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УДК 611-018.26

Титов в.Н.1, Салтыкова М.М.2

СТРУКТУРНО И ФУНКЦИОНАЛЬНО РАЗНЫЕ ПУЛЫ ЖИРОВОЙ ТКАНИ: 
ИНСУЛИННЕЗАВИСИМЫЕ ВИСЦЕРАЛЬНЫЕ КЛЕТКИ, ИНСУЛИНЗАВИСИМЫЕ 
ПОДКОЖНЫЕ АДИПОЦИТЫ И БУРЫЕ КЛЕТКИ ТЕРМОГЕНЕЗА 

1ФГБУ «Российский кардиологический научно-производственный комплекс» Минздрава РФ, 121552, Москва; 
2Государственный научный центр Российской Федерации – Институт медико-биологических проблем РАН, 123007, 
Москва

Согласно филогенетической теории общей патологии, in vivo функционируют 3 филогенетически, морфологически и 
функционально разные пулы жировых клеток. Первый – филогенетически ранний, ограниченный в числе клеток пул вис-
церальных жировых клеток (ВЖК) сальника и забрюшинной клетчатки. Поздний в филогенезе инсулин регуляторного 
действия на ВЖК не оказывает. ВЖК депонируют жирные кислоты (ЖК) в форме триглицеридов (ТГ) для обеспе-
чения субстратами энергии реализации 6 биологических функций: биологической функции гомеостаза и трофологии, 
биологических функций эндоэкологии и адаптации, функции продолжения вида и когнитивной биологической функции. 
Патология ВЖК при алиментарном переедании физиологичной пищи формирует метаболический синдром. В реализации 
механизма обратной связи ВЖК секретируют лептин. Второй – более поздний в филогенезе, потенциально больший 
по числу клеток пул инсулинзависимых подкожных адипоцитов (ИПА). Потенциально неограниченный по числу ИПА 
пул предназначен для обеспечения субстратами наработки аденозинтрифосфата всего одной биологической функции 
– функции локомоции, движения за счет сокращения поперечнополосатых, скелетных миоцитов. Свойством функции 
жировых клеток является то, что они депонируют ЖК в форме неполярных ТГ в составе липопротеинов при рецеп-
торном эндоцитозе; высвобождают ЖК только в форме неэтерифицированных жирных кислот (НЭЖК) в межклеточ-
ную среду. НЭЖК связывает липидпереносящий белок альбумин. Основная патология ИПА – ожирение при выраженной 
пролиферации ИПА. Для реализации механизма обратной связи ИПА синтезируют адипонектин. Третий – пул бурых 
жировых клеток (БЖК), в митохондриях которых разобщены физико-химические процессы окисления и окислительного 
фосфорилирования. Митохондрии БЖК нарабатывают главным образом калории тепловой энергии. Функционируя у 
теплокровных животных, БЖК поддерживают постоянной температуру тела, биологическую функцию гомеостаза 
при зимней спячке (период гибернации) у животных и в первые недели постнатальной жизни у Homo sapiens. Три пула 
жировой ткани формируются из разных предшественников.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  жировые клетки; висцеральные жировые клетки; инсулинзависимые подкожные адипоциты; 
бурые жировые клетки; ожирение; метаболический синдром; обзор. 
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six biological functions: biological function of homeostasis and trophology, biological functions of endoecology and adaptation, 
function of continuation of species and cognitive biological function. The pathology of visceral fatty cells under alimentary 
overeating of physiological food develops metabolic syndrome. In the process of implementation of feedback mechanism visceral 
fatty cells secrete leptin. The second one is a later in phylogenesis, potentially larger in number of cells pool of insulin-dependent 
subcutaneous adipocytes. This pool, potentially unlimited in number of insulin-dependent subcutaneous adipocytes, is destined to 
provide with energy substrates produced by adenosine triphosphate only one biological function - a function of locomotion, motion 
at the expense of contraction of cross-striated skeletal myocytes. The characteristic of function of fatty acids is that they deposit 
fatty acids in the form of non-polar triglycerides in composition of lipoproteins under receptor endocytosis; release fatty acids 
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only in form of into intercellular medium. The unesterified fatty acids are bound by lipid-transporting protein albumin. The main 
pathology of insulin-dependent subcutaneous adipocytes is obesity with expressed proliferation of insulin-dependent subcutaneous 
adipocytes. The insulin-dependent subcutaneous adipocytes synthesize adiponeсtin for implementing feedback mechanism. The 
third one is  a pool of brown fatty cells. The physical chemical processes of oxidation and oxidative phosphorylation are uncoupled 
in mitochondria of these cells. The mitochondria of brown fatty cells mainly produce calories of heat energy. The brown fatty cells, 
functioning in warm-blooded animals, support constancy of temperature of body, biological function of homeostasis under winter 
sleep (period of hibernation) in animals and in the first weeks of post-natal life of Homo sapiens. Three pools of fatty tissue are 
developed from different sources.
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Согласно предложенной нами филогенетической теории 
общей патологии, мы изложили морфологические, функцио-
нальные различия двух пулов жировых клеток in vivo. Это: 

а) филогенетически ранний, ограниченный в числе кле-
ток пул инсулиннезависимых висцеральных жировых клеток 
(ВЖК) сальника, забрюшинной клетчатки; поздний в фило-
генезе гуморальный медиатор инсулин регуляторного дей-
ствия не оказывает; 

б) поздний в филогенезе, потенциально больший по чис-
лу клеток пул инсулинзависимых подкожных адипоцитов 
(ИПА) [1]. ВЖК слабо реализуют биологическую функцию 
пролиферации, однако физиологично увеличивают размеры 
ВЖК, реализуя биологическую реакцию гипертрофии.

Биологическая реакция пролиферации (деление клеток) 
в ИПА определена, с одной стороны, индукцией биологиче-
ской реакции пролиферации избытком экзогенного субстрата 
(жирных кислот пищи – ЖК) при афизиологичном перееда-
нии, с другой стороны – величиной пула ИПА, которая огра-
ничена способностью систем организма реализовать in vivo 
биологические функции и биологические реакции при афи-
зиологичном увеличении числа ИПА. 

Филогенетически ранний пул независимых от инсулина 
ВЖК сальника – депо- субстратов, ЖК в форме неполярных 
триглицеридов (ТГ) предназначен для обеспечения субстра-
тами энергии реализации in vivo 6 биологических функций 
(биологическая функция гомеостаза, трофологии, биологи-
ческая функция эндоэкологии, функция адаптации, биологи-
ческая функция продолжения вида и когнитивная функция). 
Филогенетически поздний пул ИПА реализует одну из фило-
генетически поздних функций – функцию локомоции, дви-
жение за счет сокращения поперечнополосатых, скелетных 
миоцитов [2].

Третий in vivo локальный пул бурых жировых клеток. 
Одновременно in vivo функционирует и третий пул жировых 
клеток, функция которого отличается от таковой пула ВЖК и 
большего по числу клеток пула ИПА; это не очень большой 
пул бурых жировых клеток (БЖК) [3]. Как и ВЖК и ИПА, 
БЖК реализуют in vivo биологические функции гомеостаза 
и адаптации, расходуя депонированные ЖК для продукции 
тепла с целью оптимального постоянства такого физико-
химического, биологического параметра in vivo, как темпе-
ратура тела гомойотермных (теплокровных) животных; это 
относится и к виду Homo sapiens. Пул филогенетически 
ранних БЖК не зависит от регуляторного действия гормона 
инсулина. Функцию БЖК называют еще несократительным 
термогенезом.

При физиологичной общности трех пулов жировых кле-
ток in vivo функция БЖК отличается от функции «светлых» 
ВЖК и ИПА. Все жировые клетки непрерывно реализуют три 
биологические реакции в процессе длительного депонирова-
ния ЖК: а) поглощение экзогенных ЖК в форме неполярных 
ТГ в составе липопротеинов низкой, позже в липопротеинах 
очень низкой плотности (ЛПНП и ЛПОНП) путем апоВ-100 
и филогенетически более позднего апоЕ/В-100 рецепторно-
го эндоцитоза; б) длительное, динамичное депонирование 
ЖК, главным образом С18:1 олеиновой мононасыщенной ЖК 
(МЖК) и С16:0 пальмитиновой насыщенной ЖК (НЖК) в 
форме малых→ больших → опять малых капель олеиновых 
и пальмитиновых ТГ в цитоплазме жировых клеток; в) вы-
свобождение ЖК из ВЖК и ИПА в кровоток и межклеточ-
ную среду после гидролиза in situ в клетках всех ТГ только в 
форме полярных, неэтерифицированных ЖК (НЭЖК).

Процессы метаболизма проходят только в малых каплях 
ТГ; при небольшом объеме они имеют большую реакционно-
способную поверхность ТГ; капли ТГ покрыты и отделены 
от цитоплазмы жировых клеток монослоем из фосфатидил-
холина (ФХ) и неэтерифицированного спирта холестерина 
(ХС). В плазме крови и межклеточной среде НЭЖК физио-
логично связывает липидпереносящий белок альбумин. 
Специфично альбумин связывает 2 молекулы С16 или С18 ЖК, 
менее неспецифично на поверхности молекулы – еще 2 ЖК. 
Функциональной особенностью ВЖК, ИПА и БЖК является 
то, что все они активно (рецепторно) поглощают ЖК в форме 
ТГ в составе ЛП; освобождают жировые клетки все депони-
рованные ЖК только в форме полярных НЭЖК [4]. 

Параметры освобождения НЭЖК из жировых клеток 
определены двумя факторами: содержанием ХС в полярном 
монослое на поверхности капель неполярных ТГ в цито-
плазме; чем больше ХС конденсировано между молекулами 
ФХ, тем менее интенсивно в жировых клетках происходит 
липолиз (гидролиза) ТГ; физико-химическими свойствами 
самих ТГ как субстрата для действия позиционноспецифич-
ной, гормонзависимой триглицеролацилгидролазы липазы, 
а далее ди- и моноацилгидролазы. Чем выше температура 
плавления позиционных изомеров ТГ, тем более неоптима-
лен субстрат для гидролиза гормонзависимой липазой. Так, 
температура плавления позиционного изомера ТГ как олеил-
олеил-олеат глицерола (ООО) составляет -15 oc, в то время 
как для иного изомера – пальмитоил-пальмитоил-пальмитат 
глицерола (ППП) точка плавления равна 49 oc; различие в 
физико-химическом параметре субстратов составляет более 
60 oc. Соответственно этому константа скорости гидролиза 
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пальмитиновых ТГ и освобождения НЭЖК на порядки ниже 
по сравнению с гидролизом олеиновых ТГ как ООО [5].

Если депонированные ЖК в ВЖК и ИПА окисляют ми-
тохондрии во всех клетках in vivo после переноса их альбу-
мином, ЖК, депонированные в БЖК, подвергают окислению 
митохондрии в БЖК in situ. При этом митохондрии БЖК не 
формируют макроэргический аденозинтрифосфат (АТФ), а 
генерируют эквиэнергетическое количество тепла в форме 
калории. Оно рассеивается в окружающих тканях, поддер-
живая оптимальную температуру тела, биологическую функ-
цию гомеостаза. Липолитические гормоны (катехоламины, 
трийодтиронин, глюкокортикоиды, соматотропный гормон 
аденогипофиза) интенсивно активируют липолиз в филоге-
нетически разных клетках: в ВЖК, БЖК и ИПА. При этом 
ингибировать липолиз (гидролиз ТГ) может только инсулин 
и только в ИПА, но не в ВЖК и БЖК (рис. 1, см. обложку). 

Наличие у грызунов локальных пулов бурой жировой тка-
ни ассоциировано с низким содержанием ТГ в ВЖК и ИПА и 
высокой чувствительностью клеток к инсулину. Инсулинзави-
симыми in vivo являются только скелетные, поперечнополо-
сатые миоциты, синцитий кардиомиоцитов, перипортальные 
гепатоциты, ИПА и оседлые макрофаги Купфера. Согласно 
методологическому приему биологической субординации и 
филогенетической теории общей патологии, новый фактор 
регуляции метаболизма инсулин логично настраивается над 
более ранними гуморальными регуляторами in vivo, логично 
с ними взаимодействует, но отменить действие более раннего 
медиатора более поздний не может. Инсулин не может вли-
ять на регуляторное, липолитическое действие более ранних 
в филогенезе гормонов. 

После установления активной роли БЖК и идентифика-
ции специфичного фактора транскрипции, фактора роста, 
который регулирует функцию пула БЖК, возрос интерес к 
выяснению функциональной роли, биологического значения 
БЖК, особенностям их функции во взрослом организме, воз-
можному компенсаторному участию БЖК в патогенезе ожи-
рения, частота которого в популяции Homo sapiens возрас-
тает повсеместно.

Специфичной патологией ВЖК является метаболический 
синдром (МС), патология ИПА проявляется в формировании 
иного патологического состояния – синдрома ожирения. Син-
дром же резистентности к инсулину (ИР), как и умеренное 
повышение АД, характерен как для МС, так и для ожирения, 
патологии как ВЖК, так и ИПА. В то же время компенсатор-
ное повышение гидродинамического давления в дистальном 
отделе артериального русла при патологии ВЖК и ИПА на 
этапе инициирования сигнала в барорецепторах паракрин-
ного сообщества (ПС) клеток, органах и формирования аф-
ферентной сигнализации в сосудодвигательный центр про-
долговатого мозга реально происходит по-разному. 

Повышение частоты ожирения в популяции Homo sapi-
ens напоминает эпидемию, метаболическую пандемию, ког-
да эпидемиологически обоснованные методы профилактики 
результата не приносят. Иногда это побуждает клиницистов 
без должного основания считать, что применение фармако-
логических препаратов может быть методом профилактики 
[6]. С позиций филогенетической теории общей патологии 
подобные предложения, тем более практические действия, 
являются полностью необоснованными. Метаболические 
пандемии вызывают атеросклероз и атероматоз, метабо-
лическая (эссенциальная) артериальная гипертензия, МС, 
синдром ожирения, синдром ИР и неалкогольная жировая 
болезнь печени [7].

Ожирение наиболее часто рассматривают как результат 
дисбаланса между избыточным количеством поглощаемых с 
пищей субстратов для наработки клетками энергии, в первую 
очередь экзогенных ЖК; количеством потраченных субстра-

тов (ЖК и ТГ) в условиях низкого расхода энергии, уровня 
физической активности. У Homo sapiens есть биологическое 
право – потреблять пищу, которую он хочет и сколько хочет, 
но одновременно есть и биологическая «обязанность» – все 
съеденное истратить. Не можешь потратить, не ешь.

Патология ВЖК и клинически значимая картина МС в 
большей мере обусловлены феноменом переедания физиоло-
гичной по всем параметрам пищи (избыточная индукция суб-
стратом) при физиологичном уровне физической активности. 

Одновременно ожирение как патологию ИПА в равной 
мере определяют как избыточное количество не в полной 
мере физиологичной пищи и явно сниженный уровень фи-
зической активности. В течение многих лет ко всем пулам 
жировых клеток относились как к единой ткани с функцией 
депонирования ЖК для окисления их в митохондриях с це-
лью синтеза макроэргического АТФ. В физиологичных усло-
виях пул ВЖК с ранних ступеней филогенеза реализовал три 
физиологичные реакции: активированное, активное погло-
щение клетками ЖК в форме ТГ в составе ЛПНП и ЛПОНП; 
активное депонирование ЖК в форме капель неполярных ТГ; 
высвобождение ЖК в межклеточную среду в форме только 
полярных НЭЖК.

На ранних ступенях филогенеза для реализации функцио-
нальной активности ВЖК на втором уровне регуляции мета-
болизма, уровне ПС клеток и органов для реализации трех 
биологических реакций необходимо большое число гумо-
ральных медиаторов. Когда афизиологично перегруженные 
ТГ клетки ВЖК вынужденно формируют афизиологичную, 
компенсаторную биологическую реакцию стресса эндоплаз-
матического ретикулума, ВЖК к большому числу физиоло-
гичных гуморальных медиаторов добавляют еще и гумораль-
ный медиатор обратной связи – лептин. Это филогенетически 
поздний, гуморальный медиатор ВЖК ↔ нейросекреторные 
ядра гипоталамуса головного мозга [8].

Гуморальный медиатор лептин «старается», взаимодей-
ствуя с рецепторами ядер гипоталамической области мозга, 
понизить количество депонируемых в ВЖК жирных кислот, 
ТГ путем ингибирования чувства голода. Лептин стремится 
уменьшить индукцию субстратом, количество ТГ, которое по-
ступает с пищей. Если действие лептина остается без ответа 
и чувство голода ингибировать не удается, к секретируемым 
ВЖК гуморальным медиаторам и лептину присоединяется 
секреция комплекса провоспалительных медиаторов биоло-
гической реакции апоптоза в геноме запрограммированной 
гибели клеток. 

Дифференцированные в филогенезе клетки жировой тка-
ни являются производными рыхлой соединительной ткани 
(РСТ), поэтому формирование ими биологической реакции 
воспаления является филогенетически более ранней функци-
ей, реализацией биологической функции эндоэкологии, био-
логической реакции воспаления. Важно понять, что в ответ 
на усиленную индукцию даже физиологичными ЖК орга-
низм по большому счету отвечает гибелью ВЖК; это проис-
ходит по типу запрограммированной в геноме биологической 
реакции апоптоза.

Столь большое количество секретируемых ВЖК гумо-
ральных медиаторов дало авторам основание сравнивать 
функцию ВЖК и ИПА с эндокринными, эпителиальными 
клетками желез внутренней секреции [10]. Все гуморальные 
медиаторы ВЖК и ИПА действуют только локально, на уров-
не (в пределах) ПС клеток; к гормональной регуляции медиа-
торы, кроме секреции лептина ВЖК и адипонектина ИПА, 
отношения не имеют.

В то же время, согласно филогенетической теории общей 
патологии, независимо от гибели клеток по типу апоптоза 
или некроза в ответ на замусоривание межклеточной среды 
эндогенными флогогенами – тельцами апоптоза организм 
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генерализованно формирует биологическую реакцию вос-
паления. Она длительно нарушает in vivo функциональную 
активность органов и систем, блокируя реализацию биологи-
ческой реакции метаболизм ↔ микроциркуляция (М↔м) на 
уровне эндотелийзависимой вазодилатации в ПС клеток.

При афизиологичной перегрузке субстратами (ЖК и ТГ) 
ВЖК формируют стресс эндоплазматического ретикулума 
и погибают по типу апоптоза. Это происходит и когда они 
перегружены физиологичными позиционными изомерами 
ТГ – ООО. В популяциях средиземноморских стран частота 
атеросклероза и атероматоза является реально низкой, в то 
время как частота МС сопоставима с аналогичным показате-
лем в других странах Европы. В то же время БЖК реализуют 
и специфичную активность: специфичную, биологическую и 
физико-химическую реакции термогенеза.

Эту функцию осуществляют только БЖК; способны ли 
ВЖК и ИПА хотя бы в малой мере реализовать биологиче-
скую реакцию термогенеза, и имеет ли это какое-либо отно-
шение к формированию МС как патологии ВЖК и к синдро-
му ожирения как патологии ИПА, предстоит еще выяснить. 
БЖК формируют отдельно расположенные in vivo локальные 
участки жировой ткани. В раннем постнатальном периоде 
бурая жировая ткань, реализуя биологическую реакцию тер-
могенеза, предотвращает переохлаждение новорожденных у 
млекопитающих и Homo sapiens на протяжении первых не-
дель постнатального периода [11]. Продолжаются дебаты от-
носительно функции БЖК у взрослых: осуществляют ли они 
биологическую реакцию термогенеза или подвержены фи-
зиологичной инволюции. Применение метода позитронной 
эмиссионной томографии с [18f]-флуородезоксиглюкозой па-
раллельно с компьютерной томографией выявило и у взрос-
лых наличие локальных очагов бурой жировой ткани [12]. 
Содержание ее меняется с возрастом, зависит от ожирения; 
к тому же активность термогенеза в БЖК определяют и фак-
торы внешней среды, температура окружающей среды и осо-

бенности климата [13]. Реальность участия БЖК в станов-
лении патологии ИПА, формировании синдрома ожирения 
подлежит более пристальной оценке. 

Относительно активности БЖК, поглощения ими кисло-
рода и регуляция активности термогенеза роль БЖК в повы-
шении температуры тела предстоит еще выяснить, хотя не 
исключено, что процесс термогенеза в БЖК может быть и 
снижен, формируя негативный баланс тепловой энергии. На-
личие индуцибельных белых адипоцитов с функцией термо-
генеза, «бежевых» адипоцитов еще потребует пристального 
внимания. 

Бурые адипоциты и особенности функции жировых кле-
ток in vivo. БЖК доминируют в бурой жировой ткани (см. 
таблицу). Изначально можно полагать, что БЖК были равно-
мерно распределены между белыми ИПА. В цитоплазме они 
содержат ЖК в мелких и крупных каплях ТГ; в то же время 
светлые и бурые жировые клетки различаются как морфоло-
гически, так и функционально. 

В цитоплазме белые жировые клетки наиболее часто фор-
мируют одну большую каплю ТГ и имеют небольшое чис-
ло митохондрий. В противоположность этому БЖК имеют 
несколько очагов формирования капель ТГ; большее число 
митохондрий, которые содержат; много цитохромов бурого 
цвета и высокую экспрессию «разобщающего протеина», 
термогенина, который сосредоточен на внутренней мембра-
не митохондрий. Наиболее изученным гуморальным медиа-
тором, который регулирует специфичную функцию БЖК и 
активность биологической реакции термогенеза, является 
разобщающий протеин-1 (РП-1), термогенин. Митохондрии 
в большинстве клеток продуцируют АТФ при действии АТФ-
синтазы, используя формирование ею высокого градиента 
протонов (Н+) по обе стороны внутренней мембраны клеточ-
ных органелл. РП-1 уменьшает градиент протонов, разобща-
ет физико-химические реакции дыхательных цепей и фосфо-
рилирования, активируя реакцию термогенеза.

Сопоставление функциональных и регуляторных свойств трех пулов жировой ткани in vivo

Биологические функции ВЖК ИПА БЖК
депо субстратов энергии, обеспечение всех 

функций in vivo
депо субстратов энергии, 
обеспечение одной функ-

ции локомоции

рассеяние энергии для поддержания 
температуры тела (термогенез)

Локализация Сальник, забрюшинное пространство Подкожная клетчатка Область над ключицей, вокруг по-
звоночника, в области шеи

Относительное количество, % 15–17 80 1–3 (у новорожденных 200–300 г)
Размеры клеток Крупные Мелкие Мелкие
Предшественники клеток Не экспрессирующие myf5 стволовые 

клетки мезодермы (Myf5-)
Не экспрессирующие 

Myf5 стволовые клетки 
мезодермы (Myf5-)

Myf5 – экспрессирующие стволо-
вые клетки мезодермы (Myf5+)

Иннервация клеток Высокая Низкая Высокая
Васкуляризация клеток Высокая Низкая Высокая
Активаторы липолиза Глюкокортикоиды, гормон роста, три- 

йодтиронин, натрийуретические пептиды
Адреналин Норадреналин

Секреция медиаторов на 
уровне организма

Лептин Адипонектин vegf-a, ИЛ-6

Секреция адипокинов (уро-
вень ПС клеток)

Ростзависимый онкогенный фактор, 
ИЛ-7, тканевой ингибитор металло-
протеиназ (Timp-) ангиотензиноген; 

ИЛ-6, fgf-21, ФНО-α, резистин

ФНО-α, резистин При действии холода T3, vegf-a, 
igf-1, ИЛ-6, ИЛ-1α ангиотензино-

ген; fgf-21

Рецепторы к гормонам Глюкокортикоиды, андрогены Инсулин, эстрогены Инсулин, тиреоидные гормоны
Адренорецепторы β3 α2 β2, β3
Патология пула клеток МС Ожирение
Пролиферация Низкая Высокая Высокая при охлаждении
Гипертрофия Высокая Низкая Низкая
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а также слабое регуляторное действие индукции аденозин-
дифосфатом (АДФ). При условиях преобладания в мито-
хондриях реакций окисления над окислительным фосфори-
лированием образуются калории тепла и лишь немного ма-
кроэргического АТФ. С позиций хемиосмотической теории  
П. Митчелла высокий градиент протонов, который формиру-
ется на внутренней мембране митохондрий при образовании 
АТФ, при термогенезе выражен в меньшей мере. 

Бежевые адипоциты (похожие на бурые) рассматривают 
как переходные формы между белыми жировыми клетками 
ВЖК и ИПА, которые продуцируют только АТФ, и БЖК, ко-
торые начинают реализовывать биологическую реакцию тер-
могенеза. Бежевые адипоциты содержат меньше РП-1, фор-
мируют биологическую реакцию компенсации in vivo. БЖК 
и бежевые адипоциты имеют разное происхождение; первые 
формируются из клеток мезодермы, и это экспрессируют 
гены Myf5 и Pah7. Происхождение бежевых жировых кле-
ток среди ИПА в подкожной клетчатке находится в стадии 
обсуждения; более вероятно, предшественниками бежевых 
клеток являются белые ИПА [15]. Однако многие придержи-
ваются мнения, что они образуются из физиологичных пред-
шественников [16]. 

При определении глобального профиля генов in vitro 
выделены два предшественника раздельно для белых и бе-
жевых жировых клеток [17] (рис. 2, см. обложку). Бежевые 
адипоциты экспрессируют на клеточной мембране cd137-
транслоказу для ЖК и только жировые клетки, которые диф-
френцировались из бежевых предшественников, могут пре-
вращаться в БЖК. В белых клетках эпидидимальной жировой 
клетчатки, которую относят к висцеральному пулу сальника, 
предшественники бежевых адипоцитов могут дифференци-
роваться и из белых ВЖК. Плюрипотентные предшественни-
ки, стромальные клетки экспрессируют общий маркер, кото-
рым является cd34-транслоказа ЖК. Регулируют адипогенез 
и альфа-рецепторы, активируемые пролифератором перокси-
сом (РАПП-α), и РАПП-γ, которые располагаются на мембра-
не ядра. РАПП вовлечен в процессы дифференцировки как 
белых ВЖК и ИПА, так и БЖК в жировой ткани наравне с 
большим цинксодержащим фактором транскрипции. 

Свойства БЖК, которые превращают ТГ в СО2 и Н2О, 
уменьшают содержание ТГ в жировых клетках и рассеивают 
тепловую энергию с поверхности тела, можно использовать с 
целью компенсации тех афизиологичных процессов, которые 
происходят при ожирении. У грызунов бурая жировая ткань 
располагается в области лопаток, почек и по ходу брюшной 
аорты. У новорожденных детей, как и у грызунов, БЖК лока-
лизованы между лопатками, в области почек; эта ткань с воз-
растом медленно подвергается инволюции [18]. Бурый цвет 
жировым клеткам придает большое количество митохондрий, 
которые к тому же содержат много цитохромов. Окраску по-
следним придают ионы fe2+ и fe3+; они имеют бурый цвет. 

Предшественники белых, бежевых и бурых жировых кле-
ток. Большую часть РП-1 митохондрии содержат в неактив-
ной форме. Активация наступает, когда транспортеры пере-
носят С16 и С18 ЖК через наружную и внутреннюю мембраны 
митохондрий. Бурая жировая ткань имеет хорошее крово- 
снабжение, плотную сеть артериол мышечного типа; крово-
ток в артериолах регулируют ПС и симпатическая нервная 
система. Это происходит путем синтеза в синапсах симпа-
тических нервных волокон филогенетически раннего, гумо-
рального медиатора норадреналина при его связывании с β3 
на плазматической мембране БЖК. 

Активация БЖК симпатической нервной системой со-
стоит в экспрессии генов термогенеза, включая ферментные 
системы активации липолиза, освобождения ЖК из эфирной 
связи с глицерином, образование НЭЖК; активацию реакции 
ЖК с коэнзимом-А и наработку митохондриями калорий теп-

Термогенин (РП-1) локализован на внутренней мембране 
митохондрий БЖК; это основной гуморальный медиатор ре-
акции термогенеза. Медиатор регулирует продукцию тепла 
в БЖК у новорожденных в течение первых недель постна-
тального периода. Он регулирует образование тепла и у тех 
видов млекопитающих, которые впадают в зимнюю спячку, 
в период биологической гибернации. При увеличении про-
ницаемости внутренней мембраны митохондрий, которую 
инициирует термогенин, протоны, перенесенные в межмем-
бранное, реакционно активное пространство, покидают его, 
возвращаясь в матрикс. Образование энергии в форме тепла, 
биологическую реакцию термогенеза РП-1 инициирует толь-
ко в БЖК. Термогенин на кристах митохондрий разобщает 
физико-химические реакции клеточного дыхания (окисле-
ния) и окислительного фосфорилирования. В других тканях 
находят и иные термогенины. Полагают, что РП-1 задейство-
ван и в формировании активных форм кислорода (АФК), из-
быток которых в ПС клеток проявляет афизиологичное дей-
ствие. 

Изученным фактором, который стимулирует активность 
БЖК в жировой ткани, является норадреналин. Гумораль-
ный, гидрофильный медиатор синапсов вегетативной, симпа-
тической нервной системы оказывает регуляторное действие, 
связываясь с β3-адренорецепторами на клеточной мембране 
БЖК. Далее норадреналин повышает функциональную ак-
тивность БЖК, усиливает реализацию биологической реак-
ции гипертрофии ВЖК, пролиферацию БЖК и образование 
«бежевых» жировых клеток из белых ИПА. 

При связывании гормона с рецептором на плазматиче-
ской мембране БЖК в цитоплазме клеток возрастает актив-
ность аденилатциклазы; в цитоплазме БЖК повышается 
содержание циклического аденозинмонофосфата (ц-АМФ). 
Далее при увеличении активности протеинкиназы А ц-АМФ 
в роли внутриклеточного медиатора активирует в БЖК гор-
монзависимую липазу (триглицеролгидролазу), ди- и моно-
ацилгидролазу. В результате происходит гидролиз ТГ с осво-
бождением трех ЖК в форме полярных НЭЖК и полярного 
трехатомного спирта глицерина. В митохондриях термоге-
нин активирует окисление олеиновой МЖК, пальмитиновой 
НЖК с образованием калорий тепла. Регуляторное действие 
РП-1 смещает экспрессию генов в геноме митохондрий в 
сторону образования не макроэргического АТФ, а энергии в 
форме тепла [14]. 

Активность БЖК повышена в тех случаях, когда in vivo 
для сохранения биологической функции гомеостаза необ-
ходимо повысить образование тепла. Это происходит при 
охлаждении, активации термогенеза без озноба; при про-
буждении видов животных от зимней спячки, а также у но-
ворожденных животных и человека. Если БЖК у человека 
имеют меньшее функциональное значение, бурая жировая 
ткань все-таки является активной и реализует термогенез; он 
повышается после каждого приема пищи, при интенсивных 
сокращениях скелетных миоцитов, сократительном термоге-
незе. Это позволяет понять, почему некоторые люди не пол-
неют, даже если потребляют большее, чем физиологичное, 
количество пищи. 

У пациентов с синдромом ожирения бурая жировая ткань 
развита менее выраженно; часто она просто отсутствует. 
Физиологично БЖК по сравнению с ВЖК имеют более вы-
сокий уровень кровоснабжения, лучшую васкуляризацию, 
содержат большее число митохондрий и цитохромов, в том 
числе цитохрома С. Несмотря на это, образование АТФ в ми-
тохондриях БЖК повышено лишь незначительно. БЖК при 
термогенезе активно окисляют как ЖК, так и глюкозу. 

В БЖК в отличие от ВЖК и ИПА окисление и окислитель-
ное фосфорилирование не являются сопряженными реакция-
ми; на это указывает слабая реакция с 2,4-динитрофенолом, 



137

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2017; 62(3)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-3-132-139

bIOCheMIsTRy

ла при действии РП-1 [19]. Фактором регуляции термогенеза 
у грызунов является и прием пищи, индукция субстратом. 
Можно ли пытаться использовать эту зависимость в профи-
лактике синдрома ожирения у человека? Вероятно, да, одна-
ко у Homo sapiens физиологичная зависимость выражена в 
существенно меньшей мере по сравнению с грызунами.

Кластеры способных к термогенезу «бежевых» адипоци-
тов можно выявить в пуле БЖК при выдерживании животных 
на холоде или при модификации экспрессии генов. Возмож-
но ли генетическое превращение in vivo белых ВЖК и ИПА 
в бежевые жировые клетки и далее в БЖК, окончательно не 
решено. Однако в процессе реализации биологической реак-
ции адаптации можно превратить изначально белые ВЖК и 
ИПА в бежевые жировые клетки [20]. Длительное введение 
агонистов РАПП-α и РАПП-γ тиазолидиндионов разным ви-
дам животных активирует реакции «побурения», превраще-
ния в бежевые части исходно белых ИПА [21]. Возможно, это 
способ регуляции не только потери тепловой энергии, но и 
снижения запасенных в жировых клетках ТГ. 

Можно ли рассматривать превращение белых ИПА в бе-
жевые жировые клетки как проявление биологической реак-
ции адаптации в условиях депонирования в жировых клетках 
избытка ЖК в форме ТГ? Это предстоит еще выяснить [22]. 
Процесс побурения белых ИПА регулирует in vivo активность 
секреции гуморальных медиаторов, гормонов, а также дей-
ствие факторов внешней среды, включая хроническое охлаж-
дение; усиление физической активности и контроль погло-
щенных и запасенных субстратов в биологической функции 
трофологии, биологической реакции экзотрофии [23]. 

Охлаждение организма (понижение температуры в тка-
нях) воспринимают терморецепторы; они на третьем уровне 
регуляции метаболизма в организме передают сигнализацию 
по пути афферентные волокна → нейросекреторные ядра ги-
поталамической области мозга → эфферентные волокна сим-
патической нервной системы → синапсы БЖК. Общеприня-
то, что синапсы симпатических нервных волокон на границе 
со всеми жировыми клетками заменяют электрический сиг-
нал на гуморальный.

Клетки прокальцитонина (РСТ) воспринимают только 
филогенетически раннее действие гидрофильных, гумораль-
ных медиаторов. Результатом этого является цепь биохими-
ческих реакций, которые превращают белые ИПА в бежевые 
и активируют биологические реакции термогенеза. Показа-
но, что в формировании бежевых клеток из ИПА в жировой 
ткани увеличивается содержание эозинофилов, повышается 
содержание ИЛ-2 (цитокин-4/13) и активирована функция 
оседлых макрофагов. Вероятно, они активно задействованы 
в регуляции превращений ИПА в бежевые клетки; последние 
готовы активировать биологическую реакцию термогенеза. 

