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Титов в.Н.

ДИАГНОСТИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ В ПЛАЗМЕ КРОВИ ТРОПОНИНА  
И БЕЛКА КАРДИОМИОЦИТОВ, СВЯЗЫВАЮЩЕГО ЖИРНЫЕ КИСЛОТЫ ПРИ ОСТРОМ 
КОРОНАРНОМ СИНДРОМЕ

ФГБУ «Российский кардиологический научно-производственный комплекс» Минздрава России, Москва,  
Российская Федерация

Содержание белка, связывающего жирные кислоты (БСЖК) в сыворотке крови, начинает повышаться через 2—3 ч по-
сле острого коронарного синдрома (ОКС) и инфаркта миокарда (ИМ) и достигает максимального значения в среднем 
через 8,5 ч после начала гибели кардиомиоцитов. К концу 1-х суток ОКС содержание БСЖК в крови существенно по-
нижается (экскреция с мочой); уровень БСЖК в крови остается несколько выше исходного в течение суток. Высокая 
клиническая чувствительность и относительно высокая органоспецифичность характерна для БСЖК в сроки 12 ч после 
ОКС; в ранние сроки ИМ клиническая специфичность БСЖК преобладает над концентрацией тропонинов (Тн). Через 
12 ч после ОКС более высокую клиническую чувствительность и диагностическую специфичность начинают проявлять 
тропонины, которые далее главенствуют в течение нескольких суток ИМ. При одновременном измерении БСЖК и Тн 
чувствительность биохимической диагностики в первые 12 ч возрастает на 30%. В более поздние сроки преимущество 
одновременного определения БСЖК и Тн перестает быть необходимым; БСЖК в это время выводят почки при экс-
креции с мочой; после 12 ч диагностическая значимость определения Тн становится доминирующей. Не выявлено связи 
между содержанием в сыворотке крови БСЖК и признаками реперфузии миокарда, по данным электрокардиограммы, 
вероятно, по причине редкого взятия крови на определение БСЖК — столь динамичного теста. Тест не подходит для 
оценки состояния пациентов с недостаточностью кровообращения из-за получения не в полной мере адекватных ре-
зультатов. Лучшим вариантом дифференциальной диагностики ОКС в течение 1-х суток было бы использование ком-
бинированного экспресс-иммунохроматографического теста, который позволит «у постели» пациента или в машине 
скорой помощи динамично одновременно определить в цельной крови содержание БСЖК, Тн и «сохранить» результаты 
до объективной оценки.
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immune chromatographic test permitting “at bedside of patient” or in ambulance car to dynamically and simultaneously detect 
fatty acids-binding proteins and troponins in whole blood and “to preserve” the results up to objective assessment.
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Характерной особенностью начала XXI века в медицине 
стало то, что достижения биолого-медицинских, диагностиче-
ских дисциплин значительно опережают успехи, которые до-
стигнуты в клинике при лечении наиболее распространенных 
в популяции заболеваний. Это атеросклероз, резистентность 
к инсулину, эссенциальная (метаболическая) артериальная ги-
пертония, метаболический синдром и ожирение; такие заболе-
вания мы именуем метаболическими пандемиями. Частота их 
в популяциях экономически развитых стран продолжает воз-
растать, и все усилия клиницистов и фармацевтических фирм 
желаемого результата пока не приносят; этиология метаболи-
ческих пандемий становится более понятной, чего, однако, не 
скажешь в отношении их патогенеза.

Если большие ожидания относительно использования в 
клинике достижений генетики и геномики, полиморфизма 
генов себя явно не оправдали, то возможности метаболоми-
ки (липидомики) и протеомики столь велики, что использо-
вание их в диагностике практически не начато [1]. Мы не 
готовы в плане диагностики трактовать физико-химические 
данные, которые предоставляют нам современные методы 
физической химии; это касается одновременного определе-
ния концентрации десятков протеинов, субстратов и метабо-
литов. Мы не можем использовать результаты современных 
методов диагностики; у нас нет теоретической базы — со-
временной теории патологии.

Совершенствование диагностики, включая методы сек-
венирования и экспрессии генов, протеомики, метаболоми-
ки (липидомики), — результат развития физической химии, 
биохимии и аналитического приборостроения за последние 
десятилетия. Теория же становления болезней, теория общей 
патологии, которую мы имеем, сформирована более чем на 
150 лет ранее работами К. Рокитанского и Р. Вирхова. Со-
вершенствование медицинской науки и практики, тенденции 
развития общей биологии, физической химии и диагности-
ческих дисциплин требуют новой теории патологии, теории 
XXI века. Важными становятся системное воззрение на ме-
дицину как на биологическую, «историческую» науку и ана-
лиз длительного развития на ступенях филогенезе вида Ho-
mo sapiens. Новая теория патологии призвана сформировать 
положения фундаментальной медицины и на ее основе, ис-
пользуя системный подход, продолжить развитие медицин-
ской науки. Необходимо разобраться в общности и различии 
этиологии и патогенеза столь распространенных в популяци-
ях заболеваний, как метаболические пандемии [2].

Дифференциальная диагностика острого коронарного 
синдрома. Среди диагностических методов, которые исполь-
зуют при обследовании больных в отделениях неотложной 
кардиологии, лабораторным тестам клинической химии от-
ведена важная роль; клиническая биохимия в кардиологии 
развивается наиболее интенсивно. Это можно объяснить 

как совершенствованием тестов диагностики, повышением 
их органоспецифичности, так и созданием новых методов 
клинической биохимии, определение энзимов, концентрации 
ранее не исследованных протеинов, биологически активных 
предшественников и метаболитов. Дифференциальная диа-
гностика острого коронарного синдрома (ОКС) — важный 
раздел в клинике кардиологии [3].

ОКС — сочетание клинических симптомов, которые обу-
словлены единым патогенезом; они позволяют провести диф-
ференциальную диагностику состояния нестабильной стено-
кардии (НС) и инфаркта миокарда (ИМ) с подъемом или без 
подъема сегмента ST на электрокардиограмме (ЭКГ). ОКС 
— не окончательный диагноз; используют его при первом 
контакте клинициста кардиолога с пациентом. Далее функци-
ональные и биохимические методы дифференциальной диа-
гностики дают основание поставить диагноз — НС или ИМ.

ОКС без подъема сегмента ST, с преходящей или стойкой 
депрессией ST, изменениями зубца Т на ЭКГ, что сопровожда-
ет сжимающая боль за грудиной с иррадиацией в левое плечо, 
чаще обусловлен острой ишемией миокарда — состоянием 
НС [4]. Тактика ведения таких пациентов направлена на устра-
нение ишемии. При НС — повторное снятие и анализ ЭКГ, 
определение динамики содержания в сыворотке крови марке-
ров некроза кардиомиоцитов: тропонины Т и I (ТнТ и ТнI), 
активность кретинкиназы (КК), кардиоспецифичного изофер-
мента МВ (КК-МВ) или специфичного для кардиомиоцитов 
(по кинетическим параметрам) белка, связывающего жирные 
кислоты (БСЖК) в клетках. При отсутствии в крови биомар-
керов гибели кардиомиоцитов клинические проявления ОКС 
рассматривают как картину НС. При повышении содержания 
маркеров некроза миокарда в сыворотке крови — как проявле-
ние субэндокардиального (мелкоочагового, интрамурального) 
ИМ без подъема интервала ST. Для быстрой, достоверной диф-
ференциальной диагностики НС и ИМ без подъема сегмента 
ST надо определять содержание маркеров гибели кардиомио-
цитов; в настоящее время для большинства случаев ОКС в экс-
тренном порядке это недоступно. ОКС без подъема сегмента 
ST и состояние нестабильной стенокардии рассматривают как 
равнозначные, взаимозаменяемые понятия.

ОКС с подъемом сегмента ST на ЭКГ, который сопрово-
ждается болевым приступом, впервые возникшей блокадой 
левой ножки пучка Гиса, обусловлен, как правило, острой 
окклюзией коронарной артерии. Это ИМ; диагноз предпола-
гает быстрое проведение реперфузионной терапии в форме 
тромболизиса, прямой ангиопластики или экстренного стен-
тирования коронарных артерий. ОКС — обострение стабиль-
ного течения ишемической болезни сердца — клинически 
проявляется формированием ИМ, развитием НС или состоя-
ния внезапной смерти. Единение патогенеза (разрыв мягкой 
атеротромботической бляшки, локальная, воспалительная 
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эрозия монослоя эндотелия, окклюзирующий, пристеночный 
тромбоз атероматозной бляшки коронарной артерии) позво-
ляет, с определенными допущениями, объединить клиниче-
скую картину НС и ИМ единым понятием — ОКС (рис. 1).

