явлена несбалансированная транслокация материнского 
происхождения 46,XY,der(14)t(14;15)(p11;q22),mat.

Для того чтобы объяснить столь значительный вклад 
хромосомных нарушений в прекращение развития эм-
бриона, необходимо принять во внимание срок замирания 
беременности. В рассмотренной нами выборке эта вели-
чина, по результатам УЗИ, составила 6,6 ± 0,31 нед при ва-
рьировании показателя в пределах 4—13 нед. Анализ рас-
пределения образцов по сроку беременности показал, что 
в 83,7% случаев остановка развития эмбрионов произошла 
до 8-й недели беременности (рис. 3). Этот период совпада-
ет со временем раннего (активного) органогенеза. Проис-
ходит закладка осевого комплекса (хорда, нервная трубка, 

Рис. 2. Доля хромосомных аномалий различного типа в био-
логических образцах при неразвивающейся беременности.

Частота различных хромосомных аномалии при замершей 
беременности

Тип аномалии Частота среди всех  
аномалий, n (%)

Простые анеуплоидии, в том числе: 24 (68,6)
47,XX,+16 и 47,XY,+16 6 (17,1)

45,X 3 (8,6)
47,XXY 2 (5,7)
47,XX,+2 и 47,XY,+2 2 (5,7)
47,XX,+8 2 (5,7)
47,XX,+13 2 (5,7)
47,XX,+3 1 (2,9)
47,XX,+6 1 (2,9)
47,XX,+7 1 (2,9)
47,XX,+15 1 (2,9)
47,XY,+18 1 (2,9)
47,XY,+21 1 (2,9)
47,XY,+22 1 (2,9)

Двойные анеуплоидии, в том числе: 3 (8,6)
48,XX,+16,+18 1 (2,9)
48,XY,+16,+20 1 (2,9)
48,XY,+16,+21 1 (2,9)

Полиплоидии, в том числе: 6 (17,1)
69,XXX и 69,XXY 5 (14,3)
92,XXYY 1 (2,9)

Хромосомные аберрации, в том 
числе:

2 (5,7)

mos47,XY,+mar[9]/46,XY[11] 1 (2,9)
46,XY,der(14)t(14;15)(p11;q22),mat 1 (2,9)
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сомиты), выделение и формирование зачатков практически 
всех органов и систем, формирование дефинитивной пла-
центы. Очевидно, нарушение чёткой работы наследствен-
ного аппарата из-за хромосомных аномалий в этот период 
может послужить достаточной причиной для прекращения 
дальнейшего развития эмбриона [5].

Вместе с тем полное отсутствие в изученном матери-
але моносомий по аутосомам может свидетельствовать 
о наличии внутриутробной гибели эмбрионов на ещё 
более ранних стадиях развития, что с трудом поддаёт-
ся учёту и цитогенетическому исследованию. Наоборот, 
среди эмбрионов, преодолевших эти этапы отбора, оста-
ётся минимальное количество носителей хромосомных 
аномалий, несовместимых с жизнью. В дальнейшем 
большая их часть будет самопроизвольно элиминиро-
вана, а частота хромосомных нарушений у новорождён-
ных не превысит 1% [8].

С практической позиции цитогенетическое иссле-
дование абортного материала важно в двух аспектах. 
Хромосомные аномалии, выявляемые у эмбрионов, 
считаются спорадическим событием, их появление не-
предсказуемо, а причины до конца не ясны. С этой точ-
ки зрения выявление аномалии даёт повод надеяться 
на отсутствие у женщины иных патологий, повлекших 
замирание беременности. Последующие беременности 
могут реализоваться вполне успешно. Напротив, отсут-
ствие в эмбриональных клетках хромосомных наруше-
ний побуждает продолжить поиск причин репродуктив-
ной неудачи, что будет сопряжено с дополнительными 
обследованиями женщины и, возможно, терапевтиче-
скими процедурами.

С другой стороны, всё более широкое использование 
вспомогательных репродуктивных технологий требует 
внедрения сопутствующих методов оценки генетиче-
ского здоровья эмбриона. Цитогенетические исследова-
ния эмбрионального материала при неразвивающейся 
беременности после ЭКО и ИКСИ показали, что частота 
хромосомной патологии и спектр аномалий в этом слу-
чае сопоставимы с популяционными показателями [9].

Выявление хромосомных нарушений в абортном ма-
териале после ЭКО и ИКСИ может свидетельствовать об 
использовании генетически дефектных гамет или мута-
ционном событии, произошедшем после оплодотворения. 
Отсутствие хромосомных нарушений свидетельствует об 
иных причинах неудачной беременности. В обоих случа-
ях цитогенетический анализ даёт ценную информацию 

для врача-репродуктолога и позволяет наметить пути 
дальнейшего анализа и решения возникших проблем.

Заключение. Согласно результатам исследования, 
биологический материал, полученный от замерших бе-
ременностей, в 67,3% случаев содержит хромосомные 
аномалии. Преобладают численные нарушения (анеу-
плоидии и полиплоидии). Структурные изменения хро-
мосом встречаются значительно реже. Таким образом, 
хромосомные нарушения можно считать ведущей при-
чиной гибели эмбрионов вплоть до 6—8-й недели бе-
ременности. Цитогенетическое исследование абортно-
го материала — ценный диагностический инструмент, 
позволяющий установить роль генетических факторов 
в прекращении развития беременности как в случаях 
естественного зачатия, так и при использовании ВРТ.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
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Рис. 3. Распределение образцов в зависимости от срока за-
мирания беременности, установленного по УЗИ.
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В настоящее время для ранней диагностики актуален поиск новых биомаркеров рака. В качестве альтернативы суще-
ствующим биомаркерам большой интерес приобретают антитела (АТ) против антигенов, ассоциированных с опухоля-
ми. Изменение количества и специфичности АТ в сыворотке крови указывает на происходящие процессы в организме, 
в том числе на развитие онкологических заболеваний. В работе приведены результаты анализа репертуара антител 
(иммуносигнатуры) с помощью пептидных микрочипов у пациентов с диагнозом рака молочной железы (РМЖ). Мы 
выявили 119 информативных пептидов из 330 034 пептидов, представленных на микрочипе, связывание антител с кото-
рыми демонстрирует статистически значимые межгрупповые различия (p < 0,001). Эта панель пептидов помогает с 
высокой чувствительностью и специфичностью различать сыворотки больных и здоровых доноров. Оценка репертуара 
антител, взаимодействующих с панелью синтетических пептидов, может быть использована для разработки диагно-
стических тестов при обнаружении РМЖ на ранних стадиях.
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В структуре причин заболеваемости и смертности 
населения стран мира, по данным ВОЗ за 2015 г., он-
кологические заболевания за последние годы вышли на 
лидирующие позиции [1]. В структуре заболеваемости 
злокачественными новообразованиями женского на-
селения России ведущей онкологической патологией 
является рак молочной железы (РМЖ), составляющий 
20,9% [2]. Около 60% РМЖ диагностируется на ранних 
стадиях, но приблизительно 20% диагнозов являются 
ложноотрицательными [3]. Пятилетняя выживаемость у 
пациентов с i стадией РМЖ составляет 93% и только 7% 
у пациентов с iv стадией [4]. Таким образом, в настоя-
щее время наиболее актуальной является диагности-
ка онкологических заболеваний на ранних стадиях, до 
манифестации клинических симптомов болезни [5—8], 
что может стать перспективным решением для сниже-
ния инвалидности и смертности.

Сегодня общепризнанными биомаркерами в диа-
гностике РМЖ являются белки, такие как СА 27.29, 
СА 15.3, p53, cea, РЭА, Еr, Рr, her2 [6, 9—13]. 
Однако эти белки можно обнаружить только при уже 
сформировавшихся опухолях (более 2,5 см), доступ-
ных для биопсии или способных к продукции высоких 
концентраций белков [6, 9]. К тому же эти биомарке-
ры не обеспечивают достаточной чувствительности и 
специфичности диагностических методов, что приво-
дит к ложноположительным и ложноотрицательным 
диагнозам [5, 11, 14].

Бессимптомное развитие онкологических заболе-
ваний может происходить в течение нескольких лет, и 
в это время белковые биомаркеры в сыворотке крови 
практически невозможно выявить. В качестве альтерна-
тивы существующим биомаркерам в настоящее время 
большой интерес вызывают антитела (АТ) против анти-
генов, ассоциированных с опухолями (Taa — tumor as-
sociated antigens) [7, 15—17]. Изменение количества и 
специфичности АТ в сыворотке в ответ на патофизиоло-
гические изменения при развитии онкологических забо-
леваний может быть использовано для диагностических 
целей [18, 19]. Антитела в отличие от существующих 
биомаркеров рака более стабильны, специфичны и ха-
рактеризуются ранней продукцией в ответ на антиген. 
Для эффективной диагностики необходима технология, 
которая позволит расшифровать изменения в составе 
циркулирующих антител.

Нашей исследовательской группой разрабатывается 
метод, в основе которого лежит оценка сывороточных 
антител как маркеров онкологических заболеваний, в 
частности рака молочной железы. Метод основан на при-
менении пептидных микрочипов со случайными амино-
кислотными последовательностями, которые использу-
ются для оценки взаимодействия антител с частичным 
или полным подобием эпитопов антигенов [7, 20]. Этот 
метод использован для анализа связывающей активно-
сти моноклональных антител, оценки эффективности 
вакцин и сравнения репертуаров сывороточных анти-
тел здоровых добровольцев и пациентов с различными 
диагнозами, включая болезнь Альцгеймера, инфекцион-
ные, онкологические и аутоиммуные заболевания [15, 
20—25].

Цель работы — с помощью пептидных микрочипов 
сравнить репертуар антител в сыворотках здоровых до-
норов и больных с диагнозом РМЖ.

Материал и методы. Для выполнения настоящей 
работы сформировали 2 группы. В первую группу во-

шла 41 пациентка (средний возраст 56,4 ± 12,2 года) с 
диагнозом РМЖ, во вторую группу (контроль) — 40 
здоровых женщин (средний возраст 47,1 ± 8,5 года). Ис-
следование одобрено этическим комитетом Алтайского 
филиала РОНЦ им. Н.Н. Блохина (Барнаул). Все пациен-
ты и здоровые доноры подписали письменное информи-
рованное согласие.

Взятие капиллярной крови из пальца производили 
в конические пробирки типа Микровет («Фирма Син-
такон»), содержащих К3ЭДТА. Пробирки с образцами 
центрифугировали с частотой вращения 1500 об/мин 
при 4°c в течение 10 мин. Образцы полученной плазмы 
замораживали для хранения при –20°c и использовали 
для исследования. Оценку репертуара антител в сыво-
ротках больных и здоровых доноров проводили с помо-
щью микрочипов, содержащих 24 идентичных микроэр-
рея из 330 034 пептидов со случайными аминокислот-
ными последовательностями. Пептиды синтезированы 
на подложке микрочипа методом фотолитографии, как 
описано ранее [20]. Аминокислотная последователь-
ность и месторасположение каждого пептида на микро-
эррее известно. Каждый микроэррей имеет площадь  
0,5 см2, размер точки каждого пептида около 8 мкм в 
диаметре, расстояние между соседними пептидами при-
близительно 1 нм.