Привлеченные в область низкой температуры, вероятно, 
действием хемиаттрактантов, эозинофилы гематогенного 
происхождения продуцируют провоспалительные цитокины. 
Это происходит при формировании in vivo биологической 
реакции адаптации к длительному воздействию низкой тем-
пературы окружающей среды и на уровне организма [24].  
В плане изменения фенотипа жировых клеток важно обра-
тить внимание на биологические функции эозинофилов. 

Повышение физической активности, мышечного сокра-
щения скелетных миоцитов активирует побурение ИПА, фор-
мирование бежевых клеток и усиливает рассеяние тепловой 
энергии. Можно полагать, что формирование бежевых ИПА 
происходит in vivo при активации окисления в митохондриях 
как ЖК, так и ацетил-КоА, образованного из глюкозы, пи-
рувата [25]. Гуморальные медиаторы, лиганды для РАПП-α 
на мембране ядра клеток, которые выделяют скелетные мио-
циты в условиях интенсивного сокращения, стимулируют 
все зависимые биохимические реакции, включая биогенез 

митохондрий и экспрессию иных гуморальных медиаторов и 
метаболизм липидов в ядрах гипоталамуса [26]. 

Агонисты РАПП-α на мембране ядра клеток экспрессиру-
ют синтез гуморального медиатора, содержащего фибронек-
тин; он, полагают, формирует и секретирует иризин. Мнения 
о действии этого гуморального медиатора противоречивы; 
иризин в условиях физической нагрузки выделяют миоциты 
мышей и человека. Он реально инициирует побурение белых 
ИПА, оказывает позитивное действие на метаболизм ЖК и 
глюкозы в условиях развитого синдрома ожирения. ИЛ-6 – 
провоспалительный цитокин (миокин) продуцируют скелет-
ные миоциты при высоком уровне физической активности; 
он может быть задействован в формировании бежевых жи-
ровых клеток из белых ИПА [27]. Во всех случаях высокий 
уровень сокращения скелетных миоцитов сопровождает ак-
тивный процесс термогенеза. 

Воздействие факторов внешней среды (охлаждение тела, 
индукция избыточным количеством субстрата – пищи) также 
стимулирует образование бежевых ИПА. Это регулирует-
ся на уровне организма путем действия гипоталамического 
фактора. Этот фактор локально в БЖК стимулирует секре-
цию медиатора симпатической нервной системы, возможно, 
и в белых ИПА, активирует термогенез, реализуя биологиче-
скую функцию гомеостаза. При необходимости этот фактор 
уменьшает количество ЖК в клетках, активируя термогенез 
и рассеивая тепловую энергию. Полагают, что постоянная, 
генетически запрограммированная гиперэкспрессия гипота-
ламического нейротропного фактора пропорционально ин-
дукции субстратом активирует термогенез в БЖК, формируя 
фенотип худых людей [28]. 

Много гуморальных медиаторов секретируют клетки 
БЖК и бежевые клетки ИПА. Они включают фактор роста 
фибробластов; желудочковый и предсердный натрийурети-
ческие пептиды (НУП) [29]; костный морфогенетический 
фактор. Все они, вероятно, с разными целями, но по единому 
алгоритму активируют термогенез в клетках БЖК при усиле-
нии функции скелетных миоцитов [30]. 

Повышение функции БЖК, увеличение термогенеза и 
рассеяние тепловой энергии с поверхности тела, по сути, 
способствуют уменьшению содержания ЖК ТГ в жировых 
депо in vivo; однако можно ли это использовать как средство 
профилактики синдрома ожирения, неясно. Длительное по-
вышение биологической реакции термогенеза действительно 
понижает содержание ТГ и глюкозы в сыворотке крови па-
циентов с избыточной массой тела [31]. У мышей при дли-
тельном пребывании на холоде формируется более высокий 
клиренс ТГ за счет активного поглощения ИПА олеиновых 
и пальмитиновых ЛПОНП путем апоЕ/В-100-эндоцитоза со 
всеми переносимыми ими ЖК. 

Этот процесс зависит от повышения активности липо-
лиза в БЖК; формирования пула НЭЖК в цитоплазме и ак-
тивности cd36-транслоказы ЖК в рафтах плазматической 
мембраны БЖК. Длительное пребывание в помещении при 
низкой температуре и выраженная, компенсаторная актива-
ция биологической реакции термогенеза уменьшают гипер-
липопротеинемию (ГЛП) и выраженность синдрома ИР [15]. 
Активация термогенеза в БЖК in vivo может увеличить рас-
ход in vivo, оптимизировать регуляцию метаболизма как ЖК, 
так и глюкозы. 

Экспериментальные доказательства биологического 
действия бурой жировой ткани и оптимизация метаболизма 
инициировали поиски генетических моделей животных и 
попытки трансплантации БЖК в эксперименте [32]. Транс-
плантация БЖК в висцеральные полости in vivo улучшает то-
лерантность мышей к глюкозе, повышает чувствительность 
к инсулину, понижает массу тела и уменьшает процентное 
содержание жировой ткани in vivo. Трансплантация бурой 
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тайскому методу – «маленькая тарелка», при доминировании 
диеты святого Петра так, как это написано в Библии. Самым 
же важным, на наш взгляд, является включение в комплекс 
профилактических мероприятий когнитивной биологической 
функции, функции интеллекта. Согласно филогенетической 
теории общей патологии в филогенезе эта функция призвана 
приводить в соответствие все несогласованности регуляции 
метаболизма, становление которых происходило раздельно 
на трех уровнях относительного биологического совершен-
ства: на аутокринном, уровне паракринных сообществ кле-
ток, органов и систем органов и в организме. Худеть надо 
начинать с головы, с твердого внутреннего императивного 
желания похудеть; это всегда неприятно и всегда нелегко, од-
нако tertium non datum (третьего не дано).
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жировой ткани компенсирует формирование синдрома ИР 
при переедании физиологичной по всем параметрам пищи. 
Вторым методом регуляции метаболизма ЖК и глюкозы in 
vivo может стать инициация превращения части белых ИПА 
в бежевые клетки, усиление биологической реакции термоге-
неза и утилизация части ТГ в форме энергии, калорий тепла. 

Активаторы пролиферации БЖК, РАПП-α и РАПП-γ соз-
дают условия для действия фармпрепаратов типа глитазонов, 
а, возможно, и подобных по действию нативных гумораль-
ных медиаторов БЖК, о которых мы еще мало знаем [33]. 
Возможно, эти медиаторы, используя механизмы обратной 
связи, активируют термогенез в форме биологической реак-
ции компенсации при реализации биологической функции 
адаптации с целью оптимизации (предотвращения) усилен-
ной индукции субстратом, пищей при ее переедании, предот-
вращая формирование состояния стресса эндоплазматиче-
ского ретикулума [34, 35]. 

У новорожденных детей морфологически БЖК не отли-
чаются от таковых у грызунов. БЖК подключичных пулов 
взрослого человека экспрессируют много факторов транс-
крипции, которые формируют превращение белых ИПА в 
бежевые жировые клетки. В противоположность этому БЖК 
взрослых секретируют гуморальные факторы, которые свой-
ственны ИПА взрослых [36]. Клонированные стромальные 
клетки из БЖК, более вероятно, образовались из пула белых 
ИПА. Полагают, что образование БЖК происходит из белых 
ИПА в процессе превращения их в бурые (бежевые) клеток. 
Эти превращения вызваны теми нарушениями метаболизма 
ЖК, которые происходят in vivo в условиях длительного афи-
зиологичного состояния адренергического стресса [37, 38]. 

Пребывание ежедневно в течение 2 ч в помещении с тем-
пературой 17oc на протяжении 6 нед повышает активность 
БЖК, активирует наработку и рассеяние тепловой энергии 
при умеренном понижении массы тела [39]. Длительное пре-
бывание на холоде в течение 5–8 ч увеличивает рассеяние 
тепловой энергии, образованной в жировой ткани на 15–20% 
у пациентов (добровольцев), которые имеют позитивный от-
вет на холод. Содержание глюкозы при этом увеличивается 
на 30%, концентрация НЭЖК возрастает на 70%; это и есть 
субстраты для усиления наработки и рассеяния тепловой 
энергии. Потребность тканей в глюкозе при пребывании па-
циентов на холоде достоверно возрастает [40]. 

У пациентов с синдромом ИР пребывание на холоде в те-
чение 10 дней повышает чувствительность к инсулину бо-
лее чем на 40%. Поперечнополосатые, инсулинзависимые 
скелетные миоциты после длительного пребывания на хо-
лоде усиливают выставление на плазматическую мембрану 
дополнительного количества инсулинзависимых глюкозных 
транспортеров ГЛЮТ4 [41]. 

Существуют ли биологические основания рассматривать 
превращение белых ИПА в бежевые и далее в БЖК, реализа-
цию биологической реакции термогенеза как способ проти-
востоять in vivo агрессивному влиянию внешней среды, фак-
тору переедания физиологичной по всем параметрам пищи, 
кроме ее количества? Можно ли столь непростым биологиче-
ским и физико-химическим методом компенсировать послед-
ствия избыточного (в несколько раз больше физиологичного) 
содержания в пище пальмитиновой НЖК [42]? Сформиро-
ванные на уровне организма механизмы обратной связи – се-
креция ВЖК гуморальных медиаторов лептина, ИПА адипо-
нектина [43], ингибирование ими в ядрах гипоталамической 
области мозга чувства голода – в филогенезе эффективной 
системой так и не стали [44] (рис. 3, см. обложку).

Однако во всех наблюдениях активация разными способа-
ми несократительного мышечного термогенеза может проис-
ходить, мы полагаем, при ограничении индукции субстратом, 
уменьшении количества поедаемой пищи по древнему ки-
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СЕЗОННАЯ ДИНАМИКА ОСНОВНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЛИПИДНОГО И УГЛЕВОДНОГО 
ОБМЕНА У СТУДЕНТОВ АБОРИГЕНОВ И ЕВРОПЕОИДОВ СЕВЕРО-ВОСТОКА РОССИИ

ФГБУН «Научно–исследовательский центр "Арктика"» ДвО РАН, 685000, Магадан

Изучены основные показатели липидного спектра и уровня глюкозы в крови у аборигенов и европеоидов в зимний и ве-
сенний периоды года. В исследованиях приняли участие 184 юноши в возрасте 17–21 года (18,2±0,8), обучающиеся в 
Северо-Восточном государственном университете (Магадан). Исследование провели с использованием портативного 
биохимического экспресс-анализатора CardioChek PA (США) путем забора капиллярной крови, взятой в утренние часы 
натощак из пальца спустя 10–12 ч после последнего приема пищи. 
Цель работы – сравнительное изучение особенностей сезонных колебаний основных характеристик липидного и угле-
водного обмена у аборигенов и уроженцев Северо-Востока России из числа европеоидов в 1–2 поколении (укорененная 
популяция).
Полученные в различные сезоны года результаты биохимических исследований показали, что средние значения всех изу-
ченных характеристик липидного профиля приближались к нижней границе нормальной вариации признака. Это, по всей 
видимости, связно с субстратно-энергетической недостаточностью, в частности с липидным алиментарным дефици-
том, наблюдаемым у обследуемых нами студентов при анализе их рациона питания, где доля жиров не превышала 65–70 
г в сутки. 
При изучении углеводного обмена у юношей различных этнических групп выявлено, что уровень глюкозы находился на 
верхней границе референтного интервала нормогликемии. При этом в группе аборигенов отмечены сезонные перестрой-
ки в исследуемых величинах метаболического профиля, связанные с уменьшением уровня глюкозы в крови, тогда как в 
группе европеоидов аналогичной тенденции отмечено не было. По-видимому, данная сезонная динамика обменных про-
цессов у молодых аборигенов указывает на эффективность их эволюционно закрепленных механизмов адаптации, сфор-
мированных в условиях Северо-Востока России. 
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The season dynamics of main indices of lipid and carbohydraTe meTabolism in 
sTudenTs aborigines and caucasians of The norThern-easT of russia
The research center “arktika” of the Far-east branch of the Russian academy of sciences, 685000 Magadan, Russia 
The article presents analysis of main indices of lipid specter and level of glucose in blood of aborigines and Caucasians during 
winter and spring seasons. The study covered 184 male youths aged from 17 to 21 years (18.2±0.8) studying in the North-
Eastern state university (Magadan). The study was implemented using portable biochemical express-analyzer CardioChek PA 
(USA) by means of capillary blood sampling taking in morning hours on an empty stomach from finger 10-12 hours later after 
last food intake.
The purpose of study was to compare characteristics of season variations of main characteristics of lipid and carbohydrate 
metabolism in aborigines and  natives of the North-East of Russia from among Caucasians in102 generation (autochthonic 
population). 
The results of biochemical analyses, obtained in various seasons, demonstrated that average values of all analyzed characteristics 
of lipid profile approximated to lower limit of normal variation of indication. By all appearance, this is related to substrate energy 
inadequacy and with lipid alimentary deficiency in particular observed in examined students during analysis of their dietary intake 
where percentage of fat was in the limits of 65-70 g per day. 
The analysis of carbohydrate metabolism in male youths of different ethnic groups established that level of glucose was at 
the higher limit of reference intervals of normoglycemia. At that, in the group of aborigines season reorientation in analyzed 
values of metabolic profile were observed related to decreasing of level of glucose in blood while in group of Caucasians 
similar tendency was not observed. Apparently, the given season dynamics of metabolic processes in young aborigines 
indicates to efficiency of their evolutionary fixed mechanisms of adaptation developed in conditions of the North-East of 
Russia. 
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В конце прошлого и в начале текущего столетия одно-
значно доказано, что в развитии атеросклероза ведущую 
роль играет не количество потребляемых с пищей жиров, а 
соотношение их фракций в липидном пуле. На основе это-
го Национальной образовательной программой по холесте-
рину в США и Европейским обществом по изучению ате-
росклероза предложена классификация гиперхолестерине-
мий, отражающая связь уровня холестерина и риск ИБС [1].  
В тоже время рядом исследований различных групп при-
шлого населения Крайнего Севера установлено, что экс-
тремальные природно-климатические условия негативно 
влияют на состояние сердечно-сосудистой системы и, в 
частности, активизируют атеросклеротические процессы у 
мигрантов-европеоидов, спустя три и более лет проживания 
в приполярных и арктических условиях [2–4]. Исследования 
в основном охватывали лиц старше 30 лет, прибывших в се-
верные регионы из более комфортных климатических зон. 
При этом в доступной литературе практически отсутству-
ют сведения о состоянии липидного и углеводного обмена 
у молодых уроженцев Севера-Востока России из числа ев-
ропеоидов. Известно, что помимо холодового фактора, экс-
тремальными природно-климатическими условиями служат 
вариации светопериодики, которые вместе с температурным 
градиентом и определяют вклад сезонности (ритмичности) в 
изменения функционального состояния человека на Севере. 
Ритмический характер физиологических процессов – один из 
важнейших свойств живых систем, который находится под 
влиянием регулирующих механизмов целостного организ-
ма [5, 6]. Основой устойчивой адаптации организма служит 
поддержание стабильного и адекватного внешним условиям 
метаболизма [7]. Важный аспект изучения процессов липид-
ного и углеводного обмена у жителей Севера связан с тем, 
что активация энергетических трат при действии холодово-
го фактора происходит в значительной степени за счет ли-
пидных энергоносителей и активации их использования, а 
адаптивные перестройки в организме приводят к существен-
ным изменениям именно липидного обмена [8]. Отмечено, 
что сезонность в условиях Севера оказывает доминирующее 
влияние на важнейшие показатели периферической крови, 
причем в определенные сезоны года она становится столь 
мощным фактором, что он практически нивелирует зависи-
мость содержания липидов от возрастного аспекта [8].

Во многих работах аборигенное население Севера, сохра-
нившее черты традиционного образа жизни и считающееся 
наиболее адаптированным, рассматривают как природную 
модель или как некий эталон приспособления к местным гео-
климатическим условиям [9–13]. Очевидно, что в результате 
социального и научно-технического прогресса среда обитания 
аборигенов трансформируется столь быстро, что встает во-
прос о соизмеримости ее изменения с эволюционно обуслов-
ленными адаптивными возможностями человека [11, 14, 15]. 

В связи с этим целью данного исследования стало срав-
нительное изучение в определенные сезоны года основных 
характеристик липидного и углеводного обмена аборигенов 
и уроженцев Северо-Востока России в 1–2 поколении из чис-
ла европеоидов (укорененная популяция).

Материал и методы. В исследованиях приняли участие 
молодые жители Магаданской области в возрасте от 17 до 

21 года, представители двух этнических групп, которые на 
момент исследования были студентами Северо-Восточного 
государственного университета с сопоставимыми условиями 
образа жизни. 

Работу проводили с учетом сезонов года: в зимний и ве-
сенний периоды. Весной обследовали 66 европеоидов и 20 
аборигенов, зимой – 77 европеоидов и 21 аборигена. 

У всех обследованных с использованием портативно-
го биохимического экспресс-анализатора cardiochek pa 
(США) провели определение глюкозы (ммоль/л), общего 
холестерина (ОХС, ммоль/л), триглицеридов (ТГ, ммоль/л), 
холестерина липопротеидов высокой плотности (ЛПВП, 
ммоль/л) и холестерина липопротеидов низкой плотности 
(ЛПНП, ммоль/л) в капиллярной крови, взятой в утренние 
часы натощак из пальца спустя 10–12 ч после последнего 
приема пищи. Для оценки атерогенного потенциала липид-
ного профиля рассчитали следующие показатели: отношение 
общего холестерина к холестерину липопротеидов высокой 
плотности: ОХС/ЛПВП и показатель отношения холестерина 
липопротеидов низкой плотности к холестерину липопро-
теидов высокой плотности: ЛПНП/ЛПВП. Коэффициент ате-
рогенности (КА) рассчитывали по следующей формуле: КА 
= (ОХС–ЛПВП)/ЛПВП) [16]. О нарушениях липидного про-
филя крови мы судили, исходя из Российских рекомендаций 
iii пересмотра Комитета экспертов Всероссийского научного 
общества кардиологов 2007 г., составленных с учетом Евро-
пейских рекомендаций iii пересмотра 2003 г. [17] и на основе 
третьего доклада экспертов ncep [1]. За гиперхолестерине-
мию принимали уровень ОХС ≥ 5,18 ммоль/л, повышенный 
уровень ЛПНП ≥ 3,0 ммоль/л, сниженный уровень ЛПВП ≤ 
0,9 ммоль/л. К гипертриглицеридемии относили уровень ТГ 
≥ 1,77 ммоль/л. Гипергликемию натощак диагностировали 
при концентрации глюкозы (ГЛ) ≥ 5,6 ммоль/л согласно кри-
териям Международной диабетической федерации [18]. По-
требление кислорода определяли с помощь мeтаболографа 
medgraphics vo2000 (США). Оценку типа питания прово-
дили путем анализа суточных рационов с использованием 
программы «АСПОН-питание» (Санкт-Петербург).

Все обследования проводили в помещении с комфортной 
температурой, в первой половине дня. Исследование выпол-
нили в соответствии с принципами Хельсинской Деклара-
ции (2008). Протокол исследования был одобрен Этическим 
комитетом медико-биологических исследований при СВНЦ 
ДВО РАН (№ 004/013 от 10.12.2013). До включения в иссле-
дование у всех участников получено письменное информи-
рованное согласие.

Результаты статистически обрабатывали с применением 
пакета прикладных программ statistica 7.0. Проверяли на 
нормальность распределения измеренных переменных с по-
мощью теста Шапиро–Уилка. Результаты параметрических 
методов обработки представили в виде среднего значения 
(М) и ошибки средней арифметической (±m), значимость 
различий определяли с помощью t-критерия Стьюдента при 
критическом уровне р < 0,05 [19].

Результаты. В таблице представлены основные показа-
тели углеводного и липидного обменов у обследованных лиц 
в весенний и зимний периоды. Из приведенных данных вид-
но, что среди европеоидов ни по одному из изучаемых по-
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казателей сезонных колебаний отмечено не было. Тогда как в 
группе аборигенов сезонная динамика присутствовала. Так, 
в зимней серии исследования отмечали снижение ЛПНП на 
фоне повышения концентрации ЛПВП, что привело к стати-
стически значимому снижению расчетных индексов, харак-
теризующих степень атерогенности липидного профиля: КА, 
отношений ОХС/ЛПВП и ЛПНП/ЛПВП. Помимо значимых 
сезонных колебаний показателей липидного спектра, в груп-
пе аборигенов зимой выявили снижение уровня глюкозы в 
крови.

Несмотря на то что уровень ОХС и ТГ в обследованных 
группах остается практически без изменений в различные 
сезоны года, данные показатели в группе европеоидов стати-
стически значимо выше по сравнению с группой аборигенов. 
Весной между этническими группами значимых различий по 
ЛПВП отмечено не было. Более высокие показатели ЛПНП 
выявили у лиц из числа европеоидов как в весенний, так и 
зимний периоды года. Значимые отличия между изучаемыми 
группами наблюдали и по величине КА липидного спектра, 
хотя его показатели были ниже в группе аборигенов.

В процессе индивидуального анализа отклонений липид-
ного профиля от нормативных величин в группе аборигенов 
не зафиксировали дислипидемий ни по одному из изучае-
мых показателей в весенний и зимний периоды исследова-
ния. Тогда как в группе укорененных европеоидов отмеча-
ли единичные случаи, когда показатели липидного профиля 
отклонялись от нормативных и средних величин. Так, в ве-
сенний и зимний периоды у одного обследуемого отметили 
повышенные значения общего холестерина в крови (более  
5,18 ммоль/л). Гипертриглицеридемию выявили у четырех 
испытуемых в весенний и у трех – в зимний период года (зна-
чения превышали 1,77 ммоль/л). Высокое (более 3,0 ммоль/л) 
содержание ЛПНП весной зафиксировали у четырех обсле-
дуемых, а зимой – у двух юношей. Величины ЛПВП, выходя-
щие за нижнюю границу нормы (менее 0,9 ммоль/л), отмети-
ли у 5 лиц – как в весенний, так и зимний период.

Анализ величин концентрации глюкозы в крови не выя-
вил значимых сезонных различий между изучаемыми этни-
ческими группами. Однако у аборигенов в зимний период 
отмечали снижение концентрации глюкозы по отношению 
к весенней серии исследований. Индивидуальный анализ 
отклонения углеводного обмена показал, что во всей сово-
купной выборке встречались лица с повышенным уровнем 
глюкозы натощак, когда ее значения переходили за верхнюю 
границу принятой нормы (более 5,6 ммоль/л). При этом вы-
явлен весьма значительный процент гипергликемии в группе 
европеоидов (36%) и в группе аборигенов (52%), который на-
блюдали в весенний период обследования. К зиме наблюда-

ли снижение количества лиц с гипергликемией до 20–21% по 
обеим изучаемым этническим группам. 

Обсуждение. Уровень общего холестерина у юношей-
европеоидов был выше, чем в аналогичной группе юношей-
аборигенов как в весенний, так и зимний период обследования 
с отсутствием сезонных колебаний. Однако средние значения 
этого показателя у всех обследованных лиц в течение года на-
ходились на нижней границе нормальной вариации признака, 
что, по мнению ряда авторов, может выступать предпосылкой 
развития психосоматических нарушений [20–22]. 

Баланс уровня общего холестерина у аборигенов в зим-
ний период года обеспечивается на фоне снижения кон-
центрации ЛПНП и повышения ЛПВП, достигающей 51% 
в общем спектре, а также более низким уровнем ТГ (на 
20% ниже, чем у европеоидов в тот же временной период).  
Л.Е. Панин (1983) указывает, что относительное содержание 
липопротеинов высокой плотности в крови у аборигенного 
населения может увеличиваться до 60% [24]. А.Н. Климов 
и Н.Г. Никульчев (1999) [16] и другие [23] показали, что у 
здоровых людей практически все ЛПНП образуются в со-
судистом русле в результате преобразования липопротеидов 
очень низкой плотности (ЛПОНП), при этом крупные части-
цы ЛПОНП, содержащие эндогенные липиды и апо В-100, 
образуются в клетках печени и после поступления в кровя-
ное русло подвергаются превращениям, в результате кото-
рых возникают ЛПНП. Отметим, что у обследуемых нами 
лиц уровень ЛПВП выше 1,55 ммоль/л оказывается весьма 
благоприятным в плане снижения риска развития сердечно-
сосудистых заболеваний. Он выступает как атерогенный 
фактор и отмечен у 18–20% европеоидов в обоих изучаемых 
сезонах. В группе аборигенов в процессе проводимых нами 
исследований отмечали в зимний период года выраженное 
до 43% увеличение количества лиц с уровнем ЛПВП более  
1,5 ммоль/л, хотя весной их доля составляла только 20%.

Известно, что основная функция ЛПВП в жировом обме-
не – обеспечение обратного транспорта холестерина, с помо-
щью которого ОХС возвращается из периферических тканей 
в печень для дальнейшего катаболизма, и это рассматривают 
как один из важнейших антиатерогенных факторов [25]. Ис-
ходя из этого, мы можем говорить об активизации обратного 
транспорта у юношей-аборигенов в осенний период года, что 
совпадает с результатами исследований других авторов, ука-
зывавших на высокоэффективный обратный транспорт холе-
стерина у аборигенных жителей Севера [26]. 

Вместе с тем полученные нами у аборигенов величины 
уровня ТГ, которые вне зависимости от сезона года имели 
низкие значения, что не соответствовало результатам ис-
следований, проводимых другими авторами на Европейском 

Сезонная динамика основных показателей липидного профиля и уровня глюкозы в крови у юношей различных этнических групп Мага-
данской области

Изучаемые  
показатели

Европеоиды Значимость 
различий 
между се-
зонами, р

Аборигены Значимость 
различий 
между се-
зонами, р

Значимость различий 
в весенний период 

между этническими 
группами, р

Значимость разли-
чий в зимний период 
между этническими 

группами, р
весенний 
период

зимний 
период

весенний 
период

зимний 
период

ОХС, ммоль/л 3,57±0,09 3,38±0,08 0,10 3,14±0,13 2,93±0,11 0,23 < 0,001 < 0,001
ТГ, ммоль/л 0,82±0,05 0,79±0,05 0,76 0,68±0,04 0,64±0,05 0,80 < 0,05 < 0,05
ЛПВП, ммоль/л 1,29±0,04 1,30±0,04 0,91 1,27±0,08 1,50±0,06 0,05 0,82 < 0,001
ЛПНП, ммоль/л 1,73±0,09 1,59±0,07 0,23 1,49±0,08 1,14±0,04 < 0,01 < 0,05 < 0,001
КА, у. е. 1,94±0,12 1,89±0,18 0,81 1,56±0,16 1,04±0,12 < 0,01 < 0,05 < 0,001
ОХС/ЛПВП, у. е. 2,94±0,12 2,89±0,18 0,81 2,56±0,10 2,13±0,13 < 0,05 < 0,05 < 0,001
ЛПНП/ЛПВП, у. е. 1,48±0,10 1,42±0,12 0,75 1,20±0,11 0,88±0,07 < 0,01 < 0,05 < 0,001
Глюкоза, ммоль/л 5,43±0,06 5,39±0,05 0,55 5,51±0,08 5,26±0,08 < 0,05 0,42 0,17
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Севере [8, 26]. По всей видимости, это может быть связано с 
тем, что у обследованных нами лиц на фоне уменьшения со-
держания жиров в рационе питания идет активное использо-
вание триглицеридов в метаболических процессах организма, 
как основного энергетического субстрата. Действительно, 
проанализировав суточные рационы питания у обследуемых 
двух этнических групп, мы выявили, что соотношение бел-
ков, жиров и углеводов у европеоидов составило 17:20:63%, 
а в группе аборигенов – 16:13:71% со сниженным суточным 
калоражем до 1776,4 ккал/сут у европеоидов и 2345,0 ккал/сут 
у аборигенов. Согласно исследованиям [27], такой тип пита-
ния считается углеводным. Он весьма сильно отличается от 
белково-липидного полярного метаболического типа пита-
ния, ранее характерного для аборигенного населения Севера 
с традиционным жизненным укладом. В среднем, по расчетам 
Панина Л.Е. (1983) и других исследователей, для обеспечения 
нормальной жизнедеятельности на Севере оптимальная кало-
рийность суточного рациона должна находиться в пределах 
3527 ккал/сут с потреблением жира до 156,7 г [28]. 

Л.Е. Панин (1983) и А.Д. Слоним (1969) показали, что при 
энергообеспечении человека на Севере идет усиление ути-
лизации организмом липидов в части ТГ [24, 29]. В наших 
исследованиях у юношей-аборигенов, жителей Магаданской 
области, величины липопротеидов низкой плоскости в тече-
ние года имели статистически значимо более низкие показа-
тели относительно сверстников-европеоидов, у которых эти 
цифры были близки к нижней границе принятой нормы, что 
свидетельствует об активном использовании жира в энерге-
тическом обмене. Известно, что у аборигенов ЛПНП в боль-
шей степени служат транспортной формой эндогенного жира 
в организме [30]. Это в определенной степени способству-
ет выведению ЛПНП из крови и тем самым влияет на по-
казатели расчетных коэффициентов степени атерогенности. 
В работе Бойко Е.Р. установлено, что по мере увеличения 
длительности проживания популяции на Севере (в данном 
контексте говорится относительно популяции аборигенов) 
наблюдается тенденция к минимизации показателей липидов 
в крови, но цифры, указанные в работе, несколько выше ве-
личин, полученных в наших исследованиях [8].

Наши данные сезонных изменений показателей ли-
пидного спектра могут свидетельствовать о региональных 
эволюционно сложившихся особенностях компенсаторно-
приспособительных перестроек, определяющих метаболи-
ческий профиль у аборигенов и укорененных европеоидов, 
который обеспечивает поддержание механизма антиатеро-
генной защиты при оптимальном обратном транспорте хо-
лестерина. В целом основные характеристики липидного 
профиля свидетельствуют об активном использовании в ме-
таболизме жировых компонентов всеми обследованными эт-
ническими группами при большей выраженности процесса у 
аборигенов в зимний период.

Т.И. Кочан (2006) указывает, что при действительном 
переключении организма с «углеводного» типа обмена на 
«жировой» и при удовлетворении энергетических нужд за 
счет жиров отмечают повышение использования кислорода 
[31]. Ранее нами показано [32], что у молодых людей Мага-
данской области уровень потребления кислорода превышает 
должные величины, характерные для молодого человека в 
условиях Европейского Севера [33] на 25% и более. При этом 
мы отметили значимое повышение потребления кислорода в 
группе аборигенов в зимний период относительно весеннего 
(с 306,4±15,1 до 353,2±16,2 мл/л), что может быть следствием 
более выраженной активизации липидного обмена при адап-
тации к наступающим зимним холодам. Наличие сезонной 
биоритмики на Севере – адаптационное приспособление ор-
ганизма, сформировавшееся и закрепленное в процессе эво-
люции у разных народностей Севера. Аналогичная сезонная 

динамика показателей липидного профиля у аборигенных 
жителей Северных территорий отмечена и в работах других 
авторов [11]. При этом в зимний период наблюдали тенден-
цию смещения липидных фракций ближе к нижним грани-
цам нормы, что трактуют как формирование компенсаторно-
приспособительных механизмов обеспечения температурно-
го гомеостаза в процессе длительной адаптации организма к 
отрицательным среднегодовым температурам.

Известно, что интегральным показателем уровня угле-
водного обмена в организме служит концентрация глюкозы 
в крови, при этом выход за пределы нормогликемического 
диапазона (3,3–5,6 ммоль/л для данной возрастной группы) 
свидетельствует о нарушениях регуляторных механизмов, а 
также может указывать на перестройку энергетического об-
мена [18]. При обследовании юношей Магадана выявлено, 
что в весенний период уровень глюкозы находился на верх-
ней границе нормы референтного интервала с выявлением 
гипергликемии у 36% в группе европеоидов и 52% в выборке 
аборигенов. Зимой в группе аборигенов и укорененных евро-
пеоидов происходит небольшое, но статистически значимое 
снижение уровня глюкозы в крови.

Существует устоявшееся мнение относительно измене-
ний метаболизма у населения северных территорий путем 
переключения с «углеводного» типа на «жировой». Так,  
Л.Е. Панин (1978) и Е.Р. Бойко (2005) указывают, что у жи-
телей Севера в основе этих трансформаций лежит активи-
зация использования липидных энергоносителей, в целях 
компенсации которых происходит торможение гликолиза с 
повышением утилизации жиров. Отмечают склонность к 
развитию гипогликемических состояний на фоне повышен-
ных фракций липидного профиля [8, 30], чего в наших иссле-
дованиях не наблюдалось. Относительно данного вопроса 
можно согласиться с точкой зрения Т.И. Кочан (2007): автор 
рассматривает повышение концентрации глюкозы у северян 
в зимний период во взаимосвязи с торможением процесса 
гликолиза. Показано, что при интенсивном окислении ком-
понентов жирового обмена (в частности, свободных жирных 
кислот) происходит выработка ацетил-КоА, который в свою 
очередь блокирует гликолиз на уровне пирувата и разворачи-
вает в сторону анаэробного гликолиза (с увеличением обра-
зования лактата) и глюконеогенеза, в результате чего в крови 
возрастает содержание неиспользованной глюкозы (гипер-
гликемия) [34]. 

Полученные в наших работах низкие показатели липидно-
го спектра, такие как ОХЛ, ТГ, ЛПНП, на фоне повышенных 
показателей глюкозы в крови свидетельствуют, по-видимому, 
об использовании в метаболизме преимущественно жировых 
компонентов пищи. При этом столь низкие величины харак-
теристики липидного профиля, полученные в наших иссле-
дованиях, скорее всего связаны с алиментарной липидной 
недостаточностью [35]. Замедление скорости гликолиза и 
минимизацию использования углеводов в энергетическом 
обмене у коренных и пришлых жителей северных широт свя-
зывают со снижением активности ферментов, участвующих 
в метаболизме углеводов [36, 37], хотя «патологическое» 
проявление дефицита ферментов сахаразы может возникать 
у аборигенных северян при переходе от традиционного пита-
ния к «европейскому» типу [38].

Также имеются данные о генетически обусловленном 
снижении активности ферментов-дисахаридаз у коренного 
населения приполярных регионов, питание которых ориен-
тированных в первую очередь на потребление пищи живот-
ного происхождения [39]. Помимо этого, есть данные об ин-
гибировании углеводного обмена на фоне повышения основ-
ного обмена, что непосредственно приводит к увеличению 
концентрации глюкозы сыворотки крови [40].