Ишемия миокарда — основная причина повреждения кар-
диомиоцитов и гибели их по типу некроза; гибель может быть 
обусловлена: а) критическим стенозом коронарных артерий ате-
ротромботическими массами липидов в интиме артерий эласти-
ческого типа или б) атеротромбозом (образование тромба при 
разрыве покрышки мягких, богатых ТГ, атером), прекращением 
кровотока и отсутствием подвоза эритроцитами O2 к кардиоми-
оцитам. За десятки секунд ишемии миокарда в кардиомиоцитах 
выраженно изменяются биохимические реакции: а) блокада 
аэробного метаболизма — β-окисления жирных кислот (ЖК) в 
митохондриях; б) активация анаэробного гликолиза, гликогено-
лиза в цитоплазме; в) истечение из цитоплазмы K+ при одно-
временном увеличении содержания ca2+, г) блокада образова-
ния энергии в форме АФТ в дыхательной цепи митохондрий 
при отсутствии окисления ЖК; д) падение сократимости левого 
желудочка, снижение ударного, минутного объемов крови и на-
рушения оксигенации тканей in vivo [5]. Все функциональные 
изменения быстро находят отражение на ЭКГ.

В следующие минуты происходят выраженные наруше-
ния метаболизма; они создают условия для формирования 
синдрома цитолиза — выхода из цитоплазмы кардиомиоци-
тов, специфичных протеинов, развитие внутриклеточного 
ацидоза, гиперкальциемии и повышение осмолярности меж-
клеточной среды. Наиболее ранними ультраструктурными 
изменениями оказываются набухание митохондрий, отек их 
с увеличением в цитоплазме na+ и формирование большого 
количества эндосом из канальцев эндоплазматической сети, 
феномен «блеббинга». Основная причина происходящего 
— дефицит энергии, блокада синтеза АТФ в дыхательной 
цепи митохондрий. Точкой невозврата, началом гибели кар-
диомиоцитов являются нарушения целостности сарколеммы, 
истечение в лимфо- и кровоток специфичных маркеров кар-
диомиоцитов; отток от миокарда маркеров последовательно 
проходит вначале в потоке лимфы, а позже в крови.

В соответствии с рекомендациями ВОЗ диагноз «инфаркт 
миокарда» основывают на наличии болевого приступа, ха-
рактерных изменений ЭКГ и повышении в крови активности 
«кардиоспецифичных» протеинов. В случаях повторных ин-

фарктов при выраженных 
явлениях кардиосклероза, 
нарушениях ритма сердца, 
когда данные ЭКГ стано-
вятся исходно измененны-
ми, биохимические тесты 
доминируют в диагностике. 
По данным проспективного 
исследования, проведенно-
го в США, только 25% ИМ 
можно диагностировать без 
определения активности, 
количества ферментов и 
концентрации кардиоспе-
цифичных белков. Это вы-
звано тем, что чувствитель-
ность ЭКГ, при высокой их 
специфичности, не превы-
шает 80%, а более четверти 
больных с диагнозом ИМ, 
подтвержденным на аутоп-
сии, не имели изменений на 
ЭКГ. За последнее десяти-
летия основными способа-
ми диагностики ИМ стало 

определение в крови кардиоспецифичных протеинов, вклю-
чая ТнТ и ТнI (рис. 2), активности КК и содержание кардио-
специфичного изофермента МВ-КК.

Общепризнанные, специфичные маркеры гибели кардио-
миоцитов — белки Тн с молекулярной массой около 30 кДа; 
располагаются они на мембране кардиомиоцитов; семейство 
тропонинов включает ТнТ, ТнI и ТнС. Тропонин С столь проч-
но фиксирован на сарколеммальной мембране, что выходит в 
кровоток только по окончанию деструкции кардиомиоцитов. 
Органоспецифичными маркерами кардиомиоцитов являются 
также изофермент МВ-КК, изофермент-1 лактатдегидроге-
назы и кинетически специфичный для поперечнополосатых 
кардиомиоцитов БСЖК. Этот белок функционирует в цито-
плазме каждой из клеток, однако члены большого семейства 
белков различаются кинетическими параметрами, скоростью 
и производительностью переноса ЖК от мембраны к мито-
хондриям. Скорость развития афизиологичных, патологиче-
ских процессов при гипоксии, ишемии и гибели клеток по 
типу некроза, параметры истечения специфичных маркеров 
из миокарда определены in vivo многими факторами [6].

1. Каталитическая активность и содержание ферментов 
и протеинов в цитозоле. Повышение в кардиомиоцитах ca2+ 
становится причиной экспрессии синтеза и возрастания ак-
тивности энзимов, включая фосфолипазы, фосфорилазы [7] 
и протеазы — каспазы. Каспазы (cysteine-dependent aspartate 
specific protease) — семейство цистеиновых протеаз, которые 

Рис. 1. Алгоритм диагностических тестов клинической биохимии при ОКС для дифференциаль-
ной диагностики состояния НС и ИМ.

Рис. 2. Расположение трех молекул тропонина на цепях акти-
на в кардиомиоцитах.
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гидролизуют полипептидную связь после аминокислотного 
остатка аспартата. Каспазы активированы при апоптозе, ги-
бели клеток по типу некроза и при воспалительных процес-
сах; они-то и высвобождают в цитоплазму кардиомиоцитов 
фибриллярные белки — Тн, белки–маркеры патологии мио-
карда. Афизиологичное повышение активности гидролити-
ческих ферментов, деструкция субклеточных образований 
начинается через несколько часов после начала гипоксии.

2. Локализация протеина в клетке: свободно расположе-
ны в цитоплазме миоглобин, БСЖК при синдроме цитолиза 
истекают в лимфатические пути раньше, чем структуриро-
ванные на сарколемме Тн (рис. 3).

3. Молекулярная масса протеина: малые размеры моле-
кул БСЖК и миоглобина — условие быстрого истечения их в 
лимфотоке в сравнении с изоферментом МВ-КК — тетраме-
ром молекулярной массой 360 кДа.

4. Параметры клиренса маркера из локального внутри-
сосудистого пула межклеточной среды при реализации био-
логической функции эндоэкологии, биологической реакции 
экскреции. БСЖК и миоглобин фильтрует базальная мем-
брана гломерул в паракринно регулируемых сообществах 
нефрона. Далее клетки проксимальных, извитых канальцев 
эпителия реабсорбируют протеины, переносят их в цито-
плазме от апикального к базолатеральной стороне клеток и 
путем биологической реакции экзоцитоза выводят в парату-
булярное пространство нефрона.

Далее маркеры локально поглощают оседлые макрофаги 
и утилизируют их с образованием свободных аминокислот и 
коротких пептидов, которые по лимфатическим путям оттека-
ют в кровоток. Если количество протеинов, которые субстрат-
зависимо приходится реабсорбировать оседлым макрофагам, 
включая альбумин, становится столь большим и клетки с ути-
лизацией их не справляются, макрофаги начинают синтезиро-
вать хемиаттрактивный гуморальный медиатор и «зазывают» 
из кровотока в паратубулярное пространство нефрона моноци-
ты гематогенного происхождения. Моноциты после короткого 
срока специализации ex tempore in situ превращаются в моно-
циты → макрофаги и начинают исполнять функцию оседлых 
макрофагов. Это состояние всегда сопровождает инфильтра-
ция паратубулярного пространства лейкоцитами с формирова-
нием локального паратубулярного нефроза.

5. Динамика более быстрого поступления в кровоток и 
скорой фильтрации в клубочках дает возможность зафик-
сировать несколько пиков БСЖК и миоглобина. При дина-
мичном наблюдении содержания маркеров можно в течение 
короткого времени видеть несколько пиков повышения в 
плазме крови содержания миоглобина. Это дает основание 
полагать, что гибель кардиомиоцитов может происходить и 
не одномоментно; возможно несколько эпизодов гибели кар-
диомиоцитов. Быстрое нарастание в плазме крови (прирост) 
содержания маркера может зависеть и от формирования кар-
диогенного шока и состояния острой почечной недостаточ-
ности (рис. 4). Первый пик повышения БСЖК соответствует 
патофизиологичной его длительности; второе столь длитель-
ное повышение содержания связано, более вероятно, с раз-
витием: а) кардиогенного шока после 2-го инцидента гибели 
кардиомиоцитов и (или) б) сердечной и почечной недостаточ-
ности, падением уровня фильтрации первичной мочи в клу-
бочках нефрона и уменьшением экскреции БСЖК с мочой.

6. Значение градиента концентрации цитоплазма → меж-
клеточная среда, как и скоростные параметры лимфотока, 
способны оказать влияние на содержание маркеров в плазме 
крови.