Для экспериментальной работы проводили пред-
варительную подготовку микрочипов. Каждый микро-
чип на 60 мин отдельно помещали в чашку Петри с 
дистиллированной водой, затем в фосфатно-солевой 
буфер (ФСБ, «Биолот») на 30 мин, инкубировали при 
малой скорости орбитального шейкера biosan os 20 
(«biosan»). После этого микрочипы фиксировали в 
штативе кюветы easydip и промывали полосканием в 
трёх свежих растворах ФСБТ (ФСБ + 0,25% Твин 20, 
«helicon») и дистиллированной воде. После предвари-
тельной подготовки высушенные центрифугированием 
в течение 5 мин при 800 об/мин микрочипы помещали 
в гибридизационную кассету («arrait corporation») с 
силиконовыми прокладками, обеспечивающими раз-
деление всех 24 микроэрреев на микрочипе. В каждую 
лунку кассеты, соответствующей микроэррею микро-
чипа, добавляли по 150 мкл инкубационного раство-
ра, содержащего ФСБТ и 3% бычьего сывороточного 
альбумина (БСА, «amresco»). Поверхность кассеты 
покрывали плёнкой, инкубировали микрочипы в тече-
ние 18 ч при 4°c. Предварительно удалив содержимое 
лунок кассеты, вносили 75 мкл инкубационного рас-
твора. Образцы исследуемой плазмы крови разводили 
(1:250) в инкубационном растворе и добавляли в лунки 
гибридизационной кассеты в объёме 75 мкл, поверх-
ность кассеты покрывали плёнкой и накрывали крыш-
кой, инкубировали в течение 60 мин (22—24°c) на ор-
битальном шейкере при 250 об/мин. После инкубации с 
помощью промывателя микропланшетов bioTek elx50 
(«bioTek instruments») микрочипы промывали тремя 
повторами свежего ФСБТ и промывочным раствором 
(ФСБТ + 1% БСА). Разборку кассет и извлечение ми-
крочипов проводили в контейнере с дистиллирован-
ной водой, не допуская высушивания. Микрочипы по-
мещали в четырёхлуночные планшеты, наполненные 
раствором «вторичных» антител против igg человека  
(5 мл/лунку) с флюоресцентной меткой alexa flour 647 
(«life Technologies») 75 пг/мл в инкубационном раство-
ре. Планшеты с микрочипами в растворе «вторичных» 
антител накрывали не пропускающей свет крышкой, 
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инкубировали при температуре 22—24°c в течение 
60 мин на малой скорости орбитального шейкера. По-
сле этого микрочипы, фиксированные в кюветах easy-
dip, промывали полосканием в трёх свежих растворах 
ФСБТ, дистиллированной воде и в течение 5 мин вы-
сушивали центрифугированием (800 об/мин).

Высушенные микрочипы сканировали с использо-
ванием двухлазерного сканера высокого разрешения 
«innoscan 900 al» («innopsys») при длине волн 632 и 
535 нм. Положение, размер и интенсивность флюорес-
ценции для каждого пептида оценивались с помощью 
программного обеспечения mapix (v. 7.3.1). Оцифрован-
ные результаты использовали в математической и стати-
стической обработке.

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с помощью алгоритмов анализа программного 
обеспечения brb-array Tools (https://brb.nci.nih.gov/
brb-arrayTools/). Каждый оцифрованный микроэррей 
анализировали с использованием фильтров интенсив-
ности флюоресценции. Нормализацию полученных 
данных интенсивности флюоресценции проводили с 
помощью алгоритма квантильной нормализации [24, 
26, 27]. Дополнительно применяли алгоритм качества. 
Уровни интенсивности по каждому образцу логариф-
мировали с последующим усреднением для сравнения 
классов. Пептиды, разница взаимодействия с которыми 
в двух группах сывороток статистически значима, бы-
ли выбраны с помощью t-критерия Стьюдента для не-
зависимых выборок с последующим иерархическим 
кластерным анализом [15, 21, 26, 27]. Для построения 
дендрограмм применен метод Уорда (Ward’s method) с 
использованием квадрата евклидова расстояния в каче-
стве меры сходства объектов. Для анализа пептидов при-
меняли классификатор k-nearest neighbors с евклидовой 
метрикой и алгоритм перекрёстной проверки с исклю-
чением (leave-one-out cross validation). Различия считали 
статиcтически значимыми если p < 0,001.

Результаты и обсуждение. Образцы сыворотки 
крови здоровых доноров и пациентов с диагнозом 
РМЖ были проанализированы с помощью пептид-

ных микрочипов для оценки репертуара циркулирую-
щих антител. Ранее мы показали, используя микро-
чипы с пептидами, нанесёнными на их поверхности  
(10 286 пептидов), что циркулирующие антитела в 
сыворотке здоровых добровольцев и больных с РМЖ 
взаимодействуют с разными группами пептидов [28].  
В настоящей работе использовались микрочипы но-
вого поколения, где пептиды (300 034 пептида) син-
тезировались на поверхности микрочипа с помощью 
метода фотолитографии [20].

На первом этапе проведён визуальный анализ ми-
кроэррей с разными образцами сыворотки. На рис. 1 
представлены идентичные участки микроэррей после 
инкубации с сыворотками и вторичными антителами. 
Видно, что сыворотки двух групп (РМЖ и контроль) 
взаимодействуют с разными группами синтетических 
пептидов. Анализ одних участков двух разных микро-
эррей, представленных на рис. 1, свидетельствует о 
взаимодействии сыворотки одного донора с анало-
гичным набором пептидов, что говорит о хорошей 
воспроизводимости эксперимента при использовании 
технических повторов. Следует отметить некоторое 
количество неизбежных погрешностей, которые воз-
никают при производстве или обработке пептидного 
микрочипа, однако эти артефакты не снижают инфор-
мативность теста.

Следующим этапом работы стал выбор пептидов, 
взаимодействие с которыми контрольных и РМЖ-
сывороток показывает статистически значимые отли-
чия. Для этого сканированные изображения микрочипов 
оцифровывались, и оценивалась интенсивность флюо-
ресценции каждого пептида. Интенсивность флюорес-
ценции соответствует количеству сывороточных анти-
тел, взаимодействующих с отдельным пептидом. Меди-
анные уровни интенсивности флюоресценции каждого 
из анализируемых микрочипов имели некоторые отли-
чия. Для выравнивания медианы всех микрочипов на-
ми применён алгоритм квантильной нормализации, по-
зволяющий сглаживать различия между микроэррей. 
Как было установлено ранее, нормализация данных 

Рис. 1. Взаимодействие антител с пептидами на микрочипе. Образец сканированного изображения пептидного микрочипа вы-
сокой плотности, инкубированного с сыворотками больной РМЖ и здорового донора (два повтора для каждой сыворотки).
а, б — рак молочной железы; в, г — контроль; светлые точки представляют пептиды, с которыми взаимодействуют сывороточные антитела, линиями 
выделены скопления пептидов, отражающие воспроизводимость тестирования сыворотки на разных микрочипах.
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несколько снижает уровень, но не искажает разницу во 
флюоресценции, вызванную биологическими эффекта-
ми связывания сывороточных антител с пептидами [28]. 
Дальнейший анализ результатов проводили с использо-
ванием нормализованных данных.

Распределение нормализованных интенсивностей 
флюоресценции пептидов, взаимодействующих с сыво-
ротками больных РМЖ и здоровых доноров, показано 
на рис. 2. С помощью статистического анализа данных 
выявлены пептиды, которые по-разному взаимодей-
ствуют с контрольными и РМЖ-сыворотками. На рис. 2  
отмечены синтетические пептиды, с которыми взаимо-
действуют только сыворотки больных РМЖ, а также 
другой набор пептидов, взаимодействующих только с 
сыворотками здоровых доноров. В результате оценки 
циркулирующих антител у здоровых доноров и боль-
ных РМЖ с помощью пептидных микрочипов (общее 
количество 330 034 пептидов) нами выявлено 119 пеп-
тидов, связывание с которыми сывороточных антител 
(igg) показало статистически значимые межгрупповые 
различия (p < 0,001).

Иерархический кластерный анализ образцов сы-
воротки, с использованием выявленных 119 пептидов 
представлен на рис. 3. График демонстрирует чёткое 
разделение двух групп на кластеры в зависимости от 
наличия или отсутствия диагноза РМЖ. При внима-
тельном рассмотрении тепловой карты (heatmap) можно 

заметить внутригрупповые кластеры среди больных с 
диагнозом РМЖ. Такая специфическая реакция взаимо-
действия циркулирующих антител с пептидами внутри 
одной группы, возможно, характеризует молекулярные 
подтипы этого заболевания, однако это требует допол-
нительного изучения. Интересно отметить, что 2 из 40 
больных с диагнозом РМЖ были отнесены к группе кон-
троля. Это может свидетельствовать о том, что набор из 
119 пептидов недостаточен для выявления всех молеку-
лярных подтипов РМЖ.

Для анализа аккуратности классификации групп 
контроля и РМЖ-больных использовали классификатор 
ближайших соседей (k-nearest neighbors) с эвклидовой 
метрикой и алгоритм перекрёстной проверки с исклю-
чением (leave-one-out cross validation). Данные в приве-
денной ниже таблице показывают, что с помощью 119 
пептидов можно отделить контрольные образцы от об-
разцов больных с диагнозом РМЖ с высокой чувстви-
тельностью (0,951) и специфичностью (0,854).

На рис. 4 представлены примеры 8 пептидов, которые 
взаимодействуют либо с сыворотками больных РМЖ 

Рис. 2. Диаграмма распределения интенсивности свечения 
пептидов (volcano plot). Левый массив содержит пептиды, 
взаимодействие с которыми выше с сыворотками больных 
РМЖ. Правый массив содержит пептиды, взаимодействие 
с которыми выше с сыворотками здоровых доноров. Точки 
выше пунктирной линии представляют пептиды, разница в 
интенсивности свечения которых в группах больных РМЖ и 
здоровых доноров статистически значима (p < 0,001)

Рис. 3. Кластерный анализ и тепловая карта (heatmap) сыво-
роток больных РМЖ и здоровых доноров.
Индивидуальные пептиды (119) представлены в горизонтальных рядах, 
образцы сывороток от больных (41) и здоровых (40) представлены в 
вертикальных колонках. Светлые точки показывают высокое взаимодей-
ствие сыворотки с определённым пептидом, тёмные показывают низкое 
взаимодействие. Кластеризация пептидов представлена на левой сто-
роне рисунка. Кластеризация сывороток представлена в верхней части 
рисунка.