Выявленная нами динамика уровня глюкозы в крови в 
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группе юношей-аборигенов согласуется с результатами дру-
гих авторов [8, 30], которые указывают на то, что для жителей 
Европейского Севера характерна сезонная обусловленность 
изменений углеводного обмена. Отмечают выраженную го-
довую динамику содержания глюкозы в крови у абориген-
ного населения Заполярья с наименьшими показателями 
в осенне-зимний период исследования у популяции Коми, 
что сопоставимо с нашими данными относительно годовых 
сдвигов концентрации глюкозы в крови. В работе Т.И. Кочан 
(2006) также имеются указания на наличие сезонной дина-
мики основных показателей углеводного обмена [34].

Заключение. Проведенные исследования показали, что 
средние значения всех изученных характеристик липидного 
профиля у обследуемых этнических групп близки к нижней 
границе нормальной вариации признака. Это, вероятно, связ-
но с субстратно-энергетической недостаточностью, в частно-
сти с липидным алиментарным дефицитом, наблюдаемым у 
обследуемых нами молодых жителей Севера при анализе их 
рационов питания, где доля жиров не превышала 65–70 г в 
сутки. 

В группе юношей-аборигенов отмечены сезонные пере-
стройки в исследуемых величинах метаболического профи-
ля, тогда как в группе европеоидов аналогичной тенденции 
не было. В группе аборигенов ЛПНП, а также все расчетные 
коэффициенты, отражающие степень атерогенности, имели 
значимое различие в течение года с максимумом в весенний и 
минимумом в зимний сезоны исследований. При этом ЛПВП 
имели более низкие концентрации весной, а повышались зи-
мой. Это, вероятно, можно рассматривать как одно из усло-
вий более эффективного механизма обратного транспорта 
холестерина у аборигенного населения. Значения триглице-
ридов и общего холестерина в этой группе юношей в течение 
всего года находились на нижней границе физиологической 
нормы. При изучении углеводного обмена у юношей двух эт-
нических групп выявили, что уровень глюкозы находился на 
верхней границе референтного интервала нормогликемии.

Сезонные колебания уровня глюкозы отмечали только 
среди обследованных аборигенов, при этом показатели стати-
стически значимо снижались в зимний период, что указыва-
ет на более активное включение углеводов в метаболический 
обмен в период наиболее низких температур. Это, вероятно, 
связано с торможением гликолиза. 

Наличие сезонной биоритмики на Севере – адекватное 
адаптационное приспособление организма, сформировав-
шееся и закрепленное в процессе эволюции у разных абори-
генных популяций. В то же время известно, что разрушение 
либо нивелирование сезонной ритмики показателей энерге-
тического метаболизма может вызываться изменениями в 
традиционном жизненном укладе, перестройками структуры 
питания, урбанистическими процессами. Оно рассматрива-
ется как проявление «антропоэкологического напряжения» 
[11]. В нашем случае в группе молодых аборигенов, несмо-
тря на прессинг современных социально-экономических 
факторов среды обитания, все еще сохраняется сезонная 
динамика обменных процессов, указывая на эффективность 
эволюционно закрепленных механизмов адаптации, сформи-
рованных в условиях Северо-Востока России. В группе об-
следуемых юношей-европеоидов из числа уроженцев Севера 
сезонной динамики ни по одному из изучаемых показателей 
отмечено не было. 
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Цель исследования: провести клинико-лабораторные параллели между уровнями витамина D при заболеваниях тонкой 
кишки у детей.. Обследованы 160 детей с заболеваниями тонкой кишки в возрасте 6 мес–18 лет. Пациенты были разде-
лены на 3 группы: 60 детей с целиакией (Ц) в возрасте 3–16 лет, 60 детей с хроническим постинфекционным энтероко-
литом (ХПЭ) в возрасте 2–12 лет, 40 детей с аллергическим энтероколитом (АЭ) в возрасте 6 мес–4 лет. Контрольную 
группу составил 31 ребенок, из них 15 детей в возрасте 6 мес–4 лет и 16 детей в возрасте 5–18 лет. В ходе проводимой 
работы использовали стандартные для каждой нозологии клинические, параклинические и инструментальные методы 
исследования. Для изучения статуса витамина D определяли уровни кальцидиола и паратгормона (ПТГ). При проведении 
клинико-лабораторных параллелей между уровнями витамина D при заболеваниях тонкой кишки у детей установлен вы-
сокий процент снижения витамина D (96,9%), причем при Ц и ХПЭ – в 100% случаях. Выявлена обратная связь между 
уровнями витамина D и ПТГ, а также активностью щелочной фосфатазы во всех группах больных, более заметная у 
больных Ц и ХПЭ. Низкие значения уровня витамина D установлены у всех детей с Ц и ХПЭ, тогда как при АЭ – в 87% 
случаев. Снижение уровня витамина D сопровождалось повышением содержания ПТГ и активности щелочной фосфа-
тазы, причем наиболее высокие цифры его отмечены у больных Ц, далее следовали ХПЭ и АЭ.
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The study was carried out to trace clinical laboratory parallels between levels of vitamin D under diseases of small intestine in 
children. The examined sampling included 160 children  aged from 6 months to 18 years with diseases of small intestine. The patients 
were separated to three groups: 60 children with celiac disease aged from 3-16 years; 60 children with chronic post-infectious 
enterocolitis aged from 2 to 12 years; 40 children with allergic enterocolitis aged from 6 months to 4 years. The control group 
consisted of 31 children, including 15 children aged from 6 months to 4 years and 16 children aged from 5 to 18 years. The standard 
clinical, para-clinical and instrumental techniques of investigation were applied to every nosology. To analyze status of vitamin В the 
levels of calcidiol and parathormone were determined. In the process of tracing clinical laboratory parallels between levels of vitamin 
D under diseases of small intestine in children high percentage of decreasing of vitamin D (96.9%) was detected, and at that in 100% 
under celiac disease and chronic post-infectious enterocolitis. The feedback was established between levels of vitamin D and levels 
of calcidiol and parathormone and also activity of alkaline phosphatase in all groups of patients though more evident in patients with 
celiac disease and chronic post-infectious enterocolitis. The low values of level of vitamin D were detected in all children with celiac 
disease and chronic post-infectious enterocolitis whereas only in 87% under allergic enterocolitis. The decreasing of level of vitamin 
D was accompanied by increasing of content of calcidiol and parathormone and activity of alkaline phosphatase at that the most high 
numbers are observed in patients with celiac disease and then chronic post-infectious enterocolitis and allergic enterocolitis.
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Нарушения функций тонкой кишки – одна из актуальных 
проблем педиатрии в Центрально-Азиатском регионе. Зна-
чимость данной проблемы определяется тем, что заболева-
ния кишечника являются хроническими, со склонностью к 
рецидивам и формированию тяжелых расстройств обмена 
веществ с развитием сложных нарушений функций всей си-
стемы пищеварения [1, 2].

Интерес к витамину d в мире очень высок. Исследования 
последних лет продемонстрировали большую распростра-
ненность его недостаточности у населения многих стран ми-
ра, в том числе в азиатских и африканских [1, 3, 4].

В связи с расширением понимания о значении витамина 
d в генезе многих заболеваний актуально изучение его влия-
ния на течение ряда заболеваний, сопровождающихся син-
дромами мальдигестии и мальабсорбции у детей, – целиа-
кии, хронического постинфекционного энтероколита, аллер-
гического энтероколита, особенно в Узбекистане, количество 
солнечных дней в котором превышает 320.

Цель исследования: провести клинико-лабораторные па-
раллели между уровнями витамина d при заболеваниях тон-
кой кишки у детей.

Материал и методы. Обследованы 160 детей с заболева-
ниями тонкой кишки, распределенные на 3 группы:

– 60 детей с целиакией (Ц) в возрасте 3–16 лет;
– 60 детей с хроническим постинфекционным энтероко-

литом (ХПЭ) в возрасте 2–12 лет;
– 40 детей с аллергическим энтероколитом (АЭ) в возрас-

те 6 мес–4 лет.
Контрольную группу составил 31 ребенок, из них 15 де-

тей в возрасте 6 мес–4 лет и 16 детей в возрасте 5–18 лет.
Диагноз Ц верифицировали на основании критериев es-

pghan.
Для установления диагноза АЭ были использованы 

клинико-анамнестические, параклинические (общий ана-
лиз крови, копрология, анализ кала на скрытую кровь, об-
щий белок крови) и иммунологические исследования (ige 
общий и специфический к пищевым антигенам методом 
ИФА, определение лимфокин-продуцирующей способности 
Т-лимфоцитов к аллергенам) [5].

Диагноз ХПЭ устанавливали на основании связи начала 
заболевания с перенесенной кишечной инфекцией. Паракли-
нические исследования включали анализ крови, определение 
общего белка крови, анализ кала, в том числе на микрофлору, 
по показаниям – контрастную рентгеноскопию кишечника. 
Для изучения состояния всасывания в тонкой кишке исполь-
зовали глюкозотолерантный тест (ГТТ).

Показатели физического развития оценивали в сравни-
тельном аспекте со стандартами роста и развития детей, ре-
комендованными ВОЗ (2006). У пациентов биохимическим 
методом определяли в сыворотке крови уровни общего и 
ионизированного кальция, фосфора и активность щелочной 
фосфатазы. Для изучения статуса витамина d в организ-
ме иммуноферментным методом (аппарат «elecsys2010») 
определяли уровни кальцидиола [25 (ОН)d3] и паратгормо-
на (ПТГ) сыворотки крови. Дефицитом витамина d считали 
снижение концентрации 25 (ОН)d3 в сыворотке крови менее 
20 нг/мл, достаточным уровнем витамина d – концентрацию 
более 30 нг/мл, недостатком – концентрацию в пределах 21–
29 нг/мл [6].

Результаты. Болезненность в проекции тощей кишки, 
околопупочной области и по ходу сигмовидной кишки на-
блюдали у 36,6% больных ХПЭ, у 56,4% больных Ц, у 70% 
больных АЭ. Непереваренный, зловонный, кашицеобразный 
стул отмечен у 35 % больных ХПЭ, АЭ у 51,2% больных. 
Вздутие живота отмечали у 55 больных Ц (91,6%, из них уме-
ренное – в 64,2% и выраженное – в 27,4% случаев) и у 81,7% 
больных ХПЭ. При АЭ вздутие живота отмечено в 67,5% 
случаях.

По результатам копрологии, чаще других у детей с Ц, 
ХПЭ и АЭ встречали гепатогенную и пакреатогенную стеа-
торею (85, 90 и 95% соответственно). Амилорею и креаторею 
в наших наблюдениях обнаруживали реже, чем стеаторею 
(40,6, 89,4, 89,6%). Клиническая картина АЭ характеризова-
лась ранним началом заболевания, в среднем в 11,4±0,6 мес, 
связанным с введением в питание белков коровьего молока 
(67,5%), а также частым неустойчивым стулом с прозрач-
ной слизью (95%), рвотой (45%), выраженным метеоризмом 
(67%).
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У детей с АЭ дефицит витамина d выявлен у 10 детей 
(25%), что более чем в 3 раза реже, чем у больных Ц. Недо-
статочное содержание витамина d выявлено у 27 (62%) де-
тей с АЭ. У 13% детей с АЭ отмечены нормальные значения 
витамина d. Средний уровень витамина d был достоверно 
снижен во всех группах детей, но более выражен у больных 
Ц. Средний уровень ПТГ повышен во всех группах и более 
выражен у детей с Ц и ХПЭ (табл. 2).

Обсуждение. Наши результаты по статусу витамина d, 
полученные у больных Ц, совпадают с результатами исследо-
ваний других авторов [7, 8], которые установили, что дефи-
цит витамина d и связанное с ним разрежение костной ткани 
достигают до 70% у больных Ц. Авторы обращают внимание 
на то, что нарушению всасывания витамина d способствует 
затруднение оттока желчи, обусловленное снижением актив-
ности панкреатической липазы. Следствие этого – возник-
новение дефектов формирования мицелл, способствующих 
нарушению всасывания витамина d. Предполагают, что если 
холецистокинин, ответственный за секрецию желчи и выде-
ление панкреатической липазы, функционирует некорректно, 
то поверхность для абсорбции витамина d нарушается [9].

Низкое усвоение витамина d у пациентов с мальабсорб-
цией (муковисцидоз и синдром короткой кишки) отмечают 
ряд авторов [10]. Так, например, у больных муковисцидозом 
установлена недостаточная абсорбция витамина d в связи с 
выраженной экзокринной недостаточностью поджелудоч-
ной железы [11]. Первичный механизм дефицита витамина 
d у пациентов с воспалительными заболеваниями кишеч-
ника связывают с низким количеством белка, в частности 
альбумина. Недавние данные экспериментальных исследо-
ваний на животных предполагают, что витамин d вовлечен 
в регулирование эпителиального заживления слизистой 
оболочки кишечника. Эти наблюдения могут, по крайней 
мере, частично объяснить ассоциации между дефицитом 
витамина d и развитием воспалительных заболеваний ки-
шечника [3].

Заключение. Низкие показатели уровня витамина d уста-
новлены у всех детей с целиакией и постинфекционным эн-
тероколитом, тогда как при аллергическом энтероколите – в 
87% случаев. Снижение уровня витамина d сопровождалось 
повышением уровня паратгормона и активности щелочной 
фосфатазы, причем наиболее высокие цифры его отмечены 
у больных целиакией, далее следовали хронический постин-
фекционный энтероколит и аллергический энтероколит.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Исследование было выполнено в рам-
ках прикладного гранта молодых ученых при Министерстве 
здравоохранения Республики Узбекистан «Статус витами-
на D при заболеваниях кишечника у детей, влияние сапле-
ментации витамина D на течение и прогноз заболеваний”. 
Шифр: АЁСС-4.

Показатели физического развития демонстрировали, что 
крайне низкий рост отмечен лишь в группе детей с Ц (36,6%). 
Отставание в росте в пределах -2СО…-3СО выявлено у 40% 
больных Ц и 35% больных ХПЭ. При АЭ показатели длины 
роста были в пределах нормы.

Белково-энергетическая недостаточность питания 
(БЭНП) тяжелой степени при Ц выявлена в 8,3% случаев, в 
то время как при ХПЭ и АЭ она отсутствовала. БЭНП сред-
нетяжелой степени отмечена примерно с одинаковой часто-
той при Ц и ХПЭ (30,7 и 36,6% соответственно) и в 12,5 % 
случаев при АЭ.

Таким образом, полученные нами данные при изучении 
клинической картины заболеваний тонкой кишки свидетель-
ствуют об их полиморфизме. Несмотря на идентичность кли-
нических проявлений Ц, ХПЭ и АЭ, выраженные клиниче-
ские признаки метаболических нарушений достоверно чаще 
отмечены при Ц, реже – при ХПЭ, а при АЭ – в незначитель-
ной степени. Данные ГТТ показали, что по сравнению с кон-
трольной группой уровень гликемии у детей с Ц и ХПЭ был 
соответственно в 3,3 и 2 раза ниже показателей контрольной 
группы (р < 0,001–0,01), а при АЭ – в 1,3 раза (р < 0,05) (см. 
рисунок).

Тенденция к уменьшению содержания общего и ионизи-
рованного кальция отмечена при всех формах заболеваний  
(р > 0,05). Уровень фосфора был снижен у всех больных, но досто-
верное снижение отмечено только у детей с Ц (1,1±0,07 моль/л  
против 1,48±0,05 моль/л; р < 0,05) (табл. 1).

Во всех группах пациентов активность щелочной фос-
фатазы была достоверно повышена по сравнению с кон-
трольной группой, особенно у больных Ц и ХПЭ (р < 0,001). 
Дефицит витамина d выявлен у 48 (80%) больных Ц, из 
них у каждого четвертого пациента (15) – ниже 10 нг/мл.  
В остальных случаях установлено недостаточное содержа-
ние витамина d (20%). При ХПЭ дефицит витамина d выяв-
лен у 34 больных (57%), что в 1,4 раза реже, чем у больных 
Ц. Недостаточное содержание витамина d констатировано 
у 26 (43%) больных, что более чем в 2 раза чаще по сравне-
нию с больными Ц.

Т а б л и ц а  1
Показатели минерального обмена у детей с заболеваниями тонко-
го кишечника 

Группы Уровень 
кальция, 
моль/л

Уровень 
ионизирован-
ного кальция, 

ммоль/л

Активность 
щелочной 

фосфатазы, 
ЕД/л

Уровень 
фосфора, 

моль/л

Ц 2,0±0,04 0,98±0,1 195,8±2,2** 1,1±0,07*
ХПЭ 2,3±0,06 1,03±0,1 175,3±2,4** 1,4±0,05
АЭ 2,2±0,02 1,05±0,1 102,2±2,5* 1,4±0,06
Контроль 2,35±0,08 1,2±0,2 95,5±1,4 1,48±0,05

П р и м е ч а н и е :  * – достоверность данных к контрольной 
группе (* – р < 0,05; ** – р < 0,01).

Т а б л и ц а  2
Показатели уровней ПТГ и витамина D у обследованных детей 

Группы Уровень ПТГ, пг/мл Уровень витамина d3, нг/мг

Ц 29,3±1,9*** 14,8±1,04***
ХПЭ 27,2±1,4*** 18,6±2,1*
АЭ 15,6±1,3** 22,8±1,8*
Контроль 9,1±0,5 45,1±8,04

П р и м е ч а н и е :  * – достоверность данных к контрольной 
группе (* – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – р < 0,001).

Сравнительный анализ общего белка и уровня гликемии у де-
тей с заболеваниями тонкого кишечника (в моль/л).
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В статье представлены результаты обследования 110 пациентов (57 мужчин, 53 женщины, в возрасте от 2 до 58 лет) 
с микроцитарными гипохромными анемиями. Использованный набор лабораторных маркеров, включающий гематоло-
гические параметры (MCV, индекс Менцера), биохимические (сывороточное железо, ферритин), данные электрофореза 
(Hb A2, Hb F) и молекулярно-генетического анализа (мутации бета-глобинового гена) позволили выявить и доказать 
носительство талассемии у 70 из 110 пациентов с микроцитарными анемиями. Предложенный набор маркеров можно 
использовать в скрининговых программах и для дифференциальной диагностики носителей бета-талассемии и пациен-
тов с железодефицитной анемией (ЖДА).
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The article presents the results of examination of 110 patients (57 males and 53 females aged from 2 to 58 years) with microcytic 
hypochromic anemia. The kit of laboratory markers comprised hematological parameters (MCV, Metzer Index), biochemical (se-
rum iron, ferritin), electrophoresis data (Hb, A2, Hb F) and molecular genetic analysis data (mutations of beta-globin gene).  The 
application of this kit permitted to detected and to prove carriage of thalassemia шт 70 out of 110 patients with microcytic anemia. 
The proposed markers' kit can be applied in screening programs and in differential diagnostic of agents of beta-thalassemia and 
patients with iron-deficiency anemia.
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Бета-талассемия – широко распространенное наслед-
ственное нарушение синтеза гемоглобина [1, 2]. По дан-
ным ВОЗ, около 1,5% населения Земли – носители бета-
глобинового гена, ежегодно рождается не менее 40 000 детей 
с синдромом талассемии [3]. Талассемия широко распро-
странена в районе так называемого малярийного пояса: в 
бассейне Средиземного моря, Ближнем Востоке, Закавказье, 
странах Юго-Восточной и Средней Азии [4, 5]. Активные 
миграционные процессы привели к распространению носи-
тельства бета-глобинового гена по всему миру, в том числе и 
в России, преимущественно за счет усиления миграционных 
потоков из Азербайджана, Грузии, Узбекистана и Таджики-
стана, где талассемия встречается наиболее часто [6, 7]. 

Гомозиготная форма бета-талассемии остается тяжелым 
заболеванием. Лечение талассемии и осложнений, связанных 
с заболеванием и его терапией, требует ресурсного обеспече-
ния – как медицинского, так и финансового. Определенные 
трудности испытывают клиницисты при диагностике малых 
форм, сопровождающихся умеренной микроцитарной гипо-
хромной анемией. Выявление пациентов с малыми формами 
бета-талассемии – важная задача, с точки зрения профилак-
тики рождения детей, гомозиготных по аномальным глоби-
новым генам. Данная проблема во многих странах решается 
с помощью различных скрининговых программ, основанных 
на лабораторном обследовании пациентов групп риска с це-
лью обнаружения носителей бета-глобинового гена [8, 9].

В России этой проблеме до настоящего времени не уделя-
ли должного внимания, что создает трудности в дифферен-
циальной диагностике микроцитарных гипохромных анемий 
и в ряде случаев ведет к неверной тактике терапии пациентов 
с малыми формами талассемий.

Цель работы – разработка лабораторных критериев для 
выявления носителей талассемии в группе пациентов с ми-
кроцитарными анемиями.

Материал и методы. В исследование были включены 
110 пациентов различных возрастных групп (57 мужчин, 53 
женщины, в возрасте от 2 до 58 лет, 16,4±1,2, медиана 12,5 
лет), направленных на обследование и лечение в Детский 
консультативно-диагностический центр и Российский НИИ 
гематологии и трансфузиологии в Санкт-Петербурге с пред-
варительным диагнозом «микроцитарная (mcv < 80 фл) ги-
похромная (mcН < 27 пг) анемия с hb > 90 г/л».

Все пациенты постоянно проживали в Санкт-Петербурге, 
имели различный национальный состав: 40% составили паци-
енты из азербайджанских семей; 33,8% – из русских семей, 
которые (с их слов) не имели ни кавказских, ни средиземно-
морских корней; 11,3% – болгары, киприоты; 8,7% – дагестан-
цы; 6,2% – пациенты из смешанных семей (один из родителей 
русский, другой – выходец с Кавказа или Средиземноморья).

Использовали следующие параметры: 1) эритроцитарные 
(sysmex XT-4000i, Япония) и индекс Менцера (rbc/hb); 2) 
сывороточное железо и ферритин (cobas 6000, roche, Швей-
цария); 3) фракции гемоглобина (изоэлектрофокусирование 
(ИЭФ) на агарозе, система для электрофореза sas1 и sas2 
helenabiosciences, Великобритания). Использовали «отрез-
ные» значения (cutoff), рекомендованные производителем: 
hb А2 > 3,7%, hbf > 2%; 4) мутации бета-глобинового ге-
на (метод обратной гибридизации продуктов мультиплекс-
ПЦР с олигонуклеотидными зондами, фиксированными на 
стрипах, тест-система β-globin stripassay Kit, viennalab 
diagnostics, Австрия). 

Материалом для исследования служила венозная кровь. 
Для гематологического исследования, электрофореза и 
молекулярно-генетического анализа кровь собирали в про-
бирки с К3ЭДТА в качестве антикоагулянта, для получения 
сыворотки – в пробирки с активатором свертывания (vacu-
ette, greinerbio-one, Австрия).

Статистическую обработку результатов проводили с ис-
пользованием программы statistica for windows, 6.0. Разли-
чия считали значимыми при р ≤ 0,05. Аналитические харак-
теристики тестов проанализировали с использованием roc-
анализа (программа medcalc software, belgium).

Результаты. По результатам электрофореза, показателей 
обмена железа и индекса Менцера (табл. 1, 2 и 3) пациенты 
были разделены на две группы. В основную группу вошли 70 
пациентов (37 мужчин, 33 женщины, возраст от 2 до 58 лет, 
14,5±1,5, медиана 9 лет) с малой формой бета-талассемии. 
Группу сравнения образовали 40 пациентов с ЖДА (17 муж-
чин, 23 женщины, возраст от 2 до 54 лет, 16,3±2,15, медиана 
13,5 лет).

Как следует из представленных в табл. 1 данных, в основ-
ной группе количество эритроцитов было достоверно выше, 
чем в группе сравнения (р < 0,05), тогда как значения пара-
метров mcv и mch были ниже (р < 0,05). Различия по по-
казателям mchc и rdw были недостоверными (р > 0,05). 
Сравнение аналитических характеристик основных эритро-
цитарных параметров и индекса Менцера (М) для диффе-
ренциальной диагностики малой формы бета-талассемий и 
ЖДА показало, что наибольшей чувствительностью обла-
дает параметр mcv, а специфичностью – индекс Менцера. 
Значение lr(+) – способность положительных результатов 
этих тестов распознавать наличие заболевания – расценива-
лась как «отличная» для индекса Менцера = 34. Величина 
отношения правдоподобия lr(-) позволила расположить ис-
следуемые тесты по способности отрицательного результата 
распознавать отсутствие заболевания и расценивалась как 
отличная для mcv = 0,03 (табл. 2).

Поскольку в обследованных нами группах присутство-
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ных исследований; 3) выпуск национальных руководств по 
лечению талассемии; 4) создание обучающих программ для 
медицинских работников, больных, их родителей и сообще-
ства в целом [11].

В рамках данных программ на лабораторию было воз-
ложено выполнение комплекса методов различной слож-
ности, которые включали гематологические, биохимиче-
ские, молекулярно-генетические. Существенных различий в 
структуре программ не наблюдали, отдельные детали были 
обусловлены популяционным и этническим составом опреде-
ленного региона и частотой носительства бета-глобинового 
гена. Не последнюю роль играли и финансовые возможности 
системы здравоохранения [10, 11].

В регионах с высокой распространенностью талассе-
мии в скрининговых программах на 1-м этапе предпочте-
ние отдавали доступным лабораторным методам и расчету 
эритроцитарных индексов [12–14]. Недавние публикации 
показали, что интерес к ним не ослабевает, их продолжа-
ют использовать, однако ведут и поиск новых индексов и 
их сочетаний [15–17]. В регионах с низкой распростра-
ненностью бета-глобинового гена скрининг начинают, 

как правило, с выявления группы предполагаемых 
носителей путем сбора семейного анамнеза и оценки 
клинической картины, хотя далеко не всегда малые 
формы талассемии имеют выраженные клинические 
проявления [8, 18]. 

Для подтверждения талассемии у пациентов групп 
риска используют различные методы разделения фрак-
ций гемоглобина: электрофорез на носителях (ацетат-
целлюлозе, агарозе), изоэлектрофокусирование (ИЭФ), 
капиллярный электрофорез (КЭ), высокоэффективную 
жидкостную хроматографию (ВЭЖХ) [19–21]. Разра-
ботка полностью автоматизированных систем на основе 
ИЭФ, КЭ и ВЭЖХ позволила шире использовать их в 

вали пациенты с дефицитом железа, определяли концентра-
цию сывороточного железа и ферритина (табл. 3). Концен-
трация сывороточного железа оказалась достоверно ниже 
у пациентов с ЖДА (7,9±3,7 мкмоль/л, р < 0,01) и остава-
лась в пределах референтных значений у пациентов с ма-
лой бета-талассемией (17,9±5,7 мкмоль/л). В то же время у 
11,5% пациентов основной группы данный показатель так-
же оказался снижен. Концентрация ферритина в сыворотке 
крови у лиц группы сравнения была также достоверно ни-
же (7,1±0,6 нг/мл, р < 0,01), что свидетельствовало в пользу 
ЖДА, в то время как у пациентов основной группы она на-
ходилась в пределах нормы (42,2±23 нг/мл), и лишь у 2,7% 
была снижена.

У пациентов основной группы диагноз «талассемия» под-
тверждали с помощью ИЭФ (hb А2 > 3,7% и/или hb f > 2%): 
содержание hb А2 колебалось от 4 до 7,9%, медиана – 5,1%; 
hb f – от 7 до 12%, медиана – 9,9%). В группе сравнения при 
разделении фракций гемоглобина получены следующие дан-
ные: содержание hb А колебалось в пределах от 97 до 98%, 
hb А2 – от 1,7 до 3,5% (медиана 2,4%).

Для подтверждения носительства бета-талассемии прове-
ден молекулярно-генетический анализ (табл. 4).

Как следует из табл. 4, на долю двух мутаций (codon 8 
(-aa) и ivs 1.110 (g > a)) приходится 62%, остальные 8 му-
таций обнаружены у 37% больных. У 1 пациента с использо-
ванием данной тест-системы мутация не была выявлена.

Обсуждение. В последние годы носительство бета-
талассемии в России существенно возросло и грозит 
превратиться в серьезную проблему для здравоохранения 
вследствие интенсификации миграционных потоков, 
увеличения доли носителей и рождения гомозиготного 
потомства [10].

В свое время признание важности данной проблемы в 
США и Европе повысило обеспокоенность органов здраво-
охранения, которые в кооперации с ВОЗ предприняли ряд 
важных шагов в реализации следующих направлений: 1) 
сбор и анализ эпидемиологической информации; 2) разра-
ботка стандартов и руководств для проведения лаборатор-

Т а б л и ц а  1
Эритроцитарные параметры у пациентов основной и группы 
сравнения

Параметры Основная группа 
(n = 70)

Группа сравнения 
(n = 40)

р

hb, г/л 110±12 106±9 > 0,05

rbc, ×1012/л 5,7±0,6 4,7±0,5 < 0,05
mcv, фл 58,9±5,6 70,8±4,7 < 0,05
mch, пг 19,4±1,9 22,9±2,4 < 0,05
mchc, г/л 329±11 324±26 > 0,05
rdw, % 17,3±2,1 16,8±2,2 > 0,05

Т а б л и ц а  2
Аналитические характеристики основных эритроцитарных параметров 
и индекса Менцера для разделения пациентов на группы

Индексы Площадь 
под 

кривой 
(auc)

От-
резные 

значения 
(сutoff)

Чувстви-
тель-
ность, 

%

Специ-
фичность, 

%

Отношение 
правдоподо-

бий (lr)

р

+lr -lr

mcv, фл 0,935 65,0 97,5 82,5 5,57 0,03 < 0,01
mch, пг 0,882 20,1 90 77,5 4 0,13 < 0,01
Индекс m 0,951 11,4 85 97,5 34 0,15 < 0,01

Т а б л и ц а  3
Концентрация сывороточного железа и ферритина у пациентов 
основной и группы сравнения

Параметры Основная группа 
(n = 70)

Группа сравнения 
(n = 40)

р

Железо, мкмоль/л 17,8±5,2 7,4±3,6 < 0,05
Ферритин, нг/мл 40,2±23,6 6,4±4,1 < 0,05

Т а б л и ц а  4
Мутации, выявленные в образцах ДНК, выделенных из крови 
пациентов основной группы

Мутация Тип талассемии Частота, %

Сodon 8 (-aa) β0 36
ivs 1.110 (g > a) β+ 26
Сodon 5 (-cT) β0 7
ivs 2.1 (g > a) β0 6
ivs 2.745 (c > g) β+ 5
ivs 1.5 (g > c) β+ 5
ivs 1.6 (T > c) β+ 6
ivs 1.1 (g > a) β0 4
Сodon 8/9 β0 3
-101 (c > T) β+ 1
Мутация не выявлена – 1
В с е г о . . . 100
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лабораториях, заменив менее информативный электрофорез 
на ацетатцеллюлозной мембране в качестве скринингово-
го метода первого ряда [19]. С их помощью удается прово-
дить количественную оценку вариантов гемоглобина, в том 
числе и фракции А2 для β-талассемии. Выбор методологии 
и оборудования диктуется объемом рабочей нагрузки, типом 
исследуемого материала (жидкая кровь или «сухая капля»), 
чувствительностью и специфичностью метода, стоимостью 
аппаратуры и наличием квалифицированных кадров [8, 10, 
12]. Во многих руководствах с целью минимизирования оши-
бок рекомендуют использовать не менее двух технологий, 
основанных на разных аналитических принципах. В частно-
сти, для более надежного определения фракции А2 в методи-
ческих указаниях Британского комитета по стандартизации 
в гематологии (bcsh) рекомендуют сочетать ИЭФ и ВЭЖХ 
[8]. Совершенствование систем разделения гемоглобина на 
основе КЭ способствовала росту его популярности в каче-
стве основного метода в первую очередь в европейских стра-
нах (Франция) и позволило уточнить референсные значения 
[22, 23].

В США и ряде европейских стран (Великобритания, 
Германия) для идентификации вариантов гемоглобина в по-
следние годы широко используют метод масс-спектрометрии 
[24]. Несмотря на высокую разрешающую способность, ме-
тод не позволяет выявлять весь спектр значимых вариантов 
гемоглобина (в том числе и достаточно распространенных – 
hbd и c). В связи с этим он не способен полностью заменить 
электрофорез и ВЭЖХ [25].

Решающим аргументом для подтверждения носительства 
талассемии остается выявление талассемических мутаций 
[26]. К настоящему времени известно не менее 200 мутаций 
данного гена, и этот список постоянно пополняется [27].

Возможности направленного поиска мутаций способ-
ствует наличие данных о распространенности тех или иных 
молекулярных дефектов бета-глобинового гена в определен-
ных регионах. В странах с высоким распространением талас-
семии спектр мутаций в целом изучен. Для некоторых стран 
(Азербайджан, Таджикистан и Китай) характерен достаточно 
широкий набор талассемических мутаций [28, 29]. В других 
странах (Кипр, Греция, Италия) у подавляющего большин-
ства населения встречается 2–3 мутации [30].

В тех странах, где распространение талассемии связано 
в первую очередь с миграционными процессами (Россия, 
страны Восточной и Западной Европы), поиск наиболее ча-
сто встречающихся талассемических мутаций продолжается 
[6, 31].

В связи с увеличением доли носителей бета-талассемии в 
России и недостаточным знакомством практикующих врачей 
с данной проблемой, появилась потребность в разработке 
новых лабораторных подходов к выявлению пациентов с 
данной патологией. 

Полученные нами данные (см. табл. 1–4) позволили 
предложить набор лабораторных маркеров, пригодных для 
использования, в том числе и в скрининговых программах, 
и разработать диагностический алгоритм, включающий 
несколько этапов.

Первый этап – выявление носителей бета-талассемии 
в группе пациентов с микроцитарной анемией на основе 
эритроцитарного параметра mcv, индекса Менцера (М) и 
показателей обмена железа. Использование mcv (<65 фл) 
в сочетании с индексом М (<11,5) позволило выявить из 
70 пациентов 66 (94,3%), у которых диагноз “малая форма 
бета-талассемии” был подтвержден на последующих эта-
пах. У оставшихся 4 пациентов из этой группы (5,7%) на 
фоне микроцитоза mcv < 80 фл и индекса М > 11,5 кон-
центрация железа и ферритина в сыворотке находились в 
пределах референтных значений, что не позволило исклю-

чить их из группы риска лиц с подозрением на носитель-
ство талассемии. 

У 11,5% больных с подтвержденной талассемией на-
блюдали снижение концентрации сывороточного железа и 
ферритина. Это указывает на возможность сочетания гемо-
глобинопатии и ЖДА, особенно у детей младшей возрастной 
группы. При этом необходимо учитывать, что в случаях тя-
желой железодефицитной анемии у пациентов с талассемией 
уровень hb a2 может быть снижен (снижение иногда дости-
гает 0,5%) [32].