Независимо от возможностей клинико-диагностических 
лабораторий, лечебных учреждений при ферментной диа-
гностике необходимо принимать во внимание ряд положе-
ний, которые повышают чувствительность и специфичность 
диагностических методов. При диагностике ИМ необходимо 
учитывать время, прошедшее от момента возникновения ан-
гинозного приступа. Выход из миоцитов больших белковых 
молекул, какими являются ферменты, оказывается следстви-
ем нарушения целостности сарколеммальной плазматиче-
ской мембраны (см. рис. 3). Выходя за пределы клеточной 
мембраны, ферменты попадают в межклеточную жидкость и 
далее оттекают от сердца по лимфатическим путям, а не непо-
средственно в кровоток. Это и определяет относительно дли-
тельный промежуток времени от момента появления ангиноз-
ных болей до появления активности «кардиоспецифичных» 
ферментов в крови. Вначале возрастает в крови активность 
самого малого из диагностически важных протеинов — Тн, 
далее — общая активность КК и содержание в плазме крови 
кардиоспецифичного изофермента МБ-КК. Клиническая чув-
ствительность определения активности ферментов зависит от 
времени, прошедшего от начала приступа загрудинных болей. 
Так, для КК чувствительность в первые часы после возник-
новения приступа болей составляет только 25—45%, и она 
возрастает до 89—98% в последующие 6—8 ч. Ранее 8 ч лож-
ноотрицательные результаты дает определение активности КК 
в 31% случаев. Желание кардиолога иметь данные об активно-
сти ферментов в крови в сроки ранее 8 ч после начала болево-
го приступа часто приводит к диагностической ошибке, когда 
даже при обширном ИМ активность ферментов и изофермен-
тов в крови порой оказывается в норме.

Рис. 4. Два инцидента истечения БСЖК из кардиомоцитов, 
верификация повторного инфаркта миокарда.
По оси ординат — содержание БСЖК в плазме крови; по оси абсцисс — 
часы от момента ОКС.

Рис. 3. Сравнение динамики в крови активности маркеров 
острого инфаркта миокарда в течение часов и суток.
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нетически поздний инсулин. Филогенетически наиболее ран-
няя С16: 0 пальмитиновая НЖК не может быстро преодолеть 
внутреннюю мембрану митохондрий. Поэтому митохондрии 
рано в филогенезе сформировали специфичный транспортер 
карнитинпальмитоилацилтрансферазу. Снаружи внутрен-
ней мембраны митохондрий происходит переэтерификация 
пальмитиновой НЖК из тиоэфира с коэнзимом А (КоА) в 
эфир со спиртом карнитином. В этой форме пальмитиновая 
НЖК преодолевает внутреннюю мембрану митохондрий; по-
сле этого переэтерификация происходит в обратном порядке 
пальмитоилкарнитин → пальмитоил-КоА.

В скелетных миоцитах БСЖК составляет не более 20% 
количества, которое содержат кардиомиоциты; одновремен-
но содержание миоглобина в скелетных миоцитах в 2 раза 
ниже, чем в миоцитах миокарда. Кроме того, определение в 
плазме крови содержания БСЖК является более органоспе-
цифичным тестом дифференциальной диагностики по срав-
нению с миоглобином при постановке диагноза ИМ в ранние 
сроки ОКС [10] или при нескольких эпизодах гибели кардио-
миоцитов. При ОКС достоверного возрастания содержание 
БСЖК в плазме крови не выявлено [11].

Диагностическое значение БСЖК отмечено во многих 
клинических протоколах как достоверный тест гибели кар-
диомиоцитов и активации реперфузии в условиях повыше-
ния сегмента ST [12, 13]. В отношении же прогностического 
значения БСЖК при ОКС не все мнения авторов не всегда 
однозначны. В сопоставлении с иными тестами ОКС как со-
держание в плазме крови белков-тропонинов, С-реактивного 
белка мономера — гуморального медиатора (высокочувстви-
тельный метод определения) и натрийуретического пептида 
дает возможность комплексно оценивать клиническую кар-
тину ОКС при использовании комплекса только относитель-
но специфичных методов диагностики [14, 15].

Истечение из клеток свободно расположенных в цитоплаз-
ме миоглобина, БСЖК, КК и кардиоспецифичного МВ-КК, 
тем более фиксированных в структуре сарколеммы протеинов 
как Тн, оказывается достоверным тестом необратимого по-
вреждения кардиомиоцитов, а не увеличения проницаемости 
сарколеммы при длительной, выраженной ишемии миокарда. 
В то же время длительное состояние гипоксии и дефицит энер-
гии (образования АТФ) может привести к нарушению прони-
цаемости мембраны кардиомиоцитов с истечением в кровоток 
малых протеинов цитоплазмы — БСЖК и миоглобина, но не 
структурированных Тн. Достоверное повышение в сыворотке 
крови содержания ТнТ и ТнI становится тестом гибели и де-
струкции кардиомиоцитов. Низкую проницаемость мембраны 
клеток миокарда поддерживает гиперкалиемия и физиоло-
гично низкое содержание ионов na+ в цитоплазме кардио-
миоцитов. Это требует постоянной затраты энергии, расхода 
АТФ, в частности для функции «клеточной помпы» — na+, 
K+АТФазы. Энергозависимый насос постоянно вводит в цито-
плазму кардиомиоцитов, как и иных клеток, три К+ в обмен на 
выведение двух na+. Появление же в плазме крови маркеров 
гибели митохондрий —доказательство гибели клеток.

Полностью специфичных маркеров поражения миокарда 
пока не найдено. Органоспецифичность изоферментной диа-
гностики основана на различии процентного соотношения 
активности изоферментов в отдельных органах и тканях, а 
следовательно, и в сыворотке крови при их поражении. МБ-
КК специфичен для клеток миокарда не потому, что в иных 
клетках его нет, а потому, что в кардиомиоцитах активность 
МБ-КК составляет 15—17% общей активности КК. В то вре-
мя как в миоцитах скелетной мускулатуры не более 3%. При 
патологии миокарда и скелетной мускулатуры активность КК 
в плазме крови может быть повышена в одинаковой мере, но 
активность МБ-КК в процентах от активности КК будет до-
стоверно выше. Масса МБ-КК, если она повышена, является 

Диагностику ИМ проводят комплексно и экономически 
обоснованно, определяя в сыворотке крови: а) общую актив-
ность КК; б) содержание ТнТ или ТнI и в) активность КК, изо-
фермента МВ-КК и БСЖК. Комплексный подход обусловлен 
тем, что а) при исследовании активности одного фермента 
можно допустить ошибку; б) каждый из ферментов в выше-
упомянутом комплексе отличается по времени появления в 
сосудистом русле и параметрам клиренса; в) определение от-
ношения активности ферментов, которые входят в комплекс, 
позволяет повысить органоспецифичность диагностики. По-
вышенная активность КК — достоверный признак ИМ, начи-
ная с 6—8 ч после болевого приступа, и этот фермент даже при 
обширном ИМ может быть выведен из кровотока в течение 48 
ч. Скорость истечения КК из зоны поражения кардиомиоцитов 
зависит от величины очага поражения, присоединения карди-
огенного шока, применения сердечных гликозидов.

Повышает органоспецифичность диагностики и динами-
ческое исследование активности ферментов на протяжении 
суток после появления болей при определении их с интер-
валом в 4—6 ч. Однократное определение активности КК 
и содержания Тн дает возможность диагностировать ИМ в 
66% случаев. Определение динамики активности ферментов 
в течение суток повышает органоспецифичность поражения 
кардиомиоцитов до 86%. Определение динамики маркеров в 
течение суток позволяет провести дифференциальную диа-
гностику между ИМ и гиперферментемией при поражении 
скелетных мышц, интенсивных тренировках, в частности по-
сле марафонского бега. В сроки 8—12 ч после ангинозного 
приступа динамика активности ферментов и изоферментов 
настолько показательна, что если нет нарастания активности 
КК, Тн и МВ-КК, то нет и ИМ.

БСЖК плазмы крови — маркер состояния нестабильной 
стенокардии и инфаркта миокарда. Исходя из специфичной, 
непрерывной сократительной функции кардиомиоцитов, не-
обходимости большого количества энергии, субстратов для 
наработки митохондриями макроэргического АТФ; отсут-
ствия синтеза в кардиомиоцитах in situ de novo ЖК из ацетил-
КоА, из глюкозы; отсутствия в кардиомиоцитах депо НЖК и 
МЖК в форме неполярных эфиров со спиртом глицерином — 
триглицеридов (ТГ), кинетически специфичный для кардио-
миоцитов БСЖК привлекает внимание исследователей. Это в 
полной мере относится и к диагностике ОКС. Содержание в 
кардиомиоцитах БСЖК велико; оно превышает 5% всего ко-
личества протеинов цитоплазмы. При этом снабжение мито-
хондрий кардиомиоцитов субстратами для наработки энергии, 
НЖК + МЖК, для β-окисления и наработки АТФ происходит 
практически «с колес»: подвезли и тут же использовали.