Оценка чувствительности и специфичности классификации контрольных и РМЖ-образцов сыворотки с помощью пептидного микро-
чипа при использовании классификатора «k-Nearest Neighbors»

Группа Чувствительность Специфичность ppv npv

РМЖ 0,951 0,854 0,867 0,946
Здоровые 0,854 0,951 0,946 0,867

П р и м е ч а н и е . ppv — positive predictive values (предсказательная ценность положительных результатов); npv — negative predictive 
values (предсказательная ценность отрицательных результатов).
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эпитопами. Это даёт возможность наиболее адекватно 
оценить репертуар циркулирующих антител и устано-
вить информативные пептиды даже в тех случаях, когда 
антиген неизвестен.

Заключение. Проведённый анализ демонстрирует 
отличия репертуара сывороточных антител у больных 
с диагнозом РМЖ и здоровых доноров. Микрочипы с 
пептидами со случайными аминокислотными последо-
вательностями могут быть использованы для анализа 
репертуара антител при классификации здоровых и 
больных с диагнозом РМЖ. Для определения диагно-
стической ценности пептидных микрочипов при кли-
ническом определении РМЖ требуются дополнитель-
ные эксперименты с бόльшим количеством образцов 
и тестированием независимой выборки «слепых» об-
разцов. Также необходим анализ аминокислотных по-
следовательностей пептидов, взаимодействующих с 
сыворотками больных РМЖ, для определения потен-
циальных антигенов, характеризующих рак молочной 
железы. Высокая чувствительность и специфичность 
пептидных микрочипов при классификации образцов, 
полученных от больных с ранними стадиями РМЖ 
(T1n0m0) показывает, что эта технология может быть 
использована для обнаружения РМЖ на ранних ста-
диях. Обнаружение заболевания на раннем этапе раз-

(верхние диаграммы), либо с сыворотками здоровых до-
норов (нижние диаграммы). Различия между группами 
статистически значимы. Однако следует отметить низ-
кий уровень интенсивности флюоресценции, что может 
говорить об относительно небольшом количестве анти-
тел в сыворотках больных РМЖ и здоровых доноров, 
взаимодействующих с выбранными пептидами, пред-
ставленными на микрочипе. Это также может быть след-
ствием того, что существующие методы статистической 
обработки данных основываются на анализе средних 
значений с минимальной дисперсией. В результате этого 
пептиды, показавшие высокие уровни взаимодействия с 
несколькими (5—6) сыворотками, не показывают стати-
стически значимых различий и не выбираются алгорит-
мом как информативные. Это может приводить к тому, 
что пептиды, имеющие важное физиологическое или 
диагностическое значение, не используются для класси-
фикации образцов.

Пептиды на микрочипе представляют случайную 
комбинацию всех аминокислот и являются мимито-
пами (подобие эпитопов) антигенов. Длина пептидов 
варьирует в пределах 5—15 аминокислот [20]. С помо-
щью таких вероятных аминокислотных последователь-
ностей можно определять связывающую молекулу для 
многих антител, даже при несовпадении с природными 

Рис. 4. Уровень флюоресценции пептидов, взаимодействующих с сыворотками больных РМЖ и здоровых доноров. На диа-
граммах (boxplot) представлены примеры взаимодействия сывороточных антител с различными пептидами на микрочипе.  
В верхнем ряду диаграмм показаны пептиды, значимо характеризующие больных (РМЖ), в нижнем ряду диаграмм — пеп-
тиды, отличающие здоровых доноров (контроль). Значком х обозначены средние значения уровня флюоресценции. Нижние 
границы ящиков обозначают первый квартиль (25-й перцентиль) флюоресценции, верхняя граница — третий квартиль (75-й 
перцентиль), внутренняя линия — медиана. Линии — «усы» на диаграмме обозначают минимально и максимально наблю-
даемые значения интенсивности флюоресценции. Выбросы отмечены пустыми кругами. В верхнем углу графика приведён 
уровень значимости (значения p) для каждого пептида.
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вития, до манифестации клинических симптомов, по-
зволит раньше начать эффективное лечение и снизить 
уровень смертности населения.

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

Финансирование. Работа выполнена при поддерж-
ке Министерства образования и науки Российской Фе-
дерации в рамках конкурсной части государственного 
задания в сфере научной деятельности ФГБОУ ВПО 
«Алтайский государственный университет», задание 
№ 6.3892.2017/4.6, грант Российского фонда фундамен-
тальных исследований № 17-04-00321 A.

Л И Т Е РАТ У РА
1. gbd 2015 risk factors collaborators. global, regional, and national 

comparative risk assessment of 79 behavioural, environmental and 
occupational, and metabolic risks or clusters of risks, 1990—2015: 
a systematic analysis for the global burden of disease study 2015. 
Lancet. 2016; 388(10053): 1659—724.

2. Каприна А.Д., Старинский В.В., Петрова Г.В. Злокачественные 
новообразования в России в 2015 году (заболеваемость и смерт-
ность). МНИОИ им. П.А. Герцена — филиал ФГБУ «НМИРЦ» 
Минздрава России. 2017; 4—5.

3. assi v., Warwick J., cuzick J., duffy s.W. clinical and epidemio-
logical issues in mammographic density. Nature Reviews Clinical 
Oncology. 2011; 9(1): 33—40.

4. ries lag., melbert d., Krapcho m. seer cancer statistics review, 
1975—2005; National Cancer Institute [internet]. available from: 
http://seer.cancer.gov/csr/1975_2005/

5. Семиглазов В.Ф., Семиглазов В.В. Скрининг рака молочной же-
лезы. Практическая онкология. 2010; 11(2): 60—5.

6. Семиглазов В.Ф., Семиглазов В.В. Опухолевые маркеры при ра-
ке молочной железы. Врач. 2011; 12: 2—7.

7. Шаповал А.И., Легутки Д.Б., Стаффорд Ф., Требухов А.В., Джон-
стон С., Шойхет Я.Н. и др. Иммуносигнатура (immunosignature) 
— пептидные микроэррей для диагностики рака и других забо-
леваний. Российский онкологический журнал. 2014; 4: 6—11.

8. shi r., Taylor h., mclarty J., liu l., mills g., burton g. effects of 
payer status on breast cancer survival: a retrospective study. BMC 
Cancer. 2015; 15(211): 2—8.

9. Тамкович С.Н., Войцицкий В.Е., Лактионов П.П., Современные 
методы диагностики рака молочной железы. Биомедицинская 
химия. 2014; 60(2): 141—60.

10. bardou v.J., arpino g., elledge r.m., osborne c.K., clark g.m. 
progesterone receptor status significantly improves outcome predic-
tion over estrogen receptor status alone for adjuvant endocrine ther-
apy in 2 large breast cancer databases. Journal of Clinical Oncology. 
2003; 21: 1973—9.

11. cheang m.c., martin m., nielsen T.o., prat a., voduc d., rodri-
guez-lescure a. et al. defining breast cancer intrinsic subtypes by 
quantitative receptor expression. Oncologist. 2015; 20: 474—82.

12. chlebowski r.T., manson J.e., anderson g.l., cauley J.a., aragaki 
a.K., stefanick m.l. et al. estrogen plus progestin and breast cancer 
incidence and mortality in the Women’s health initiative observa-
tional study. Journal of the National Cancer Institute. 2013; 105: 
526—35.

13. füzéry a.K., levin J., chan m.m., chan d.W. Translation of pro-
teomic biomarkers into fda approved cancer diagnostics: issues and 
challenges. Clinical Proteomics. 2013; 10(1): 13—5.

14. sawyers c.l. The cancer biomarker problem. Nature. 2008; 
452(7187): 548—52.

15. hughes a.K., cichacz Z., scheck a., stephen W.c., Johnston s.a., 
stafford p. immunosignaturing can detect products from molecular 
markers in brain cancer. PLoS One. 2012; 7(7): 1—7.

16. liping d., ningjing l., mei l., Zhang J.Y. autoantibodies to tumor-
associated antigens as biomarkers in human hepatocellular carcinoma 
(hcc). Experimental Hematology & Oncology. 2013; 2(15): 3—7.

17. Zhang J.Y., casiano c.a., peng X.X., Koziol J.a., chan e.K., Tan 
e.m. enhancement of antibody detection in cancer using panel of 
recombinant tumor-associated antigens. Cancer Epidemiology Bio-
markers & Prevention Journal. 2003; 12(2): 136—43.

18. sykes K.f., legutki J.b., stafford p. immunosignaturing: a critical 
review. Trends in Biotechnology. 2013; 31(1): 45—51.

19. Zaenker p., Ziman m.r. serologic autoantibodies as diagnostic can-
cer biomarkers — a review. Cancer Epidemiology Biomarkers & 
Prevention Journal. 2013; 22(12): 2161—81.

20. legutki J.b., Zhao Z.g., greving m., Woodbury n., Johnston s.a., 
stafford p. scalable high-density peptide arrays for comprehensive 
health monitoring. Nature Communications. 2014; 5: 4785.

21. Kukreja m., Johnston s.a., stafford p. comparative study of classifi-
cation algorithms for immunosignaturing data. BMC Bioinformatics. 
2012; 13(139): 2—15.

22. legutki J.b., magee d.m., stafford p., Johnston s.a. a general 
method for characterization of humoral immunity induced by a vac-
cine or infection. Vaccine. 2010; 28(28): 4529—37.

23. restrepo l., stafford p., magee d.m, Johnston s.a. application of 
immunosignatures to the assessment of alzheimer’s disease. Annals 
of Neurology. 2011; 70(2): 286—95.

24. steinhoff c., vingron m. normalization and quantification of differ-
ential expression in gene expression microarrays. Briefings in Bioin-
formatics. 2006; 7(2):166—77.

25. lacombe J., mangé a., solassol J. use of autoantibodies to detect the 
onset of breast cancer. Journal of Immunology Research. 2014; 8.

26. brown J.r., stafford p., Johnston s.a., dinu v. statistical meth-
ods for analyzing immunosignatures. BMC Bioinformatics. 2011; 
12(349): 2—15.

27. simon r., lam a.p., li m.c., ngan m., menenzes s., Zhao Y. analy-
sis of gene expression data using brb-array Tools. Cancer Infor-
matics. 2007; 2: 11—7.

28. Подлесных С.В., Колосова Е.А., Щербаков Д.Н., Шайдуров А.А., 
Анисимов Д.С., Рязанов М.А. и др. Взаимодействие антител сы-
воротки крови пациентов при раке молочной железы с синтети-
ческими пептидами. Бюллетень экспериментальной биологии и 
медицины. 2016; 161(6): 775—9.

r e f e r e n c e s

1. gbd 2015 risk factors collaborators. global, regional, and national 
comparative risk assessment of 79 behavioural, environmental and 
occupational, and metabolic risks or clusters of risks, 1990—2015: 
a systematic analysis for the global burden of disease study 2015. 
Lancet. 2016; 388(10053): 1659—724.