Второй этап – подтверждение диагноза “талассемия” у 
выявленных на первом этапе пациентов с использованием 
ИЭФ. Его результаты позволили подтвердить наличие бета-
талассемии у 68 (97,1%) из 70 человек, у которых она вы-
явлена ранее. 

Третий этап – выявление мутации бета-глобинового гена 
для окончательного подтверждения носительства талассемии.

Ввиду недостаточной изученности спектра талассеми-
ческих мутаций в различных регионах России мы остано-
вили выбор на тест-системе, которая позволяет одновре-
менно охватить 22 мутации бета-глобинового гена, харак-
терных для региона Средиземноморья (med): – 101 (c>T); 
– 87 (c > g); – 30 (T > a); codon 5 (-cT); codon 6 (g > a) 
hbc; codon 6 (a > T) hbs; codon 6 (-a); codon 8 (-aa); 
codon 8/9 (+g); codon 15 (Tgg > Tga); codon 27 (g > T); 
ivs1-1 (g > a); ivs1–5 (g > c); ivs1–6 (T > c); ivs1–110 
(g > a); ivs1-116 (T > g); ivs1-130 (g > c); codon 39 (c 
> T); codon 44 (-c); ivs2–1 (g > a); ivs2–745 (c > g); 
ivs2–848 (c > a). 

Наличие мутации бета-глобинового гена в основной 
группе было выявлено у 69 (98,6%) пациентов из 70. Все-
го обнаружено 10 вариантов талассемических мутаций. 
Среди них: codon 8 (-aa) – 38% (занимает 1-е место по 
частоте в Азербайджане) и ivs 1.110 (g > a) – 27% (наи-
более частая мутация у народов Средиземноморья) [28, 
29]. Остальные мутации: Сodon 5 (-cT), ivs 2.1 (g > a), 
ivs 2.745 (c > g), ivs 1.5 (g > c), ivs 1.6 (T > c), ivs 
1.1 (g > a), codon 8/9 и -101 (c > T) – обнаружены у 37% 
пациентов.

Заключение. Таким образом, использованный нами ком-
плексный подход, включающий учет гематологических, био-
химических лабораторных маркеров, результаты электрофо-
реза и молекулярно-генетического анализа, позволил устано-
вить носительство бета-талассемии у 70 пациентов в группе 
микроцитарных анемий.
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Введение. Скрининг маркеров инфекций у доноров – 
важнейший элемент инфекционной безопасности в службе 
крови [1]. Наряду с серологическими маркерами в мире все 
активнее внедряют скрининг нуклеиновых кислот вирусов 
(технологии амплификации нуклеиновых кислот, nucleic 
acid amplification technology, naT), позволяющий сократить 
период «окна» (w.K. roth и соавт., 2012). В Казахстане по-
вышение качества работы службы крови – государственная 
задача [2–5].

С 2012 г. внедрен обязательный двухэтапный скрининг 
донорской крови на гемотрансмиссивные инфекции. Разре-
шается проводить пулирование образцов донорской крови 
для исследования методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Центры крови оснащают закрытыми автоматизиро-

ванными лабораторными системами cobas s-201 для ПЦР-
тестирования (roche). С 2012 г. в государственном монито-
ринге добавлены данные о выполнении ПЦР-исследования 
доноров крови. Алгоритм обследования доноров основан на 
двухэтапном последовательном скрининге: 1) исследование 
на наличие серологических маркеров гемотрансфузионных 
инфекций; 2) все образцы, имеющие отрицательный резуль-
тат на серологические маркеры, тестируют в ПЦР (табл. 1).

Цель исследования – оценить эффективность naT-
скрининга инфекций у доноров крови Казахстана.

Материал и методы. Изучили статистические показа-
тели обследования доноров крови в Республике Казахстан 
(РК) в 2012–2015 гг. Данные обработаны с использованием 
дескриптивных статистик при уровне значимости p < 0,01.

Результаты. В 2015 г. обследовано на 2,3% доноров боль-
ше, чем в 2012 г. Количество отводов из-за положительного 
результата скрининга серологических маркеров сократилось 
на 15,2%, а доля таких доноров – на 17,3% (p < 0,01; отно-
шение шансов (ОШ) = 0,83; доверительный интервал (ДИ) 
95% – от 0,72 до 0,95; χ2 = 6,85), что связано как с работой 
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по рекрутированию здоровых доноров, так и с повышением 
специфичности серологической диагностики. В 2014 г. уда-
лось достичь 100% naT-скрининга донаций, в 2015 г. из-за 
единичного отказа оборудования в Актау 304 образца донор-
ской крови (0,1%) не прошли naT-тестирование.

Большую и возрастающую часть naT-скрининга проводят 
на автоматизированных системах (табл. 2). В 2015 г. доля та-
ких исследований увеличилась на 24% по сравнению с 2012 г. 
(p < 0,01; ОШ = 4,43; ДИ 95% – от 1,82 до 10,08; χ2 = 12,05). 

Согласно действующим правилам контроля качества и 
безопасности донорской крови и ее компонентов, разрешает-
ся проведения ПЦР-скрининга с применением пулирования 
по 6 образцов проб крови доноров в один пул [6]. В связи с 
этим количество выполненных ПЦР-исследований меньше, 
чем обследованных лиц (табл. 3). Благодаря расширению 
автоматизации затраты реагентов с учетом контрольных по-
становок, перестановок по причинам положительных и не-
валидных пулов сократились в 2012–2015 гг. с 0,52 до 0,32 
теста на 1 донора.

В 2015 г. количество отводов из-за положительного ре-
зультата naT-скрининга увеличилось на 65,5%, а доля таких 
доноров – на 66,7% (p < 0,01; ОШ = 1,68, ДИ 95% – от 1,21 до 
2,32; χ2 = 9,94) (табл. 4).

Все эти доноры имели отрицательный результат в сероло-
гическом тестировании. 

В 2012–2013 гг. на территории РК зарегистрирована 

первая версия мультиплексного теста (Taq screen mpX v 
1.0), которая при положительном результате не указывает 
конкретно вирус. Для дифференцировки возбудителя тре-
бовалось проведение дискриминаторного тестирования.  
В региональных центрах крови не было оборудования для 
проведения дополнительного тестирования. Компоненты 
крови, заготовленные от ПЦР МРХ-положительных доно-
ров, браковали. 

В 2014 г. начался переход центров крови на работу со 2-й 
версией мультиплексного теста (Taqscreen mpX v 2.0), с по-
мощью которой исследовано 248 образцов, положительных 
в мультиплексном тесте. В 2015 г. обследованы все 306 об-
разцов, без неопределенных результатов дискриминантного 
теста. 

Для оценки эффективности naT-тестирования донор-
ской крови определяют показатель naT yield («продуктив-
ность»). По данным всемирного исследования, количество 
серологически отрицательных naT-положительных образ-
цов на 1 млн доноров составляет: для ВИЧ – 1,93; для ВГВ 
– 8,50; для ВГС – 1,86 [7]. Этот показатель весьма вариабе-
лен и, например, в некоторых больницах Индии достигает 
1,5% [8].

Продуктивность naT в Казахстане (табл. 5) существенно 
превышает среднемировые значения.

Заключение. Внедрение naT-скрининга донорской крови 
позволило предотвратить переливание инфицированной кро-
ви: ВИЧ – 1 случай на 16 568 – 150 660 донаций; ВГВ – 1 

Т а б л и ц а  1
Охват доноров двухэтапным скринингом в Республике Казахстан

Показатель 2012 г. 2013 г. 2014 г. 2015 г.

Обследовано 
доноров на 1-м 
этапе (ИХЛА/ИФА-
скрининг)

302 163 303 561 312 510 309 181

Выявлено инфек-
ций по результатам 
1-го этапа, n (%)

12558 
(4,16)

11264 
(3,71)

11191 
(3,58)

10652 
(3,44)

Количество доноров, 
подлежащих тести-
рованию на втором 
этапе методом ПЦР

289 605 292 297 301 319 298 529

Количество доно-
ров, протестирован-
ных методом ПЦР

233 499 284 799 301 319 298 225

Доля доноров, 
обследованных 
методом ПЦР, %

80,6 97,4 100 99,9

Т а б л и ц а  2
Использование автоматизации в naT-скрининге доноров крови 
в РК

Показатель 2012 г. 2013 г. 2014 г. 2015 г.

Доля скрининга образцов до-
норской крови методом ПЦР 
на автоматических системах 
закрытого типа, %

75 86 88 93

Доля скрининга образцов до-
норской крови методом ПЦР 
на автоматических системах 
открытого типа, %

7 1 0 0

Доля скрининга образцов до-
норской крови методом ПЦР с 
ручной пробоподготовкой, %

19 13 12 7

Т а б л и ц а  3
Количество и результаты ПЦР-исследований и затраты на 
реагенты

Показатель 2012 г. 2013 г. 2014 г. 2015 г.

Количество доно-
ров, подлежащих 
тестированию 
на втором этапе 
методом ПЦР

289 605 292 297 301 319 298 225

Всего проведено 
исследований

149 235 92 645 95 577 96 100

Выявлено инфек-
ций по резуль-
татам второго 
этапа, n (%)

185 (0,06) 201 (0,07) 267 (0,09) 306 (0,10)

Т а б л и ц а  4
Результаты дискриминаторного теста

Вирус 2014 г. 2015 г.

абс. % абс. %

ВИЧ 2 0,8 18 5,9
ВГВ 182 73,4 204 66,7
ВГС 60 24,2 84 27,4
Не определен 4 1,6 0 0

Т а б л и ц а  5
Количество донаций, среди которых naT предотвратил 1 слу-
чай переливания инфицированной крови

Вирус 2014 г. 2015 г.

ВИЧ 150 660 16 568
ВГВ 1 656 1 462
ВГВ 5 022 3 550
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случай на 1462 – 1656 донаций; ВГС – 1 случай на 3550 – 
5022 донаций.
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Столяр М.А.1, 3, Ивашин Д.С.2, Ольховский И.А.1, 2

К ВОПРОСУ ВЫБОРА АНТИКОАГУЛЯНТОВ ПРИ АДФ-ИНДУЦИРОВАННОМ 
ИМПЕДАНСНОМ ТЕСТЕ АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ  
С ХРОНИЧЕСКИМИ МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНЫМИ ОПУХОЛЯМИ

1Красноярский филиал ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава России, 660036, Красноярск; 
2ФГБУН «Красноярский научный Центр Сибирского отделения РАН», 660036, Красноярск; 
3ФГАОУ вО «Сибирский федеральный университет», 660041, Красноярск, Россия

Проведена оценка влияния антикоагулянтов, используемых при взятии венозной крови, на агрегацию тромбоцитов и эф-
фект ацетилсалициловой кислоты (АСК) in vitro у 111 пациентов с подозрением на хронические миелопролиферативные 
опухоли и 16 здоровых добровольцев. Использовали вакутейнеры (Becton Dickinson) с цитратом 3,2%, с гепарином (Becton 
Dickinson) и системы S-Monovette (Sarstedt AG & Co) с рекомбинантным гирудином. Исследование агрегации проводили 
методом импеданса в цельной крови до и после предварительной инкубации проб крови с АСК в концентрации 0,1 мМ, 
индукцию осуществляли АДФ в конечной концентрации 5 мкМ. Показано, что АДФ-индуцированная амплитуда агре-
гации при использовании гепарина и гирудина значительно выше по сравнению с ее уровнем в пробах цитратной крови. 
При этом АСК парадоксально увеличивает амплитуду агрегации в пробах с гепарином, но не в пробах с цитратом или 
гирудином. Использование гирудина позволяет оценивать влияние АСК как на агрегационную, так и на дезагрегационную 
составляющую тромбоцитарных функций при эритро- и тромбоцитозах и может быть рекомендовано как предпочти-
тельное при тестировании индивидуальной чувствительности пациентов к АСК.
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Введение. Тромботические и геморрагические осложне-
ния – наиболее распространенные клинические проявления 
и причины смерти у пациентов с ph-негативными хрониче-
скими миелопролиферативными опухолями (ХМО). Сниже-
ние гематокрита, повышение вязкости крови и агрегацион-
ной активности тромбоцитов в патогенезе ХМО во многом 
обусловливается соматическими мутациями в генах JAK2, 
MPL, CALR клеток миелоидного ряда [1–2]. Ацетилсалици-
ловая кислота (АСК) наряду с циторедуктивной терапией 
признана эффективным средством профилактики сосуди-
стых тромбозов [1–4]. Вместе с тем высокая частота разви-
тия синдрома Виллебранда при клональных тромбоцитозах 
приводит к кровоточивости и служит противопоказанием к 
приему АСК [5]. Кроме того, среди пациентов довольно ча-
сто наблюдается резистентность к действию АСК, что обу-
словливает актуальность использования индивидуальных 
тестов оценки чувствительности к дезагрегантам. Однако 
серьезной проблемой использования тестов агрегации тром-
боцитов in vitro оказываются методические вопросы стан-
дартизации и недостаточная корреляция с клиническими 
проявлениями нарушения гемостаза [6,7]. Ранее нами была 
показана высокая межиндивидуальная вариация результатов 
тестирования, ограничивающая использование референтных 
границ в оценке результатов импедансной агрегометрии [8]. 
По данным разных исследований, выявление сниженной или 
повышенной чувствительности к АСК также широко варьи-
рует и зависит как от используемого метода оценки функций 
тромбоцитов, так и от выбранного при взятии крови анти-
коагулянта [9–10].

Получение цельной крови для исследования гемостаза 
традиционно осуществляют в пробирки с цитратом натрия. 
Однако известно, что цитрат связывает ионы кальция, необ-
ходимые для полноценной активации тромбоцитов, а также 
способен индуцировать секрецию гранул и формирование 

тромбоцитарных микровезикул. В ряде исследований у здо-
ровых доноров и у пациентов с сердечно-сосудистой пато-
логией на терапии АСК проводили сравнение результатов 
агрегометрии в пробах с гепарином или гирудином в каче-
стве альтернативного антикоагулянта при взятии проб кро-
ви [11–12]. Выявлено, что нефракционированный и низко-
молекулярный гепарин в отличие от гирудина стимулируют 
агрегацию в импедансометрическом тесте в пробах цельной 
крови у добровольцев как до, так и после приема АСК [13]. 
Гиперагрегационный феномен авторы связывают с актива-
цией гепарином αiibβ3 тромбоцитарных рецепторов [14]. 
Также отмечено, что агрегационный эффект гепарина усили-
вается, если пациент накануне исследования принимал АСК 
[15]. Данные о влиянии гепарина и АСК in vivo на тромбоци-
тарный гемостаз в доступной литературе отсутствуют. Оче-
видно, недостаточное изучение преаналитических аспектов 
агрегометрии – одно из основных препятствий стандартиза-
ции метода и его востребованности в клинической практике.

Производители импедансометрических агрегометров 
multiplate рекомендуют использовать при взятии крови в 
качестве антикоагулянта наряду с цитратом натрия также и 
гирудин [16]. Вместе с тем однозначных клинических реко-
мендаций по выбору антикоагулянтов для импедансометри-
ческого определения аспиринорезистентности до сих пор не 
существует.

Цель работы – сравнительное исследование влияния ци-
трата, гепарина и гирудина на импедансометрическую оцен-
ку агрегации тромбоцитов и эффект АСК in vitro у пациентов 
с эритро- и тромбоцитозами.

Материал и методы. В исследование включены данные 
анализа агрегации тромбоцитов 111 пациентов, направлен-
ных в лабораторию врачами-гематологами Красноярска с 
подозрением на ХМО, 16 здоровых добровольцев составили 
группу контроля.
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Венозную кровь у 65 пациентов отбирали параллель-
но в вакутейнеры с цитратом натрия 3,2% и гепарином (bd 
vacutainer), а у 46 пациентов – в вакутейнеры с цитратом 
натрия 3,2% и s-monovette с рекомбинантным гирудином 
(r-гирудин, sarstedt ag & co). Для проведения гематологи-
ческих и молекулярно-генетических исследований у всех 
пациентов дополнительно брали кровь в вакутейнеры с  
ЭДТА. Характеристика пациентов, включенных в исследова-
ние, представлена в табл. 1. Анализ функций тромбоцитов 
проводили на агрегометре Хронолог-700 (chrono-log, США) 
методом импеданса в цельной крови не позднее чем через  
4 ч после взятия крови. Индукция агрегации осуществля-
лась 5 мкМ АДФ (НПО «Ренам», Россия). Оценку динамики 
агрегации проводили в пробах до и после предварительной  
(15 мин) инкубации цельной крови с АСК в конечной концен-
трации 0,1 мМ. Тест с АСК был предложен ранее для оценки 
ЦОГ-независимых механизмов агрегации тромбоцитов [17]. 
Интенсивность агрегации тромбоцитов оценивали по пара-
метру амплитуды (Ом) – максимального подъема агрегаци-
онной кривой. Изменение амплитуды и лаг-фазы агрегации 
для гепарина и гирудина по сравнению с цитратом вычисля-
ли как разницу между параметром после инкубации и пара-
метром до инкубации с АСК. Примеры полученных агрегато-

грамм представлены на рисунке.
Анализ параметров гемограм-

мы осуществляли на автоматиче-
ском гематологическом анали-
заторе sysmeX XT-2000i (sys-
mex corp., Япония). Выявление 
соматических мутаций в генах 
JAK2, CALR и MPL проводили 
методом ПЦР, как было описано 
ранее [18]. В целом среди обсле-
дованных методом агрегометрии 
пациентов соматическая мутация 
v617f в гене JAK2 обнаружена 
у 37 пациентов, мутации в гене 
CALR были у 9 пациентов, мута-
ций в гене MPL среди включен-
ных в исследование пациентов не 
выявлено. 

Для проведения статистической обработки использовали 
пакет прикладных программ statistica 10.0. Статистический 
анализ данных между связанными выборками проводили с 
использованием критерия Вилкоксона. Описательная стати-
стика представлена в виде значений медианы (Ме), верхнего 
и нижнего квартилей (С25–С75).

Результаты и обсуждение. Из табл. 1 видно, что группа 
пациентов с ХМО с соматическими мутациями в генах JAK2 
или CALR отличалась от группы лиц, не имеющих данных 
мутаций, более высоким значением количества тромбоцитов. 
При сравнении показателей гемограммы пациентов в образ-
цах крови с разными антикоагулянтами статистически значи-
мых отличий не обнаружено.

Оценка влияния отдельных антикоагулянтов на агрега-
цию показала, что на фоне и гепарина и гирудина наблюда-
ется значительно более выраженный агрегационный ответ на 
АДФ по сравнению с пробами крови, взятыми в вакутейнеры 
с цитратом как у пациентов с подозрением на ХМО, так и в 
группе добровольцев (табл. 2, 3). Это согласуется с результа-
тами ряда исследований, проведенными у пациентов с други-
ми заболеваниями [11, 12].

Вместе с тем при использовании в качестве антикоагулян-
та гепарина повышение амплитуды агрегации наблюдалось в 

Т а б л и ц а  1
Характеристика обследованных пациентов, Ме (С25–С75)

Показатель Пациенты с ХМО (мутации в генах JAK2 
или CALR)

Пациенты без онкогенных мутаций в 
генах JAK2, CALR, MPL

Антикоагулянт гепарин гирудин гепарин гирудин
n 25 21 40 25
Мужчины/женщины 9/16 7/14 23/17 20/5
Возраст, годы 64 (55–68) 53 (43–66) 49 (34–60) 44 (30–55)
Тромбоциты,∙ 109/л 368 (267–724) 682 (367–862) 238 (167–315) 287 (217–483)*
Эритроциты, ∙1012/л 4,87 (4,25–6,22) 5,44 (5,13–6,43) 5,46 (4,59–5,93) 5,41 (5,05–5,75)
Лейкоциты, ∙109/л 8,02 (5,63–10,65) 10,59 (7,05–16,37) 8,11 (6,33–9,91) 9,9 (7,37–12,87)
Гематокрит, % 42,5 (38,3–47,2) 43,9 (42,1–49,9) 46,6 (36,8–49,1) 45,4 (42,8–48,3)

П р и м е ч а н и е . * – р = 0,004.

Импедансометрические агрегатограммы с различными антикоагулянтами.
а – с цитратом и гирудином. 1 – цитрат; 2 – гирудин; 3 – цитрат + АСК; 4 – гирудин + АСК. После инкубации с АСК в пробе с гирудином у данного 
пациента наблюдают дезагрегацию.
б – с цитратом и гепарином. 1 – цитрат; 2 – гепарин; 3 – цитрат + АСК; 4 – гепарин + АСК. В пробе с гепарином у данного пациента наблюдают деза-
грегацию.
По оси абсцисс – время (мин) после внесения АДФ, по оси ординат – сопротивление электрическому току (Ом).
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равной степени как у пациентов с соматическими мутация-
ми, так и без них. В то время как при использовании гируди-
на такой эффект в большей степени (p < 0,05) был характерен 
для пациентов с онкогенными мутациями. Однако ни один 
из использованных антикоагулянтов не оказывал влияния на 
выраженность эффекта АСК в сравниваемых группах.

Вместе с тем добавление АСК к пробам с гепарином ча-
сто вызывает «парадоксальное» увеличение амплитуды агре-
гации по сравнению с действием АСК в образцах цитратной 
крови, что нашло отражение в средних значениях амплитуды 
агрегации на фоне АСК, представленных в табл. 2. Данный 
феномен не был ранее описан в литературе, однако суще-
ствуют указания на то, что ингибиторы ЦОГ-1 не способны 
блокировать агрегацию в гепаринизированной крови [12].

Представляет интерес оценка феномена дезагрегационно-
го эффекта АДФ среди обследованных групп. Установлено, 
что при использовании гирудина в качестве антикоагулянта 
случаи дезагрегации на стандартной концентрации АДФ ре-
гистрируют в 3,5 раза чаще, чем при использовании цитрата 
(см. табл. 3). Механизмы дезагрегационного эффекта АДФ у 
пациентов с ХМО требуют дополнительного исследования. 
Мы предполагаем, что выраженность АДФ-дезагрегации 
при инкубации проб с АСК может служить не менее инфор-
мативным показателем чувствительности к АСК, чем ампли-
туда максимальной агрегации [20]. 

Гепарин не рекомендован как антикоагулянт выбора ни 
для одного из известных методов агрегометрии. В нашем 
исследовании показано парадоксальное активирующее дей-
ствие гепарина на агрегацию тромбоцитов в цельной крови 
после инкубации с АСК. При этом ранее нами также описан 

гиперагрегационный эффект АСК на плазменный гемостаз в 
тесте тромбодинамики [21]. Возможно, данный феномен свя-
зан с ацетилированием плазменных белков, участвующих в 
регуляции функций тромбин-антитромбинового комплекса, 
и его также следует учитывать в итоговой оценке лаборатор-
ной аспиринорезистентности. Клиническое значение гипер-
агрегационного эффекта АСК, выявленного в тестах in vitro, 
требует дополнительного изучения.

Заключение. Использование в качестве антикоагулянтов 
гепарина и гирудина при импедансной агрегометрии проб 
цельной крови приводит к более высоким значениям АДФ-
индуцированной агрегации тромбоцитов. При этом абсолют-
ные значения амплитуды исходной агрегации и значения эф-
фекта АСК статистически не отличаются в группах пациентов 
с клональными и реактивными миелопролиферативными про-
цессами. Обнаруженный гиперагрегационный эффект гепари-
на, усиливающийся АСК в тестах in vitro, требует дополни-
тельного изучения и оценки возможных клинических рисков 
совместного использования гепарина с ингибиторами ЦОГ.

Преимущество использования гирудина в качестве анти-
коагулянта позволяет оценивать влияние АСК как на агрега-
ционную, так и на дезагрегационную составляющие тром-
боцитарных функций и может быть рекомендовано с целью 
тестирования индивидуальной чувствительности к АСК.
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Т а б л и ц а  2
Агрегация тромбоцитов в пробах цельной крови у обследованных пациентов при использовании цитрата и гепарина

Показатель Контроль Пациенты с ХМО с соматическими 
мутациями (JaK2, calr)

Пациенты без мутаций в генах

Антикоагулянт цитрат гепарин ∆ цитрат гепарин ∆ цитрат гепарин ∆
До инкубации проб с АСК

Амплитуда, Ом 6,5 
(4–10)

15  
(10,5–16,5)

6 
(4,5–9,5)

12 
(3,5–15)

23 
(17–30)*

12,5 
(4–20,5)

10 
(3,5–14,5)

20,5 
(12,5–27)*

12 
(8–18)*

Частота дезагрегации, % 0 0 4 0 2,5 2,5
После инкубации проб с АСК

Амплитуда, Ом 6 (4–7) 14,5 
(11–19)

11, 
(7–12,)

3 
(0,5–16)

24 
(13–29,5)*

12,5 
(10–22,5)

8 (4–14) 23 
(16–30)*

13 
(9–18)*

Частота дезагрегации, % 0 0 4 0 0 0
П р и м е ч а н и е . * – отличия статистически достоверны по сравнению с контрольной группой (р < 0,05).

Т а б л и ц а  3
Агрегация тромбоцитов цельной крови у обследованных пациентов при использовании цитрата и гирудина

Показатель Контроль Пациенты с ХМО с соматическими 
мутациями (JAK2, CALR)

Пациенты без мутаций в генах

Антикоагулянт цитрат гирудин ∆ цитрат гирудин ∆ цитрат гирудин ∆
До инкубации проб с АСК

Амплитуда, Ом 6,5 (4–10) 12 (10–15) 6 (3–9) 7 (2–9) 23 (15–29)* 17 (8–20)* 6 (3–11) 17 (11–24) 10 (8–15)*
Частота дезагрегации, % 0 0 0 28,6 0 14,3

После инкубации проб с АСК
Амплитуда, Ом 6 (4–7) 9 (8–11) 4 (3–5) 8 (0–11) 24 (17,5–35)* 18 (11–22)* 5 (2–10) 18 (13–27)* 13 (9–16)*
Частота дезагрегации, % 0 9,5 23,8 0 19

П р и м е ч а н и е . * – отличия статистически достоверны по сравнению с контрольной группой (р < 0,05).
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РОЛЬ ТРАНСФОРМИРУЮЩЕГО ФАКТОРА РОСТА БЕТА 1 ПРИ ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
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В обзоре представлен анализ литературы, посвященной роли трансформирующего фактора роста бета 1 (TGF-β1) при 
различных заболеваниях печени. Проанализированы 46 источников литературы, более половины из которых опублико-
ваны за последние пять лет. При заболеваниях печени TGF-β1 играет ключевую роль не только в развитии фиброза, но 
и в поддержании иммунного гомеостаза. Хроническое повреждение печени приводит к активации звездчатых клеток 
печени и усилению ими продукции различных цитокинов, в том числе TGF-β1, который в свою очередь стимулирует 
звездчатые клетки и гепатоциты, приобретающие свойства миофибробластов и продуцирующие белки экстрацеллю-
лярного матрикса, что в результате ведет к развитию фиброза. TGF-β1 обладает также противовоспалительными и 
иммуносупрессивными свойствами: участвует в подавлении дифференцировки Th клеток 1-го и 2-го типа и таким об-
разом в контроле воспалительных процессов. Клинические данные о роли TGF-β1 при различных заболеваниях печени во 
многом противоречивы, что, вероятно, связано с его дозозависимым плейотропным действием. Величина уровня TGF-β1 
в крови может отражать сложный баланс между фиброгенным и иммуносупрессивным эффектами цитокина. Опреде-
ление содержания цитокина в крови может иметь диагностическое и прогностическое значение для оценки состояния 
печени.
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The review present analysis of publications considering role of transforming growth factor beta 1 (TGF-β1) under various 
diseases of liver. The analysis was applied to 46 published articles more than a half of which were published in last five years. 
Under diseases of liver, TGF-β1 plays a key role both in development of fibrosis and in maintenance of immune homeostasis. The 
chronic damage of liver results in activation of liver stellated cells and intensification of their production of various cytokines, 
including TGF-β1 that stimulates stellated cells and hepatocytes acquiring characteristics of miofibroblasts and producing 
proteins of extracellular matrix that results in development of fibrosis. TGF-β1 also has anti-inflammatory and immune suppressive 
characteristics manifested in suppression of differentiation of Th cells type I and II thereby controlling inflammatory processes. 
The clinical data of role of TGF-β1 under various diseases of liver in many ways are contradictory that probably related to its 
dosage-dependent pleiotropic  effect. The value of level of TGF-β1шт blood can reflect complicated balance between fibrinogen 
and immune suppressive effects of cytokine. The detection of content of cytokine in blood can have diagnostic and prognostic 
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Введение. Хронические заболевания печени различной 
этиологии, приводящие к поражению клеток печени, воспа-
лению и в итоге к стеатозу, циррозу – конечной стадии пе-
ченочной недостаточности, не поддаются в настоящее время 
эффективной терапии и служат показанием к транспланта-
ции печени. Для определения показаний к трансплантации 
проводят диагностику фиброза печени, золотым стандартом 
которой остается биопсия – инвазивная процедура, представ-
ляющая значительный риск для пациентов. Исследование 
ключевых молекул, регулирующих развитие фиброза, и раз-
работка неинвазивных методов с использованием новых про-
гностических и диагностических лабораторных биомаркеров 
– актуальная задача лабораторной диагностики [1–4].

Трансформирующий фактор роста бета 1 (Tgf-β1) – кле-
точный медиатор, который оказывает разнонаправленное 
действие на пролиферацию и дифференцировку клеток и 
таким образом регулирует иммунный ответ, апоптоз, фибро-
генез и канцерогенез в различных органах [5–7]. Показано, 
что уровень Tgf-β1 изменяется при аутоиммунных, воспа-
лительных и онкологических заболеваниях, а также при фи-
брозе различных тканей и может иметь важное прогности-
ческое и диагностическое значение [8–11]. Данные о роли 
Tgf-β1 при заболеваниях печени противоречивы и не дают 
однозначного представления о том, какие процессы отражает 
уровень цитокина в крови. Его обычно рассматривают как 
индикатор развития фиброза печени, однако Tgf-β1 также 
обладает противовоспалительным и иммуносупрессивным 
действием и может отражать развитие иммунных процессов 
в печени [12, 13].

Tgf-β1 – представитель большого семейства цитокинов, 
которые синтезируются практически во всех клетках организ-
ма. У млекопитающих описано три изоформы Tgf-β: 1, 2 и 
3, которые кодируются уникальными последовательностями 
на разных хромосомах. Биологические функции Tgf-β реа-
лизуются после связывания с рецепторами трех типов (Tgf-
βri, -ii и -iii), являющимися серин-тиониновыми киназами, 
активирующими различные сигнальные пути клетки. Tgf-β 
запускает апоптоз во многих типах клеток, блокируя переход 
клеточного цикла через фазу g1 [14].

Tgf-β1 считают главным профиброгенным цитокином, 
который при повреждении ткани печени оказывает стимули-
рующий эффект на продукцию коллагена фибробластами и 
гепатоцитами [6, 7]. Все типы непаренхиматозных клеток пе-
чени способны экспрессировать Tgf-β1, причем Купферов-
ские и эндотелиальные клетки секретируют его на базовом 
уровне, а звездчатые клетки печени служат основным ис-
точником цитокина при воспалении и состояниях активации 
фиброгенеза [15, 16]. В условиях хронического повреждения 
ткани печени под действием различных стимулов звездча-
тые клетки печени активируются, что ведет к увеличению 
продукцию различных цитокинов, в том числе и Tgf-β1. 
Цитокин стимулирует активацию звездчатых клеток, приоб-
ретающих в результате свойства миофибробластов и в свою 
очередь производящих белки экстрацеллюлярного матрикса 
[17, 18]. 

Tgf-β1 обладает также противовоспалительным и имму-
носупрессивным действием и играет ключевую роль в раз-
витии и регуляции иммунного ответа: нулевая мутация в гене 
Tgf-β1 Т-лимфоцитов мышей приводит к развитию тяжело-
го воспалительного процесса, мультиорганной инфильтра-
ции лейкоцитами, продукции аутоантител и ранней гибели 
животного [19]. В иммунной системе цитокин продуцируют 
практически все типы лимфоцитов и клеток стромы, он ока-
зывает на клетки плейотропный аутокринный и паракрин-
ный эффекты, направленность которых различна в тимусе 
и периферическом кровотоке. В экспериментах на мышах с 
полным дефицитом цитокина продемонстрировано, что в ти-

мусе Tgf-β1 стимулирует дифференцировку cd8+ T-клеток 
и T-клеток натуральных киллеров, но ингибирует развитие 
натуральных регуляторных (супрессорных) Т-клеток. На 
периферии Tgf-β1 участвует в регуляции опосредованной 
Т-клетками аутоиммунной толерантности путем активной 
иммуносупрессии Тh1- и Th2-клеток и, напротив, актива-
ции регуляторных Т-клеток и Th17-клеток [19–21]. Главная 
роль Tgf-β, синтезируемого Т-клетками и присутствующего 
в плазме крови, состоит в супрессии дифференцировки Th-
клеток 1-го и 2-го типов и таким образом в контроле воспа-
лительных процессов [22].

Уровень Tgf-β1 в крови здоровых людей значительно ва-
рьирует: от 0,5 до 80 нг/мл, по данным разных авторов, не 
зависит от пола и зависит от возраста [8, 23–26]. Согласно 
данным y. okamoto и соавт. [24], уровень Tgf-β1 обратно 
коррелирует с возрастом: в сыворотке здоровых детей до 14 
лет уровень цитокина (61,7±18,5 нг/мл) достоверно выше, 
чем у здоровых взрослых (40,3±17,7 нг/мл).

При различных заболеваниях печени, включая гепатит, 
кистозный фиброз, цирроз и атрезию желчевыводящих путей, 
концентрация Tgf-β1 изменяется в ткани печени и в крови 
[8, 23, 25, 27]. У детей с билиарной атрезией, фульминант-
ным гепатитом и циррозом печени уровень Tgf-β1 в плазме 
крови снижен [25, 28, 29] и, по данным J.n. rosensweig [25], 
в среднем составляет 13±2 нг/мл, в то время как у здоровых 
детей – 42±6 нг/мл. У детей с хроническим гепатитом В на-
блюдали повышенный по сравнению с контролем уровень 
цитокина в сыворотке крови [30]. У взрослых пациентов 
уровень Tgf-β1 в сыворотке крови при таких заболеваниях 
печени, как гепатоцеллюлярная карцинома, гепатит В и С, 
цирроз печени, значительно выше (˃61 нг/мл), чем у здоро-
вых взрослых (14,4±8,8 нг/мл) и может служить диагности-
ческим маркером этих заболеваний [23].