Филогенетически позднюю биологическую функцию ло-
комоции, замкнутой системы кровообращения, обеспечивает 
субстратами для наработки АТФ специализированный, столь 
же поздний в филогенезе пул жировых клеток — подкожных 
адипоцитов. Однако между адипоцитами и поперечнополо-
сатыми кардиомиоцитами «дистанция огромного размера». 
Преодолевают ее: а) функция альбумина, который специфич-
но связывает и переносит в межклеточной среде, внутрисо-
судистом локальном пуле мононенасыщенные жирные кис-
лоты (МЖК) и насыщенные ЖК (НЖК) в форме полярных, 
неэтерифицированных ЖК (НЭЖК); б) липидтранспортный 
белок клатриновых кавеол [8], которые транспортируют ЖК 
через бислой полярных фосфолипидов сарколеммы карди-
миоцитов и в) семейство БСЖК [9], которые переносят ЖК 
в цитоплазме всех клеток от сарколеммы кардиомиоцитов к 
пероксисомам и митохондриям.

Внутренняя мембрана митохондрий проницаема для ко-
роткоцепочечных ЖК, олеиновой ω-6 С18: 1 ЖК растений 
и ω-9 С18: 1 олеиновую МЖК животных, синтез которой in 
vivo из глюкозы в животных клетках экспрессирует филоге-
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достоверным тестом ИМ. Возможно мнение, что длительные 
периоды ишемии миокарда могут сопровождаться выходом 
ферментов в кровь. Однако даже целенаправленные иссле-
дования не позволили отметить увеличения активности КК 
выше уровня дискриминации.

Согласно ВОЗ критерии диагноза ИМ — изменения на 
ЭКГ и достоверное изменение активности ферментов и Тн в 
сыворотки крови. Они включают измерения активности КК, 
количества КК-МБ и Тн. Не ослабевает интерес клиницистов 
и к динамике истечения из кардиомиоцитов и специфично-
го для них БСЖК. Разработчики тест-систем, откликаясь на 
запросы клиницистов, работают над созданием иммунохро-
матографической тест-системы для одновременного, специ-
фичного определения содержания Тн + БСЖК для объектив-
ной оценки состояния кардиомиоцитов при ОКС [16—18]. 
При каждом инциденте ОСК в плазме крови в нескольку раз 
увеличивается содержание и НЭЖК; это реализация in vivo 
биологической функции адаптации [1].

Белок, связывающий (переносящий) ЖК в цитозоле кар-
диомиоцитов и в сыворотке крови. БСЖК в цитоплазме кар-
диомиоцитов — семейство небольших, специфичных по ки-
нетическим параметрам белков-переносчиков молекулярной 
массой 14—15 кДа; полипетид молекулярной массой 15 кДа 
состоит из 132 аминокислотных остатков [20]. Белки имеют 
один центр связывания и переносят в цитоплазме кардиоми-
оцитов от плазматической мембраны к митохондриям одну 
НЖК или МЖК. БСЖК выделили из атероматозных бляшек 
интимы артерий эластического типа. По структуре БСЖК на-
поминает две половины речной раковины двуустки, соединен-
ные подвижной стороной; они открываются и закрываются. 
Внутренняя поверхность их гидрофобная; они как бы «загла-
тывают» НЭЖК из гидрофильной среды цитоплазмы, после 
того как они преодолели плазматическую мембрану. Имея 
молекулярную массу меньше, чем миоглобин (18 кДа), БСЖК 
раньше выходит в межклеточную среду; быстрее движется с 
потоком лимфы по лимфатическим путям и через ductus tho-
racicus изливается в кровоток. После этого БСЖК становится 
доступным для количественного определения иммунохимиче-
скими, иммунохроматографическими способами.

После гибели кардиомиоцитов БСЖК наиболее рано по-
является в сыворотке крови; это маркер с достаточно высо-
кой органоспецифичностью при диагностике. Метод опре-
деления БСЖК обладает чувствительностью в 94,4, 100% 
специфичностью, 100% способностью предсказать развитие 
ИМ или же его отсутствие со столь же высоко по сравнению 
с ТнТ [21], в том числе и без повышения сегмента ST.

БСЖК — около 20 членов семейства белков, которые пере-
носят полярные ЖК в клетках между плазматической мем-
браной и внутриклеточными органеллами в процессе много-
этапного окисления (β-, ά- и ω-окисления). Метаболизм ЖК 
в клетках происходит в пероксисомах и митохондриях при 
окислении физиологичных, афизиологичных ЖК и избытка 
в пище пальмитиновой НЖК. БСЖК-1 функционирует, глав-
ным образом, в цитоплазме гепатоцитов; БСЖК-2 доминирует 
в энтероцитах. Основное количество БСЖК-3 сосредоточено 
в филогенетически поздних поперечнополосатых миоцитах 
и кардиомиоцитах; содержание в них белка в 30 раз выше, 
чем в скелетных миоцитах. БСЖК-3 доминируют в филоге-
нетически ранних висцеральных жировых клетках сальника и 
БСЖК-4 — в поздних в филогенезе подкожных адипоцитах 
[22].

БСЖК-7 и -8 переносят ЖК в цитоплазме нейтронов моз-
га и астроцитах периферической нервной системы; функ-
ционирует белок в клетках тестикул. Остальные члены се-
мейства БСЖК функционируют в клетках рыб. Определение 
БСЖК характеризует высокая чувствительность и специ-
фичность. Сравнительные исследования, в которых сопо-

ставлена динамика концентрации ТнТ молекулярной массой  
27 кДа и БСЖК молекулярной массой 15 кДа, приведены в 
клинических протоколах [23]. За рубежом тест БСЖК из-
вестен десятки лет, там он и предложен, однако в лечебных 
учреждениях, согласно рекомендациям Американской ассо-
циации кардиологов, используют преимущественно Тн. На-
рушение функциональной активности нефронов, явления 
кардиогенного шока с понижение артериального давления, 
формирование сердечной недостаточности может оказать 
влияние на динамику содержания в сыворотке крови как 
миоглобина, так и БСЖК. Определение БСЖК является диа-
гностически важным даже при наличии некротических из-
менений в миокарде, когда повышение в сыворотке крови 
содержания ТнТ и ТнI еще не наступает [24].

При обследовании больших групп пациентов с ИМ дина-
мика прироста БСЖК наиболее выражена в первые 6 ч ОКС 
и ИМ; она во многом сходна с миоглобином. В течение пер-
вых 6 ч после ОКС клиническая чувствительность (специ-
фичность) определения содержания ТнТ, СК-МБ и БСЖК со-
ставляет 38, 76 и 95% соответственно. В эти сроки чувстви-
тельность БСЖК оказывается выше, чем ТнТ. Клиническая 
чувствительность этих же параметров при определении их 
в интервале 6—24 ч после ОКС составила 100, 90 и 91%. В 
этот период клиническая специфичность ТнТ более высока, 
чем БСЖК [18]. В срок же 24 ч после ОКС клиническая чув-
ствительность ТнТ составила 100%, СК-МВ — 90% и БСЖК 
— только 27%. Следовательно, диагностическое значение 
определения БСЖК оказывается более достоверным в тече-
ние первых 12 ч после ОКС. БСЖК — более чувствительный 
маркер гибели кардиомиоцитов, но только в течение первых 
6—12 ч после ОКС. Далее клиническое значение определе-
ния БСЖК понижается, уступая пальму первенства Тн; ди-
намику Тн далее при ИМ можно проследить на протяжении 
нескольких суток.

Клинические исследования показали, что после высокого 
диагностического значения в сроки ранее 6 ч после ОКС при 
формировании ИМ возвращение к исходному уровню БСЖК 
происходит через 12—24 ч после ОКС. У пациентов с ИМ в 
первые 6—12 ч заболевания клиническая (диагностическая) 
чувствительность и специфичность БСЖК позволяют полу-
чить достоверную диагностическую информацию В первые 
часы от начала заболевания чувствительность БСЖК досто-
верно (p < 0,05) выше, чем ТнТ [25]. При схожей с миоглоби-
ном чувствительности более высокая специфичность БСЖК, 
а также более высокая прогностическая значимость опреде-
ления содержания БСЖК в течение 1-х суток ИМ расширяет 
его диагностические возможности. Именно в первые часы ИМ 
БСЖК превосходит биомаркеры ТнТ и СК-МВ по чувстви-
тельности, а миоглобин — по специфичности. Имея неболь-
шую молекулярную массу, БСЖК при повышении проницае-
мости (нарушение целостности сарколеммальной мембраны) 
быстро и количественно истекает из кардиомиоцитов.