2. Kaprina a.d., starinskij v.v., petrova g.v. malignant neoplasms in 
russia in 2015 (morbidity and mortality) [Zlokachestvennye novoo-
brazovaniya v rossii v 2015 godu (zabolevaemost’ i smertnost’)]. 
MNIOI im. P.A. Gercena — filial FGBU «NMIRC» Minzdrava 
Rossii. 2017; 4—5. (in russian)

3. assi v., Warwick J., cuzick J., duffy s.W. clinical and epidemio-
logical issues in mammographic density. Nature Reviews Clinical 
Oncology. 2011; 9(1): 33—40.

4. ries lag., melbert d., Krapcho m. seer cancer statistics review, 
1975—2005; National Cancer Institute [internet]. available from: 
http://seer.cancer.gov/csr/1975_2005/

5. semiglazov v.f., semiglazov v.v. screening of breast cancer. Prak-
ticheskaya onkologiya. 2010; 11(2): 60—5. (in russian)

6. semiglazov v.f., semiglazov v.v. Tumor markers in breast cancer. 
Vrach. 2011; 12: 2—7. (in russian)

7. chapoval a.i., legutki d.b., stafford f., Trebukhov a.v., Johnston 
s.a., shoihet Y.n. et al. immunosignature — peptide microarray for 
diagnostic of cancer and other diseases. Rossijskij onkologicheskij 
zhurnal. 2014; 4: 6—11. (in russian)

8. shi r., Taylor h., mclarty J., liu l., mills g., burton g. effects of 
payer status on breast cancer survival: a retrospective study. BMC 
Cancer. 2015; 15(211): 2—8.

9. Tamkovich s.n., voicickij v.e., laktionov p.p. modern methods 



563

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2017; 62(9)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-9-563-567

IMMunOlOgy

of breast cancer diagnostics. Biomedicinskaya himiya. 2014; 60(2): 
141—60. (in russian)

10. bardou v.J., arpino g., elledge r.m., osborne c.K., clark g.m. 
progesterone receptor status significantly improves outcome 
prediction over estrogen receptor status alone for adjuvant endocrine 
therapy in 2 large breast cancer databases. Journal of Clinical 
Oncology. 2003; 21: 1973—9.

11. cheang m.c., martin m., nielsen T.o., prat a., voduc d., 
rodriguez-lescure a. et al. defining breast cancer intrinsic subtypes 
by quantitative receptor expression. Oncologist. 2015; 20: 474—82.

12. chlebowski r.T., manson J.e., anderson g.l., cauley J.a., aragaki 
a.K., stefanick m.l. et al. estrogen plus progestin and breast 
cancer incidence and mortality in the Women’s health initiative 
observational study. Journal of the National Cancer Institute. 2013; 
105: 526—35.

13. füzéry a.K., levin J., chan m.m., chan d.W. Translation of 
proteomic biomarkers into fda approved cancer diagnostics: issues 
and challenges. Clinical Proteomics. 2013; 10(1): 13—5.

14. sawyers c.l. The cancer biomarker problem. Nature. 2008. 
452(7187): 548—52.

15. hughes a.K., cichacz Z., scheck a., stephen W.c., Johnston s.a., 
stafford p. immunosignaturing can detect products from molecular 
markers in brain cancer. PLoS One. 2012; 7(7): 1—7.

16. liping d., ningjing l., mei l., Zhang J.Y. autoantibodies to tumor-
associated antigens as biomarkers in human hepatocellular carci-
noma (hcc). Experimental Hematology & Oncology. 2013; 2(15): 
3—7.

17. Zhang J.Y., casiano c.a., peng X.X., Koziol J.a., chan e.K., Tan 
e.m. enhancement of antibody detection in cancer using panel of 
recombinant tumor-associated antigens. Cancer Epidemiology Bio-
markers & Prevention Journal. 2003; 12(2): 136—43.

18. sykes K.f., legutki J.b., stafford p. immunosignaturing: a critical 
review. Trends in Biotechnology. 2013; 31(1): 45—51.

19. Zaenker p., Ziman m.r. serologic autoantibodies as diagnostic can-
cer biomarkers — a review. Cancer Epidemiology Biomarkers & 
Prevention Journal. 2013; 22(12): 2161—81.

20. legutki J.b., Zhao Z.g., greving m., Woodbury n., Johnston s.a., 
stafford p. scalable high-density peptide arrays for comprehensive 
health monitoring. Nature Communications. 2014; 5: 4785.

21. Kukreja m., Johnston s.a., stafford p. comparative study of classifi-
cation algorithms for immunosignaturing data. BMC Bioinformatics. 
2012; 13(139): 2—15.

22. legutki J.b., magee d.m., stafford p., Johnston s.a. a general 
method for characterization of humoral immunity induced by a vac-
cine or infection. Vaccine. 2010; 28(28): 4529—37.

23. restrepo l., stafford p., magee d.m., Johnston s.a. application of 
immunosignatures to the assessment of alzheimer’s disease. Annals 
of Neurology. 2011; 70(2): 286—95.

24. steinhoff c., vingron m. normalization and quantification of differ-
ential expression in gene expression microarrays. Briefings in Bioin-
formatics. 2006; 7(2): 166—77.

25. lacombe J., mangé a., solassol J. use of autoantibodies to detect the 
onset of breast cancer. Journal of Immunology Research. 2014; 8.

26. brown J.r., stafford p., Johnston s.a., dinu v. statistical meth-
ods for analyzing immunosignatures. BMC Bioinformatics. 2011; 
12(349): 2—15.

27. simon r., lam a.p., li m.c., ngan m., menenzes s., Zhao Y. analy-
sis of gene expression data using brb-array Tools. Cancer Infor-
matics. 2007; 2: 11—7.

28. podlesnykh s.v., Kolosova e.a., shcherbakov d.n., shajdurov 
a.a., anisimov d.s., ryazanov m.a. et al. interaction of serum an-
tibodies from breast cancer patients with synthetic peptides. Bulleten’ 
experimentalnoy biologii I meditsiny. 2016; 161(6): 775—9. (in rus-
sian)

Поступила 30.04.17
Принята к печати 16.05.17

© КОЛЛЕКТИв АвТОРОв, 2017

УДК 618.145-002.1-076.5-078.33

Агарков Н.М.1, Макконен К.Ф.2, Аксёнов в.в.1, Яковлев А.П.1, Луценко в.Д.2

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ И ДИАГНОСТИЧЕСКИ 
ЗНАЧИМЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СИСТЕМНОГО КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА ДЛЯ 
ДИАГНОСТИКИ ОСТРОГО ЭНДОМЕТРИТА

1ФГБОУ вО «Юго-Западный государственный университет», 305040, Курск, Российская Федерация; 
2ФГАОУ вО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет», 308015, Белгород, 
Российская Федерация

Острый эндометрит (ОЭ) — наиболее распространённая патология среди женщин репродуктивного возраста. В его 
развитии ведущая роль принадлежит иммунной системе, однако сведения о наиболее информативных параметрах кле-
точного иммунитета отсутствуют. Цель исследования — совершенствование диагностики ОЭ посредством иммуноло-
гического метода с объективной оценкой диагностической ценности показателей системного клеточного иммунитета. 
Показатели клеточного иммунитета изучены у 78 больных послеродовым ОЭ и 54 практически здоровых женщин ме-
тодом проточной цитометрии с последующим расчетом для каждого показателя информативности и дезинтеграции, 
объективизирующих отбор диагностически значимых параметров. Показано, что для полноценной диагностики ОЭ 
достаточно определять абсолютное и относительное содержание Т-хелперов и натуральных киллеров, обладающих 
высокой величиной информативности и дезинтеграции. Это позволяет сократить количество исследуемых параметров 
системного клеточного иммунитета и финансовые расходы на диагностику ОЭ.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  острый эндометрит; клеточный иммунитет; метод проточной цитометрии.
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The acute endometritis is a the most widespread pathology among women of reproductive age.The immune system plays a leading 
role in its development. However, there is no data concerning the most informative parameters of cell immunity. The purpose of 
study is to enhance diagnostic of acute endometritis using immunologic technique with objective evaluation of diagnostic value 
of indices of systemic cell immunity. The indices of cell immunity are analyzed on sampling of 78 patients with postnatal acute 
endometritis and 54 healthy women. The technique of flow cytometry was applied with subsequent calculation of index of infor-
mativeness and disintegration objectifying selection of diagnostically significant parameters. It is demonstrated that full-fledged 
diagnostic of acute endometritis requires detection of absolute and relative content of T-helpers and natural killers having high 
value of informativeness and disintegration. Hence an opportunity to reduce number of analyzed parameters of systemic cell im-
munity and financial costs of diagnostic of acute endometritis.
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В общей популяции женщин репродуктивного воз-
раста отмечен повсеместный рост частоты острого эн-
дометрита (ОЭ) [3]. Кроме того, не наблюдают умень-
шения распространённости ОЭ после родов, абортов и 
особенно после операций кесарева сечения, несмотря 
на проводимые в этом направлении многочисленные ис-
следования. Частота послеродового эндометрита в по-
пуляции составляет 3—8%, при патологических родах 
— 10—20%, а у женщин с высоким инфекционным ри-
ском — 13,3—54,3% [6]. Тревогу вызывает и то, что на-
ряду с увеличением числа пациенток с острыми воспа-
лительными заболеваниями женских половых органов 
происходит их рост среди молодого контингента [5, 12]. 
Одна из причин этого — несовершенство используемых 
диагностических тестов и методов. Улучшить качество 
диагностики и повысить уровень раннего выявления 
ОЭ позволяет, по мнению различных исследователей [1, 
10, 13], иммунологический метод, предусматривающий 
изучение иммунограмм при данной патологии, посколь-
ку ОЭ сопровождается существенными нарушениями в 
иммунной системе женщин.

В развитии ОЭ ключевая роль принадлежит клеточ-
ному звену иммунитета на системном уровне [3, 8, 9]. 
Однако используемые для диагностики ОЭ показатели 
системного клеточного иммунитета врачи и исследова-
тели выбирают субъективно, без оценки информатив-
ности каждого из компонентов иммунной системы. 
Кроме того, отсутствуют сведения о степени дезинте-
грации параметров клеточного иммунитета при ОЭ. 
Это обусловливает актуальность оценки диагностиче-
ской значимости показателей системного клеточного 
иммунитета для полноценной лабораторной диагно-
стики ОЭ.

Цель исследования — совершенствование диагности-
ки ОЭ посредством иммунологического метода с объек-
тивной оценкой диагностической ценности показателей 
системного клеточного иммунитета.