Клинические данные о связи уровня Tgf-β1 в крови 
и степени развития фиброза печеночной ткани несколько 
противоречивы. В работе s. Kanzler и соавт. [27] у взрослых 
пациентов с хроническим гепатитом С наблюдали высокие 
уровни цитокина как в ткани печени, так и в сыворотке кро-
ви, которые коррелировали со степенью развития фибро-
за печени. В других работах [25, 30] показано, что уровень 
цитокина в крови детей с билиарной атрезией, фульминант-
ным гепатитом, циррозом печени и хроническим гепатитом 
В не коррелирует со степенью фиброза. С другой стороны,  
p. valva и соавт. [8] показали наличие связи уровня Tgf-β1 в 
сыворотке крови с выраженностью фиброза печени у детей и 
взрослых, но только в группе пациентов со средней степенью 
выраженности заболевания в отличие от пациентов со слабо 
или сильно выраженным фиброзом. Таким образом, уровень 
Tgf-β1 в крови не всегда коррелирует с развитием фиброза 
печени и в зависимости от степени выраженности заболева-
ния может быть как низким, так и высоким.

Трансплантация печени у детей с билиарной атрезией 
приводит к некоторому возрастанию уровня Tgf-β1 в плазме 
крови с 12±6 до 19±12 нг/мл, который, однако, остается ниже 
такового у здоровых пациентов (28±17 нг/мл) [29]. Показано, 
что уровень Tgf-β1 в крови после трансплантации печени 
может зависеть от различных клинических параметров, та-
ких как исходный диагноз, совместимость с донором, пост-
трансплантационные осложнения (отторжение, дисфункция 
трансплантата и инфекционные заболевания). 

У реципиентов в возрасте от 2 до 25 лет через 1–17 лет 
после трансплантации более высокий уровень цитокина на-
блюдали при АВ0 несовместимой (7,4±2,2 нг/мл) по сравне-
нию с АВ0 совместимой трансплантацией (3,8±2,2), а также 
у реципиентов, оперированных в связи с метаболическими 
заболеваниями печени, такими как ацидемия, тирозинемия, 
недостаточность аргиназы и др. (8,1±2,8 нг/мл), по сравне-
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нию с реципиентами, оперированными в связи с билиарной 
атрезией (4±1 нг/мл) [31, 32]. Авторы полагают, что более 
высокий уровень цитокина может быть связан с риском раз-
вития фиброза и отторжения в дальнейшем. 

В другой работе при исследовании 60 реципиентов пече-
ни в возрасте 1–17 лет, через 1–16 лет после трансплантации 
[33] наблюдали тенденцию к повышенному уровню Tgf-
β1 в крови реципиентов с хорошей функцией транспланта-
та (44,7±7,3 нг/мл) по сравнению с таковым у пациентов с 
отторжением (32,7±3,3 нг/мл) или в контрольной группе 
(36,3±4,8 нг/мл). Несмотря на отсутствие достоверных отли-
чий в уровне цитокина в указанных группах, авторы пред-
полагают важную роль Tgf-β1 в формировании иммунной 
толерантности трансплантата и рассматривают цитокин как 
биомаркер эффективности иммуносупрессивной терапии. 

На уровень цитокина могут влиять вирусные и бакте-
риальные инфекции: в одной из работ показано, что после 
трансплантации печени экспрессия цитокина в мононукле-
арных клетках периферической крови выше у пациентов с 
активной цитомегаловирусной инфекцией по сравнению с 
таковыми без инфекции и здоровыми людьми [34]. Однако 
другим исследователям [35] не удалось обнаружить отличий 
в уровне экспрессии Tgf-β1 и Tgf-β2 лимфоцитами пери-
ферической крови после трансплантации печени у взрослых 
реципиентов с клинически манифестированной инфекцией 
и без таковой. Авторы считают, что уровень цитокина недо-
статочно специфичен для диагностики послеоперационных 
инфекционных осложнений.

Уровень Tgf-β1 в крови реципиентов после транспланта-
ции печени может также зависеть от вида иммуносупрессан-
та: уровень цитокина выше в крови пациентов, получавших 
ингибиторы кальценеврина (медиана 152,5 нг/мл), по сравне-
нию с таковым у пациентов, получавших эверолимус, инги-
битор пролиферации и синтеза ряда белков, в том числе Tgf-
β1 (медиана 12,7 нг/мл) [36]. Авторы рассматривают Tgf-β1 
как профиброгенный цитокин и полагают, что эверолимус 
снижает уровень Tgf-β1 в сыворотке и, вероятно, риск раз-
вития фиброза в трансплантированной печени. Однако стати-
стически значимых отличий показателей эластограммы пече-
ни в двух группах не наблюдали, что не подтверждает связь 
уровня Tgf-β1 с развитием фиброза, так как на показатель 
сывороточных цитокинов могли влиять и другие факторы. 

В последние годы показано, что отличающийся от нор-
мальных значений уровень цитокина может быть не только 
следствием заболевания, но и его причиной. Ген TGF-β1 
обладает значительным полиморфизмом, который, предпо-
лагают, может служить причиной генетически детерминиро-
ванной активности цитокина и его связи с различными забо-
леваниями [37–41]. Анализ связи полиморфизма гена TGF-β 
у реципиентов печени показал предрасположенность опреде-
ленного генотипа к развитию фиброза печени и почечной 
недостаточности [42, 43]. Отмечено, что высокопродуциру-
ющий генотип Tgf-β1 служит фактором риска развития ау-
тоиммунного гепатита у детей [41], а в сочетании с другими 
цитокинами – хронической нефропатии трансплантата [44]. 

В работе d. eurich и соавт. [43] у 192 пациентов после 
трансплантации печени были исследованы два типа поли-
морфизма и их связь с развитием фиброза печени. Показано, 
что замена на С-аллель в кодоне 25 была связана с фиброзом 
печени. С другой стороны, не удалось обнаружить связи по-
лиморфизма гена TGF-β1 и острого отторжения или рециди-
вов заражения вирусом гепатита В у пациентов с трансплан-
тацией печени в исследовании h. Xie и соавт. [45].

Возможно, клиническое значение может иметь не только 
полиморфизм отдельного гена TGF-β1, но и взаимодействие 
различных генов. Так, у пациентов с диабетом 1-го типа, яв-
ляющимся многофакторным аутоиммунным заболеванием, 

где важно взаимодействие и полиморфизм генов HLA и инсу-
лина, также обнаружена взаимосвязь генов HLA и различных 
цитокинов, в частности Tgf-β1 [46].

Несмотря на то что в настоящее время не представлено 
однозначных клинических доказательств связи уровня Tgf-
β1 в крови с развитием фиброза или инфекционным пора-
жением печени, очевидно, что плейотропные эффекты цито-
кина дозозависимы и его концентрация в крови пациентов 
с заболеваниями печени может отражать баланс между фи-
брогенным и иммуносупрессивным эффектами Tgf-β1. При 
низких уровнях цитокина существует риск развития воспа-
лительных реакций, а при его высоких уровнях возрастает 
риск фиброза и инфекций. Дальнейшее накопление данных 
о связи уровня Tgf-β1 с различными клиническими и лабо-
раторными показателями при заболеваниях печени позволит 
получить более четкие представления о биологической роли 
и диагностической значимости этого цитокина.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ 
МЕТОДОВ ПРЯМОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ 16S РРНК И MALDI-ToF МАСС-
СПЕКТРОМЕТРИИ
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Внутригоспитальные, или внутрибольничные инфекции – одна из наиболее серьезных проблем медицины, особенно при на-
личии у пациентов фоновой иммуносупрессии различного генеза, обусловленной как самим заболеванием, так и соответ-
ствующей терапией. Для выбора адекватной терапии не только необходимо установление наличия инфекции, но также 
идентификация возбудителя и определение его резистентности. При этом высокая гетерогенность штаммов и множе-
ственная резистентность нозокомиальных инфекций к антибиотикам и антимикробным химиопрепаратам, стандар-
тизация антибактериальной профилактики и ряд других причин становятся препятствием не только для определения 
лекарственной чувствительности бактерии, но и для самой идентификации патогена у пациента. Одним из наиболее 
сложных в антибактериальной терапии патогенов, вызывающих гнойно-септические заболевания, служат бактерии рода 
Stenotrophomonas spp., единственный клинически значимый вид которых – Stenotrophomonas maltophilia – обладает первич-
ной множественной антибиотикорезистентностью. Очевидна значимость ранней идентификации S. maltophilia. При ис-
пользовании MALDI-ToF масс-спектрометрии показано сокращение времени видовой идентификации первичной бактери-
альной культуры до 1–2 ч, включая пробоподготовку и анализ полученных спектров. При использовании секвенирования 16S 
рРНК показано сокращение общего времени видовой идентификации патогена из клинического образца (крови) до 10–12 ч, 
включая пробоподготовку и сравнение с последовательностями, представленными в международной базе данных. Данный 
метод позволяет исключить из анализа длительный этап получения чистой гемокультуры возбудителя. Использование 
секвенирования 16S рРНК и MALDI-ToF масс-спектрометрии в качестве альтернативных высокоточных методов сокра-
щает время идентификации бактерий, в том числе позволяя выявить возбудитель непосредственно в крови пациента, 
таким образом оптимизируя комплексное лечение и сокращая время подбора адекватной терапии, что особенно важно 
для онкологических больных, поскольку чувствительность культуральных методов может быть снижена вследствие про-
филактической антибиотикотерапии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  внутрибольничные инфекции; Stenotrophomonas maltophilia; MALDI-ToF масс-спектрометрия; 
секвенирование 16S рРНК.
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The in-hospital infections are one of the most serious problems of medicine, especially if patients have a background immunosuppression 
of various genesis conditioned by both disease itself and corresponding therapy. The detection of presence of infection and identification 
of agent and detection of its resistance are needed for choosing adequate therapy. At that, high heterogeneity of strains and multiple 
resistance of nosocomial infections to antibiotics and antimicrobial pharmaceuticals and standardization of antibacterial prevention 
and number of other causes  becomes an obstacle for both determination of medicinal sensitivity of bacterium and for identification of 
pathogen itself in patient. One of the most complicated in antibacterial therapy pathogens causing pyo-septic diseases, are bacteria 
Stenotrophomonas spp., the only significant species out of them - Stenotrophomonas maltophilia has primary multiple antibiotic 
resistance. The significance of early identification of S.maltophilia is obvious. The application of MALDI-ToF mass-spectrometry 
requires shortage of of time of species identification of primary bacterial culture up to 1-2 hours including sampling preparation and 
analysis of obtained specters.  The sequencing of 16S rRNA requires shortage of of total time od species identification of pathogen from 
clinical sample (blood) up to 1-12 hours, including sampling preparation ans comparison with successions presented in international 
data base.  The given technique permits to exclude out of analysis prolonged period of obtaining a pure hemoculture of agent. The 
application of sequencing of 16S rRNA and MALDI-ToF mass-spectrometry as an alternative high-precision techniques shorten time 
of identification of bacteria, including detection of agent directly in blood of patient. Hence, occurs optimization of complex treatment 
and shortage of time of selection of adequate therapy that is especially important in case of oncological patients because sensitivity 
of cultural methods can be diminished due to preventive antibiotics' therapy.

K e y w o r d s :  in-hospital infections;Stenotrophomonas maltophilia; MALDI-ToF mass-spectrometry; sequencing of 16S rRNA.
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Введение. Одна из серьезнейших проблем при госпита-
лизации пациентов с иммуносупрессией различного генеза 
– осложнения основного заболевания в виде внутриболь-
ничных инфекций, нередко приводящих к летальному ис-
ходу. При этом наибольшую опасность для здоровья и жизни 
пациентов несут штаммы с повышенной устойчивостью к 
антибактериальным препаратам. Высокую распространен-
ность внутрибольничных инфекций со множественной рези-
стентностью объясняют активным использованием антибио-
тиков [5]. 

Для выбора адекватной терапии не только необходимо 
установить наличие инфекции, но также идентифицировать 
возбудитель и определить его резистентность. На данный мо-
мент этапы лабораторного исследования занимают неоправ-
данно большое количество времени, уменьшая вероятность 
положительного исхода лечения больного. Несмотря на на-
личие внутрибольничной инфекции практически в любом 
стационаре, большинство клиницистов уделяют этому факту 
недостаточно внимания, рассматривая некоторые внутри-
больничные инфекции как условно-патогенные, и не вклю-
чают выявление и идентификацию патогена в постоянную 
практику [1, 8]. При возникновении осложнений у пациента 
для исключения или подтверждения бактериемии проводят 
бактериологический посев крови (или другого биологиче-
ского материала) на стерильность (иногда в 2–3 повторах) и 
только после этого начинают работы по идентификации воз-
будителя и определению его устойчивости к лекарственным 
препаратам [7]. Преимущественно в стационарах использу-
ют микроскопические, серологические и биохимические ме-
тоды, требующие достаточно длительного времени, необхо-
димого для идентификации микроорганизма. Так, например, 
для диагностики генерализованных инфекций используют 
запатентованный экспресс-метод, подразумевающий уско-
ренные сроки получения информации о наличии микроорга-
низмов в крови, т. е. на 3–4-й день от момента отбора клини-
ческого материала [3, 4]. Использование аппаратных моди-
фикаций классических методов облегчает работу, уменьшает 
вероятность контаминаций и сокращает время, необходимое 
для идентификации микроорганизмов. Однако этапы куль-
тивирования некоторых микроорганизмов могут занимать 
не менее 30 ч. Показано, что, например, при идентификации 
коллекции клинических изолятов грамотрицательных пало-
чек с использованием идентификационных карт анализатора 
vitek-2 частота ошибочной диагностики может составлять 
более 30% [23]. 

Именно недостатки лабораторной диагностики, по мне-
нию ряда авторов (например Г.Г. Онищенко и др., 2007), – 
одна из главных причин высокого процента смертности от 
септических осложнений при гнойно-септических заболева-
ниях [6].

Одним из наиболее сложных в антибактериальной тера-
пии патогенов, вызывающих гнойно-септические заболева-
ния, служат бактерии рода Stenotrophomonas spp., единствен-
ный клинически значимый вид которых – Stenotrophomonas 
maltophilia – обладает первичной множественной антибиотико- 
резистентностью [9, 20]. При этом S. maltophilia поражает 
преимущественно иммуносупрессированных больных, в том 

числе с онкологическими заболеваниями, а сама инфекция 
характеризуется септическим течением с высокой леталь-
ностью [2]. Показана распространенность S. maltophilia не 
только в больничной среде, но и в воде, продуктах питания 
[22]. Высокая гетерогенность штаммов S. maltophilia и мно-
жественная резистентность к антимикробным препаратам 
становятся препятствием не только для определения лекар-
ственной чувствительности бактерии, но и для выявления ее 
у пациента, особенно в случае онкологических заболеваний 
[16]. Использование антибиотиков в профилактических це-
лях, в том числе в виде интраоперационной профилактики, у 
больных раком, с одной стороны, снижает смертность паци-
ентов, с другой – уменьшает чувствительность культураль-
ных диагностических тестов [12, 18]. В большинстве случа-
ев раннее использование антибиотиков оправдано, так как 
оно позволяет эффективно бороться с внутрибольничными 
инфекциями до того, как они приводят к развитию нозоко-
миальных осложнений у пациентов с онкологией. Однако, 
если патогеном оказывается бактерия с множественной рези-
стентностью как S. maltophilia, антибактериальные препара-
ты не только не противостоят инфекции, но и затрудняют ее 
идентификацию [19]. 

Таким образом, очевидна значимость ранней идентифи-
кации S. maltophilia с использованием некультуральных ме-
тодов.

Цель исследования – идентификация S. maltophilia в кли-
ническом материале (кровь) и в первичной культуре с ис-
пользованием maldi–Tоf масс-спектрометрии и секвени-
рования 16s рРНК.

Материал и методы. Пациент Г., 65 лет, рак гортани с 
метастазированием, ivВ стадия. На фоне проведенной хи-
миотерапии развилась картина сепсиса (уровень прокаль-
цитонина (pcT) в крови 620 нг/мл). В стационаре выделили 
микроорганизм из крови пациента, но видовая идентифика-
ция стандартными культуральными методами результатов не 
дала.

В дальнейшей работе с целью идентификации возбудите-
ля сепсиса были использованы следующие клинические об-
разцы: 1) кровь, 5 мл в вакуумной пробирке с K3edTa паци-
ента Г.; 2) первичная бактериальная культура от пациента Г.

Идентификацию проводили двумя методами: секве-
нированием по Сэнгеру 16s рРНК и maldi-Tof масс-
спектрометрией выделенной культуры.

1. Идентификация возбудителя в культуре и крови и на 
основе 16S рРНК секвенирования. Выделение нуклеиновых 
кислот (НК) проводили двумя методами, принцип действия 
которых основан на лизисе клеток и денатурации клеточных 
белков с помощью раствора, содержащего гуанидин тиоциа-
нат, и последующим осаждением нуклеиновых кислот изо-
пропанолом и/или этанолом (хлороформ-солевая экстрак-
ция) и с помощью тест-системы «АмплиПрайм Рибо-преп» 
производства ФБУН ЦНИИЭ. Выход рРНК при использо-
вании тест-системы был меньше, однако достаточный для 
дальнейшей работы с полученной НК. Обратную транскрип-
цию проводили на неспецифичных праймерах. Для ПЦР ис-
пользовали перекрывающиеся пары универсальных прайме-
ров, совместно фланкирующих фрагмент размером 1423 пар 
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оснований (п. о.), сконструированных на основе 
нуклеотидной последовательности 16s рРНК. 

Постановку полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) осуществляли по следующей схеме. Реак-
ционная смесь для ПЦР включала: 15 пмоль/л каж-
дого олигопраймера, 2 ммоль/л каждого нуклео-
зидтрифосфата 5 мкл, 6,7 ммоль/л mgcl2, 1 ед. ре-
комбинантной Taq ДНК-полимеразы (fermentas), 
буфер для Taq ДНК-полимеразы, dmso 10% ко-
нечного объема, 1 мкг матрицы, воду без нуклеаз 
до конечного объема 25 мкл. Амплификацию про-
водили при условиях: после денатурации (95oc,  
5 мин) устанавливали 32 цикла амплификации в 
режиме 94oc, 20 с (денатурация); 52–58oc, 30 с 
(отжиг праймеров); 72oc, 1 мин (синтез). Финаль-
ный синтез длился при 72oc 7 мин.

Качество ПЦР определяли визуально в 2% ага-
розном геле, окрашенном бромистым этидием.

Продукты первичной амплификации и сек-
венирующей реакции очищали по методике, ре-
комендованной для Qiaquick pcr purification kit 
(Qiagen, germany). Для анализа качества очи-
щения осадок растворяли в 30 мкл ТЕ-буфера и 
визуализировали в агарозном геле. Очищенный 
фрагмент концентрации 30–50 фмоль использо-
вали для постановки секвенирующих реакций с прямого и 
обратного праймеров. Для анализа продукта секвенирующей 
реакции очищенный осадок растворяли в sls-буфере и по-
мещали в генетический анализатор. 

Анализировали фрагменты на генетическом анализаторе 
genomelab geXp (beckman coulter inc., usa). Первичный 
анализ полученной последовательности проводили с помо-
щью программы ncbi blast в сравнении с после-
довательностями, представленными в международ-
ной базе данных. Выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей проводили в программе mega 
версия 5, используя алгоритм clustalw [13]. Для 
построения филогенетических деревьев использо-
вали метод upgma, bootstrap, n = 500 [21].

2. Идентификация бактериальной культуры с 
помощью матрично-активированной лазерной де-
сорбции/ионизации времяпролетной (MALDI-TоF) 
масс-спектрометрии. Для идентификации бакте-
риальной культуры применяли 2 метода нанесения 
образца.

Метод прямого нанесения бактериальных 
клеток на мишень. Для этого колонию клеток на-
носили тонким слоем на поверхность ячейки 96-
местной стальной maldi мишени и подсушивали 
на воздухе. Затем поверх клеток наносили 1 мкл 
матрицы. В качестве матрицы использовали рас-
твор α-циано-4-гидрокси-коричной кислоты в 50% 
ацетонитриле/2,5% трифторуксусной кислоте.

Метод этанольно-муравьинокислотной экстрак-
ции и осаждения разрушенных клеток центрифуги-
рованием. Образец экстракта (1 мкл) наносили на 
поверхность ячейки maldi мишени. После высы-
хания на образец наслаивали 1 мкл матрицы. 

Масс-спектры были получены в линейном ре-
жиме на масс-спектрометре microflex lrf maldi-
Tоf (bruker daltonik gmbh, Бремен, Германия) с 
помощью программного обеспечения flex control 
(bruker daltonics). Каждый спектр получен в диа-
пазоне масса/заряд (m/z) от 2000 до 20 000 и пред-
ставлял собой сумму ионов, полученных от 140 
лазерных вспышек, выполненных в различных 
регионах одной и той же ячейки. Перед каждым 

измерением прибор калибровали с помощью бактериально-
го тест-стандарта (БТС) (bruker daltonik gmbh, Германия), 
представляющего собой экстракт Escherichia coli dh5alpha. 
Калибровку считали удовлетворительной в диапазоне масс-
спектров белковых пиков ≤300 ppm. Идентификацию осу-
ществляли с помощью программы maldi biotyper 3.1 
(bruker daltonik, Германия), база данных которой содержит 

Рис. 1. Спектры образцов клеток и экстракта бактериальной культуры, 
полученные maldi-Tоf масс-спектрометрией (а); те же масс-спектры в 
виде псевдогеля (б).

Рис. 2. Количественная оценка совпадения между профилями экс-
тракта бактериальной культуры, выделенной из крови п а ц и е н -
т а  Г.  и эталонных штаммов Stenotrophomonas spp. из базы данных 
maldi biotyper 3.1 (а); сравнение профиля экстракта бактериальной 
культуры, выделенной из крови п а ц и е н т а  Г. и эталонного профиля  
S. maltophilia dsm 50170T (б).
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наглядно подтверждает результаты иден-
тификации выделенной культуры.

Методом секвенирования получены по-
следовательности НК. Фрагменты объеди-
няли согласно перекрывающимся участкам. 
Идентификацию фрагментов проводили с 
помощью программы ncbi blast в сравне-
нии с международной базой данных genbank 
относительно наиболее идентичных трех ну-
клеотидных последовательностей с совпаде-
нием не менее 99%. Инфекционные агенты 
в представленных клинических образцах 
крови и культуры были идентичны друг дру-
гу на 100%, что позволило идентифициро-
вать исследуемый образец как S. maltophilia. 
Наиболее идентичным штаммом оказался  
S. maltophilia strain S2. 

При сравнении полученного фрагмента 
с представленными в базе данных после-
довательностями штаммов S. maltophilia 
strain S2 и strain DSM 50170T показано их 
высокое сходство. Отличия составили менее 
1% общей протяженности фрагмента. При 
известной гетерогенности патогена это до-
казывает идентичность результата анализа 
методами секвенирования и maldi-Tоf 
масс-спектрометрии. Типирование на основе 
16s последовательности позволяет выявлять 
различия даже в близкородственных штам-

мах, идентичность которых составляет 99% (рис. 4, таблица).
Обсуждение. При использовании метода maldi-Tоf масс-

спектрометрии показано сокращение времени видовой иден-
тификации бактериальной культуры до 1–2 ч, включая пробо-
подготовку и анализ полученных спектров, в то время как для 
традиционных методов идентификации культуры с помощью 
автоматических микробиологических анализаторов необходи-
мо до 2 сут. 

Время, затраченное на видовую идентификацию патогена 
из клинического образца (крови) методом прямого секвениро-
вания 16s рРНК, не превышало 10–12 ч, включая пробопод-
готовку и сравнение с последовательностями, представленны-
ми в международной базе данных. Данный метод позволяет 
исключить из анализа длительный этап выделения из крови 
пациента живых возбудителей инфекции, включающий в себя 
инкубацию в бактериологическом анализаторе для регистра-
ции бактериального роста, высев на твердые питательные сре-
ды для получения чистой культуры возбудителя.

П а ц и е н т у  Г.  проводили профилактическую терапию 
антибиотиками цефалоспоринового ряда, что позволяет пред-
полагать устойчивость выделенного инфекционного агента 
[14, 15]. В последние годы получает все более широкое распро-
странение активное применение цефалоспоринов последних 
поколений в профилактической терапии пациентов с онколо-

Рис. 3. Дендрограмма на основании профилей масс-спектров клеток и экстракта 
бактериальной культуры выделенной из крови п а ц и е н т а  Г. , а также эталон-
ных масс-спектров бактериальных штаммов Stenotrophomonas spp. из базы дан-
ных maldi biotyper 3.1. Расстояние отображено в относительных единицах.

Рис. 4. Степень генетического сходства идентифицируемых фрагментов  
S. maltophilia, полученных из образцов крови и бактериальной культуры с по-
следовательностями, представленными в международной базе данных.

спектры 5627 клеточных организмов. Полученные спектры 
сравнивали со спектрами, имеющимися в таксономической 
библиотеке bruker. Результат сравнения оценивали в баллах 
(общий десятичный логарифм значений пиков, совпадающих 
в спектре образца и эталонного спектра). Значения баллов от 
3 до 2 соответствовали идентификации до вида, значения от 
1,99 до 1,70 означали вероятность идентификации до рода. 
Более низкие оценки свидетельствовали о ненадежном соот-
ветствии спектров с базой данных.

Результаты. Методом maldi-Tоf масс-спектрометрии 
получены спектры высокого качества как при прямом нане-
сении клеток на мишень, так и при использовании образца 
экстракта клеток (рис. 1). Оба образца содержали идентичные 
основные белковые пики, однако их интенсивность была вы-
ше у образца экстракта клеток. В то же время у образца бакте-
риальных клеток в диапазоне m/z = 2500–3500 da наблюдали 
колоколообразный кластер полисахаридных пиков, служащий 
исключительной особенностью спектра S. maltophilia.

Результаты идентификации бактериальной культуры, 
выделенной из крови пациента, представлены на рис. 2. 
Наиболее высокая оценка совпадения исследуемого изолята 
была со штаммом S. maltophilia strain DSM 50170T. Оцен-
ка сравнения с эталонными спектрами других штаммов S. 
maltophilia из библиотеки варьировала в широком диапазо-
не. При этом все 10 наиболее совпадающих профилей пред-
ставлены штаммами, относящимися к роду 
Stenotrophomonas, что свидетельствует о 
наличии чистой бактериальной монокульту-
ры. Сравнение меры сходства между иссле-
дуемым изолятом и эталонными штаммами 
Stenotrophomonas spp. выполнено с помощью 
кластерного анализа специфических пи-
ков масс-спектров этих штаммов путем по-
строения дендрограммы. Как видно на рис. 
3, исследуемая бактериальная культура во-
шла в единый кластер профилей штаммов S. 
maltophilia, отличающийся от кластера про-
филей других видов Stenotrophomonas, что 
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гическими заболеваниями. Можно предположить, что именно 
этот факт стал причиной повышения частоты встречаемости 
S. maltophilia как внутрибольничной инфекции, приводящей 
к тяжелым сепсисам [9, 11]. Исходя из распространенности S. 
maltophilia в природной и техногенной окружающей среде, а 
также у здоровых людей, мы считаем необходимым вниматель-
но рассмотреть вероятность того, что применение некоторых 
цефалоспоринов может становиться толчком к активации «спя-
щей» бактерии S. maltophilia в качестве септического агента. 
Мы видим здесь два возможных пути. Возможно, некоторые це-
фалоспорины iii поколения могут инициировать процесс токси-
нообразования у данной бактерии (как это отмечено в работах с 
Clostridium difficile), для которой, как и для S. maltophilia, пока-
заны распространенность во внутрибольничной и внебольнич-
ной среде, возможность бессимптомного носительства, а также 
тяжелые клинические формы, приводящие к летальному исходу 
[10, 17]. Вторая возможная причина – невольный селективный 
отбор, осуществляющийся за счет воздействия цефалоспори-
нов на более простые внутрибольничные инфекции и позволя-
ющий активное развитие устойчивой к данным антибиотикам 
S. maltophilia, которая в норме не выдерживает конкуренции за 
источники питания с другими патогенами.

При комплексном лечении пациентов с онкологическими 
или иными заболеваниями, характеризующимися выражен-
ной иммуносупрессией, проводимая периоперационная анти-
биотикопрофилактика, нередко без оснований перерастающая 
в так называемую профилактическую антибиотикотерапию, 
в случае актуальности S. maltophilia и других возбудителей 
может значительно минимизировать возможности рутинных 
методов бактериологической диагностики и тем самым при-
вести к тяжелым последствиям, вплоть до развития внутри-
госпитального сепсиса и летального исхода. Показанная воз-
можность применения maldi Tоf масс-пектрометрии для 
ускорения идентификации микроорганизмов в гемокультурах, 
а также возможность применения прямого секвенирования 
для ускорения идентификации микроорганизмов из клини-
ческих образцов, без затрат времени на выращивание чистой 
культуры позволяют успешно бороться с данной проблемой.

Использование современных высокоточных методов со-
кращает время идентификации бактерий, в том числе по-
зволяя выявлять возбудитель непосредственно из крови па-
циента без затрат времени на посев, выращивание культуры 
и дальнейшую идентификацию стандартными бактериоло-
гическими методами и вне зависимости от используемой в 
отношении пациента тактики антибактериальной терапии. 
Введение предложенных методов в практику в дополнение к 
уже существующим культуральным позволит своевременно 
подобрать адекватную терапию для пациентов. 
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Шерстенникова А.К.1, Кашутин С.Л.1, Николаев в.И.2, Хлопина И.А.1

УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ МОЛЕКУЛ АДГЕЗИИ НА ЛИМФОЦИТАХ В ЗАВИСИМОСТИ  
ОТ РАЗМЕРОВ ИХ ЦИТОПЛАЗМЫ

1ГБОУ вПО «Северный государственный медицинский университет», 163000, Архангельск; 
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Как известно, лимфоциты являются истинными иммуноцитами, специализированными на распознавании антигена (Аг) 
в организме. Их поведение в крови регулируется несколькими классами белков адгезии, в том числе селектинами, инте-
гринами, иммуноглобулинами. Сведений об уровне экспрессии молекул адгезии на лимфоцитах в зависимости от размеров 
их цитоплазмы у практически здоровых лиц нет. Цель исследования: определение уровня экспрессии молекул адгезии 
лимфоцитов в зависимости от размеров их цитоплазмы. В венозной крови на проточном цитометре определяли уровень 
экспрессии молекул адгезии у 50 человек (22 мужчин и 28 женщин) в возрасте от 20 до 60 лет, не имеющих хронической 
патологии в анамнезе. При изучении лимфоцитограммы дифференцировали лимфоциты по величине клетки с учетом 
размеров цитоплазмы: малые лимфоциты – до 8 мкм, средние – от 8 до 12 мкм, большие – больше 12 мкм. У мужчин 
наблюдали тенденцию к снижению концентрации лимфоцитов с экспрессированной молекулой L-селектина. Выявлено 
отсутствие гендерных различий в уровне лимфоцитов с рецептором LFA-1, а также лимфоцитов с молекулой ICAM-1.  
У мужчин концентрация лимфоцитов с рецептором LFA-3 была выше, чем у женщин, но только в виде тенденции. От-
мечался более низкий уровень экспрессии молекулы PECAM-1 у мужчин. Корреляционный анализ между уровнем экспрес-
сии молекул адгезии и концентрацией лимфоцитов, различающихся по размеру цитоплазмы, показал, что при увеличении 
размеров цитоплазмы лимфоцитов увеличивается количество статистически достоверных корреляций. Большая часть 
лимфоцитов (67,97%) экспрессировала молекулу LFA-1. Шеддинг молекул L-селектина среди лимфоцитов протекает 
значительно активнее, чем у моноцитов. При этом к миграции более предрасположены среднеплазменные лимфоциты и 
большие гранулярные лимфоциты, идентифицированные как естественные киллеры. Однако лимфоциты вступающие в 
состояние лимфопролиферации, обладают меньшей способностью к адгезии.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: лимфоциты; молекулы адгезии; размер цитоплазмы лимфоцитов.
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The lymphocytes are true immunocytes specialized in discerning antigen in organism. Their behavior in blood is regulated by 
several classes of adhesion proteins, including selectin, integrin, immunoglobulin.  In healthy humans there is no data concern-
ing level of expression of adhesion molecules on lymphocytes  depending on size of their cytoplasm. The study was carried out 
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to determine level of expression of adhesion molecules of lymphocytes depending on size of their cytoplasm. The flow cytometer 
was applied to determine in venous blood level of expression of adhesion molecules in 50 individuals (22 males and 28 females) 
aged from 20 to 60 years and having no chronic pathology in anamnesis. The analysis of lymphocytogram permitted to differenti-
ate lymphocytes according volume of cell considering size of cytoplasm: small lymphocytes- up to 8 mkm; medium - from 8 to 12 
mkm; large - more than 12 mkm. In males a tendency was established concerning decreasing of concentration of lymphocytes with 
expressed molecule of L-selectin. The absence was detected concerning gender differences in level of lymphocytes with recep-
tor LFA-1 and also lymphocytes with molecule ICAM-1. In males concentration of lymphocytes with receptor LFA-3 was higher 
than in females but only as a tendency. The lower level of expression of molecule PECAM-1 in males was observed. The correla-
tion analysis between level of expresion of adhesion molecules and concentration of lymphocytes differing in size of cytoplasm,  
demonstrated that at increasing of size of cytoplasm of lymphocytes increases number of statistically reliable correlations. The 
shedding of molecules of L-selectin in lymphocytes proceeds significantly more active than in monocytes. At that, medium plasma 
lymphocytes and large granular lymphocytes identified as natural killers are more predisposed to migration. However, lympho-
cytes entering condition of lympho-proliferation have less ability to adhesion.
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For citation: Sherstennikova A.K., Kashutin S.L., Nikolaev V.I., Khlopina I.A. The level of expression of molecules of adhesion 
on lymphocytes depending on amount of their cytoplasm. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Labora-
tory Diagnostics) 2017; 62 (3): 170-172. (in Russ.). DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-3-170-172
For correspondence: Sherstennikova A.K., candidate of medical sciences, associate professor of the chair of normal physiology. 
e-mail: a.sherstennikova@yandex.ru
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
acknowledgment. The study had no sponsor support.

received 01.04.2016
accepted 15.06.2016

Регуляция миграции и расселения иммунокомпетентных 
клеток в периферических органах, процесса специфического 
хоминга в лимфоидные органы, участие в клеточном взаимо-
действии при развитии иммунного ответа – все это относится 
к функциям молекул адгезии [8].