Интересно определение содержания БСЖК в сыворотке 
крови у пациентов до и после электроимпульсной терапии; сра-
зу после нанесения разряда, по данным ЭКГ, отмечено повы-
шение интервала ST. При проведении одного разряда и повы-
шения ST содержание БСЖК в сроки до, через 30, 60 мин, 3 и 6 
ч составили соответственно 5,35 → 4,98 → 5,21 → 5,84 → 6,40 
нг/мл. При необходимости повторного разряда дефибриллятора 
содержание БСЖК в сыворотке крови возросло: 6,36 → 9,65 → 
12,41 → 11,01 нг/мл. Это дает возможность оценить количество 
и параметры истечения БСЖК, главным образом из кардиомио-
цитов [12]. Граница между нормой и патологией для БСЖК в 
сыворотке и цельной крови составила 6 нг/мл (рис. 5).

Результаты измерения содержания БСЖК, которые полу-
чены в ранние сроки ИМ в многоцентровом исследовании в 
Японии при применении высокочувствительного иммунох-
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начала болевого приступа, достигает максимальных значе-
ний через 4—6 ч, и возвращается к нормальным значениям в 
сроки 18—24 ч. Выраженных различий в группах пациентов 
с разными формами течения ОКС и при тромболизисе в тече-
ние 3 сут не выявлено [32].

У каждого 5-го пациента в течение 3 сут после успешно-
го тромболизиса охраняется повышенное содержание БСЖК 
в крови [34]; у части больных содержание БСЖК достига-
ло диагностически значимых для ИМ значений [35], когда в 
течение года после выписки пациенты повторно поступали 
на стационарное лечение с прогрессированием ишемической 
болезни сердца и клиникой ОКС, прогрессированием нару-
шения функции левого желудочка. И в этих ситуациях повы-
шение в крови содержания БСЖК в первые часы после ОКС 
является надежным тестом гибели кардиомиоцитов, свиде-
тельством повреждении миокарда [13] (рис. 6). Повышенное 
содержание БСЖК в течение 3 сут после ОКС — предиктор 
ранних и поздних осложнений, которые могут быть связаны с 
повторными эпизодами острой ишемии миокарда. В послед-
нее время предложено проводить определение содержания 
БСЖК в цельной крови непосредственно у постели пациента 
(по месту лечения) или в машине скорой помощи [7].

В клинических исследованиях установлено диагности-
ческое значение определения содержания в крови БСЖК в 
ранние сроки ИМ, а в более поздние сроки в диагностике до-
минируют тропонины. Накоплены и достоверные результаты 
сопоставления динамика КК, массы МВ-КК в течение всего 
времени ИМ. У кардиохирургических больных в отсутствие 
других инструментально подтвержденных признаков некро-
за миокарда определение динамики концентрации БСЖК от-
ражает «хирургическую травму» сердечной мышцы. Высо-
кое содержание в сыворотке крови одновременно БСЖК и Тн 
в первые 12 ч ИМ — достоверный прогностический фактор 
летального исхода (рис. 7).

При коронарном шунтировании максимальное содержа-
ние БСЖК отмечено при операциях, проводимых в условиях 
искусственного кровообращения. Показано, что уровень в 
крови БСЖК у мужчин в 1-е сутки ИМ выше, чем у жен-

роматографического метода при определении белка в цель-
ной крови, дает позитивный ответ при содержании БСЖК 
в концентрации выше 6,2 мкг/л [27]. Частота летальных ис-
ходов при ОКС прямо зависима от содержания в сыворотке 
крови БСЖК. У 1128 пациентов [28] с ОКС выполнены 2492 
определения БСЖК. Тест БСЖК обладает высокой клиниче-
ской чувствительностью, начиная с 3 ч после ОКС (64,3% по-
зитивных результатов); эта величина возрастает до 85,3% в 
сроки 6—12 ч. Одновременное определение содержания ТнI 
увеличивает клиническую чувствительность до 71,4% в пер-
вые 3 ч и до 88,2% в сроки до 6 ч. Статистическая обработка 
результатов показала, что диагностическая чувствительность 
БСЖК в первые 6 ч достигает 97%. Одновременное исполь-
зование двух тестов позволяет выявить гибель кардиомиоци-
тов при ОКС с инверсией интервала ST на ЭКГ во все сроки 
клинического наблюдения за пациентами с ИМ.

Через 12 ч диагностическое значение определения со-
держания БСЖК становится менее информативным: время 
проходит. Однако клиницисты также полагают, что диагно-
стическое значение определения Тн более достоверно, по-
скольку органоспецифичность тропонинов более выраженна 
по сравнению с меньшей мерой специфичности для БСЖК 
[29]. Авторы полагают, что сколь бы высокой не была клини-
ческая чувствительность определения тестов гибели кардио-
миоцитов в первые 6—12 ч ОКС и роль Тн в последующие 
сроки, динамическое наблюдение концетации в сыворотке 
крови обоих маркеров (БСЖК + Тн) целесообразно [30]. Од-
новременно полагают, что для определения БСЖК в цельной 
крови достаточно использовать полуколичественный метода, 
если экспресс-иммунохроматографический тест технологи-
чески хорошо исполнен [31].

У пациентов с осложненным течением при поступлении 
уровень БСЖК в крови достоверно (p < 0,05) выше, чем при 
неосложненным течении ИМ. Максимальное повышение со-
держания БСЖК в крови у больных наблюдали в первые 6 ч 
после болевого приступа с постепенным снижением в сро-
ки до 12 ч. Динамика содержания миоглобина у пациентов 
с осложненным и неосложненным течением ИМ схожа с 
данными, которые характеризуют кинетические параметры 
БСЖК. Содержание миоглобина повышается через 2 ч после 

Рис. 5. Кривые Каплана—Майера — частота случаев леталь-
ного исхода (ось ординат) в зависимости от содержания в 
плазме крови БСЖК.
По оси абсцисс — сроки летальности в месяцах после ОКС [26].

Рис. 6. При ОКС определение содержания БСЖК — до-
стоверный предвестник летального исхода при сравнении с 
ТнI.
По оси ординат — все причины летальности; по оси абсцисс — время 
после ОКС в годах.
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состояния пациентов с недостаточностью кровообращения по 
причине получения не в полной мере адекватных результатов. 
Мы полагаем, что лучший выход из диагностически сложной 
ситуации ОКС в течение 1-х суток — использование экспресс-
иммунохроматографического теста, который позволит у по-
стели пациента, в машине скорой помощи определить сразу 
содержание в цельной крови БСЖК и тропонина с возможно-
стью «сохранить» результаты определения.

Автор заявляет об отсутствии конфликта интересов.
Исследование не имело спонсорской поддержки.
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1. lokhov p.g., maslov D.l., balashova e.e., Trifonova O.p., medve-

deva n.V., Torkhovskaya O.p. et al. mass spectrometric analysis lipi-
doma blood plasma as a method of diagnosing diseases, and evaluat-

щин. Концентрация в плазме крови БСЖК значимо корре-
лирует с иными клиническими проявлениями ИМ, в том 
числе Q-позитивными маркерами ОКС как Тн, активность 
КК и масса изофермента МВ-КК, а также с тестами актив-
ности биологической реакции воспаления. Диагностическая 
чувствительность метода является высокой при определении 
БСЖК иммуноферментным методом (иммунотурбидиметри-
ей) при проведении измерений на автоматизированных авто-
анализаторах. Относительно концентраций БСЖК, которые 
необходимо измерять, достаточным оказывается и примене-
ние современных методов иммунохроматографии [37]; они 
позволяют определять даже содержание в сыворотке крови 
наркотиков.

Таким образом, содержание БСЖК в сыворотке крови 
начинает повышаться через 2—3 ч после ОКС и достигает 
максимального значения в среднем через 8,5 ч [12]. В кон-
це 1-х суток ОКС содержание БСЖК в крови существенно 
понижается (экскреция с мочой) значительно уменьшается; 
уровень БСЖК в крови остается несколько выше исходного в 
течение 1-х суток. Высокая клиническая чувствительность и 
относительно высокая органоспецифичность характерна для 
БСЖК в сроки 12 ч после клинической картины ОКС; в ран-
ние сроки клиническая специфичность БСЖК выраженно 
преобладает над концентрацией тропонинов [38].