Материал и методы. В клинических условиях под 
наблюдением находились 78 больных послеродовым ОЭ 
(основная группа) и 54 практически здоровых женщин 
(контрольная группа) Сравниваемые группы сопостави-
мы по возрасту, становлению менструальной функции, 
социальному статусу. Диагноз послеродового эндоме-
трита подтверждали результатами клинического, лабо-
раторного, гистологического и ультразвукового исследо-
ваний аппаратом «acuson computed sonography 128/
xp» (США). В периферической крови определяли содер-
жание иммунокомпетентных клеток методом проточной 
цитометрии на цитофлюорометре «cytomics fc 500» 
(«becton diskinson», США) с помощью наборов моно-
клональных антител «invitrogen corporation mouse anti-
human»: СД3 (fiTc), (МНСД 0301-4); СД4 (pe-cY5.5), 
(МНСД 0418); СД8 (pe-cY7), (МНСД 0812); СД16 (pe-
Tr), (МНСД 1612).

Для статистической обработки данных использовали 
пакет прикладных программ statistica 6.0, t-критерий 
Стьюдента и критерий Вилкоксона. Информативность 
параметров рассчитывали методом Кульбака. Имму-
норегуляторный индекс определяли как отношение 
Т-хелперов к Т-супрессорам. Показатель дезинтеграции 
рассчитывали по формуле [2]:

            (Gxi
j + Gx

*)
ПДi

j = ––––––––––, где
             |Mxi

j -Mxi
j|

Gxi
j — среднеквадратическое отклонение признака xi 

в j-м классе (основная группа);
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gxi
* — среднеквадратическое отклонение признака xi 

в контрольной группе;
mxi

j — среднее значение признака в j-м классе (основ-
ная группа);

mxi
* — среднее значение признака в контрольной 

группе.
Результаты и обсуждение. Диагностика ОЭ по по-

казателям клеточного иммунитета на системном уров-
не показывает угнетение всех исследуемых параметров 
вследствие развившегося острого воспалительного про-
цесса (табл. 1).

Отмечено достоверное снижение абсолютного и от-
носительного содержания Т-лимфоцитов в перифери-
ческой крови пациенток по сравнению с контрольной 
группой. Более выраженные изменения установлены 
как для абсолютного, так и относительного количества 
Т-хелперов на системном уровне. Среди больных ОЭ 
установлено статистически значимое уменьшение коли-
чества Т-супрессоров и их процентного содержания (p < 
0,001). Количество цитотоксических лимфоцитов репре-
зентативно снизилось и в абсолютном, и относительном 
выражении. Об угнетении системного клеточного имму-
нитета при ОЭ свидетельствует значительное уменьше-
ние натуральных киллеров в абсолютном и процентном 
содержании. Одновременно произошло снижение им-
мунорегуляторного индекса. Все это указывает на важ-
ное диагностическое значение показателей системного 
клеточного иммунитета в диагностике ОЭ.

Для лабораторной диагностики ОЭ, как считают 
другие исследователи, важно и то, что в иммунограм-
мах больных эндометритом после кесарева сечения 
отмечают лейкоцитоз, снижение абсолютного числа 
лимфоцитов и клеток, несущих СД3+, СД4+ и СД22+, 
что свидетельствует о снижении хелперной активно-
сти [3, 15]. Кроме того, при ОЭ происходят изменения 
интерферонового иммунного статуса [8]. При ОЭ в 
аспирате эндометрия отмечают высокие уровни про-
воспалителных цитокинов с преобладанием il1β и 
il6, что свидетельствует о тяжести течения и прогно-
зирует исход заболевания. Уровни провоспалитель-
ных цитокинов в аспирате из полости матки повыше-
ны в 5—8 раз по сравнению с сывороткой крови (в 
3—5 раз) [8]. Именно поэтому диагностику и тактику 
лечения ОЭ рекомендовано проводить с оценкой про-
дукции данных цитокинов.

Установлено, что наибольшее угнетение иммунно-
го ответа происходит при гиперпластическом варианте 
эндометрита за счет снижения всех фракций клеточного 
иммунитета [11]. Гиперактивность иммунной системы 
при смешанном варианте патологии определяет актив-
ность компонентов лейкоцитарного звена.

Однако информативность и распространённость изу-
ченных параметров иммунограммы периферической 
крови у пациенток с ОЭ различна (табл. 2). Среди по-
казателей системного клеточного иммунитета более в 
половине случаев встречают снижение абсолютного 
числа Т-хелперов менее 0,5•109/л и относительного чис-
ла Т-хелперов менее 30%. Высокая распространенность 
отклонений натуральных киллеров менее 0,25•109/л и 
относительного содержания менее 10% в перифериче-
ской крови отмечена практически у каждой второй па-
циентки с ОЭ. Немного реже регистрируют изменения 
в содержании абсолютного и относительного числа 
Т-цитотоксических лимфоцитов. Более редко, но с той 
же частотой, что и рассмотренные выше параметры им-

мунной системы, встречают изменения Т-супрессоров 
менее 0,6•109/л и Т-супрессоров менее 23%.

Максимальные величины информативности опреде-
лены для Т-хелперов в абсолютном и относительном 
содержании. Высокий уровень информативности свой-
ственен абсолютному количеству натуральных киллеров 
и несколько ниже — процентному содержанию данного 
кластера дифференцировки иммунокомпетентных кле-
ток. Т-цитотоксические лимфоциты характеризуются 
значительной мерой информативности. Незначитель-
но ниже, но в целом существенная информативность 
выявлена для абсолютного и относительного числа 
Т-супрессоров.

Диагностическую значимость параметров клеточно-
го иммунитета на системном уровне для ОЭ объективно 
определяют показатели сдвига и дезинтеграции (табл. 3).

Т а б л и ц а  1
Показатели системного клеточного иммунитета при ОЭ (M ± m)

Кластер дифференцировки, единица 
измерения

Основная 
группа

Контрольная 
группа

Т-лимфоциты, ×109/л 0,8 ± 0,11* 1,4 ± 0,09*
Т-лимфоциты, % 37,2 ± 2,1* 59,6 ± 2,5*
Т-хелперы, ×109/л 0,3 ± 0,05* 0,7 ± 0,04
Т-хелперы, % 21,5 ± 1,3* 40,9 ± 2,7*
Т-супрессоры, ×109/л 0,4 ± 0,02* 1,1 ± 0,04*
Т-супрессоры, % 18,7 ± 2,0* 35,2 ± 1,6*
Т-цитотоксические, ×109/л 0,3 ± 0,02* 0,6 ± 0,04*
Т-цитотоксические, % 15,2 ± 1,7* 29,4 ± 1,6*
Натуральные киллеры, ×109/л, 0,1 ± 0,03* 0,4 ± 0,02
Натуральные киллеры, % 7,4 ± 0,6* 16,9 ± 1,5*
Иммунорегуляторный индекс, у.е. 1,0 ± 0,02* 1,2 ± 0,03*

* Статистически значимая разница в группах.

Т а б л и ц а  2
Частота отклонений и информативность параметров клеточного 
иммунитета крови при ОЭ

Кластер дифференцировки, едини-
ца измерения

Распространенность 
отклонений

Инфор-
матив-
ностьосновная 

группа
контроль

Т-лимфоциты менее 1,1•109/л 40,2 ± 3,9 1,2 ± 1,1 297,4
Т-лимфоциты менее 45% 42,7 ± 4,0 0,9 ± 0,9 350,3
Т-хелперы менее 0,5•109/л 54,3 ± 4,0 0,7 ± 0,8 506,4
Т-хелперы менее 30% 56,8 ± 4,0 0,6 ± 0,8 555,3
Т-супрессоры менее 0,6•109/л 28,9 ± 3,6 0,8 ± 0,9 218,9
Т-супрессоры менее 23% 34,5 ± 3,8 1,1 ± 1,0 249,9
Т-цитотоксические менее 
0,4•109/л

45,6 ± 4,0 1,2 ± 1,1 350,7

Т-цитотоксические менее 20% 48,2 ± 4,0 1,3 ± 1,1 367,9
Натуральные киллеры менее 
0,25·109/л

54,7 ± 4,0 0,6 ± 0,8 530,1

Натуральные киллеры менее 
10,0%

49,5 ± 4,0 0,5 ± 0,7 488,9

Иммунорегуляторный индекс 
менее 1,1

37,2 ± 3,9 1,3 ± 1,1 261,5
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Общая сумма сдвига исследованных параметров — 
отрицательная и значительная, что указывает на важное 
участие данного звена иммунной системы в развитии 
заболевания. При этом выраженные сдвиги характерны 
для абсолютного и относительного числа натуральных 
киллеров в периферической крови. Высокие показатели, 
выраженные как в абсолютных, так и относительных ве-
личинах, определены для Т-супрессоров и Т-хелперов. 
Значительные показатели сдвига отмечены для 
Т-цитотоксических лимфоцитов. Обращает на себя вни-
мание то, что показатели сдвига параметров системного 
клеточного иммунитета не имеют выраженного разброса, 
за исключением иммунорегуляторного индекса, который 
существенно ниже всех кластеров дифференцировки.

Значительные сдвиги у женщин с послеродовым ОЭ 
обнаруживаются в субпопуляционном составе лимфоци-
тов [4]. У таких пациенток выявляют снижение уровня 
Т-хелперов/индукторов, несущих на своей поверхности 
маркеры СД4+. Эти сдвиги клеточного состава отража-
ются на соотношении СД4+/СД8+, что свидетельствует, 
как и в выше представленных исследованиях [3, 15], 
о наличии хелперного дефекта — одной из вероятных 
причин развития послеродового эндометрита [4]. Для 
сравнения: при хроническом эндометрите повышается 
абсолютное число Т-лимфоцитов с супрессорной ак-
тивностью [7]. При хроническом эндометрите отмечают 
тенденцию к снижению цитотоксических лимфоцитов 
(СД8+) в периферической крови [14, 16]. За счет этого 
несколько увеличивается иммунорегуляторный индекс, 
достигающий максимальных показателей. Содержание 
естественных киллеров (СД16+) в периферической кро-
ви приближается к нижним границам нормы. Количе-
ство лимфоцитов, экспрессирующих маркеры активации 
СД95+ и hla-dr+, свидетельствующие об активности 
процесса, не отличается от средних показателей в кон-
трольной группе. Количество лимфоцитов, экспресси-
рующих СД25+ маркер клеток-супрессоров пролифера-
ции аутореактивных клеток, снижается [14, 16].

В отличие от параметров сдвига показатели дезин-
теграции клеточного иммунитета при ОЭ (см. табл. 3) 
отличаются большим разнообразием и варьируют от 

7,4—7,5 для иммунорегуляторного индекса и процент-
ного содержания Т-лимфоцитов до 20,4—23,8 для абсо-
лютного количества Т-хелперов и натуральных килле-
ров. Относительные величины содержания Т-хелперов 
и натуральных киллеров имеют высокие параметры де-
зинтеграции. Среди показателей системного клеточно-
го иммунитета у больных ОЭ существенным оказался 
рассматриваемый численный критерий для абсолютно-
го и относительного числа Т-цитотоксических лимфо-
цитов.