Как известно, реализация процессов миграции связана 
с l-селектинами, интегринами и молекулами суперсемей-
ства иммуноглобулинов. На первом этапе – непрочной ад-
гезии – в процесс адгезии вступают селектины, в том числе 
l-селектины, экспрессируемые на лимфоцитах, но это не 
обеспечивает миграцию клеток через эндотелий [9]. Преодо-
ление эндотелиального барьера осуществляется после насту-
пления прочной адгезии при участии двух других групп адге-
зинов: интегринов и членов суперсемейства иммуноглобули-
нов [10]. На лимфоцитах экспрессируются такие важные для 
преодоления эндотелиального барьера интегрины, как lfa-1 
и lfa-3, взаимодействующие с членами суперсемейства им-
муноглобулинов, представленными на эндотелиальных клет-
ках: icam-1, icam-2 и vcam-1 [1]. За фазой прочной ад-
гезии следует этап собственно миграции лимфоцитов через 
эндотелий, связанной с экспрессией молекул pecam [10]. 

Если миграция лимфоцитов в очаг воспаления достаточ-
но хорошо исследована, то данные об их миграции в ткани в 
условиях отсутствия антигенной нагрузки, роли которой мо-
гут выступать инфекция, химическое или радиационное по-
вреждение, стандартная иммунная нагрузка, единичны и раз-
розненны [1, 2, 5, 6]. Отсутствуют количественные данные 
об уровне экспрессии молекул адгезии на лимфоцитах, в том 
числе в зависимости от размеров их цитоплазмы, поскольку 
этот критерий может указывать на уровень синтетической 
активности лимфоцитов и активность бласттрансформации 
[2]. Кроме того, представляет интерес изучение соотношения 
уровня экспрессии молекул l-селектина и уровня экспрессии 
молекул фазы прочной адгезии – lfa-1, lfa-3 и icam-1.

Таким образом, физиологическое осмысление процессов 
миграции лимфоцитов, а также условий, при которых она 
может активизироваться или замедляться, является особенно 
важной для интерпретации резервов стабильности и сохра-
нения гомеостаза.

Материал и методы. Проведено обследование 50 лиц (22 
мужчин и 28 женщин) в возрасте от 20 до 60 лет, не имею-
щих хронической патологии в анамнезе. Венозную кровь для 

исследования брали утром натощак. На проточном цитоме-
тре fc-500 фирмы beckman coulter определяли экспрессию 
лимфоцитами молекул l-селектина (cd62l), lfa-1 (cd11a), 
icam-1 (cd54), lfa-3 (cd58), pecam-1 (cd31).

На мазке крови, зафиксированном смесью Никифорова и 
окрашенном по Романовскому-Гимзе, определяли удельный 
вес лимфоцитов среди других лейкоцитов – эозинофилов, ба-
зофилов, нейтрофилов, моноцитов. 

При изучении лимфоцитограммы дифференцировали 
лимфоциты по величине клетки с учетом размеров цитоплаз-
мы: малые лимфоциты – до 8 мкм, средние – от 8 до 12 мкм, 
большие – больше 12 мкм [6]. Отдельно выделяли популя-
цию больших гранулярных лимфоцитов, которые являются 
морфологическими аналогами естественных киллеров [5].

Статистическую обработку результатов проводили с по-
мощью spss 13.0 for windows. Распределение параметров 
было ненормальным, в связи с чем описание выборок прово-
дили с помощью подсчета медианы (Мd) и межквартильного 
интервала Q25Q75. Вероятность различий оценивали по не-
параметрическому критерию Колмогорова-Смирнова.

Результаты и обсуждение. Общее содержание лимфоци-
тов периферической крови составило 2,56á109 кл/л (2,05; 3,2) 
при этом молекулу l-селектина экспрессировали 0,32á109 кл/л 
(0,12; 0,64) лимфоцитов, что составило 11,42% (4,5; 23,38) от 
общего числа лимфоцитов. У мужчин наблюдали тенденцию 
к снижению концентрации лимфоцитов с данной молекулой 
(0,25á109 кл/л (0,13; 0,47) против 0,4á109 кл/л (0,09; 0,71);  
Z = 0,88; p = 0,4). Молекулу lfa-1 экспрессировали 1,73á109 
кл/л (1,15; 2,27) лимфоцитов, что составило 67,97% (44,71; 
77,69) от общего их числа. У мужчин и женщин различия в 
уровне лимфоцитов с рецептором lfa-1 не регистрирова-
лись (1,71á109 кл/л (1,26; 2,37) и 1,79á109 кл/л (1,08; 2,26); 
Z = 0,67; p = 0,75). Среднее содержание лимфоцитов с моле-
кулой icam-1 было на уровне 0,29á109 кл/л (0,1; 0,68), что 
составило 11,56% (4,37; 21,6) от общего числа лимфоцитов, 
– без существенных гендерных различий (0,24á109 кл/л (0,03; 
0,79) против 0,3á109 кл/л (0,11; 0,61); Z = 0,74; p = 0,64). Уро-
вень лимфоцитов, экспрессирующих молекулу lfa-3, был 
равен 0,91á109 кл/л (0,31; 2,28), что составило 33,02% (12,66; 
82,6) от общего числа лимфоцитов. У мужчин концентрация 
лимфоцитов с рецептором lfa-3 была выше, чем у женщин, 
но только на уровне тенденции (1,36á109 кл/л (0,4; 2,69) про-
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тив 0,91á109 кл/л (0,29; 2,18); Z = 0,55; p = 0,92). Молекулу  
pecam-1 экспрессировали в среднем 0,41á109 кл/л (0,13; 
0,75) лимфоцитов, что составило 12,56% (3,7; 28,6) от обще-
го числа лимфоцитов с тенденцией к более низкому уров-
ню этих клеток у мужчин (0,33á109 кл/л (0,07; 0,63) против 
0,55á109 кл/л (0,19; 0,82); Z = 0,73; p = 0,64).

Малые лимфоциты в структуре лимфоцитограммы соста-
вили 26% (16; 37), среднеплазменные – 44% (36; 50), боль-
шие – 10 (5; 16,5), большие гранулярные лимфоциты – 16 (12; 
23,5).

Корреляционный анализ между уровнем экспрессии мо-
лекул адгезии и концентрацией лимфоцитов, различающихся 
по размеру цитоплазмы, показал, что при увеличении разме-
ров цитоплазмы лимфоцитов увеличивается количество ста-
тистически достоверных корреляций. Так, если содержание 
малых лимфоцитов коррелировало только с содержанием 
лимфоцитов с рецептором lfa-1 (r = 0,38; р = 0,03), кон-
центрация среднеплазменных лимфоцитов уже была связана 
с концентрацией лимфоцитов, экспрессирующих рецепторы 
lfa-1 (r = 0,57; р = 0,001), lfa-3 (r = 0,43; р = 0,016), и 
l-селектином (r = 0,35; р = 0,013). Подобную ситуацию реги-
стрировали в случае больших гранулярных лимфоцитов, тог-
да как между уровнем больших лимфоцитов и лимфоцитов, 
экспрессирующих изучаемые молекулы адгезии, статистиче-
ски значимых корреляций не было выявлено. 

Итак, в условиях отсутствия антигенной стимуляции 
11,42% лимфоцитов экспрессируют молекулы l-селектина, 
67,97% – молекулы lfa-1, 11,56% – icam-1, 33,02% – lfa-3, 
12,56% – pecam-1. Как известно, l-селектин обеспечивает 
роллинг-эффект, и адгезия, вызванная селектинами, обрати-
ма, кратковременна и малоэффективна. Более прочную и не-
обратимую адгезию лимфоцитов на эндотелии обусловлива-
ют β2-интегрины, к которым относится молекула lfa-1 [2, 8]. 
В соответствии с результатами исследования большая часть 
лимфоцитов экспрессировала эту молекулу – 67,97%, что в 6 
раз больше, чем удельная доля лимфоцитов, экспрессирую-
щих молекулу l-селектина (11,42%). Для сравнения, соот-
ношение уровней экспрессии молекул lfa-1 и l-селектина 
у нейтрофилов составило 1,5, а моноцитов 2,3 [3, 4]. Кроме 
того, учитывая статистически достоверные корреляции меж-
ду уровнем среднеплазменных лимфоцитов, а также боль-
ших гранулярных лимфоцитов и уровнем экспрессии мо-
лекул lfa-1, lfa-3, можно полагать, что к миграции более 
предрасположены именно среднеплазменные лимфоциты и 
большие гранулярные лимфоциты, идентифицированные 
как естественные киллеры. Напротив, между концентраци-
ей больших лимфоцитов статистически достоверных кор-
реляций выявлено не было. А поскольку уровень больших 
лимфоцитов может указывать на активность лимфопролифе-
рации в периферической крови, создается впечатление, что 
лимфоциты, вступающие в состояние лимфопролиферации, 
обладают меньшей способностью к адгезии [1].
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конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Л И Т Е РАТ У РА  (пп. 9–10 см. r e f e r e n c e s )
1. Добродеева Л.К. Грипп и ОРЗ, иммунологическая реактивность 

коренного и пришлого населения Севера Европейской терри-
тории СССР: Автореф. дисс. … докт. мед. наук. Архангельск; 
1989.



173

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2017; 62(3)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-3-173-177

IMMunOlOgy

© КОЛЛЕКТИв АвТОРОв, 2017

УДК 616.5-002.525.2-031.81-078.33:681.3

верижникова Ж.Г.1, Александрова Е.Н.1, Новиков А.А.1, Панафидина Т.А.1, Середавкина Н.в.1, Попкова Т.в.1, 
Айзина Н.Л.2, Насонов Е.Л.1

КЛИНИЧЕСКАЯ ИНФОРМАТИВНОСТЬ АВТОМАТИЗИРОВАННЫХ МЕТОДОВ 
СКРИНИНГОВОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИНУКЛЕАРНЫХ АНТИТЕЛ  
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ НЕПРЯМОЙ РЕАКЦИИ ИММУНОФЛЮОРЕСЦЕНЦИИ, 
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Антинуклеарные антитела (АНА) – гетерогенная группа аутоантител, реагирующих с различными компонентами ядра 
и цитоплазмы. АНА – основной серологический маркер системной красной волчанки (СКВ). Внедрение в клиническую 
практику новых высокопроизводительных методов иммунного анализа с использованием автоматизированных систем 
создает предпосылки для стандартизации и улучшения воспроизводимости определения АНА. 
Цель работы – сравнить диагностическое значение автоматизированных методов скринингового определения АНА (не-
прямой реакции иммунофлюоресценции на клетках HEp-2 (НРИФ-HЕp-2), иммуноферментного анализа (ИФА) и мульти-
плексного иммунного анализа (МИА) с использованием суспензионной технологии хМАР) в сыворотках больных СКВ. 
Исследованы сыворотки 94 пациентов с СКВ. Группу сравнения составили 70 больных другими ревматическими заболе-
ваниями; контрольная группа состояла из 30 здоровых доноров. Скрининговое определение АНА методом НРИФ-HЕp-2 
проводили на автоматической платформе AKLIDES, ИФА – на автоматическом анализаторе ALEGRIA, МИА – при по-
мощи BioPlex 2200.
Метод НРИФ-HEp-2 показал наиболее высокую диагностическую чувствительность (ДЧ) по сравнению с ИФА и МИА-
BioPlex 2200 (96,8; 79,8 и 82,9% соответственно). Общая диагностическая специфичность (ДС) определения АНА ме-
тодом НРИФ-HEp-2 была ниже таковой у ИФА и МИА-BioPlex 2200 (40, 70 и 57% соответственно). В группе здоровых 
доноров наиболее низкую ДС имел скрининговый анализ АНА с помощью МИА-BioPlex 2200 (80%), в то время как при 
использовании НРИФ-HEp-2 и ИФА показатели ДС составляли 93,3 и 96,7% соответственно. Исследование АНА к смеси 
из 26 ядерных антигенов методом ИФА было целесообразным лабораторным тестом для диагностики СКВ (отношение 
правдоподобия положительного результата – 2,66). По уровню отношения правдоподобия отрицательного результата 
НРИФ-HEp-2 – более информативный тест для исключения диагноза СКВ, чем методы ИФА и МИА-BioPlex 2200 (0,08; 
0,29 и 0,3 соответственно).
Таким образом, определение АНА методом НРИФ-HEp-2 служит наиболее предпочтительным первичным скрининго-
вым тестом для диагностики СКВ. ИФА антител к смеси ядерных антигенов и МИА на основе технологии хМАР – ме-
нее предпочтительные скрининговые тесты для диагностики СКВ по сравнению с НРИФ-HЕp-2 из-за наличия ложно-
отрицательных результатов в 20 и 17% случаев соответственно. ИФА и МИА более целесообразно использовать как 
подтверждающие тесты, позволяющие определять антиген-специфические АНА у больных СКВ с положительными 
результатами НРИФ-HЕp-2.
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Thew antinuclear antibodies (ANA) consist heterogeneous group of auto antibodies reacting with various components of nucleus 
and cytoplasm. The ANA is a main serological marker of systemic lupus erythematosus (SLE). The implementation in clinical 
practice of new highly productive techniques of immune analysis using automated systems sets up prerequisites for standardization 
and amelioration of reproducibility of detection of ANA.  

Для корреспонденции: Верижникова Жанна Григорьевна, врач КЛД лаб. клин. иммунологии и молекулярной биологии ревматических 
заболеваний; е-mail: verizhnikovs@gmail.com



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2017; 62(3)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-3-173-177

ИММУНОЛОГИЯ

174

The study was carried out to compare diagnostic significance of automated techniques of screening detection of ANA (indirect 
immunofluorescence test on cells HEp-2 (IIFT-HEp-2)), enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and multi-complex immune 
analysis (MIA, using suspension technology xMAP) in serum of patients with SLE. 
The serums from 94 patients with SLE were analyzed. The comparison group included 70 patients with other rheumatic diseases. 
The control group consisted of 30 healthy donors. The screening detection of ANA using technique IIFT-HEp-2 was implemented 
on automated platform AKLIDES, ELISA - on automated analyzer ALEGRIA and MIA on automated analyzer BioPlex 2200.
The technique IIFT-HEp-2 demonstrated the most high diagnostic sensitivity as compared with ELISA and MIA- BioPlex 2200 
(96.8%; 79.8% and 82.9% correspondingly). The general diagnostic specificity of detection of ANA using technique  IIFT-HEp-2 
was lower than in case of ELISA and MIO-BioPlex 2200 (40%, 70% and 57% correspondingly). In the group of healthy donors 
the lowest diagnostic specificity was observed in ANA screening analysis using MIA-BioPlex 2200 (80%) while in case of applying  
IIFT-HEp-2 and ELISA indices of diagnostic specificity made up 93.3% and 96.7% correspondingly. The ANA analysis of mix of 
26 nuclear antigens using ELISA technique was a reliable laboratory test for diagnostic of SLE (likelihood ratio of positive result 
- 2.66). By the level of likelihood ratio of negative result of the IIFT-HEp-2 technique was more informative test for exclusion of 
diagnosis of SLE than techniques of ELISA and MIA-BioPlex 2200 (0.08; 0.29 and 0.3 correspondingly). 
The detection of ANA using technique of  is the most preferable primary screening test for diagnostic of SLE. The ELISA of antibodies 
to mix of nuclear antigens and MIA on the basis of xMAP technology are less preferable screening tests for diagnostic of SLE as 
compared with IIFT-HEp-2 because of false-negative results in 20% and 17% of cases correspondingly. ELISA and MIA are to applied 
as confirmatory screening tests permitting to detect antigen-specific ANA in patients with SLE with positive results of IIFT-HEp-2.

K e y w o r d s :  antinuclear antibodies; screening detection; clinical informativeness; indirect immunofluorescence test; immu-
noenzyme analysis; multiplex immune analysis; systemic lupus erythematosus
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Системная красная волчанка (СКВ) – аутоиммунное забо-
левание неизвестной этиологии, характеризующееся поликло-
нальной активацией В-клеток и гиперпродукцией широкого 
спектра органонеспецифических аутоантител к различным 
компонентам клеточного ядра и цитоплазмы, вызывающих 
иммуновоспалительное повреждение тканей и внутренних 
органов [1]. Антинуклеарные антитела (АНА) – основной се-
рологический маркер СКВ. В сыворотках пациентов с СКВ 
обнаруживают антитела к ДНК, гистонам, нуклеосомам, экс-
трагируемым ядерным антигенам (ЭЯА) (sm, u1РНП, ro/ssa, 
la/ssb, рибосомальному белку Р – ribp), ядрышковым анти-
генам и другим клеточным структурам [2–4]. Положительные 
результаты определения АНА входят в число диагностических 
критериев СКВ [4–6]; их применяют для оценки активности, 
прогноза и характеристики отдельных клинико-лабораторных 
субтипов заболевания [2–4, 6–8]; они служат предикторами 
развития СКВ у бессимптомных пациентов [9]. 

В последние годы особое внимание уделяют методиче-
ским аспектам определения АНА [3, 4, 10, 11]. Современные 
методы исследования АНА основаны на применении вы-
сокотехнологичных автоматизированных систем с исполь-
зованием как униплексных технологий (непрямая реакция 
иммунофлюоресценции (НРИФ), иммуноферментный ана-
лиз (ИФА), иммуноблот, хемилюминесцентный иммунный 
анализ), так и мультиплексных диагностических платформ. 
Актуальная проблема диагностики СКВ – стандартизация 
и клиническая валидация новых методов выявления АНА, 
включающая оценку их диагностической значимости и раз-
работку алгоритмов тестирования аутоантител [10, 12].

Международными экспертами рекомендована двухэтапная 
стратегия определения АНА в сыворотке крови: на 1-м этапе 
проводят скрининг АНА методом НРИФ с использованием в 
качестве субстрата hЕp-2 клеток (эпителиальные клетки рака 
гортани человека) (НРИФ-hЕp-2); на 2-м этапе пациентам с по-
ложительными результатами НРИФ-hep-2 проводят подтверж-

дающие («рефлекс») тесты для выявления специфических анти-
тел к отдельным ядерным антигенам (двухспиральной-дсДНК, 
ЭЯА) с помощью ИФА, иммуноблота (ИБ), хемилюминесцент-
ного иммунного анализа (ХЛИА), мультиплексного иммунного 
анализа (МИА) [3, 4, 13]. Особо отмечают необходимость вне-
дрения в лабораторную практику автоматизированных систем 
интерпретации клеточных флуоресцентных тестов с целью 
стандартизации и улучшения воспроизводимости НРИФ-hep-2 
при первичном скрининговом исследовании АНА [10, 14]. В то 
же время активно обсуждают возможность скринингового ис-
следования АНА с помощью ИФА, МИА и других методов 
твердофазного анализа [3, 10, 12, 15].

Цель данного исследования – сравнить диагностическое 
значение трех автоматизированных методов скринингового 
определения АНА (НРИФ-hЕp-2, ИФА и МИА) в сыворот-
ках пациентов с СКВ.

Материал и методы. Исследованы сыворотки 94 паци-
ентов с верифицированным диагнозом СКВ согласно кри-
териям slicc 2012 г. (80 женщин и 14 мужчин) в возрас-
те 35,9 (16,0–65,0) лет с длительностью заболевания 113,5  
(2,0–576,0) мес, наблюдавшихся в НИИР им. В.А. Насо-
новой в 2016 г. У большинства пациентов отмечали хрони-
ческий вариант течения СКВ. Активность заболевания по 
шкале sledai-2K составляла 9,7 (0–40) балла, индекс по-
вреждения slicc/acr damage index (ИП) соответствовал  
1,6 (0–18) балла.

В группу сравнения вошли 70 больных: 10 – синдромом 
Шегрена (СШ), 16 – системной склеродермией (ССД), 10 
– ревматоидным артритом (РА), 14 – полимиозитом/дерма-
томиозитом (ПМ/ДМ), 10 – анкилозирующим спондилитом 
(АС), 10 – остеоартрозом (ОА). Контрольную группу соста-
вили 30 здоровых доноров, сопоставимых по полу и возра-
сту с обследованными больными. Образцы сывороток крови 
хранили при -70oc.

Скрининговое исследование АНА в сыворотках крови 
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проводили тремя автоматизированными методами: НРИФ-
НЕр-2 c помощью автоматизированной системы aKlides 
(medipan gmbh, ФРГ), ИФА на анализаторе alegria (ana-
detect, orgentec, ФРГ) и МИА на основе суспензионной 
технологии xmap (bioplex 2200 ana screen, laboratories 
inc. hercules, ca, США). Позитивные результаты измере-
ния АНА соответствовали следующим значениям: ≥ 1:160 
(НРИФ-НЕр-2), ≥ 1,3 у. е. (ИФА) и ≥ 1,0 ai (antibody index) 
(МИА-bioplex 2200). 

Статистическую обработку результатов проводили с исполь-
зованием пакета программ statistica 6.0 (statsoft, США). Для 
измерения степени согласованности результатов определения 
АНА различными методами использовали коэффициент каппа 
(κ) Коэна [16]. Результаты представлены в виде медианы (Ме) с 
интерквартильным размахом 25–75 процентиль. Корреляцион-
ный анализ проводили по методу Спирмена. Различия считали 
значимыми при p < 0,05. Оценивали клиническую информатив-
ность скрининговых методов исследования АНА путем расче-
та диагностической чувствительности и специфичности (ДЧ и 
ДС), отношение правдоподобия положительного и отрицатель-
ного результата теста (ОППР и ОПОР).

Результаты. При скрининговом 
исследовании АНА в сыворотке кро-
ви степень согласованности результа-
тов (κ) между НРИФ-hep-2 и ИФА 
(0,438), НРИФ-hep-2 и МИА-bioplex 
2200 (0,426) была ниже, чем у ИФА 
и МИА-bioplex 2200 (0,726). У боль-
ных СКВ скрининговое определение 
АНА методом НРИФ-hep-2 показало 
наиболее высокую ДЧ по сравнению 
с ИФА и МИА-bioplex 2200 (96,8; 
79,8 и 82,9% соответственно, p < 0,05) 
(табл. 1). 

При использовании НРИФ-
hep-2 ложноотрицательные резуль-
таты скринингового исследования 
АНА регистрировали у 3% больных 
СКВ, ИФА – у 20%, МИА-bioplex 

2200 – у 17%. Общая ДС определения АНА методом НРИФ-
hep-2 была ниже таковой у ИФА и МИА-bioplex 2200 (40, 
70 и 57% соответственно, p < 0,05). В группе здоровых до-
норов наиболее низкую ДС имел скрининговый анализ АНА 
с помощью МИА-bioplex 2200 (80%), в то время как при ис-
пользовании НРИФ-hep-2 и ИФА показатели ДС составляли 
93,3 и 96,7% соответственно. Исследование АНА к смеси из 
26 ядерных антигенов методом ИФА являлось целесообраз-
ным лабораторным тестом для диагностики СКВ (ОППР – 
2,66). По уровню ОПОР НРИФ-hep-2 – более информатив-
ный тест для исключения диагноза СКВ, чем методы ИФА и 
МИА-bioplex 2200 (0,08; 0,29 и 0,3 соответственно).

Обсуждение. Согласно международным рекомендациям 
золотым стандартом и первичным скрининговым методом 
определения совокупности АНА в сыворотке крови служит 
НРИФ-hЕp-2, позволяющая выявлять антитела к 100–150 
ядерным антигенам [3–5, 13, 17, 18]. Вместе с тем в прак-
тике клинико-диагностических лабораторий широкое рас-
пространение получили скрининговые методы определения 
АНА на основе ИФА, ХЛИА, ИБ и мультиплексных биоана-
литических технологий. По мнению экспертов Европейской 

Т а б л и ц а  1
Клиническая информативность трех автоматизированных методов скринингового опреде-
ления АНА в сыворотках пациентов с СКВ (НРИФ-HEp-2, ИФА и МИА-BioPlex 2200) (n = 94)

Метод Диагно-
стическая 
чувстви-

тельность, 
%

Диагностическая специфичность, % ОП общая

системные ау-
тоиммунные 
ревматиче-

ские заболева-
ния (n = 50)

другие 
ревмати-

ческие за-
болевания 

(n = 20)

здо-
ровые 

доноры 
(n = 30)

общая 
группа 

(n = 100)

ПР ОР

НРИФ-hep-2 96,8*‡ 10,0 35,0 93,3 40,0*‡ 1,61 0,08
ИФА 79,8 42,0 100,0 96,7 70,0 2,66 0,29
МИА-bioplex 2200 82,9 34,0 80,0 80,0 57,0 1,93 0,3

П р и м е ч а н и е. ОП – отношение правдоподобия; ПР – положительный результат, ОР – от-
рицательный результат. * – p < 0,05 по отношению к ИФА; ‡ – p < 0,05 по отношению к МИА-
bioplex 2200.

Т а б л и ц а  2
Диагностическое значение различных методов скринингового определения АНА в сыворотках больных СКВ

Автор, год n Метод Диагно-
стическая 

чувствитель-
ность, %

Диагностическая специфичность, % ОП

САРЗ РЗ ЗД общая 
группа

положи-
тельный 
результат

отрица-
тельный 
результат

shovman o., 2005 [20] 113 ИФА 93,0 18,3 71,0 93,0 60,8 2,37 0,12
athenamultilyte 91,0 17,0 73,0 94,0 61,3 2,35 0,15

moder K.g., 2007 [21] 332 ИФА 81,4 20,6 – – – 1,03 0,89
bioplex 2200 66,3 37,1 – – – 1,05 0,91

bonilla e., 2007 [23] 35 НРИФ-hЕp-2 (>1:50) 90,6 – – – 76,0 3,78 0,12
athenamultilyte 49,1 – – – 87,0 3,78 0,59

hanly J.g., 2010 [22] 192 НРИФ-hЕp-2 (>1:160) 81,3 – – – – – –
ИФА 46,6 – – – – – –

bioplex 2200 75,5 – – – – – –
op de beeck K., 2012 [24] 80 НРИФ-hЕp-2000 (>1:80) 90,0 28,8 – 94,0 61,4 2,33 0,16

bioplex 2200 79,0 25,7 – 94,6 60,2 1,98 0,35
bruner b.f., 2012 [25] 1540 НРИФ-hЕp-2 (>1:120) 85,6 – – 81,7 – 4,67 0,18

bioplex 2200 67,4 – – 90,5 – 7,10 0,36
Tozzoli r., 2013 [10] 95 НРИФ-hЕp-2 (>1:80) 89,5 38,4 – 95,0 66,7 2,69 0,16

bioplex 2200 81,1 29,5 – 94,2 61,9 2,13 0,31
scholz J., 2015 [26] 174 НРИФ-hЕp-2 aKlides (>1:80) 98,9 8,4 – 83,2 45,8 1,82 0,02

cytobeadana 100 2,5 – 80,2 41,4 1,71 ∞
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антиревматической лиги (eular) и Американской коллегии 
ревматологов (acr), данные методы твердофазного анали-
за не могут заменить первичный скрининг АНА с помощью 
НРИФ-hЕp-2, так как идентифицируют антитела к ограни-
ченному количеству (8–10) очищенных/рекомбинантных 
антигенов или смеси антигенов (ядерному гомогенату) с из-
мененными либо утраченными эпитопами, что приводит к 
увеличению числа ложноотрицательных результатов до 35% 
[19]. Мы также обнаружили более высокую частоту ложноо-
трицательных результатов скринингового исследования АНА 
в сыворотках больных СКВ методами ИФА (20%) и МИА-
bioplex 2200 (17%) по сравнению с НРИФ-hЕp-2 (3%). При 
этом показали, что определение АНА методом НРИФ-hЕp-2 
с использованием автоматизированной платформы aKlides 
обладает большей ДЧ, чем ИФА и МИА-bioplex 2200, а по 
уровню ОПОР скрининг АНА в НРИФ-hЕp-2 оказывается 
самым результативным тестом (< 0,2) для исключения диа-
гноза СКВ. В нашей работе общая ДС всех трех скрининго-
вых методов измерения АНА в сыворотках пациентов с СКВ 
имела низкие значения (от 40 до 70%). Уровень ОППР (> 2 и 
≤ 5) позволял отнести ИФА АНА к числу предпочтительных 
скрининговых тестов для диагностики СКВ. Данные литера-
туры, касающиеся изучения клинической информативности 
различных скрининговых методов выявления АНА при СКВ, 
немногочисленны и весьма противоречивы, что может быть 
обусловлено различиями в тест-системах, значениях «cut off» 
и подборе групп больных (табл. 2) [10, 20–26]. 

При скрининговом выявлении АНА суспензионные муль-
типлексные технологии и ИФА в большинстве случаев де-
монстрируют меньшую ДЧ по сравнению с НРИФ-hЕp-2, 
что согласуется с данными нашего исследования [10, 22–25]. 
Общая ДС различных скрининговых методов определения 
АНА при СКВ, как и в нашей работе, была невысокой и со-
ставляла в среднем 62%. Зарубежными авторами получены 
сходные с нашими данные о наибольшей информативности 
НРИФ-hЕp-2 для исключения диагноза СКВ по уровню 
ОПОР (< 0,2) [10, 23–26]. Вместе с тем в ряде исследований 
скрининговое определение АНА с помощью НРИФ-hЕp-2 
обладало более высокими показателями ОППР (2,3–4,7) для 
диагностики СКВ, чем в нашей работе [10, 23–25]. Резуль-
таты сравнительной оценки ОППР скрининговых тестов для 
измерения АНА в сыворотках больных СКВ на основе ИФА 
и МИА имеют неоднозначный характер [10, 20–26]. Таким 
образом, преимущества и ограничения ИФА и МИА по срав-
нению с классическим скрининговым методом определения 
АНА при СКВ на основе НРИФ-hЕp-2 нуждаются в даль-
нейшем изучении. В связи с этим в рекомендациях eular 
и acr подчеркивают, что лаборатории, проводящие скри-
нинговое определение АНА с помощью ИФА, ИБ, МИА и 
других твердофазных методов иммунного анализа, должны 
предоставить данные о такой же или более высокой чув-
ствительности и специфичности этих техник по сравнению 
с НРИФ-hЕp-2 [3, 4, 13]. Международные рекомендации 
(2013) допускают применение новых иммунометрических 
методов для одноэтапного скрининга и тестирования АНА 
при условии обязательного проведения повторного исследо-
вания АНА с помощью НРИФ-hЕp-2 в случае расхождения 
результатов измерения АНА с клиническими данными [3].

Выводы
1. Определение АНА методом НРИФ-hep-2 служит наи-

более результативным первичным скрининговым тестом для 
диагностики СКВ.

2. ИФА антител к смеси ядерных антигенов и МИА на 
основе технологии хМАР – менее предпочтительные скри-
нинговые тесты для диагностики СКВ по сравнению с 
НРИФ-hЕp-2 из-за наличия ложноотрицательных результа-
тов в 20 и 17% случаев соответственно.

3. ИФА и МИА более целесообразно использовать как 
подтверждающие тесты, позволяющие определять антиген-
специфические АНА у пациентов с СКВ с положительными 
результатами НРИФ-hЕp-2.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
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СПОСОБ ОЦЕНКИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ С3-КОНВЕРТАЗЫ 
КЛАССИЧЕСКОГО ПУТИ АКТИВАЦИИ КОМПЛЕМЕНТА

1ФГБУ «Государственный научно-исследовательский центр профилактической медицины» Минздрава РФ; 101990, 
Москва; 
2ФГБНУ «НИИ нормальной физиологии им. П.К. Анохина», 125315, Москва

Разработан метод определения стабилизации С3-конвертазы классического пути активации системы комплемента в 
сыворотке крови человека. Метод включает в себя два этапа и основан на проведении реакции лизиса сенсибилизиро-
ванных антителами эритроцитов барана 0,8% сывороткой крови человека. Предварительно проводят инкубацию двух 
проб (опытной и контрольной) в течение 10 мин, затем реакцию активации комплемента останавливают добавлением 
буфера, содержащего 10 мМ ЭДТА. В контрольной пробе определяют степень лизиса эритроцитов, а опытную пробу 
дополнительно инкубируют в течение 30 мин при 37°С, затем определяют степень лизиса. Активность С3-конвертазы 
рассчитывают как разность между степенью лизиса в опытной и контрольной пробах. При разнице более 10% рас-
ценивают как патологическое состояние, обусловленное стабилизацией С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента. Проведены исследования стабилизации С3-конвертазы классического пути активации компле-
мента у 31 пациента с абдоминальным ожирением. Показано, что у 87% больных с абдоминальным ожирением выявлена 
стабилизация С3-конвертазы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: система комплемента; ЭДТА; стабилизация С3-конвертазы; С3а-desArg; абдоминальное ожи-
рение.
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The technique of detection of stabilization of C3-convertase classical way of activation of system of complement inhuman 
blood serum. The technique comprises two stages and is based on applying a reaction of lysis of erythrocytes of sheep sen-
sitized by antibodies using 0.8% human blood serum. Preliminary an incubation of two samples (experimental and control) 
is applied during 10 min. and then reaction of activation of complement is stopped by adding a buffer containing 10 mM of 
EDTA. In control sample degree of lysis of  erythrocytes is established and experimental sample is additionally incubated 
during 30 min at 37oC  and then degree of lysis is determined. The activity of C3-convertase is calculated as a difference 
between degree of lysis and in experimental and control samples. The difference more than 10% is considered as a pathologi-
cal state conditioned by stabilization of C3-convertase of classical way of activation of system of complement. The studies 
were carried out concerning stabilization of C3-convertase of classical way of activation of compliment in 31 patients with 
abdominal obesity. It is demonstrated that in 87% of patients with abdominal obesity stabilization of C3-convertase was 
established.
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Введение. Система комплемента – составная часть врож-
денного иммунитета, которая участвует главным образом 
в антибактериальной защите, индукции и усилении гумо-
рального иммунного ответа, солюбилизации и элиминации 
иммунных комплексов [1]. Активация системы комплемен-
та – один из эффекторных механизмов воспаления, фило-
генетически возникший ранее высокоспециализированного 
антительного ответа на антигены. Функционирование ком-
племента обеспечивается благодаря содружественному взаи-
модействию около 40 белков крови, которые обладают про-
теолитическими свойствами и активируются по каскадному 
принципу. Часть белков находятся в свободном состоянии в 
крови, другая часть оказываются мембраносвязанными [2].

Известны три пути активации системы комплемента: 
классический, альтернативный и лектиновый. Централь-
ный ферментативный комплекс всех путей активации – С3-
конвертаза. Перефразируя известную поговорку времен ран-
него Средневековья «все дороги ведут в Рим», можно ска-
зать, что «все дороги ведут к С3». Ключевой момент любого 
из каскадов активации комплемента – расщепление С3 ком-
понента на С3а и С3b, осуществляемое С3-конвертазой. При-
соединение дополнительных молекул С3b к С3-конвертазам 
приводит к образованию С5-конвертаз, которые расщепляют 
С5 на С5а и С5b и запускают реакцию формирования мем-
браноатакующего комплекса (МАК) – гидрофобного «зон-
да», который, внедряясь в липидный бислой, приводит к раз-
рыву клеточной мембраны и лизису клеток-мишеней [2, 3].