Через 12 ч после ОКС более высокую клиническую чув-
ствительность и диагностическую специфичность начинают 
проявлять тропонины, которые далее главенствуют в течение 
нескольких суток ИМ. При одновременном измерении БСЖК 
и Тн чувствительность биохимической диагностики в первые 
12 ч возрастает на 30% [39]. В более поздние сроки преиму-
щество одновременного определения БСЖК и Тн перестает 
быть необходимым; БСЖК в это время выводят почки при 
экскреции с мочой; после 12 ч диагностическая значимость 
определения тропонинов становится доминирующей [13]. Не 
выявлено связи между содержанием в сыворотке крови БСЖК 
и признаками реперфузии, миокарда, по данным ЭКГ, веро-
ятно, по причине редкого взятия крови на определение столь 
динамичного теста как СБЖК. Тест не подходит для оценки 

Рис. 7. Высокое содержание и ТнI и БСЖК отражает риск 
летального исхода (верхние кривые).
Отсутствие при ОКС повышения ТнI и БСЖК — прогноз отсутствия ле-
тальности в течение 6 мес. По оси ординат — летальность в процентах; 
по оси абсцисс — дни после ОКС.
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МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ В СЛИЗИСТОЙ ПИЩЕВОДА КАК 
МАРКЕРЫ ОНКОЛОГИЧЕСКОЙ ПРОГРЕССИИ И ОЦЕНКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
АНТИРЕФЛЮКСНЫХ ОПЕРАЦИЙ У БОЛЬНЫХ ПИЩЕВОДОМ БАРРЕТТА
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В основе развития заболевания пищеводом Барретта (ПБ) лежат процессы метаплазии эпителия пищевода, при ко-
торых вследствие рефлюкса желудочного сока и желчных кислот нормальный плоскоклеточный эпителий пищевода 
замещается цилиндрическим эпителием кишечного типа. Затем ПБ прогрессирует до дисплазии и аденокарциномы (АК) 
пищевода. Прогрессия от предраковых состояний до опухоли связана с появлением в клетках нарушений генома, кото-
рые ассоциированы со злокачественной трансформацией. Генетические и эпигенетические изменения, обусловливающие 
опухолевый рост, могут служить маркерами прогноза клинического течения заболевания. Чтобы получить возмож-
ные маркеры прогрессии ПБ, мы исследовали метилирование генов–супрессоров опухолевого роста MGMT, CDH1, p16/
CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3 у больных с ПБ и АК пищевода, а также оценивали эффективность проведенного 
антирефлюксного хирургического лечения. Аномальное метилирование исследуемой генетической панели у больных ПБ до 
хирургического лечения достоверно чаще наблюдали в измененном эпителии по сравнению с неизмененным (p < 0,0001), 
при дисплазии по сравнению с метаплазией (p = 0,0358) и при наличии длинных (>3 см) сегментов измененного эпителия 
по сравнению с короткими (<3 см) (p = 0,0068). В нормальном эпителии до операции аномальное метилирование панели 
генов определяли у 7 (12%) из 60 пациентов. На фоне оперативного лечения достоверно уменьшилось количество длин-
ных и коротких сегментов измененного эпителия пищевода (p < 0,05), причем в коротких сегментах после операции 
частота метилирования значительно возросла (p = 0,0068). Хотя после операции снизилось количество больных ПБ 
с дисплазией и метаплазией, однако частота аномального метилирования у остальных пациентов выросла. Нами по-
казано, что антирефлюксная операция улучшает состояние слизистой пищевода при ПБ, однако в случаях без регрессии 
происходит значительное увеличение частоты аномального метилирования исследуемой панели генов. Это доказывает, 
что аномальное метилирование системы генов связано с худшим ответом на проведение антирефлюксного оператив-
ного лечения.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  пищевод Барретта; метаплазия; дисплазия; аномальное метилирование; гены–супрессоры опу-
холевого роста; антирефлюксная хирургия; панель молекулярных маркеров.
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The development of disease of Barrett's esophagus is based on processes of metaplasia of epithelium of esophagus when as a result 
of reflux of gastric juice and bile acids the normal planocellular epithelium of esophagus is replaced by cylindrical epithelium of 
intestinal type. Thereupon, Barrett's esophagus is progressing up to dysplasia and adenocarcinoma of esophagus. The progression 
from precancerous states up to tumor is related to development of genome disorders in cells associated with malignant transfor-
mation. The genetic and epigenetic alterations conditioning tumor growth can be used as markers of prognosis of clinical course 
of disease. To receive possible markers of progression of Barrett's esophagus the study was organized concerning methylation of 
such genes-suppressors of tumor growth as MGMT, CDH1, p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β and RUNX3 in patients with Barrett's 
esophagus and adenocarcinoma of esophagus. The effectiveness of applied anti-reflux surgical treatment was evaluated too. The 
abnormal methylation of studied genetic panel in patients with Barrett's esophagus prior to surgical treatment was observed reli-
ably more frequently in altered epithelium as compared with unaltered epithelium (p<0.0001), under dysplasia as compared with 
metaplasia (p<0.0358) and in the presence of long (>3 cm) segments of altered epithelium as compared with short (<3 cm) seg-
ments (p=0.0068). In normal epithelium, prior to operation, abnormal methylation of panel of genes was detected in 7/60 (12%) 
of patients. Against the background of surgical treatment number of long and short segments of altered epithelium of esophagus 
reliably decreased (p<0.05). At that, in short segments after operation rate of methylation increased significantly (p=0.0068). 
Though after operation number of patients with Barrett's esophagus and dysplasia and metaplasia decreased, the rate of abnormal 
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methylation in the other patients increased. It is demonstrated that anti-reflux operation ameliorates condition of mucous mem-
brane of esophagus under Barrett's esophagus. However, in cases without regression significant increasing of rate of abnormal 
methylation of studied panel of genes is occurred. This is a proof that abnormal methylation of system of genes is related to worse 
response to application of anti-reflux surgical treatment.

K e y w o r d s :  Barrett's esophagus; metaplasia; dysplasia; abnormal methylation; gene-suppressor of tumor growth; anti-re-
flux surgery; panel of molecular markers
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Введение. Рак пищевода занимает шестое место в миро-
вой статистике причин смерти от онкологических заболе-
ваний и располагается на восьмой позиции среди наиболее 
распространенных видов рака [1]. В течение последних трех 
десятилетий существенно изменялся «гистологический пор-
трет» рака пищевода, произошло снижение заболеваемости 
плоскоклеточным раком на фоне возросшей в 6 раз частоты 
аденокарциномы пищевода [2]. Пятилетняя выживаемость 
при аденокарциноме пищевода зачастую не превышает 15—
25%, что обусловлено поздней диагностикой заболевания и 
быстрой, анатомически обоснованной, диссеминацией опу-
холевого процесса.

Известно, что пищевод Барретта (ПБ) является предше-
ственником аденокарциномы (АК) пищевода, увеличивая 
риск ее развития в 30—125 раз [3]. В основе развития ПБ 
лежат процессы метаплазии эпителия пищевода, при кото-
рых под действием различных факторов нормальный пло-
скоклеточный эпителий замещается цилиндрическим эпи-
телием кишечного типа, затем ПБ прогрессирует до стадии 
дисплазии и до АК пищевода [4]. В эмбриогенезе пищевод 
изначально выстилали цилиндрические клетки мерцатель-
ного эпителия, которые заменялись многослойным плоским 
эпителием в процессе развития, а при ПБ происходит обрат-
ный процесс [5]. Метаплазия является защитной реакцией 
эпителия при хроническом воспалении, возникающем вслед-
ствие рефлюкс-эзофагита, которым страдает до 62% населе-
ния развитых стран [6]. Рефлюкс-эзофагит — это патологи-
ческий заброс кислот желудочного сока и желчи в пищевод 
в результате нарушения клапанного механизма кардиального 
отдела желудка. Частота выявления ПБ при эндоскопическом 
исследовании может достигать 32%, а при аутопсии состав-
ляет 376 на 100 тыс. человек [7].

Переключение фенотипа клеток эпителия с плоскокле-
точного на цилиндрический происходит из-за изменения 
экспрессии ряда ключевых генов–регуляторов фенотипа [5]. 
Аномальная экспрессия генов, наблюдаемая в эпителии при 
ПБ, возвращается к норме после выполнения антирефлюкс-
ных операций, что подтверждает возможность регенерации 
эпителия при устранении факторов развития хронического 
воспаления [8, 9]. Однако в ряде случаев независимо от про-
веденного лечения происходит прогрессия ПБ в дисплазию и 
далее в АК пищевода. Прогрессия предраковых состояний до 
опухолей связана с появлением в клетках нарушений генома, 
которые ассоциированы со злокачественной трансформаци-
ей. Генетические и эпигенетические изменения, обусловли-
вающие опухолевый рост, могут служить маркерами раннего 
определения и клинического течения заболевания.

Нарушение метилирования генов-супрессоров является 
одним из ранних событий канцерогенеза, его можно опреде-

лить до клинического проявления опухолевого роста, в таких 
предопухолевых поражениях, как метаплазия и дисплазия. 
Чтобы получить возможные маркеры прогрессии ПБ, мы ис-
следовали метилирование генов–супрессоров опухолевого 
роста MGMT, CDH1, p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3 у 
больных ПБ с метаплазией, ПБ с дисплазией и АК пищевода.