Заключение. Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что объективный отбор показателей систем-
ного клеточного иммунитета с учетом информативно-
сти и величины дезинтеграции существенно сокращает 
число необходимых для полноценной диагностики ОЭ 
определяемых параметров клеточного звена иммунной 
системы. Это имеет научное и экономическое значе-
ние, так как повышает эффективность диагностики и 
снижает финансовые затраты на обследование боль-
ных ОЭ. Именно поэтому для диагностики ОЭ среди 
показателей системного клеточного иммунитета сле-
дует использовать абсолютное и относительное со-
держание Т-хелперов, натуральных киллеров, которые 
характеризуются наибольшей степенью информатив-
ности и дезинтеграции. Данные показатели иммунной 
системы, на наш взгляд, имеют не только диагностиче-
ское, но и прогностическое значение для ранней диа-
гностики ОЭ.
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Т а б л и ц а  3
Значения показателей сдвига и дезинтеграции параметров си-
стемного клеточного иммунитета при ОЭ

Кластер дифференцировки, единица 
измерения

Величина 
сдвига, %

Величина дезин-
теграции

Т-лимфоциты, ×109/л –42,9 10,8
Т-лимфоциты, % –37,6 7,5
Т-хелперы, ×109/л –57,1 20,4
Т-хелперы, % –47,4 19,6
Т-супрессоры, ×109/л –63,6 12,3
Т-супрессоры, % –46,9 9,5
Т-цитотоксические, ×109/л –50,0 16,7
Т-цитотоксические, % –48,3 13,1
Натуральные киллеры, ×109/л, –75,0 23,8
Натуральные киллеры, % –56,2 18,7
Иммунорегуляторный индекс, у.е. –16,7 7,7
Сумма –541,7 159,8
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Головин С.Н., Симонова И.Р., Титова С.в., веркина Л.М., Березняк Е.А., Тришина А.в.

ИЗУЧЕНИЕ БИОПЛЁНОК VIBRIO CHOLERAE МЕТОДОМ ТРАНСМИССИОННОЙ 
ЭЛЕКТРОННОЙ МИКРОСКОПИИ
ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора, 344002, Ростов-на-Дону, Россия

Холера продолжает оставаться одной из приоритетных проблем мирового здравоохранения, что определяет необходимость 
её постоянного мониторинга, а также дальнейшее изучение этой инфекции в микробиологическом и экологическом аспектах. 
Значительную роль среди механизмов, позволяющих холерным вибрионам из года в год на протяжении десятилетий сохранять 
свою экологическую нишу в различных водоёмах, а также распространяться в них, играет феномен биоплёнкообразования.
Решающую роль в изучении процесса биоплёнкообразования сыграло применение методов электронной микроскопии. 
Трансмиссионная электронная микроскопия (ТЭМ) имеет ряд существенных преимуществ, однако исследование биоплё-
нок данным методом имеет определённые ограничения и особенности, сказывающиеся на получаемых результатах.
Цель исследования — моделирование биоплёнок холерных вибрионов с использованием новой оригинальной методики и 
изучение их методом ТЭМ.
Для этого разработан оригинальный субстрат для культивирования биоплёнок холерных вибрионов, адаптированный для 
удобства пробоподготовки к ТЭМ. Использование данного метода многократно упрощает процесс пробоподготовки и по-
зволяет максимально сохранять нативную структуру биоплёнок. Путём комбинирования вариантов контрастирования и 
сравнения полученных результатов определена роль различных составляющих в процессе биоплёнкообразования, а также 
показана структура матрикса биоплёнок, морфо-стадийная картина процесса биоплёнкообразования холерных вибрионов, 
выделены электронно-микроскопические признаки биоплёночных форм холерных вибрионов. Приведённые в работе данные 
помогут оптимизировать изучение биоплёнок методом ТЭМ и лучше понять феномен биоплёнкообразования.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  биоплёнки; биоплёнкообразование; Vibrio cholerae; культивирование биоплёнок; трансмиссион-
ная электронная микроскопия.
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плёнок Vibrio cholerae методом трансмиссионной электронной микроскопии. Клиническая лабораторная диагностика. 
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The analYsis of biofilms vibrio choleraЕ using TechniQue of Transmissive elecTronic 
microscopY
The Rostov-on-Don anti-plague institute of the Rospotrebnadzor, 344002 Rostov-on-Don, Russia
The cholera continues to be one of the priority problems of world health care that determines necessity of its permanent monitoring 
and also further investigation of this infection in microbiological and ecological aspects. The phenomenon of biofilm formation 
plays a significant role among mechanisms permitting comma bacillus year by year to retain its ecological niche and to spread in 
various basins over a period of decades. The application of techniques of electronic microscopy played a decisive role in studying 
the process of biofilm formation. The transmission electronic microscopy has a number of significant advantages, but studying of 
biofilms using the given technique has certain limitations and peculiarities affecting derivable results.
The purpose of study is modeling of biofilms of comma bacillus using a new original technique and analyzing them implementing   
transmission electronic microscopy. An original substrate was developed to cultivate biofilms of comma bacillus adjusted to 
convenient sampling preparation for transmission electronic microscopy.  The application of the given technique manifold simplifies 
the process sampling preparation and permits to retain at most the native structure of biofilms. By means of combining alternatives of 
contrasting and comparing of obtained results the role of various components in the process of biofilm formation is determined. Also, 
the structure of matrix of biofilms and morphologic phasic picture of process of biofilm formation of comma bacillus is demonstrated. 
The electronic microscopic indications of biofilm forms of comma bacillus are marked out. The presented data supports optimization 
of studying biofilms using transmission electronic microscopy and    better understanding phenomenon of biofilm formation.
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Введение. Холера продолжает оставаться одной из 
приоритетных проблем мирового здравоохранения в 
связи с существованием угрозы возникновения чрез-
вычайных ситуаций биолого-социального характера, 
имеющих международное значение и проявляющихся в 
виде масштабных эпидемий и вспышек. Так, по данным 
на начало 2017 г., в мире зарегистрировано более 17 тыс. 
больных холерой в 19 странах мира [1]. Это определя-
ет необходимость постоянного мониторинга холеры, 
являющегося одним из основных компонентов надзора 
за эпидемическими инфекционными болезнями на гло-
бальном и территориальном уровнях, а также дальней-
шего изучения этой инфекции в микробиологическом и 
экологическом аспектах. Значительную роль среди ме-
ханизмов, позволяющих холерным вибрионам из года в 
год на протяжении десятилетий сохранять свою эколо-
гическую нишу в различных водоёмах, а также распро-
страняться в них, несомненно, играет феномен биоплён-
кообразования [2].

В настоящее время известно, что в естественной сре-
де обитания до 99% всех микроорганизмов существуют 
в виде биоплёнок — организованных сообществ бакте-
рий, представляющих собой динамически изменяющу-
юся в пространстве и времени структуру, состоящую из 
активно функционирующих клеток и покоящихся форм, 
заключённых в экстрацеллюлярный матрикс, которая 
формируется на границе раздела твёрдой и жидкой или 
твёрдой и газообразной фаз [3, 4].

Решающую роль в изучении процесса биоплёнко-
образования сыграло применение методов электронной 
микроскопии, которая в настоящее время дает един-
ственную возможность для объективной визуализации 
ультраструктуры биоплёнок [5]. Метод электронной ми-
кроскопии представлен несколькими её видами, разли-
чающимися по принципу взаимодействия детективной 
части применяемых приборов с исследуемым объектом 
и определяемыми параметрами. Наиболее часто для ис-
следования биоплёнок применяют трансмиссионную 
(просвечивающую) электронную микроскопию (ТЭМ), 
растровую (сканирующую) электронную микроскопию 
и атомно-силовую (зондовую) микроскопию [6—9].

ТЭМ имеет ряд существенных преимуществ, позво-
ляющих визуализировать как поверхностные структуры 
образца, так и внутренние, а применение метода ультра-
тонких срезов, томографии, гистохимических методов и 
иммуномечения позволяет получить цельную комплекс-
ную картину структуры и состава исследуемого образца 
[10, 11].

Однако исследование биоплёнок методом ТЭМ име-
ет определённые ограничения и особенности, сказываю-
щиеся на получаемых результатах. Ограничением явля-
ется толщина исследуемого образца. Для изучения мето-
дом ТЭМ исследуемые объекты должны иметь толщину 
не более 100 нм, в связи с этим основной проблемой, 
возникающей при исследовании биоплёнок, является 
необходимость отделения плёнки от субстрата и пере-
нос на опорные сетки, что неизбежно приводит к нару-
шению её первоначальной структуры и невозможности 
изучения характера взаимодействия с субстратом.

Особенности процедуры пробоподготовки по клас-
сической схеме, включающей обезвоживание в серии 
спиртов восходящей концентрации, пропитку смолой и 
полимеризацию, также влияют на структуру биоплёнки 
вследствие воздействия на нее сил поверхностного натя-
жения и вымывания компонентов матрикса при много-

кратном погружении исследуемых образцов в различ-
ные агрессивные жидкости.

Цель данного исследования — моделирование био-
плёнок холерных вибрионов с использованием новой 
оригинальной методики и изучение их методом ТЭМ.

Для решения этой задачи нами сконструировано 
оригинальное приспособление, представляющее со-
бой субстрат для культивирования биоплёнок холерных 
вибрионов, адаптированный для удобства осуществле-
ния пробоподготовки к ТЭМ (приоритетная справка  
№ 2017108346 от 13.03.2017 г.).

Материал и методы. В исследовании использова-
ны бактерии Vibrio cholerae el Tor штамм 5879 и Vibrio 
cholerae el Tor штамм 19667 из коллекции музея живых 
культур ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный 
институт» Роспотребнадзора.

Контроль жизнеспособности микробных клеток 
определяли двумя методами: с помощью специфической 
флюоресценции с использованием набора «filmTracerTm 
live/dead® biofilm viability Kit» (согласно методикам 
фирмы-изготовителя «invitrogen») и путём определения 
колониеобразующих единиц (КОЕ) из исходной концен-
трации микробной взвеси 102 микробных кл./мл с высе-
вом на плотную питательную среду (агар Мартена с ph 
7,6—7,8) и подсчётом числа образовавшихся колоний 
через 24 ч.

Холерные вибрионы культивировали на агаре Мар-
тена (ph 7,6—7,8). Через 24 ч инкубации при 37°c бак-
териальную массу суспендировали в стерильной водо-
проводной воде до показателя мутности 0,5 Ед по шкале 
mcfarland на приборе densi-la-meter ii («erba lache-
ma»). Взвесь содержала 106 КОЕ/мл холерных вибрио-
нов. Далее путём кратного разведения из неё получали 
маточную суспензию для моделирования биоплёнок, со-
держащую 103 КОЕ/мл холерных вибрионов.