Классический путь является ca2+/mg2+-зависимым каскадом, 
который в норме запускают иммунные комплексы, активирую-
щие С1, первый компонент комплемента, который содержит од-
ну молекулу С1q и по две молекулы c1r и c1s. Активация С1 
в результате связывания С1q-субкомпонента с fc-фрагментом 
иммуноглобулинов иммунного комплекса и образования актив-
ных протеиназ c1r и c1s инициирует ферментативный каскад 
комплемента, приводящий к образованию С3-конвертазы клас-
сического пути (С4bc2a) [4, 5]. Период полураспада С4bc2a 
составляет в норме около 3–5 мин, и образовавшиеся в ходе 
реакции С3а и С3b имеют наряду с последующей каскадной 
активацией и формированием МАК свои провоспалительные, 
иммуномодулирующие и метаболические эффекты.

Ранее установлена роль С3, С4, С3а, С5а белков систе-
мы комплемента как предикторов риска больших сердечно-
сосудистых событий (инфаркта, инсульта) [6]. Компоненты 

комплемента широко изучают в качестве биомаркеров риска 
сердечно-сосудистых катастроф в проспективных клиниче-
ских исследованиях. Так, показано, что высокий уровень С3 
служит предиктором риска больших сердечно-сосудистых со-
бытий (фатальный/нефатальный инфаркт миокарда, инсульт) 
в когорте здоровых мужчин и женщин [7]. Среди пациентов, 
страдающих ишемической болезнью сердца (ИБС) после 
проведения аортокоронарного шунтирования, повышенный 
уровень С3 компонента был ассоциирован с риском смерти 
и ИМ у женщин [8]. В когорте здоровых мужчин уровень 
С4-компонента коррелировал с риском смерти и развитием 
ИМ [9]. Кроме этого, изучали взаимосвязь активированных 
С3-конвертазой компонентов системы комплемента. Так, С3а 
и С5а продемонстрировали свою предикторную ценность 
в выявлении лиц с субклиническим атеросклерозом [10].  
В когорте пациентов с диагностированной ИБС повышение 
уровня С3а и С5а было ассоциировано с риском рестеноза 
стента с лекарственным покрытием [11]. У лиц с верифици-
рованным атеросклерозом периферических артерий нижних 
конечностей С5а служил предиктором больших сердечно-
сосудистых событий [12].

Большие перспективы открываются при изучении инак-
тивированной формы С3а компонента. С3а служит мощным 
анафилатоксином, увеличивающим проницаемость крове-
носных сосудов в очаге и способствующим миграции фаго-
цитирующих клеток и факторов гуморального иммунитета. 
Под действием карбоксипептидаз В и n происходит инакти-
вация С3а с образованием С3а-desarg – белка, стимулирую-
щего ацилирование в реакции синтеза триглицеридов в пече-
ни и жировой ткани [13]. Белки комплемента по отдельности 
широко изучают, однако в этом контексте не было предпри-
нято попыток по определению функциональной активности 
ключевого ферментного комплекса – С3-конвертазы. Для 
изучения функциональной активности С3-конвертазы мы 
спланировали и провели исследование.

Цель исследования – разработка метода определения 
стабилизации С3-конвертазы классического пути актива-
ции комплемента и оценка вклада функциональной актив-
ности С3-конвертазы в процессы развития комплемент-
опосредованного ожирения.

Материал и методы. В работе использовали 5,5-
диэтилбарбитуровую кислоту (веронал) и ее натриевую соль 
(мединал), этилендиаминтетрауксусную кислоту (ЭДТА) 
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фирмы serva (ФРГ), остальные реактивы (квалификация не 
ниже ч. д. а.). Эритроциты барана, консервированные для ре-
акции связывания комплемента, предоставлены ЗАО «ЭКО-
лаб» (Электрогорск, Россия). Приготовление эритроцитов 
барана (ЭБ), эритроцитов барана, сенсибилизированных ан-
тителами кролика (ЭБ-АК), изотонического вероналового бу-
фера (vbs), буфера, содержащего ионы Са2+ и Мg2+ (vbs2+) 
или ЭДТА (vbs-e), описано в работе [14].

Полученные данные были статистически обработаны с 
помощью компьютерной программы microsoft excel 2015 
и надстройки attestat for excel 12.0.5. В зависимости от ти-
па данных и с учетом характера распределения применяли 
критерии Стъюдента, Манна–Уитни. При проведении кор-
реляционного анализа использовали коэффициент ранго-
вой корреляции Спирмена. Данные в тексте представлены 
в виде средней арифметической и ее среднеквадратичного 
отклонения (m±sd) при параметрическом распределении. 
При распределении, отличном от нормального, данные пред-
ставляли в виде медианы и интерквартильного размаха (Ме 
(Q25–Q75)). Для всех видов анализа статистически значимы-
ми считали значения p < 0,05.

Результаты. Определение оптимальной концентрации 
буфера для полного ингибирования активации системы ком-
племента. К 200 мкл суспензии эритроцитов барана (ЭБ) 
(1,5 ∙ 108 кл/мл) добавляли 40 мкл разведенной 1:9 пулиро-
ванной сыворотки крови человека от 10 здоровых доноров и 
20–100 мкл vbs-Е (интервал концентрации 0,4–2,0 ммоль/л 
ЭДТА в системе), доводили объем до 500 мкл буфером vbs2+ 
и инкубировали 30 мин при 37oc. Одновременно проводи-
ли контроль на спонтанный (200 мкл ЭБ + 200 мкл vbs2+) 
и полный лизис ЭБ (200 мкл ЭБ + 200 мкл Н2О). После ин-
кубации останавливали реакцию гемолиза добавлением  
2,5 мл охлажденного 0,15 М раствора nacl, центрифугирова-
ли 10 мин при 2000 об/мин и определяли степень гемолиза по 
величине А405 супернатанта. Степень лизиса эритроцитов (У) 
рассчитывали по формуле:

У(%) = [ (Х-r)/(h-r)] ∙ 100,
где: Н, r и Х – величины оптической плотности А405 су-

пернатанта в гемолитических системах при полном лизисе, 
в контроле спонтанного лизиса ЭБ и в опытной пробе соот-
ветственно.

Степень ингибирования (СИ) определяли как разность 
показателей лизиса в контрольной пробе и в опытных про-
бах, содержащих возрастающие концентрации vbs-ЭДТА, 
по формуле:

СИ(%) = (100 - У),
где: 100 – степень лизиса в контрольной пробе, У – сте-

пень лизиса в опытных пробах. Полученные данные приве-
дены в табл. 1.

Как видно из данных, представленных в табл. 1, лизис 
эритроцитов барана ингибируется дозозависимо при по-
вышении концентрации ЭДТА в гемолитической системе. 
Таким образом, при концентрации ЭДТА в системе выше  
1,4 мМоль/л наблюдают полное ингибирование гемолитиче-
ской активности системы комплемента за счет хелатирова-
ния ионов кальция и магния. 

Методика определения функциональной активности С3-
конвертазы классического пути активации системы компле-

мента. Определение активности С3-конвертазы классического 
пути основано на том, что период полураспада С3-конвертазы 
составляет около 3–5 мин, и при добавлении буфера, содер-
жащего ЭДТА, при связывании ионов Са2+ и mg2+ полностью 
ингибируется активация комплемента по всем трем путям ак-
тивации. Согласно разработанной нами методике 200 мкл эри-
троцитов барана (1,5 ∙ 108 кл/мл) инкубировали в течение 10 
мин с 4 мкл сыворотки крови человека в конечном объеме 500 
мкл, доведенном буфером vbs2+. Реакцию активации компле-
мента останавливали добавлением 100 мкл буфера vbs, содер-
жащего 10 мМ ЭДТА. В контрольную пробу сразу добавляли  
2,5 мл охлажденного раствора 0,15 М nacl, центрифугировали и 
определяли степень лизиса. Опытную пробу инкубировали до-
полнительно в течение 30 мин при 37oc. После инкубации опре-
деляли степень лизиса. Активность С3-конвертазы определяли 
как разность между степенью лизиса в опытной и контрольной 
пробах. Референсным значением для степени стабилизации С3-
конвертазы считали 10%.

Проведены результаты исследования функциональной 
активности С3-конвертазы в сыворотках крови 20 доноров. 
Результаты представлены в табл. 2.

Как видно из данных, представленных в табл. 2, в 5 сы-
воротках активность С3-конвертазы была больше 10% и в 
среднем составила 13,8±2,0%. В оставшихся 15 пробах сред-
нее значение активности С3-конвертазы составило 3,8±1,9%. 
Активность С3-конвертазы на уровне 3,8±1,9% согласуется 
с литературными данными. Повышенная почти в 4 раза ак-
тивность С3-конвертазы в 5 сыворотках свидетельствует о 
стабилизации С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента. 

Т а б л и ц а  1
Ингибирование лизиса эритроцитов барана 0,8% пулированной 
сывороткой крови человека буфером, содержащим 10 мМ ЭДТА

ЭДТА в гемси-
стеме, мМ

0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,8 2,0 0

СИ, % 3 7 14 17 76 100 100 100 0

Т а б л и ц а  2
Активность С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента в сыворотках крови доноров

№ сыворотки Опыт, процент 
лизиса

Контроль, про-
цент лизиса

Активность С3-
конвертазы, %

1 72 60 12

2 12 10 2

3 49 36 13

4 89 77 12

5 7 3 4

6 12 10 2

7 11 5 6

8 8 4 4

9 13 10 3

10 15 13 2

11 18 15 3

12 90 84 6

13 12 13 1

14 53 37 16

15 16 14 2

16 16 21 5

17 10 3 7

18 81 77 4

19 57 41 16

20 13 7 6

М±m 6,3±4,8
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Определение стабилизации С3-конвертазы классиче-
ского пути активации комплемента в сыворотках крови 
лиц с абдоминальным ожирением. Обследован 31 пациент 
в возрасте 41±9 лет, 16 (52%) – женщины. Абдоминаль-
ное ожирение устанавливали согласно критериям Между-
народной Федерации Диабета (idf, 2009) по величине 
окружности талии (ОТ): ОТ ≥ 94 см у мужчин и ≥80 см 
у женщин. Наличие и степень ожирения выявляли с по-
мощью критериев ВОЗ (2003) в соответствии с величиной 
индекса массы тела (ИМТ). Ожирение диагностировали 
при ИМТ ≥ 30 кг/м2. 

Всем пациентам определяли содержание в крови глюкозы 
натощак, общего холестерина, холестерина липопротеидов 
высокой плотности (Хс-ЛПВП), холестерина липопротеидов 
низкой плотности (Хс-ЛПНП), триглицеридов с использова-
нием коммерческих наборов (cormay, Польша).

Предлагаемым способом оценки функциональной актив-
ности С3-конвертазы были тестированы сыворотки крови 
31 пациента с абдоминальным ожирением. Общая характе-
ристика пациентов и показатели метаболического профиля 
представлены в табл. 3. 

Среди пациентов с признаками абдоминального ожире-
ния нормальный ИМТ выявлен у 7 (23%), избыточная масса 
тела – у 11 (35%), ожирение – у 13 (42%) человек. Степень 
функциональной активности (стабилизации) С3-конвертазы 
классического пути активации системы комплемента в ис-
следуемых группах представлены в табл. 4.

Мы видим, что только в 4 пробах сыворотки пациен-
тов с АО выявлена нормальная активность С3-конвертазы 
классического пути активации комплемента. В осталь-
ных же пробах обнаружена повышенная активность С3-
конвертазы. Обращала на себя внимание высокая степень 
стабилизации С3-конвертазы в общей выборке. У боль-
шинства пациентов (87%) функциональная активность 
С3-конвертазы превысила пороговые значения в 10%. 
Среднее значение активности С3-конвертазы среди всех 
участников составило 19±7,5%.

При проведении корреляционного анализа не найдено 
взаимосвязи между показателями функциональной активно-
сти С3-конвертазы и параметрами липидного спектра, уров-
нем гликемии, возрастом и полом (р > 0.05).

 Обсуждение. Известно несколько способов определе-
ния активности С3-конвертазы классического пути актива-
ции системы комплемента [15–17]. Однако при использова-
нии существующих методик производят оценку активности 
С3-конвертазы не прямым путем, а опосредованным. Так, 
разработана диагностика стабилизации С3-конвертазы по 
наличию у каждого конкретного больного аутоантител к С3-
конвертазе, сформированной из очищенных компонентов 
комплемента [15, 17]. Методика для рутинных исследований 
не востребована ввиду длительного многоэтапного выполне-
ния и потребности в очищенных компонентах системы ком-
племента. 

Другой подход определения функциональной активно-
сти С3-конвертазы основан на гемолизе сенсибилизирован-
ных эритроцитов барана с использованием двух сывороток 
разных людей в качестве источников компонентов системы 
комплемента [16]. Комплекс С3-конвертазы, С4bС2a, форми-
руется на эритроцитах барана, сенсибилизированных кроли-
чьими антителами, с использованием компонентов С1, С4 и 
С2 из 1-й сыворотки. На следующем этапе проводится вторая 
реакция с участием компонентов С3-С9 из 2-й сыворотки в 
присутствии ЭДТА, приводящей к гемолизу эритроцитов. 
Недостаток этого способа – длительность, трудоемкость, 
недостаточная точность (поскольку используют две разные 
сыворотки).

Разработанный нами метод определения стабилизации 
С3-конвертазы классического пути активации системы ком-
племента в сыворотке крови человека основан на проведении 
реакции лизиса эритроцитов барана 0,8% сывороткой крови 
человека в два этапа. Показано, что только у 4 (13%) пациен-
тов не выявлена стабилизация С3-конвертазы, в то время как 
у остальных 27 человек (87%) наблюдают стабилизацию С3-
конвертазы. Методика может быть в дальнейшем модифици-
рована по двум направлениям: для определения аутоантител 
к С3-конвертазе и для выявления функционального дефици-
та регуляторов С3-конвертазы.

В нашей работе высокая активность С3-конвертазы сви-
детельствует о сниженном контроле функционирования 
ключевого фермента классического пути активации систе-
мы комплемента. Причиной выявленной стабилизации С3-
конвертазы может быть как наличие аутоантител к С4b, так 
и дефицит регуляторов (например, фактор 1). Кроме этого, 
данный эффект стабилизации С3-конвертазы можно наблю-
дать при различных генетических мутациях ингибиторов С3-
конвертазы [17]. 

Обнаруженный факт стабилизации С3-конвертазы, ви-
димо, может служить прогностическим показателем липоге-
неза. Это предположение основывается на метаболических 
эффектах метаболита С3а–c3a-desarg, представляющего 
собой белок, стимулирующий ацилирование (Аsp) и синтез 
триглицеридов клетками печени и адипоцитами [13, 18–20]. 
В последующем неконтролируемая активация и «потребле-
ние» компонента С3 через С3-конвертазу может приводить к 

Т а б л и ц а  3
Антропометрические данные, показатели углеводного и липид-
ного обмена у пациентов (n = 31) 

Показатель М±m

Возраст, годы 43,7±8,8

Индекс массы тела, кг/м2 29,7±5

Окружность талии, см 97,4±9

Общий холестерин, ммоль/л 5,5±0,9

Триглицериды, ммоль/л 2,4±0,5

Хс-ЛПНП, ммоль/л 3,8±0,9

Хс-ЛПВП, ммоль/л 1,0±0,3

Глюкоза, ммоль/л 5,0±1,2

Т а б л и ц а  4
Активность С3-конвертазы классического пути активации 
системы комплемента в сыворотках крови пациентов с абдоми-
нальным ожирением 

№  
пробы

Актив-
ность С3-

конвертазы

№ 
пробы

Активность 
С3-конвертазы

№  
пробы

Актив-
ность С3-

конвертазы
1 15 11 32 21 4
2 8 12 16 22 7
3 15 13 16 23 22
4 35 14 19 24 14
5 24 15 24 25 23
6 24 16 30 26 13
7 26 17 23 27 9
8 22 18 12 28 13
9 18 19 22 29 24
10 18 20 27 30 11

31 22
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нарушению элиминации иммунных комплексов и развитию 
гломерулонефрита (obesity-related glomerulopathy) [21]. Взаи-
мосвязь между адипогенезом и компонентами врожденного 
иммунитета требует дальнейшего изучения. 

Способ определения функциональной активности С3-
конвертазы позволяет выявлять скрытые нарушения регуляции 
иммунного ответа, которые могут быть как причиной ожире-
ния, так и фактором, участвующим в патогенезе коморбидных 
патологий (дислипидемия, атеросклероз, гломерулонефрит). 

Заключение. Таким образом, методика определения 
функциональной активности С3-конвертазы классического 
пути активации системы комплемента, описанная в данной 
работе, может служить альтернативным способом оценки ак-
тивности системы комплемента. Поскольку для выполнения 
методики не нужны дополнительные затраты на очищенные 
компоненты комплемента, данный способ применим в ру-
тинной лабораторно-клинической практике.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Алимбарова Л.М., Лазаренко А.А., Львов Н.Д., Баринский И.Ф.

СПЕКТР МАРКЕРОВ ГЕРПЕСВИРУСНЫХ ИНФЕКЦИЙ И АЛГОРИТМ ИХ 
ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ У ДЕТЕЙ С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ ПРОЦЕССАМИ 
ВЕРХНИХ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ И ЛОР-ОРГАНОВ

ФГБУ «Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. почетного акад.  
Н.Ф. Гамалеи» Минздрава РФ, 123098, Москва

Цель исследования — провести изучение маркеров персистирующих герпесвирусных инфекций у детей с воспалительны-
ми процессами верхних дыхательных путей (ВДП) и ЛОР-органов. Обследовано 118 пациентов в возрасте от 1 мес до 17 
лет. Использован комплекс стандартизированных вирусологических, иммунологических, молекулярно-генетических ме-
тодов для выявления (исключения) герпетической инфекции (ГИ): цитомегаловирусной инфекции (ЦМВИ), инфекции, вы-
зываемой вирусом Эпштейна—Барр (ВЭБИ), вирусом простого герпеса (ВПГИ). Представлен диагностический алгоритм 
обследования детей с заболеваниями ВДП на ГИ. Отмечено доминирующее значение ВПГ и ВЭБ, а также Staphylococcus 
aureus и Streptococcus haemolyticus-β группы А при анализе микробного пейзажа. У 83,9% детей с заболеваниями ВДП 
выявлена хроническая ВПГИ, ВЭБИ, ЦМВИ, у 39,39% детей — микст-инфекция: у 41,03% — сочетание ВПГ—/ВЭБ-
инфекции; у 33,33% детей — ВПГ—/ЦМВ-инфекции; у 7,69% детей — ВПГ—/ВЭБ—/ЦМВ-инфекции; у 17,94% детей 
— ВЭБ—/ЦМВ-инфекции. Особенностью течения персистирующих ГИ у детей было отсутствие специфических сим-
птомов нозологической формы в 59,2% случаев. По результатам исследования мазков со слизистой носоглотки детей, 
инфицированных вирусами герпеса: Staphylococcus aureus выявлен у 36,36%; Streptococcus haemolyticus-β — у 32,32, 
Streptococcus haemolyticus-α — у 11,11, Candida albicans слизистых оболочек — у 4,04% детей. Вирусно-бактериальная 
микст-инфекция установлена у 44,44%. Обнаружены лабораторные признаки активности иммунного воспаления: уве-
личение содержания TNFα и снижение уровня IFNγ. Результаты исследования обосновывают необходимость индивиду-
ального подхода к терапии детей с заболеваниями ВДП и ЛОР-органов, ассоциированными с персистирующими ГИ, с 
проведением комплекса лечебно-реабилитационных мероприятий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  заболевания респираторного тракта; герпесвирусная инфекция; условно-патогенная микрофло-
ра; дети.
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The specTrum of marKers of herpes viral infecTions and algoriThm of Their labora-
Tory diagnosTic in children wiTh inflammaTory processes of upper respiraTory ways 
and enT-organs
The purpose of study is to explore markers of persistent herpes viral infections in children with inflammatory processes of upper 
respiratory ways and ENT-organs. The sampling included 118 examined patients aged from 1 month to 17 years. The complex 
of standardized viral, immunological, molecular genetic methods was applied to detect (to exclude) herpes infection: cyto-
megalovirus infection, Epstein-Barre virus infection, simplex herpes virus infection. The diagnostic algorithm of examination 
of children with diseases of upper respiratory ways for herpes infection is presented. The dominating significance of simplex 
herpes virus and Epstein-Barre virus and also Staphylococcus aureus and Streptococcus haemolyticus-β group A at the analy-
sis of microbial landscape. In 83.9% of children with diseases of upper respiratory ways chronic infections of simplex herpes 
virus, Epstein-Barre virus, cytomegalovirus; in39.39% - mixed-infection; in 41.03% - combination of simplex herpes virus and 
Epstein-Barre virus infections; in 33.33% - combination of simplex herpes virus and cytomegalovirus infections; in 7.69% 
- combination of simplex herpes virus and Epstein-Barre virus and cytomegalovirus infections; in 17.94% - combination of 
Epstein-Barre virus and cytomegalovirus infections; The particularity of course of persistent herpes infection in children had to 
do with absence of specific symptoms of nosologic form in 59.2% of cases. The results of analysis of smears from nasopharynx 
of children infected with herpes viruses permitted to detect: Staphylococcus aureus in 36.36%; Streptococcus haemolyticus-β 
in 32.32%; Streptococcus haemolyticus-α in 11.11%; Candida albicans of mucous membranes in 4.04% of children. The viral 
bacterial mixed-infection was detected in 44.44%. The laboratory signs of activity of immune inflammation were detected: in-
creasing of content of TNАα and decreasing of level of IFNγ. The results of study substantiate necessity of individual approach 
to therapy of children with diseases of upper respiratory ways and ENT-organs and with implementation of complex of curative 
rehabilitating activities.

K e y w o r d s :  diseases of respiratory tract; herpes viral infection; opportunistic microflora; children.
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Введение. Проблема заболеваний верхних дыхательных 
путей (ЗВДП) и ЛОР-органов в детском и подростковом воз-
расте по-прежнему остается актуальной [1—3]. Это связано 
не только с ростом распространенности, но и с вариативно-
стью течения, частотой осложнений, наличием нарушений 
иммунитета. Особенность иммунного реагирования у детей 
при ЗВДП — наличие преходящей функциональной неста-
бильности иммунитета (в том числе в фагоцитарном звене 
иммунитета, в системе интерфероногенеза), способствую-
щей дисбиозу полости носа и ротоглотки, повышению вос-
приимчивости к инфицированию, в случае повторяющихся 
ЗВДП — формированию хронической патологии респира-
торного тракта и развитию функциональных расстройств.

ЗВДП — мультифакторные заболевания, при которых 
наряду с генетической предрасположенностью важная роль 
принадлежит инфекционным «триггерам»: РНК- и ДНК-
содержащим вирусам, бактериям (стрептококку, стафилокок-
ку и др.), простейшим (хламидии, микоплазмы и др.) [1—5]. 
Особый интерес представляют герпесвирусы (вирус простого 
герпеса (ВПГ), цитомегаловирус (ЦМВ), вирус Эпштейна—
Барр (ВЭБ)), для которых характерны не только высокая ча-
стота распространения, но и способность вызывать заболева-
ния, склонные к рецидивированию, хроническому течению, 
персистенции, способствующие развитию иммунодефицита 
[5—7]. Длительная персистенция герпесвирусов способству-
ет развитию хронического воспаления, которое свидетель-
ствует о несостоятельности иммунного ответа, повреждении 
собственных тканей, нарушении функций поврежденных 
органов и выступает триггерным и поддерживающим фак-
тором в патогенезе соматических заболеваний [5]. На фо-
не персистенции герпесвирусов и при наличии нарушений 
иммуннореактивности и микробиоценоза респираторного 
тракта ЗВДП могут принимать рецидивирующее течение — 
протекать с рецидивами гайморита, аденоидита, фронтита, 
тонзиллита, фарингита, тонзиллофарингита [1, 6, 8].

Цель исследования — изучить маркеры персистирующих 
герпесвирусных инфекций у детей с воспалительными про-
цессами верхних дыхательных путей и ЛОР-органов.

Материал и методы. В исследование вошли 118 детей с 
заболеваниями верхних дыхательных путей и ЛОР-органов, 
отобранных сплошным методом, в возрасте от 1 мес до 17 
лет, из них 68 мальчиков (57,6%) и 50 девочек (42,4%). Дети 
в возрасте до 5 лет составили 20,6% (n = 24), от 5 до 12 лет 
— 23,0% (n = 27), от 12 до 17 лет — 56,4% (n = 67). Кон-
трольную группу составили 30 соматически здоровых детей 
(контроль). Исследование проводили на базе консультативно-
диагностического центра по вирусным инфекциям при  
ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи.

Критериями включения в исследование служило наличие 
у пациентов в анамнезе клинических проявлений заболева-
ний верхних дыхательных путей и ЛОР-органов (гаймориты, 
фронтиты, аденоидиты, тонзиллиты, фарингиты, тонзилло-
фарингиты), ОРВИ (4 и более раз в год), лимфаденопатии 
(первичный признак проявления инфекции и основной при-
знак формирования группы), общеинфекционного синдрома 

(длительный субфебрилитет). Дети с тяжелой сопутствую-
щей патологией (сахарный диабет, пороки сердца и др.) в ис-
следование включены не были.

Методы исследования предварительно обсуждали с 
родителями пациентов, затем при наличии добровольного 
информированного согласия назначали лечебные меропри-
ятия. Пациенты обследованы в соответствии с принятым 
протоколом.

Всем детям для верификации диагноза наряду со сбором 
анамнестических данных и клиническим обследованием (ге-
неалогический анамнез, анамнез жизни и заболевания, кли-
ническая оценка состояния ребенка, определение частоты, 
характера, продолжительности рецидивов болезни) прове-
ден комплекс лабораторных исследований с использовани-
ем стандартизированных методов для выявления (исклю-
чения) герпетической инфекции: ВПГ-инфекции (ВПГИ), 
ЦМВ-инфекции (ЦМВИ), инфекции, вызываемой вирусом 
Эпштейна—Барр (ВЭБИ). Алгоритм обследования детей с 
ЗВДП представлен на рисунке.

Материалом для исследования служили кровь (сыворот-
ка, лейкоцитарная взвесь), слюна, моча, мазки со слизистых 
оболочек зева и носа, при наличии высыпаний — соскобы 
из очага поражения (с кожи, со слизистой оболочки полости 
рта).

Диагностика ГИ основывалась на выделении вируса 
(ВПГ, ЦМВ) культуральным методом, детекции ДНК (ВПГ, 
ЦМВ, ВЭБ) методом ПЦР (наборы фирмы «Литех», Мо-
сква) или антигенов ВПГ, ЦМВ, ВЭБ в мазках со слизистой 
оболочки носоглотки в реакции иммунофлюоресценции 
(РИФ), на выявлении методом иммуноферментного анализа 
(ИФА) специфических антител (igg, igm) к ВПГ, ЦМВ, ВЭБ 
с использованием коммерческих наборов для ИФА (ЗАО 
«Вектор-Бест», Новосибирск). Авидность igg-антител (ВПГ, 
ЦМВ, ВЭБ) определяли с помощью тест-систем («НПО 
Диагностические системы», Россия). ИФА выполняли в со-
ответствии с прилагаемыми инструкциями. Результаты ре-
гистрировали с помощью спектрофотометра stat fax 3200 
(awareness Technology, inc, usa) при λ450 нм.

Проводили исследование мазков со слизистой оболочки 
носоглотки на патогенную микрофлору, общий анализ пери-
ферической крови, анализ биохимических показателей, им-
мунологические исследования (определение субпопуляций 
лимфоцитов с помощью моноклональных антител, изучение 
состояния моноцитарно-макрофагального звена иммуните-
та, наличие циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК), 
содержание в сыворотке крови провоспалительного цитоки-
на — фактора некроза опухоли — α (Tnfα) и интерферона 
— ifnγ) с помощью иммуноферментных тест-систем для ко-
личественного определения цитокинов («Протеиновый кон-
тур», Санкт-Петербург). Бактериологический анализ мазков 
со слизистой оболочки ротоглотки проводили по стандарт-
ной методике.

Вариант хронического течения ГИ (ВПГИ, ЭБВИ, 
ЦМВИ) устанавливали на основании сопоставления резуль-
татов общеклинического и функционального обследования, 
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выявления только антител класса igg в динамике процесса 
и их авидности.

Диагноз активной ВПГИ или ЦМВИ устанавливали на 
основании одного из трех вариантов: 1) сочетанного обнаруже-
ния вируса в биоматериалах и/или антигена в мазках со слизи-
стой оболочки носоглотки и/или ДНК вируса, и/или диагности-
ческих титров антител класса igm к ВПГ, или ЦМВ в сыворотке 
крови; 2) определения специфических антител класса igm в сы-
воротке крови в диагностических титрах; 3) нарастания титра 
антител класса igg к ЦМВ в динамике заболевания.

Диагноз острой ЭБВИ основывался на обнаружении 
антигена вируса в мазках со слизистой оболочки носоглотки 
и антител класса igm к капсидному антигену и/или антител 
класса igg — к раннему антигену в диагностических титрах, 
или выявлении антител к ВЭБ в классе igm к капсидному, и/
или класса igg — к раннему антигенам.

Статистическую обработку результа-
тов проводили с использованием компью-
терных программ excel 4.0 и statistica-6.0 
windows Xp. При статистической об-
работке результатов использован метод 
описательной статистики с определением 
среднего арифметического, дисперсии, вы-
числения 95% доверительного интервала. 
Достоверность разницы между двумя сред-
ними показателями оценивали по критерию 
t-Стьюдента. Значения считали статистиче-
ски достоверными при p ≤ 0,05.

Результаты. Специфические анти-
тела класса igg (к ВПГ, ВЭБ, ЦМВ) вы-
явлены у 99 (83,9%) детей. У 19 детей 
серологические маркеры герпесвирусов 
не обнаружены (диагноз ГИ исключен); 
они в дальнейшем обследованы на нали-
чие патогенной микрофлоры и изменений 
в иммунитете.

В структуре герпесвирусного инфици-
рования преобладал ВПГ. ВПГИ установ-
лена у 81/99 ребенка (82%), в том числе у 
46/68 (67,6%) мальчиков и у 35/50 девочек 
(70,0%). Острая форма инфекции выявле-
на у 10 (12,3%) детей, стадия реактивации 
— у 27 (33,3%), латентная форма — у 44 
(54,3%) детей.

У мальчиков и девочек выявление 
ВПГИ оказалось примерно одинаковым, 
что указывает на высокую частоту ин-
фицирования ВПГ детей и подростков, 
которое не зависит от гендерных особен-
ностей. Распространенность инфициро-
вания ВПГ в развитых странах составля-
ет 60—85% у взрослых и 65% — у детей 
школьного возраста [5].

Первичную манифестацию заболева-
ния наблюдали в любом возрасте, но наи-
более часто у детей дошкольного возраста 
(до 5 лет) — у 45,8% (37/81) детей, она со-
ответствовала началу возрастного физио-
логического снижения неспецифической 
резистентности организма [9, 10]. У 22,2% 
детей (18/81) дебют заболевания прихо-
дился на период от 5 до 12 лет, у 32,0% 
(26/81) — от 12 до 17 лет. До момента об-
следования у 24 пациентов (29,6%) заболе-
вание длилось более двух лет.

ВЭБИ установлена у 61/99 (61,6%) де-
тей. Острая форма инфекции выявлена у 

16/61 (26,23%), латентная форма — у 45/61 (73,77%) детей.
ЦМВИ установлена у 37/99 (37,37%) детей. Стадия ре-

активации выявлена у 8/37 (21,62%), латентная форма — у 
29/37 (78,38%) детей.

У 39/99 (39,39%) детей зарегистрирована микст-
инфекция: у 16/39 (41,03%) — сочетание ВПГИ с ВЭБИ; у 

Алгоритм амбулаторного обследования детей с заболеваниями верхних 
дыхательных путей и ЛОР-органов при подозрении на герпесвирусную инфекцию 
(ВПГИ, ВЭБИ, ЦМВИ).

Частота выявления герпесвирусов у детей с заболеваниями 
ВДП и ЛОР-органов

Группы детей, n Частота выявления герпесвирусов,%

ВПГ ВЭБ ЦМВ

Заболевания ВДП и ЛОР-
органов, n = 118

82,0 61,6 37,37

Здоровые дети, n = 30 20,0 40,0 23,3
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13/39 (33,33%) — ВПГИ с ЦМВИ; у 3/39 (7,69%) — ВПГИ с 
ВЭБ-/ и ЦМВ-инфекцией; у 7/39 (17,94%) детей — сочетание 
ВЭБИ и ЦМВИ.

Особый интерес представляли данные о выявлении мар-
керов герпесвирусных инфекций в клиническом материале. 
По данным культурального метода, ВПГ наиболее часто вы-
деляли из образцов слюны — в 77,6% (59), мочи — в 53,9% 
случаев (41). У 32,8% (25) пациентов ВПГ выделяли одновре-
менно из 2 биологических материалов — из образцов слюны 
и мочи; у 5,2% (4) детей — из слюны и крови. ЦМВ наиболее 
часто выделяли из образцов слюны у 5/8 (62,5%), из образцов 
мочи — у 4/8 (50%) и из образцов крови — у 2/8 (25%). По 
данным ПЦР, ДНК ВЭБ наиболее часто определяли в образ-
цах слюны и крови — у 10/16 (62,5%) детей и у 7/16 (43,75%) 
детей соответственно. Ни у одного ребенка не выявлено ДНК 
ВЭБ в образцах мочи. Репликативные формы вируса (ВПГ, 
ЦМВ, ВЭБ) наиболее часто регистрировали у детей с низки-
ми и средними значениями титров специфических igg.

У детей с заболеваниями ВДП и ЛОР-органов маркеры 
ГИ детектировали достоверно чаще (p < 0,05), чем у сомати-
чески здоровых детей (см. таблицу).

Известно, что грамположительная микрофлора (преиму-
щественно стафилококки) играет ведущую роль при дисбио-
зах полости носа и ротоглотки, становится одной из основных 
причин бактерионосительства на слизистой оболочке ВДП и 
развития воспалительных заболеваний ВДП. Инфицирован-
ность вирусами герпеса способствует активизации условно-
патогенной микрофлоры. В связи с этим представляло ин-
терес изучить микробный пейзаж слизистых оболочек ВДП 
у детей. Выявлена вирус-бактериальная микст-инфекция у 
44,44% (44/99) детей с заболеваниями ВДП, инфицирован-
ных герпесвирусами.