Материал и методы. У 60 больных, оперированных в 
клинике факультетской хирургии им. Н.Н. Бурденко Перво-
го МГМУ им. И.М. Сеченова по поводу рефлюкс-эзофагита, 
осложненного ПБ, до и после хирургического лечения вы-
полняли исследование метилирования генов MGMT, CDH1, 
p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3 в измененном и неиз-
мененном эпителии пищевода. Из 60 пациентов с ПБ у 32 
определяли метаплазию эпителия пищевода, у 28 — дис-
плазию эпителия. При хирургическом лечении пациентам 
традиционным или лапароскопическим методом выполняли 
антирефлюксную операцию по принятой в клинике методи-
ке. В дооперационном и послеоперационном периоде у всех 
больных проводилось эндоскопическое исследование длины 
измененных сегментов слизистой пищевода, их протяжен-
ность до 3 см определялась как короткие сегменты, свыше 
3 см — как длинные сегменты. Для получения материала 
пациентам с ПБ при эндоскопическом исследовании до и по-
сле оперативного лечения выполняли четырехквадрантную 
биопсию из участков визуально измененной и нормальной 
слизистой оболочки дистальных отделов пищевода. После 
операции забор материала у пациентов с ПБ осуществляли в 
период от 6 до 54 мес.

Также аномальное метилирование генов MGMT, CDH1, 
p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3 исследовали в опера-
ционных образцах у 34 больных с АК пищевода. В зависимо-
сти от локализации опухоли больным АК пищевода прово-
дили трансторакальную или трансхиатальную экстирпацию 
пищевода с одномоментной пластикой желудочной трубкой 
с лимфаденэктомией 2s или 2f, образцы эпителия получали 
из макропрепарата.

Аномальное метилирование панели генов исследовали 
методом многолокусной метилчувствительной ПЦР, с ис-
пользованием рестрикционной эндонуклеазы hpaII, на ДНК, 
полученной из всех образцов ткани пищевода по стандарт-
ной методике [10].

Статистический анализ полученных результатов про-
водили с использованием программы prism 6 (graphpad-
prismversion 6.0). Сравнение по частоте встречаемости мети-
лирования между двумя независимыми группами определя-
ли с помощью точного двустороннего критерия Фишера, для 
сравнения более чем двух независимых групп использовали 
двусторонний тест χ2 или тест Краскела—Уоллиса. Для всех 
использованных тестов достоверными считали различия при 
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р ≤ 0,05. Прогностическая ценность маркера метилирования 
определялась по критериям чувствительности (Ч) и специ-
фичности (С), рассчитываемым по формулам Ч = ИП/(ИП + 
ЛО) и С = ИО/(ИО + ЛП) соответственно, где ИП — метили-
рование, выявленное в группе пациентов, не ответивших на 
хирургическую коррекцию морфологическим восстановле-
нием дис-/метапластической ткани (истинноположительные 
результаты); ЛО — пациенты без метилирования до лече-
ния, не ответившие на хирургическую коррекцию морфо-
логическим восстановлением дис-/метапластической ткани 
(ложноотрицательные результаты); ИО — пациенты без ме-
тилирования до лечения, ответившие морфологическим вос-
становлением дис-/метапластической ткани до нормальной 
(истинноотрицательные результаты); ЛП — метилирование, 
выявленное в группе пациентов, ответивших на хирургиче-
скую коррекцию морфологическим восстановлением дис-/
метапластической ткани (ложноположительные результаты).

Результаты. Для определения возможности использо-
вания аномального метилирования в качестве маркеров для 
прогнозирования прогрессии ПБ в АК пищевода мы изучили 

метилирование генов MGMT, CDH1, p16/CDKN2A, DAPK, 
RAR-β и RUNX3 в измененном и неизмененном эпителии пи-
щевода при ПБ до и после хирургического лечения, а так-
же при АК. Пациенты с аномальным метилированием хотя 
бы одного гена из предложенной системы составили группу 
мет+, а без метилирования — группу мет–. Полученные ре-
зультаты представлены в таблице.

Аномальное метилирование генетической панели наблю-
далось у 22 (65%) из 34 больных АК пищевода. Выявлено 
достоверное возрастание частоты метилирования генетиче-
ских маркеров по мере прогрессирования стадии опухолево-
го процесса от Ia и IIa до IIIc и IV (p = 0,0084) (рис. 1).

Корреляция между частотой аномального метилирова-
ния и увеличением стадии АК пищевода подтверждается 
данными о накоплении генетических и эпигенетических 
повреждений с ростом и прогрессией опухоли. Преоблада-
ния аномального метилирования какого-либо одного гена в 
зависимости от стадии рака пищевода выявить не удалось, 
возможно, это связано с ограниченной 34 наблюдениями вы-
боркой пациентов.

Аномальное метилирование исследуемой генетической 
панели у больных ПБ до хирургического лечения достоверно 
чаще наблюдали в измененном эпителии по сравнению с не-
измененным (p = 0,0001), при дисплазии по сравнению с ме-
таплазией (p = 0,0358) и при наличии длинных (более 3 см) 
сегментов измененного эпителия по сравнению с короткими 
(менее 3 см) (p = 0,0068). В нормальном эпителии до опера-
ции аномального метилирование панели генов определяли у 
7 (12%) из 60 пациентов.

После проведенного хирургического лечения достоверно 
уменьшилось количество больных с метаплазией и диспла-
зией эпителия пищевода (p < 0,0001). В измененном эпите-
лии наблюдали статистически значимое снижение частоты 
метилирования после лечения (p = 0,0024) (рис. 2). При срав-
нении измененного и неизмененного эпителия после лечения 
частота аномального метилирования в измененном эпителии 
осталась достоверно выше (p = 0,0194).

После лечения ПБ с метаплазией определяли в 10 случа-
ях, а ПБ с дисплазией — в 5 случаях. При этом у 7 (12%) из 
60 пациентов, имеющих аномальное метилирование в нор-
мальном эпителии до лечения, у 4 (6%) из 60 больных его 
наблюдали и после операции. Визуально же у всех 4 больных 
отмечали некоторую регрессию воспалительных изменений 
в пищеводе. После оперативного лечения в измененном эпи-
телии у двух больных с метаплазией и одного с дисплазией 
при гистологическом исследовании регрессии выявлено не 
было, лишь у одного пациента с дисплазией до операции по-
сле лечения диагностировали метаплазию клеток эпителия.

На фоне оперативного лечения достоверно уменьшилось 

Результаты исследования аномального метилирования генов 
MGMT, CDH1, p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3 у пациентов 
с пищеводом Барретта и аденокарциномой пищевода

Показатель Признак  
(число больных)

met+ met– р

Пациенты ПБ (60) 36 24 н.д.

АК (34) 22 12
Стадии АК (Tnm 
2009)

Ia 2 — 2 0,0084
IIa 4 2 2
IIb 10 4 6
IIIc 10 10 —
IV 8 6 2

До лечения

1-я Метаплазия (32/60) 15 17 0,0358
Дисплазия (28/60) 21 7

2-я Нормальный  
эпителий (60)

7 53 0,0001

Измененный  
эпителий (60)

31 29

3-я Длинные сегменты 
(18/60)

17 1 0,0068

Короткие сегменты 
(42/60)

19 23

После лечения

1-я Метаплазия (13) 10 3 н. д.
Дисплазия (5) 5 0

2-я Нормальный  
эпителий (60)

4 56 0,0194

Измененный  
эпителий (60)

14 46

Длинные  
сегменты (6)

4 2 н. д.

Короткие  
сегменты (12)

11 1

П р и м е ч а н и е. н.д. — результаты сравнения недостоверны; 
1–3-я – группы.

Рис. 1. Изменение частоты аномального метилирования па-
нели маркеров в зависимости от стадии аденокарциномы пи-
щевода, p (уровень достоверности, указан под стадией рака 
пищевода).



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-681-685

БИОХИМИЯ

684

количество длинных и коротких сегментов измененного пи-
щевода (p < 0,05). Причем в коротких сегментах после опе-
рации частота метилирования у 11 (91%) из 12 значительно 
возросла по сравнению с частотой до лечения (p = 0,0068). 
Хотя после операции количество больных ПБ с дисплазией 
снизилось с 28 до 5, однако все больные попали в группу 
мет+. Частота метилирования у пациентов с метаплазией по-
сле операции также выросла — до 10 (76%) из 13. У больных 
с длинными сегментами ПБ после операции аномальное ме-
тилирование выявляли у 4 (66%) из 6 , а у больных с корот-
кими сегментами — у 11 (91%) из 12.

Частоты метилирования каждого гена у пациентов с АК 
пищевода, ПБ с метаплазией и ПБ с дисплазией представле-
ны на рис. 3.

Из проведенного исследования видно, что чаще всего во 
всех трех группах выявляли метилирование гена MGMT (53% 
при ПБ с метаплазией, 57% при ПБ с дисплазией и 54% при 
АК пищевода). Метилирование гена RAR-β не было выявлено 
у пациентов с ПБ с метаплазией, частота его увеличивалась с 
5% при ПБ с дисплазией до 15% при АК пищевода, также как 
и частота метилирования гена DAPK, которая нарастала от 
ПБ с метаплазией (7%) до ПБ с дисплазией (9%) и АК пище-
вода (18%). Наибольшая частота метилирования гена RUNX3 
была характерна для ПБ с дисплазией (52%).