Субстрат для культивирования биоплёнок готовили 
по оригинальной методике.

Маточную суспензию холерных вибрионов в количе-
стве 50 мл вносили в ёмкость с субстратом и культиви-
ровали при комнатной температуре в статичных услови-
ях без дополнительной аэрации. Сроки культивирования 
определялись задачами конкретного эксперимента.

Фиксацию биоплёнок осуществляли 3,6% раствором 
глутарового альдегида в фосфатном буфере (ph 7,2—
7,4), постфиксацию — 2% водным раствором тетраок-
сида осмия (viii). Контрастирование образцов осущест-
вляли по методу J.h. luft [12, 13] и тетраоксидом осмия 
(viii) [14].

После высушивания образцы биоплёнок исследова-
ли методом ТЭМ в электронном микроскопе Jem-1011 
(«Jeol», Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ.  
Изображения получали при помощи ccd-камеры 
olympus-sis veleta с применением программного обе-
спечения olympus iTem Tem imaging platform.

Результаты. Для подготовки образцов к исследова-
нию методом ТЭМ необходимо было исключить необхо-
димость отделения биоплёнки от субстрата и миними-
зировать механическое и химическое воздействия на неё 
во время осуществления различных манипуляций.

Для решения этой задачи нами было сконструирова-
но оригинальное приспособление, представляющее со-
бой субстрат для культивирования биоплёнок холерных 
вибрионов, адаптированный для удобства осуществле-
ния пробоподготовки к ТЭМ.

Первоначально получали формваровую плёнку по 
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стандартной методике [15]. Готовили 1% раствор по-
ливинилформалина (формвара) в дихлорэтане, кото-
рый выдерживали сутки при комнатной температуре 
для полного растворения. В этот раствор наполовину 
погружали предметное стекло на 10 с, затем извлека-
ли, сушили в вертикальном положении на фильтро-
вальной бумаге в течение 1 мин, получая на стекле 
плёнку. Плёнку надрезали по периметру и вместе со 
стеклом погружали под углом 45° в ёмкость с дистил-
лированной водой, где происходило отделение плёнки 
от стекла.

На плавающую на поверхности воды плёнку поме-
щали 5 медных сеточек для электронной микроскопии с 
количеством ячеек 200 меш, а сверху накладывали пред-
метное стекло, быстро погружая вместе с плёнкой в во-
ду, затем переворачивали и извлекали, получая субстрат, 
состоящий из стекла, на котором размещены медные се-
точки, покрытые формваровой плёнкой (рис. 1).

Стерилизацию субстрата, в силу неустойчивости 
формваровой плёнки при высоких температурах, осу-
ществляли методом тиндализации при температуре 
70°c в течение 3 сут с ежесуточным часовым инкубиро-
ванием при 37°c.

После стерилизации субстрата маточную суспен-
зию холерных вибрионов в количестве 50 мл вносили в 
ёмкость с субстратом и культивировали при комнатной 
температуре в статичных условиях без дополнительной 
аэрации (рис. 2). Сроки культивирования определялись 
задачами конкретного эксперимента.

Полученные биоплёнки извлекали из маточной су-
спензии, отмывали от планктонных клеток в фосфатном 
буфере (ph 7,2—7,4) и фиксировали-контрастировали 
по следующей схеме, предложенной J. luft [12, 13] для 
визуализации углеводного компонента матрикса (далее 
— схема 1):

а) 3,6% раствор глутарового альдегида в фосфатном 
буфере (ph 7,2—7,4) с 0,02% водным раствором руте-
ниевого красного 1:1 — 1 ч при 4°c;

б) промывка в фосфатном буфере (ph 7,2—7,4) —  
10 мин при комнатной температуре;

в) 2% водный раствор тетраоксида осмия (viii), 0,2% 
водный раствор рутениевого красного, фосфатный бу-
фер (ph 7,2—7,4), соотношение 2:1:1 — 1 ч при комнат-
ной температуре;

г) промывка в фосфатном буфере (ph 7,2—7,4) —  
10 мин при комнатной температуре.

Для визуализации белкового компонента матрикса 
биоплёнки использована следующая схема фиксации и 
контрастирования [14] (далее — схема 2):

а) 3,6% раствор глутарового альдегида в фосфатном 
буфере (ph 7,2—7,4) — 1 ч при 4°c;

Рис. 1. Субстрат для культивирования биоплёнок.

Рис. 2. Культивирование биоплёнок холерных вибрионов.

Рис. 3. Биоплёнка V. cholerae el Tor 5879, 20-е сутки, транс-
миссионная электронная микроскопия (контрастирование ру-
тениевым красным и тетраоксидом осмия (viii), ув. 8000).
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б) промывка в фосфатном буфере (ph 7,2—7,4) —  
10 мин при комнатной температуре;

в) 2% водный раствор тетраоксида осмия (viii) —  
1 ч при комнатной температуре;

г) промывка в фосфатном буфере (ph 7,2—7,4) —  
10 мин при комнатной температуре.

После высушивания сетки с образцами биоплёнок 
отделяли пинцетом от предметного стекла и помещали 
в держатель для дальнейшего исследования методом 
ТЭМ.

Обсуждение. Предложенный способ культивиро-
вания позволил получить полноценную биоплёнку хо-
лерных вибрионов, полностью сохранившую связь с 
субстратом и обладающую характерными морфологиче-
скими признаками.

Использованная для пробоподготовки схема 1 позво-
лила одновременно обеззараживать, фиксировать и кон-
трастировать биоплёнку.

Общий вид биоплёнки Vibrio cholerae el Tor (штамм 
5879) представлен на рис. 3.

Рис. 4. Визуализация белкового (а) и углеводного (б) компонентов матрикса биоплёнки холерных вибрионов (стрелками ука-
зано вещество матрикса).
а — биоплёночная форма v. cholerae el Tor 19667, 10-е сутки (контрастирование тетраоксидом осмия (viii), ув. 30 000); б — биоплёночная форма  
V. cholerae el Tor 5879, 20-е сутки, трансмиссионная электронная микроскопия (контрастирование рутениевым красным и тетраоксидом осмия (viii), 
ув. 40 000).

а б в

г д е

Рис. 5. Клетки V. cholerae el Tor 5879 на разных этапах формирования биоплёнки, трансмиссионная электронная микроскопия 
(контрастирование рутениевым красным и тетраоксидом осмия).
а — планктонная форма; б, в — адгезия планктонных клеток к поверхности субстрата; г, д — созревание биоплёнки; е — зрелая биоплёнка.
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На первом этапе катионы рутениевого красного свя-
зываются с отрицательно заряженными полисахаридами 
матрикса. Поскольку рутениевый красный не обладает 
электронной плотностью при ТЭМ, на втором этапе мы 
добавляли тетраоксид осмия (viii), который, являясь 
сильным окислителем, восстанавливается до низших 
окислов, а те в свою очередь взаимодействуют с рутение-
вым красным, который связан с матриксом. Рутениевый 
красный не проникает в клетку [13, 16], поэтому в ком-
плексе с оксидами осмия контрастирует только внекле-
точный матрикс [12, 13], а оксиды осмия проникают через 
мембрану и контрастируют бактериальные клетки [14].

Использование для пробоподготовки схемы 1 по-
зволяет визуализировать только белковый компонент 
матрикса, так как тетраоксид осмия (viii) не контрасти-
рует углеводы [14].

Для сравнения на рис. 4 представлены два фрагмента 
биоплёнки с визуализацией белкового (а) и углеводного 
(б) компонентов матрикса.

Как видно, основная структура экстрацеллюлярного 
матрикса представлена углеводным компонентом — эк-
зополисахаридом, что подтверждают различные иссле-
дования. Он же формирует и архитектонику матрикса, 
образуя нитевидные выросты, отходящие от клеток и 

прикрепляющиеся вторым концом к субстрату. При этом 
количество складок и тяжей зависит от степени зрелости 
биоплёнки, и в пределах одного образца встречаются 
участки формирующейся биоплёнки с разной степенью 
зрелости.

При детальном изучении биоплёнки при больших 
увеличениях можно проследить изменение морфологии 
клеток на разных этапах биоплёнкообразования от план-
ктонной формы до зрелой биоплёнки (рис. 5).

Согласно последним данным, процесс биоплёнко-
образования можно разделить на следующие этапы 
[17]:

1. Обратимая адгезия планктонных клеток к поверх-
ности субстрата, связанная с действием неспецифиче-
ских сил взаимодействия (силы Ван-дер-Ваальса, ги-
дрофобные, электростатические и дисперсионные силы 
Лондона).

2. Необратимая адгезия бактерий к субстрату посред-
ством жгутиков и пилей iv типа, адгезинов, фимбрий и 
др.

3. Созревание биоплёнки, во время которого адгези-
рованные бактерии начинают синтезировать внеклеточ-
ное полимерное вещество, к которому прикрепляются 
также вторичные колонизаторы из планктонных форм.

Рис. 6. Клетки планктонной и биоплёночной культур холерных вибрионов.
а — планктонная форма V. cholerae el Tor 5879, трансмиссионная электронная микроскопия (контрастирование тетраоксидом осмия (viii), ув. 20 000); 
б — биоплёночная форма V. cholerae el Tor 5879, 20-е сутки, трансмиссионная электронная микроскопия (контрастирование рутениевым красным и 
тетраоксидом осмия (viii), ув. 40 000; стрелка указывает на капсулу); в — цепочки клеток биоплёночной формы V. cholerae el Tor 5879, 20-е сутки, 
трансмиссионная электронная микроскопия (контрастирование рутениевым красным и тетраоксидом осмия (viii), ув. 40 000); г — цепочки клеток 
биоплёночной формы v. cholerae el Tor 19667, 10-е сутки (контрастирование тетраоксидом осмия (viii), ув. 30 000; стрелка указывает на линию де-
ления).
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4. В стадии зрелой биоплёнки бактерии практически 
не делятся, так как этому препятствует окружающий их 
матрикс, но сохраняют высокую жизнеспособность.

5. Дисперсия, т. е. разрушение зрелой биоплёнки с 
вторичной планктонизацией, наступает через опреде-
лённый период под действием собственных бактериаль-
ных сурфактантов и др. веществ, в результате чего вы-
свободившиеся клетки получают питательные вещества 
и способность к делению.

Таким образом, полученные нами результаты соот-
ветствуют данной морфо-стадийной характеристике.

У клеток, находящихся в составе биоплёнки, наблю-
даются изменения размеров, формы и субмикроскопи-
ческой организации клеточных компонентов.

На рис. 6 представлены клетки V. cholerae el Tor штамм 
5879 в планктонной (а) и биоплёночной (б) формах.