В мазках со слизистой оболочки носоглотки детей, инфи-
цированных вирусами герпеса, Staphylococcus aureus выявлен 
у 36 (36,36%) детей; β-гемолитический Streptococcus pyogenes 
— у 32 детей (32,32%), α-гемолитический стрептококк — у 11 
детей (11,11%), Candida albicans — у 4-х детей (4,04%).

Инфицирование герпесвирусами способствовало разви-
тию дисбиоза носо- и ротоглотки с достоверным преобла-
данием S. aureus (36,36%) и β-гемолитического s. pyogenes 
(32,32%) по сравнению с детьми контрольной группы (23,33% 
(7/30) и 20% (6/30) соответственно), (p < 0,05).

При оценке иммунного статуса детей у 56,6% выявлены 
достоверно низкие уровни ifnγ — 0,1—1,1 пг/мл (норма 
1,5—2,6 пг/мл), повышение уровня Tnfα — 62,4—68,1 пг/мл  
(норма 0—3 пг/мл); изменения в моноцитарно-макро-
фагальной системе (снижение показателей клеточного 
иммунитета — снижение средних значений содержания 
лимфоцитов и моноцитов в периферической крови, относи-
тельного содержания cd4+ лимфоцитов 15—24% (контроль 
28,8—33,6%), инверсия иммунорегуляторного индекса cd4+/
cd8+ — 0,75—1,2 (контроль 1,43)), снижение функциональ-
ной активности фагоцитирующих клеток, увеличение уровня 
ЦИК (в сравнении с контрольной группой детей). У 1/3 детей 
выявлены специфические иммуноглобулины igm, специфи-
ческие иммунные комплексы, вирусные антигены или ДНК 
герпесвирусов, свидетельствующие об активной фазе инфек-
ционного процесса.

Особенностью течения персистирующих ГИ у детей с 
заболеваниями ВДП стало отсутствие специфических сим-
птомов нозологической формы у 58,6% детей. Основными 
клиническими проявлениями у них были признаки иммун-
ной недостаточности (в том числе инфекционный синдром, 
аллергический, иммунопролиферативный синдром), кото-
рые встречались независимо от вида и сочетания персисти-
рующих ГИ. Лимфаденопатию достоверно чаще отмечали у 
57,6% детей, инфицированных ВЭБ, ЦМВ, ВПГ, у здоровых 

детей — у 6,7% (p < 0,05). У 40,4% детей с герпесвирусным 
инфицированием (по сравнению с группой контроля) уста-
новлены изменения со стороны зева — наличие увеличен-
ных фолликулов (18,2% и 3,3% соответственно, (p < 0,05)), 
тонзиллит (28,3 и 9,9%, (p < 0,05)), аденоидит (15,2 и 10%). 
Увеличенные фолликулы на задней стенке глотки чаще выяв-
ляли у детей с ВЭБИ. На фоне инфицирования герпесвируса-
ми увеличивается активность бактерий и как следствие отме-
чают достоверное преобладание в 2,6 раза воспалительных 
заболеваний ротоглотки (тонзиллиты, аденоидиты — 43,5%) 
и ОРВИ, в то время как их частота у детей в группе сравне-
ния не превышает 19,9%.

Моноинфицирование преобладало у детей до 3 лет в 
связи с отсутствием специфического иммунитета, а микст-
инфицирование — у детей предпубертатного и пубертатного 
возрастов. Частота микст-инфицирования составляет 28,5—
88,9% [5—7, 11, 12].

Анализ анамнеза у детей с ВДП, инфицированных виру-
сами герпеса, показал, что у родителей обследуемых детей в 
большинстве случаев на первом месте по частоте выявления 
также был ВПГ (83,9%): 35,6% матерей и 48,3% отцов ука-
зывали на активное проявление ГИ с обострением не реже 
одного раза в месяц. На втором месте по частоте выявления 
у родителей был ВЭБ (14,9%); реже регистрировали ЦМВ 
(5,7%). Диагноз ГИ у родителей подтверждали лаборатор-
но. У матерей детей с заболеваниями ВДП патологическое 
течение беременности (30 и 9%) и течение беременности 
на фоне реактивации ВПГ или ЦМВ (15,7 и 3%) отмечали 
значительно чаще, чем в группе контроля. Внутрисемейное 
инфицирование (как фактор риска развития ГИ) установлено 
у 67,7% детей.

Обсуждение. В последнее десятилетие воспалительные за-
болевания ВДП представляют серьезную проблему и оказыва-
ются одной из частых причин обращений к врачам [1, 8]. Забо-
левания ВДП — мультифакторные, вызываемые бактериями, 
вирусами, особый интерес из которых вызывают представите-
ли эндогенной микрофлоры ротоглотки (Streptococcus spp., S. 
aureus, Candida spp. и др.), вирусы-оппортунисты, в том числе 
вирусы герпеса (ВПГ, ЭБВ, ЦМВ) [6, 8, 13].

Нами представлены данные о частоте выделения вирусов 
герпеса и их ассоциациях с бактериями у детей с заболевани-
ями ВДП и ЛОР-органов с разной степенью тяжести и выра-
женности симптоматики. Изучение распространенности ин-
фицирования вирусами герпеса на основании обследования 
118 детей с заболеваниями ВДП позволило констатировать 
их наличие у 99 (83,9%). У большинства детей с респиратор-
ной патологией выявлена ВПГИ (82%), в том числе у 67,6% 
мальчиков и у 70,0% девочек. Чаще всего у детей диагности-
ровали латентную форму инфекции (54,3%). У мальчиков и 
девочек выявление ВПГИ оказалось примерно одинаковым, 
что указывало на высокую частоту инфицирования вирусами 
простого герпеса детей и подростков и не зависело от ген-
дерных особенностей. Первичную манифестацию заболева-
ния наблюдали в любом возрасте, но наиболее часто у 45,8% 
детей до 5 лет. Она соответствовала началу возрастного фи-
зиологического снижения неспецифической резистентности 
организма [9, 10].

ВЭБИ установлена у 61,6% детей, в том числе острая 
форма инфекции — у 26,23% и латентная форма — у 73,77% 
детей. ЦМВИ установлена у 37,37% детей: стадия реактива-
ции выявлена у 21,62% и латентная форма — у 78,38% детей. 
Особенностью течения персистирующих ГИ у детей с забо-
леваниями ВДП стало отсутствие специфических симптомов 
нозологической формы ГИ в 59,2% случаев.

У обследованных детей (39,39%) выявлена высокая ча-
стота вирусной микст-инфекции: ВПГ—/ВЭБ-инфекции 
(41,03%), ВПГ—/ЦМВ-инфекции (33,33%), ВЭБ—/ЦМВ-
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инфекции (17,94%). Наиболее часто встречалась смешанная 
ВПГ—/ВЭБ инфекция, в то время как, по данным других ав-
торов [14], для детей характерно смешанное инфицирование 
ВЭБ—/ЦМВ (43%). Микст-инфицирование может встречать-
ся у детей любого возраста с частотой 28,5—88,9% и проте-
кать без типичного синдрома в виде заболеваний ВДП [5—7, 
12, 14]. Имеет место и вирус-бактериальное инфицирование, 
которое встречается у 23—51,4% детей [6, 12].

Результаты, полученные нами, служат отражением общей 
тенденции к повышению инфицированности вирусами гер-
песа детей с заболеваниями ВДП. Подтверждением наших 
данных стали работы других исследователей, показавших 
наличие персистирующей ГИ у 75,6—80,4% детей с забо-
леваниями ВДП [6, 7, 11, 12, 14—16]. ЦМВИ встречалась у 
46—73,1%, ВЭБИ — у 55,8—79%, их сочетание — у 27—
40,1%; ВПГИ — у 19,8—64% детей.

Обсуждается необходимость комплексного обследова-
ния детей с использованием различных методик [5, 14, 15]. 
Мы использовали вирусологический метод и молекулярно-
генетические методы детекции вирусов герпеса, которые по-
зволили наиболее часто выявить ВПГ из образцов: слюны — в 
77,6%, мочи — в 53,9% случаев; ЦМВ из образцов: слюны в 
62,5% случаев, мочи — в 50%, крови — в 25% случаев. Два или 
три патогена выделены у 32,8% детей. ДНК ВЭБ наиболее ча-
сто определяли в образцах слюны и крови — в 62,5 и в 43,75% 
случаев соответственно. Репликативные формы вирусов герпе-
са (ВПГ, ЦМВ, ВЭБ) наиболее часто регистрировали у детей с 
низкими и средними значениями титров специфических igg.

Высокую частоту выявления ВПГ и ВЭБ можно объяс-
нить свойствами герпесвирусов (их преимущественной троп-
ностью к эпителиальной и лимфоидной ткани лимфоадено-
идного кольца Пирогова—Валдейера, асимптоматической 
персистенцией или длительным назофарингеальным выде-
лением, способностью угнетать иммунный ответ на любой 
инфекционный патоген), высоким уровнем внутрисемейного 
инфицирования (67,7%), повышением социализации детей. 
Анализ анамнеза у детей с ВДП показал, что у их родителей в 
большинстве случаев на первом месте по частоте выявления 
был ВПГ (83,9%): 35,6% матерей и 48,3% отцов указывали 
на активное проявление ГИ с обострением не реже одного 
раза в месяц. На втором месте по частоте выявления у роди-
телей был ВЭБ (14,9%); реже регистрировался ЦМВ (5,7%). 
У матерей детей с заболеваниями ВДП достоверно чаще ре-
гистрировали патологическое течение беременности (30%) и 
течение беременности на фоне реактивации ВПГ или ЦМВ 
(15,7%), чем в группе контроля.

Отмечают способность вирусов герпеса (в особенности 
ВЭБ, ВПГ) к персистенции в лимфоидной ткани лимфоаде-
ноидного кольца Пирогова—Валдейера, осуществляющего 
местную противоинфекционную защиту респираторного 
тракта [8, 17—19]. Длительная персистенция герпесвирусов 
в тканях небной и носоглоточной миндалин способствует их 
выраженной гипертрофии, развитию хронического воспале-
ния, приводящего к стойкой обструкции ВДП, к затяжному 
течению и хронизации воспалительного процесса в носо- и 
ротоглотке, свидетельствует о несостоятельности иммун-
ного ответа, повреждении собственных тканей, нарушении 
функций поврежденных органов и выступает триггерным и 
поддерживающим фактором в патогенезе заболеваний ВДП 
[8, 17—21]. Бактерии могут быть причиной длительной ги-
перплазии лимфоидной ткани лимфоаденоидного кольца, 
формируя биопленку, которая защищает их от факторов 
иммунной системы [6, 22, 23]. Обсуждают важность вирус-
индуцированной иммуносупрессии, ведущей к изменению 
функционирования естественных барьеров организма (сли-
зистых оболочек) и атипичному, затяжному течению бакте-
риальных инфекций, в особенности характерному для ви-

русных и вирус-бактериальных ассоциаций, и особенности 
микробиоценоза ВДП у детей (нестабильность и полиморф-
ность микробного пейзажа) [6, 23].

Известно, что микробный пейзаж может быть представ-
лен разными патогенами и их ассоциациями. Установлено, 
что у детей с 7 лет превалируют: Klebsiella pneumoniae (70%), 
Candida albicans (66,6%), Haemophylus influencae (57,14%), 
Streptococcus haemolyticus-β (30,23%), Staphylococcus 
haemoliticus (23,26%), что связано с увеличением контактов 
[16]. Персистирующая инфекция в ротоглотке может быть 
представлена S. aureus (88%), S. pneumoniaе (75%), Neisseria 
spp. (33%) [6]. В ряде других работ наиболее часто у детей 
высевались S. aureus (35%), Candida albicans (10—19,7%), 
Streptococcus haemolyticus-β группы a (9%), S. pneumoniae 
(6%), Нaemophylus influencae (6—10,6%), S. viridans (3%),  
B. catarrhalis (3%), Klebsiella pneumoniae (3—15,5%). Ас-
социации двух или трех патогенов выявлены в 18—19,7 
и 12% случаев соответственно. Повышенную обсеменен-
ность слизистых оболочек бактериями (Staphylococcus spp., 
Streptococcus spp.) и грибами (Candida albicans) отмечали по-
сле перенесенной ОРВИ [7, 12, 16].

Результаты нашего исследования свидетельствуют о вы-
сокой частоте носительства s. aureus (36,36 vs 23,33%) и 
β-гемолитического стрептококка (32,32 vs 20%) у детей, ин-
фицированных вирусами герпеса, с заболеваниями ВДП (по 
сравнению с детьми контрольной группы). Высказано пред-
положение, что длительное носительство и персистенция 
патогенов способствуют хроническому иммунному воспале-
нию, активации эндогенной микрофлоры или инфицирова-
нию другими возбудителями, что имеет большое значение в 
патогенезе дисфункции ВДП. Вирус-бактериальная ассоциа-
ция установлена у 44,44% детей.

У детей с заболеваниями ВДП показана функциональная 
нестабильность иммунитета, повышающая восприимчи-
вость к инфекциям, в отсутствии выраженного иммунодефи-
цита, что характерно и для персистирующих герпесвирусных 
инфекций [4, 6]. Подтверждением этому служат данные, что 
изменения в фагоцитарном и клеточном звеньях иммунитета 
(снижение уровней cd4+ лимфоцитов, дисбаланс числа им-
мунорегуляторных клеток, угнетение интерфероногенеза, 
повышение активности ИЛ-2, дисиммуноглобулинемия) ока-
зываются определяющими факторами риска развития рекур-
рентных и осложненных заболеваний ВДП у детей разного 
возраста [12, 24]. Возможным объяснением повышенной за-
болеваемости у детей, инфицированных вирусами герпеса, 
может быть дефицит nK-клеток, обусловленный способно-
стью вирусов герпеса блокировать рецепторы моноцитов, 
экспрессирующих молекулы активации киллерной фракции 
лимфоцитов, повышение уровня супрессорноцитотоксиче-
ской фракции лимфоцитов, наблюдаемое при активной ре-
пликации вирусов. Поскольку вирусы герпеса могут репли-
цироваться в лимфоцитах, не исключается их роль в инициа-
ции иммунного дисбаланса.

Выявлены особенности ответной реакции организма детей 
с заболеваниями ВДП на воздействие различных вирусов гер-
песа. У 56,6% детей с заболеваниями ВДП и инфицированных 
вирусами герпеса выявлены достоверно низкие уровни ifnγ 
— 0,1—1,1 пг/мл, повышение уровня Tnfα — 62,4—68,1 пг/
мл; изменения моноцитарно-макрофагальной системы (сниже-
ние показателей клеточного иммунитета — снижение средних 
значений содержания лимфоцитов и моноцитов в перифери-
ческой крови, относительного содержания cd4+ лимфоцитов 
15—24%, инверсия иммунорегуляторного индекса cd4+/cd8+ 
— 0,75—1,2), снижение функциональной активности фаго-
цитирующих клеток, увеличение уровня ЦИК. Полученные 
результаты согласуются с данными других авторов, выявив-
ших выраженные признаки снижения противоинфекционной 
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защиты у данной группы детей, в том числе изменения цито-
кинового статуса: снижение уровня ИФНγ до 8,20 ± 1,26 пг/мл 
vs 13,20 ± 3,21 пг/мл у неинфицированных детей [6, 12].

Выводы
1. У 83,9% детей с заболеваниями ВДП выявлена высокая 

частота инфицирования герпесвирусами. У большинства де-
тей отмечено наличие хронического носительства ВПГ, ВЭБ, 
ЦМВ.

2. Установлено наличие хронической инфекции носоглот-
ки с преобладанием в структуре микрофлоры зева S. aureus 
(36,36%) и β-гемолитического Streptococcus pyogenes группы 
А (32,32%).

3. Вирусные микст-инфекции выявлены у 39,39% детей, 
вирус-бактериальные микст-инфекции — у 44,44% детей. 
Моноинфицирование преобладало у детей до трех лет, сме-
шанное инфицирование — у детей предпубертатного и пу-
бертатного возрастов (73,4%). В структуре микст-инфекций 
установлена этиологическая роль 2—5 патогенов.

4. У большинства детей установлены лабораторные при-
знаки активности иммунного воспаления: увеличение содер-
жания Tnfα и снижение уровня ifnγ.

Заключение. Получены данные о характере и направ-
ленности воздействия герпесвирусов на организм детей, об 
их влиянии на развитие патологических процессов в ВДП. 
Определены варианты смешанных ассоциаций различных 
герпесвирусов и бактерий. Хотя мультифакторные заболе-
вания, к каковым относятся заболевания ВДП, вызывает 
взаимодействие нескольких факторов среды и полигенных 
комплексов, результаты нашего исследования обосновывают 
необходимость индивидуального подхода к терапии детей с 
заболеваниями ВДП (независимо от нозологической формы), 
ассоциированными с персистирующими герпесвирусными 
инфекциями с включением курсов специфической противо-
вирусной, антибактериальной, иммунореабилитационной 
терапии. Данная тактика позволит повысить эффективность 
терапии и качество жизни данной категории детей и улуч-
шить прогноз заболевания.
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Шипицына И.в., Осипова Е.в.

БИОПЛЕНКООБРАЗУЮЩАЯ СПОСОБНОСТЬ ШТАММОВ SERRATIA SPP., ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ РАН БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ОСТЕОМИЕЛИТОМ В МОНОКУЛЬТУРАХ И  
В СОСТАВЕ АССОЦИАЦИИ МИКРООРГАНИЗМОВ, ПОЛУЧЕННЫХ IN VITRO

ФГБУ «Российский научный центр «восстановительная травматология и ортопедия» им. акад. Г.А. Илизарова 
Минздрава России», 640014, Курган

Изучены адгезивные свойства 7 клинических штаммов Serratia marcescens, выделенных из свищей в дооперационном 
периоде и из очага воспаления во время операций в 2013–2015 гг. у 7 пациентов с хроническим остеомиелитом длинных 
трубчатых костей.
Бактерии S. marcescens выделены у одного пациента в монокультуре и у 6 в составе ассоциаций: S. marcescens + S. 
warneri + P. aeruginosa (n = 1); S. marcescens + S. aureus (n = 4); S. marcescens + M. morganii (n = 1).
По данным фотометрического анализа, штаммы S. marcescens характеризовались средней способностью к биоплен-
кообразованию на поверхностях полистироловых планшетов и покровного стекла, что подтверждается значениями 
оптической плотности и согласуется с данными их адгезивной активности.
Биопленкообразующая способность ассоциаций микроорганизмов (S. marcescens + P. aeruginosa, S. marcescens + M. morganii) 
уже через 24 ч эксперимента в 1,4 и 1,2 раза соответственно была выше уровней биопленкообразования монокультур. Ак-
тивность биопленкообразования ассоциации (S. marcescens + S. aureus) на 1-е сутки эксперимента была низкой, однако 
через 48 ч наблюдали значительный рост биопленки, что подтверждается значениями оптической плотности. 
Результаты нашего исследования показали способность всех клинических штаммов S. marcescens, выделенных из остео-
миелитического очага, к адгезии на поверхности эритроцитов и к биопленкообразованию на абиотических поверхностях 
(полистирол и стекло) как в монокультуре, так и в ассоциациях с другими микроорганизмами. 
Учитывая, что микробные биопленки играют ведущую роль в хронизации инфекционных заболеваний, необходимо осо-
знавать серьезность этиологической роли S. marcescens в развитии остеомиелита как патогена.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: хронический остеомиелит; биопленкообразующая способность; адгезия.
Для цитирования: Шипицына И.В., Осипова Е.В. Биопленкообразующая способность штаммов Serratia spp., выделен-
ных из ран больных хроническим остеомиелитом в монокультурах и в составе ассоциации микроорганизмов, получен-
ных in vitro. Клиническая лабораторная диагностика. 2017; 62 (3): 188-192. DOI: http://dx.doi.org/ 10.18821/0869-2084-
2017-62-3-188-192
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The article presents analysis of characteristics of 7 clinical strains of Serratia marcescens separated from fistulas in pre-operational 
period and from nidus of inflammation during operations in 2013-2015.  in 7 patients with chronic osteomyelitis of long tubular bones.
The bacteria S.marcescens are separated in one patient in monoculture and in 6 patients in composition of associations: 
S.marcescens + S.warneri + P.aeruginosa (n=1); S.marcescens + S.aureus (n=4); S.marcescens + M.morganii (n=1). 
According phometric analysis, strains of S.marcescens were characterized by average ability for biofilm formation on the 
surfaces of polystyrene dishes and cover glass that is substantiated by values of optic density and is conformed to data of their 
adhesion activity.
The biofilm formation ability of association of microorganisms (S.marcescens + P.aeruginosa, S.marcescens + M.morgani) already 
after 24 hours of experiment were correspondingly higher in 1.4 and 1.2 times of levels of biofilm formation in monocultures. 
The activity of biofilm formation of association (S.marcescens + S.aureus) on the first day of experiment was low. However, 
after 48 hours a significant growth of biofilm was observed that is substantiated by values of optical density. The results of 
study demonstrated ability of all clinical strains of S.marcescens separated from osteomyelitis nidus to adhesion on surface of 
erythrocytes and to biofilm formation on abiotic surfaces (polystyrene and glass) both in monoculture and associations with other 
microorganisms. 
In consideration that microbial films play leading role in chronization of infectious diseases it is necessary to be aware of 
seriousness of etiologic role of S.marcescens in development of osteomyelitis as a pathogen.

K e y w o r d s :  chronic osteomyelitis; biofilm formation; ability; adhesion
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Введение. Хронический остеомиелит остается одной из 
актуальных проблем гнойной ортопедии [1]. При анализе 
данных бактериологического обследования пациентов с хро-
ническим остеомиелитом установлено, что у 43% больных 
инфекционный процесс протекает с участием различных ви-
дов грамотрицательных микроорганизмов [2]. Один из них, 
Serratia marcescens, выделяется, по разным данным, в еди-
ничных случаях и не превышает 3,9% [2, 3].

Serratia marcescens (семейство Enterobacteriaceae) – от-
носится к условно-патогенным микроорганизмам, способным 
вызывать гнойно-воспалительные процессы различной лока-
лизации, в тех случаях, когда создаются условия для их интен-
сивного размножения, обусловленные наличием таких факто-
ров патогенности, как фимбрии, гемолизины, сидерофорная 
система, протеазы и термолабильный цитотоксин, а также 
резко снижена естественная сопротивляемость макроорга-
низма [4– 6]. Хорошо изучена этиологическая роль штаммов  
S. marcescens в развитии госпитальных бактериемий и пнев-
моний, инфекций мочевыводящих путей, хирургических ран 
и гнойно-септических поражений кожи [7]. Бактерии Serratia 
spp. принадлежат к группе мультирезистентных энтеробакте-
рий, некоторые из штаммов способны продуцировать фермент 
esbl (бета-лактамазы расширенного спектра) [8, 9].

Как и другие бактерии, s. marcescens может формиро-
вать биопленки, однако в литературе отсутствуют работы, 
посвященные исследованию способности к биопленкообра-
зованию данного возбудителя, выделенного из остеомиели-
тического очага, что свидетельствует об актуальности иссле-
дования.

Цель исследования – изучить биопленкообразующую 
способность клинических штаммов бактерий рода Serratia, 
выделенных у пациентов с хроническим остеомиелитом.

Материал и методы. В исследование, которое проводи-
лось с 2013 по 2015 г., включены 7 клинических штаммов 
Serratia marcescens, выделенных из свищей в дооперацион-
ном периоде и из очага воспаления, во время операции у 7 
пациентов с хроническим остеомиелитом длинных трубча-
тых костей.

Изучена биопленкообразующая способность монокультур 

S. marcescens, P. aeruginosa, M. morganii, S. aureus, S. warneri 
в сравнении с ассоциациями, полученными in vitro: S. marc-
escens + S. warneri + P. aeruginosa (n = 1); S. marcescens + S. 
aureus (n = 4); S. marcescens + M. morganii (n = 1).

Идентификацию исследуемых штаммов выполняла на-
уч. сотр. Л.В. Розова на бактериологическом анализаторе 
walkaway-40 plus (siemens, США).

Адгезивную активность штаммов изучали на модели эри-
троцитов человека А (Іi) rh+ по методике В.И. Бриллиса [10]. 
При оценке адгезивных свойств использовали индекс адгезив-
ности микроорганизмов (ИАМ). Исследование проводили под 
световым микроскопом, учитывая не менее 50 эритроцитов. 
Микроорганизмы считали неадгезивными при ИАМ до 1,75; 
низкоадгезивными – от 1,76 до 2,5; среднеадгезивными – от 
2,51 до 4,0; высокоадгезивными – при ИАМ ≥ 4,1.

Биопленку на поверхностях полистироловых планшетов 
и покровного стекла получали по описанным ранее методи-
кам [11]. В качестве контроля использовали стерильный мя-
сопептонный бульон (МПБ).

Активность формирования биопленки на поверхности 
полистирола оценивали по уровню адсорбции красителя 
этанолом, измеренному в единицах оптической плотности 
(od630) на фотометре elx808 (bioTek, США) при длине вол-
ны 630 нм. В зависимости от величины оптической плотно-
сти (od630) считали, что штаммы не обладали способностью 
к образованию биопленки при значениях od630 < 0,090; при 
0,090 < od630 ≤ 0,180 – штаммы обладали слабой; при 0,180 < 
od630 ≤ 0,360 – средней; при od630 ˃ 0,360 – высокой способ-
ностью к образованию биопленки.

Биопленку, выращенную на поверхности покровного 
стекла, исследовали под микроскопом при увеличении в 640 
раз (об. 40; ок. 16). Цифровые изображения полей зрения по-
лучали с помощью цифровой камеры-окуляра dcМ-300 (Ки-
тай), установленной на бинокулярном микроскопе Xsp107e.

Для определения количественных характеристик исполь-
зовали программу imageJ (США). На цифровых изображени-
ях препаратов измеряли площадь поля зрения, количество и 
площадь, занимаемую единичными адгезированными клет-
ками и микроколониями.
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Рассчитывали количество единичных адгезированных 
клеток и микроколоний на единицу площади (1мм2) и доли, 
занимаемые ими в площади поля зрения. При этом учиты-
вали размер микроколоний: до 10 мкм2; от 10 до 100 мкм2; 
от 100 до 1000 мкм2; от 1000 до 10000 мкм2; > 10000 мкм2. 
С каждого препарата вводили не менее 20 случайных полей 
зрения, полученные результаты усредняли.

Статистическую обработку результатов проводили с по-
мощью программного обеспечения анализа данных attestat, 
версия 13.0 [12]. Значимость различий между группами про-
веряли с помощью непараметрических критериев Вилкоксо-
на и Манна–Уитни. Различия между группами наблюдений 
считали статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты. По результатам микробиологического ис-
следования штаммы S. marcescens были выделены у одного 
пациента в монокультуре и у 6 в составе ассоциаций: S. marc-
escens + S. warneri + P. aeruginosa (n = 1); S. marcescens + S. 
aureus (n = 4); S. marcescens + M. morganii (n = 1).

ИАМ штаммов S. marcescens составил 3,45±0,28 ед., что 
соответствовало среднеадгезивной активности. Штаммы 
S. aureus обладали низкоадгезивными свойствами (ИАМ – 
1,85±0,13 у. е.), штаммы P. aeruginosa, M. morganii, S. warneri 
– среднеадгезивными свойствами: 2,74±0,12; 2,71±0,10; 
2,60±0,15 у. е. соответственно.

По данным фотометрического анализа, штаммы S. marc-
escens, P. aeruginosa, M. morganii, S. warneri характеризова-
лись средней биопленкообразующей способностью, штаммы 
S. aureus – низкой, что согласуется с результатами адгезив-
ной активности (рис. 1).

Через 24 ч эксперимента значения биопленкообра-
зующей способности ассоциаций микроорганизмов  
(S. marcescens + P. aeruginosa, S. marcescens + M. morganii) 
в 1,4 и 1,2 раза соответственно превышали уровни био-
пленкообразования монокультур. Ассоциация штаммов 
(S. marcescens + S. warneri) характеризовалась слабой 
биопленкообразующей способностью, несмотря на сред-
ние показатели интенсивности биопленкообразования 
их монокультур (рис. 2). Уровень биопленкообразова-
ния ассоциации (S. marcescens + S. aureus) составил  
0,153±0,022 ед. опт. пл., что в 1,3 раза выше биопленкоо-
бразующей способности штаммов s. aureus и в 1,3 ниже 
по сравнению с Оd630 штаммов s. marcescens.

Через 48 ч наблюдали рост биопленок, что подтвержда-
ется значениями оптической плотности (см. рис. 1, 2). Ин-
тенсивность биопленкообразования ассоциации микроорга-
низмов (S. marcescens + M. morgani) была в 1,4 раза выше по 
сравнению с Оd630 монокультур исследуемых клинических 
штаммов (см. рис. 2). Оd630 ассоциации микроорганизмов s. 
marcescens + s. aureus и S. marcescens + S. warneri состави-
ла 0,212±0,011 и 0,197±0,012 ед. опт. пл. соответственно, что 
указывало на средний уровень биопленкообразования.

Все клинические штаммы обладали способностью к био-
пленкообразованию на поверхности покровного стекла как в 
монокультуре, так и в ассоциации.

Количество единичных адгезированых клеток и микро-
колоний бактерий рода Serratia в монокультуре на этапах 

Рис. 1. Биопленкообразующая способность клинических 
штаммов через 24 и 48 ч эксперимента.
Здесь и на рис. 2: * – р < 0,05 – различия значимы по сравнению с кон-
тролем; # – р < 0,05 – различия значимы по сравнению c данными, по-
лученными через 24 ч эксперимента.

Рис. 2. Биопленкообразующая способность ассоциаций, по-
лученных in vitro через 24 и 48 ч эксперимента.

Рис. 3. Соотношение количества единичных адгезирован-
ных клеток и микроколоний, формируемых штаммами S. 
marcescens в монокультуре на поверхности покровного стек-
ла через 24 и 48 ч.

Рис. 4. Соотношение долей микроколоний, формируемых на 
поверхности покровного стекла штаммами S. marcescens в 
монокультуре через 24 и 48 ч.
Различия значимы по сравнению со сроком эксперимента 24 ч: * – р < 
0,05; ** – р < 0,01.
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эксперимента представлено на рис. 3. Даже их незначитель-
ное увеличение приводило к изменению соотношения долей 
микроколоний различного размера (рис. 4).

При сокультивировании S. marcescens с клиническими 
изолятами S. aureus, S. warneri, P. aeruginosa в ассоциациях, 
полученных in vitro, в 1,7 (S. aureus)–19,6 (P. aeruginosa) раза 
увеличивалось количество единичных адгезированных кле-
ток по сравнению с монокультурами штаммов.

Количество микроколоний в ассоциациях по сравнению с 
монокультурами не всегда увеличивалось (S. marcescens + S. 
aureus; S. marcescens + P. aeruginosa): иногда и уменьшалось 
(S. marcescens + S. warneri).

Сравнение активности биопленкообразования на поверх-
ности покровного стекла S. marcescens в ассоциациях с S. 
aureus, S. warneri, P. aeruginosa представлено на рис. 5 и 6. 
Через 48 ч эксперимента происходит уменьшение количе-
ства и доли микроколоний в ассоциации S. marcescens с P. 
aeruginosa, увеличение этих же показателей в ассоциации S. 
marcescens с S. aureus и уменьшение количества при одно-
временном увеличении доли микроколоний в ассоциации 
S. marcescens с S. warneri. Данные изменения зависели от 
структуры формирующейся биопленки. 

Так, в ассоциации S. marcescens + S. aureus изменение 
анализируемых показателей происходило за счет увеличения 
количества и долей микроколоний размером до 10 000 мкм2 и 
появлением микроколоний размером >10 000 мкм2.

В ассоциации S. marcescens + S. warneri отмечено сниже-
ние количества микроколоний размером до 10 000 мкм2, при 
этом наблюдали образование единичных микроколоний раз-

мером >10 000 мкм2, что приводило к увеличению суммар-
ной доли микроколоний в площади поля зрения в 1,7 раза.

В ассоциации S. marcescens + P. aeruginosa через 48 ч 
происходило уменьшение количества и доли микроколоний, 
размер которых не превышал 1000 мкм2. Одновременно в 2 
раза увеличивалось количество микроколоний размером от 
1000 до 10 000 мкм2, соответственно их доля в площади поля 
зрения возрастала в 7,3 раза. Уменьшение суммарной доли 
микроколоний на данном сроке эксперимента было связано с 
отсутствием микроколоний размером > 10 000 мк.

Обсуждение. Бактерии s. marcescens относятся к редким 
возбудителям хронического остеомиелита. Обычно они ассо-
циируются с внутрибольничными инфекциями [13]. 

Способность бактерий S. marcescens вызывать инфекци-
онный процесс и размножаться в макроорганизме обуслов-
лена наличием у них ряда факторов, определяющих их адге-
зивную, колонизирующую, цитотоксическую и энтеротокси-
ческую активность [14–16].

С адгезией к различным субстратам связана способность 
бактерий к формированию биопленок, в составе которых клет-
ки защищены от неблагоприятных воздействий физических, 
химических и биологических факторов [17]. Адгезия бактерий 
S. marcescens инициируется за счет ассоциации с поверхностью 
пилей i типа и основных белков наружной мембраны [14]. Из-
вестно, что степень адгезии и способность к пленкообразова-
нию среди микроорганизмов одного вида, выделенных из раз-
ных источников, коррелирует со степенью вирулентности [18].

Вирулентные свойства, в том числе и способность к био-
пленкообразованию, S. marcescens в условиях ослабленного 
иммунитета, способствует длительной персистенции воз-
будителя и прогрессированию гнойного процесса [19, 20]. 
Это подтверждается тем, что хронический остеомиелит, вы-
званный бактериями рода Serratia, чаще развивается у лиц 
с иммунодефицитом; наркоманов, вводящих наркотики вну-
тривенно, а также может быть следствием открытой травмы 
или внутрисуставных инъекций [6]. Вероятность развития 
остеомиелита увеличивается при наличии сопутствующих 
заболеваний (сахарный диабет, алкоголизм, онкология, по-
следствие терапии кортикостероидами) [19].

Заключение. Результаты нашего исследования показали 
способность всех клинических штаммов s. marcescens, выде-
ленных из остеомиелитического очага, к адгезии на поверх-
ности эритроцитов и к биопленкообразованию на абиотиче-
ских поверхностях (полистирол и стекло) как в монокульту-
ре, так и в ассоциациях с другими микроорганизмами.

Учитывая, что микробные биопленки играют ведущую 
роль в хронизации инфекционных заболеваний, необходимо 
осознавать серьезность этиологической роли S. marcescens в 
развитии остеомиелита как патогена.
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