Обращает на себя внимание колокализация клеток в 
биоплёнке — в некоторых участках они расположены це-
почками, что нехарактерно для планктонных клеток в жид-
кой среде. Между клетками четко видна линия деления, 
а образование цепочек в плоскости деления объясняется, 
по-видимому, адгезией материнских клеток к субстрату и 
удерживанием дочерних клеток веществом матрикса. По-
мимо колокализации биоплёночные формы отличаются от 
планктонных тем, что окружены электронно-прозрачной 
капсулой и заключены в экстрацеллюлярный матрикс с 
филаментоподобными образованиями (при контрастиро-
вании по схеме 1). Также необходимо отметить отсутствие 
у клеток, входящих в состав биоплёнки, жгутиков.

Эти особенности мы предлагаем считать электронно-
микроскопическими признаками биоплёночных форм 
холерных вибрионов.

Заключение. В работе показано успешное примене-
ние ТЭМ для изучения биоплёнок холерных вибрионов. 
Использование разработанного нами нового метода куль-
тивирования биоплёнок, адаптированного для исследо-
вания методом ТЭМ, многократно упрощает процесс 
пробоподготовки и позволяет максимально сохранять 
нативную структуру биоплёнок. Комбинируя варианты 
контрастирования и сравнивая полученные результаты, 
можно определять роль различных составляющих в про-
цессе биоплёнкообразования, а также изучать структуру 
матрикса. Данные методики помогут оптимизировать 
изучение биоплёнок методом ТЭМ и лучше понять фе-
номен биоплёнкообразования.
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Описан клинический случай туберкулёза мочевыделительной системы пациентки с массивным выделением из урогени-
тального тракта штамма Corynebacterium riegelii. Проанализированы данные клинико-лабораторного обследования 
больной и описаны свойства выделенного штамма C. riegelii (высокая степень высеваемости (106 и выше), выраженная 
уреазная активность (разложение уреазы в течение 5 мин), наличие гемолитической активности) с учётом определения 
его антибиотикочувствительности. Показана этиологическая значимость выделенного вида C. riegelii в развитии ин-
фекционного процесса в урогенитальном тракте.
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The article describes a clinical case of tuberculosis of of urinary tracts of a female patient with massive discharge of strain 
Corynebacterium riegelii from urogenital tract. The data of clinical laboratory examination of female patient are analyzed. The 
characteristics of isolated strain C. riegelii (high degree of isolation rate (106 and higher) expressed urease activity (decomposi-
tion of urease during 5 min), presence of hemolytic activity) with consideration for estimation of its antibiotics sensitivity. The 
etiologic significance of isolated species C. riegelii in development of infection process in urogenital tract is demonstrated.
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Введение. Corynebacterium riegelii впервые опи-
сана и идентифицирована g. funke в 1998 г. как 
микроорганизм, связанный с инфекциями мочевыво-
дящих путей у женщин [1—3]. C. riegelii (rie.gel’ii, 
в дальнейшем riegelii от Riegelii) назван так в честь 
современного французского микробиолога Филиппа 
Ригеля, внесшего большой вклад в систематику ро-
да Corynebacterium. В 2012 г. в Японии зафиксиро-

ван редкий случай уросепсиса у 94-летнего мужчи-
ны с почечно-каменной болезнью, обусловленный C. 
riegelii [4]. В 2013 г. в Бразилии выявлен фатальный 
случай уросепсиса у 79-летней женщины, причиной 
которого являлась C. riegelii [1]. У пациентки не об-
наружено иных сопутствующих заболеваний, способ-
ных вызвать прогрессирующее ухудшение клиниче-
ского состояния, и других возбудителей инфекций. На 
основании этого констатирована смерть, наступившая 
вследствие уросепсиса, вызванного C. riegelii.

Тяжело протекающие и летальные случаи заболева-
ний мочевыводящих путей, обусловленных C. riegelii, 
описаны лишь за рубежом (Япония, Бразилия, Испа-
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ния, Швейцария) [1—4]. Отличительной особенностью  
C. riegelii является высокая уреазная активность, прояв-
ляющаяся через 5 мин после инокуляции в среду куль-
туры при комнатной температуре. Повышенная уреаз-
ная активность расценивается как фактор патогенности  
C. riegelii [3].

Представлено клиническое наблюдение пациентки с 
диагнозом туберкулёз мочевыделительной системы, за-
регистрированным в 2013 г. в Ростове-на-Дону. Особен-
ностью случая является выделение редко встречающе-
гося вида C. riegelii из мочи в диагностически значимом 
количестве.

Материал и методы. Исследован штамм C. riegelii, 
выделенный из мочи пациентки П. в диагностиче-
ски значимом количестве (106—107). Штамм C. riegelii 
идентифицировали в соответствии с указаниями [5] и 
методом масс-спектрометрии (maldi-Tof ms). Гемо-
литическую активность определяли по методу Грейга 
[6], ДНКазную активность определяли в соответствии 
с инструкцией на агаре для теста на ДНКазу с толуи-
диновым синим (himedia laboratories pvt. ltd., Индия), 
антибиотикочувствительность — диско-диффузионным 
методом [7].

Результаты и обсуждение. Б о л ь н а я  П., 73 года, 
поступила в урогенитальное отделение противотуберку-
лёзного клинического диспансера 20.05.13 г. с жалобами 
на боли в правом бедре, хромоту, дизурию, свищ право-
го бедра с гнойно-серозным отделяемым. В анамнезе: 
болела длительно, лечилась в поликлинике без суще-
ственного эффекта по поводу кисты правого бедра. Го-
спитализирована в урогенитальное отделение противо-
туберкулёзного диспансера, где проведено комплексное 
обследование больной.

Общий анализ крови от 21.05.13 г.: hb 129 г/л, эр. 
4,0•1012/л, л. 6,4•109 /л, э. 1%, полиморфноядерные лей-
коциты — 4,0•109/л, сегментоядерные лейкоциты — 
58•109/л, лимф. 32%, мон. 5%; СОЭ 7 мм/ч.

Общий анализ мочи от 21.05.13 г.: относительная 
плотность 1008, белок 0,033 г/л, лейкоциты в большом 
количестве, эритроциты 5 клеток, эпителий почек — не 
обнаружено, ph кислая, эпителий мочевыводящих пу-
тей — 3—5 клеток; микобактерии туберкулёза не обна-
ружены.

Биохимический анализ крови от 21.05.13 г.: глюко-
за 4,9 ммоль/л, билирубин 6,47 мкмоль/л, общий белок 
74,2 г/л, креатин 166,4 ммоль/л, тимоловая проба 1,4 ед.,  
протромбиновый индекс 98%, АлАТ 17,8 мкмоль/л, 
АсАТ 32,4 мкмоль/л.

При бактериологическом исследовании мочи 22. 
05. 2013 г. M. tuberculosis не выявлены, но обнаружены 
Staphylococcus cohnii в количестве 106 и Corynebacterium 
spp. в количестве 107. После назначения антибактери-
альных препаратов (рифампицин, изониазид, стреп-
томицин, канамицин, пиразинамид) при повторном 
бактериологическом исследовании мочи 17.10.2013 г.  
M. tuberculosis не выявлены, но обнаружены C. riegelii в 
количестве 106.

При флюорографическом исследовании от 15.03.13 г. 
изменений в лёгких не выявлено.

Результаты рентгенологического исследования от 
07.08.13 г. (обзорная рентгенограмма) свидетельство-
вали об отсутствии деструктивных изменений тазо-
бедренных суставов. На фистулограмме от 16.10.13 
г. в верхней трети бедра определяется контрастиро-
ванный свищевой ход и сформировавшаяся полость, 

заполненная контрастом 2,7×5,5 см. По результатам 
спиральной компьютерной томографии почки рас-
положены обычно, имеют чёткие неровные конту-
ры. Левая почка имеет размер 11,6×6,0 см, правая 
— 9,8×5,5 см, состоит из разнокалиберных полост-
ных образований и включений извести. Чашечно-
лоханочная система почки и мочеточник значительно 
расширены, мочеточник атоничен, в паренхиме почки 
обнаружены включения извести. Мочевой пузырь рас-
положен обычно, в его стенке выявлены включения 
извести, определяется грубая спайка. Печень и селе-
зёнка не увеличены. В селезёнке обнаружены включе-
ния извести, в печени — кисты размером 1,0×0,9 см,  
3,0×2,7 см.

Б о л ь н о й  П. поставлен диагноз: туберкулёз моче-
выделительной системы: поликавернозный туберкулёз 
правой почки, стриктура нижней трети левого мочеточ-
ника, гидронефроз слева.

От б о л ь н о й  П. при бактериологическом иссле-
довании выделен штамм C. riegelii в диагностически 
значимом количестве (106). Масс-спектрометрический 
анализ (maldi-Tof-ms), проведённый на bruker dal-
tonik maldi biotyper, подтвердил (индекс score-1,844) 
результаты идентификации данного вида культураль-
ным методом. При микроскопическом исследовании 
C. riegelii представляли собой грамположительные 
палочки средних размеров, расположенные в мазках 
хаотично. Их рост обнаружен на средах МПА (мясо-
пептонный агар), КТА (кровяно-теллуритовый агар), 
коринебакагаре с теллуритом калия при 37°c. На кори-
небакагаре (производства ФГУН ГНЦ ПМБ, Оболенск) 
C. riegelii образовывали колонии чёрного цвета, блестя-
щие, гладкие, диаметром 1,0—1,5 мм после инкубации 
в течение 24 ч. Каталазоположительны, неподвижны.  
В тесте ферментации/окисления глюкозы C. riegelii 
только ферментировали глюкозу, медленно окисляли 
мальтозу, обладали высокой уреазной активностью (раз-
ложение уреазы в течение 5 мин), это характерные от-
личительные признаки данного вида. Не редуцировали 
нитраты в нитриты. C. riegelii обладали средней гемоли-
тической (оптическая плотность 0,325) и отрицательной 
ДНКазной активностью.

Выделенный штамм C. riegelii по показателям мини-
мальной подавляющей концентрации (МПК) в соответ-
ствии с [8, 9] чувствителен к ванкомицину, цефазолину, 
цефотаксиму, резистентен к бензилпенициллину, линко-
мициу, рифампицину, гентамицину.

Заключение. Анализ клинических и лабораторных 
данных, характеризующих состояние б о л ь н о й  П., 
указывает на этиологическую значимость выделенной 
C. riegelii в развитии инфекционного процесса в уро-
генитальном тракте. Особое внимание при выделении 
данного вида коринебактерий от пациентов следует уде-
лять степени его высеваемости (106 и выше), высокой 
и быстро проявляющейся (в течение нескольких минут) 
уреазной активности, наличию гемолитической актив-
ности.

Представленное исследование свидетельствует о 
важности выявления коринебактерий и, в частности, 
нового вида C. riegelii из клинических образцов для на-
значения адекватного лечения.
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