Интересно отметить, что среди у 6 (10%) из 60 больных с 
триадой saint (сочетание грыжи пищеводного отверстия диа-
фрагмы, желчнокаменной болезни и дивертикулеза кишечни-
ка), а также при сочетании атрофического гастрита, бульбита 
и/или язвы двенадцатиперстной кишки аномальное метили-
рование системы наблюдали достоверно чаще (p = 0,0181).

Обсуждение. Изменение клеточного фенотипа при ме-
таплазии и дисплазии ПБ, а также прогрессия до АК пище-
вода происходят вследствие изменения в клетке экспрессии 
ряда генов в результате их перестроек, накопления мутаций 
или эпигенетической инактивации. Накопленные изменения 
клеточного генома можно выявить лабораторными методами 
и составить из них систему маркеров, ассоциированную с 
клиническим поведением опухоли, ее прогрессией, инвазией 
или метастазированием. Современное развитие лаборатор-
ных методов исследования, в том числе и полногеномных, 
позволяет определить гены и их продукты, которые отличают 
опухолевые и предопухолевые изменения. Опубликованные 
в 2011 г. результаты полногеномных исследования профилей 
метилирования ДНК при ПБ и АК пищевода показали зна-
чительные различия в профилях метилирования генов при 
этих процессах, а также позволили идентифицировать десят-
ки генов, метилирование которых различается при этих со-
стояниях [11]. Однако чтобы собрать метилированные гены 
в системы, которые можно использовать в практической 
медицине, необходимо проводить их исследование на 

различных выборках больных с получением статистически 
значимых ассоциаций. Гены, используемые нами в системе, 
характеризуются высокой частотой метилирования и 
клинически значимыми ассоциациями.

Исследователи определили метилирование 9 генов 
(APC, CDKN2A, ID4, MGMT, RBP1, RUNX3, SFRP1, TIMP3, 
TMEFF2) в образцах пациентов с ПБ, АК пищевода и в 
нормальном эпителии и установили, что частота метили-
рования для CDKN2A и RUNX3 была значительно выше 
для АК по сравнению с образцами пациентов с ПБ [12].  
В своем исследовании мы не стремились определить частоты 
метилирования отдельных генов, а использовали все гены в 
панели, чтобы сделать различия более достоверными.

Zhe Jin и и соавт. [13] в ходе двойного слепого мультицен-
трового исследования изучили аномальное метилирование 
панели генов (p16, RUNX3, HPP1, NELL1, TAC1, SST, AKAP12, 
CDH13) в 195 образцах биопсий эпителия пищевода у боль-
ных ПБ с целью использования данных маркеров для оценки 
риска прогрессии заболевания. Было показано, что метили-
рование генов HPP1, p16 и RUNX3 выявляется достоверно 
чаще при прогрессировании ПБ до дисплазии высокой степе-
ни и АК пищевода (p = 0,0025; 0,0066 и 0,0002 соответствен-
но) в сравнении с остальными 5 маркерами из исследован-
ной панели. Использование всей панели из 8 генов позволило 
выявить более 50% больных ПБ с прогрессией до дисплазии 
высокой степени и АК пищевода, которые не удавалось вы-
явить на столь раннем этапе без применения биомаркеров. 
Специфичность панели, по данным авторов, достигала 90%, 
а чувствительность — 50%. Специфичность предложенной 
и исследованной нами панели генетических маркеров (MG-
MT, CDH1, p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3) составила 
60%, чувствительность — 86%. Таким образом, у больных 
группы мет+ вероятность прогрессии заболевания почти в 10 
раз выше (OR = 9,559). При этом мы в своем исследовании 
тестировали результаты проведенной антирефлюксной опе-
рации и соотносили его с показаниями эндоскопического ис-
следования. Подобное исследование представлено в работе 
m.r. Timmer и соавт. [14]: авторы исследовали систему мар-
керов, в которую входили структурные изменения локусов 
8q24 (MYC), 9p21 (CDKN2A/p16), 17q12 (erbB2/HER-2/Neu) 
и 20q13.2 (ZNF217) в материале, полученном от 181 паци-
ента с ПБ, которым проводилось консервативное лечение с 

Рис. 2. Частота метилирования панели исследуемых генов до 
и после лечения у пациентов с ПБ (в %). По оси ординта — 
число пациентов ПБ.

Рис. 3. Частота аномального метилирования генов MGMT, 
CDH1, p16/CDKN2A, DAPK, RAR-β и RUNX3 в измененном 
эпителии до хирургического лечения (в %).
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применением эндоскопической резекции слизистой в соче-
тании с медикаментозной терапией [14]. Авторы наблюдали 
полную регрессию изменений слизистой у 72% больных и 
прогрессию у 16% пациентов. Изменения копийности иссле-
дуемых локусов изучаемой панели, соответствующие группе 
мет+ в нашем исследовании, авторы наблюдали у 88 (44%) из 
181 больного. На этом основании авторы полагают, что на-
рушение копийности генов, входящих в их систему, связано 
с негативной реакцией на проведенное лечение, и систему 
можно использовать в качестве дополнения к стандартному 
гистологическому исследованию при мониторинге паци-
ентов после проведения лечения пациентов ПБ с помощью 
эндоскопической резекции слизистой в сочетании с медика-
ментозной терапией.

Снижение частоты аномального метилирования после 
выполнения антирефлюксных операций доказывает высокий 
потенциал к регенерации слизистой пищевода при устра-
нении основных патогенетических факторов агрессии, что 
оправдывает правомочность и целесообразность хирурги-
ческого лечения данной категории больных. Нами показано, 
что проведенное оперативное лечение улучшает состояние 
слизистой пищевода при ПБ, однако в оставшихся без регрес-
сии случаях происходит значительное увеличение частоты 
аномального метилирования исследуемой панели генов. Это 
доказывает, что аномальное метилирование системы генов 
связано с худшим ответом на проведенное лечение. Такое пе-
рераспределение частоты метилирования генов можно объ-
яснить тем, что после операции аномальное метилирование 
генов остается у пациентов с более тяжелыми изменениями и 
потенциально склонными к дальнейшей прогрессии. У таких 
пациентов не происходит нормализации слизистой пищевода 
за время наблюдения и им требуется дополнительный мони-
торинг для контроля дальнейшего лечения до полного выздо-
ровления или для контроля возможной прогрессии ПБ в АК 
пищевода. Кроме того, наша система позволила выявить па-
циентов с метилированием в пограничной нормальной ткани, 
которое не всегда нормализуется после проведения антиреф-
люксного лечения. Такие пациенты являются потенциально 
склонными к дальнейшей прогрессии и требуют контроля и 
мониторинга после лечения.

Анализируя полученные результаты, можно предпо-
ложить, что использование предложенной нами системы 
молекулярно-генетических маркеров у больных ПБ позволит 
на раннем этапе диагностировать, начать адекватное лече-
ние и осуществлять мониторинг данной группы пациентов 
с целью формирования группы риска развития АК пищево-
да — что, несомненно, требует внедрения данной панели в 
клиническую практику.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Исследование не имело спонсорской поддержки.
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ЛАБОРАТОРНАЯ ОЦЕНКА ДИНАМИКИ ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ  
ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ГЕПАТИТЕ
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614090, г. Пермь;  
2ФГБУ «Российский кардиологический научно-производственный комплекс» Минздрава России, 121552, г. Москва

Цель исследования — оценить скорость развития фиброза (СРФ) печени у больных хроническим гепатитом C (ХГС) с 
помощью лабораторных тестов.
В сыворотке крови 150 больных ХГС в фазе реактивации исследовали концентрацию гиалуроновой кислоты (ГК), альфа-
фетопротеина (АФП), железа, ферритина, васкулоэндотелиального фактора роста (ВЭФР), малонового диальдегида 
(МДА) и активность каталазы. Степень фиброза печени оценивали методом ультразвуковой эластографии (УЗЭ). СРФ 
рассчитывали как соотношение фиброза (в баллах) к длительности инфицирования (в годах).
СРФ в группе с медленным темпом прогрессирования заболевания составила в среднем 0,01 ± 0,04 балла/год, в группе с 
быстрым темпом прогрессирования ХГС — 0,45 ± 0,34 балла/год (p < 0,001). Медленный темп прогрессирования ХГС 
был ассоциирован с женским полом (p = 0,01). В группе больных с высокой СРФ регистрировали достоверно большие 
значения плотности печени, по данным УЗЭ (p < 0,001). Быстрая СРФ сопровождалась повышением сывороточных 
концентраций гиалуроновой кислоты (ГК) (p < 0,001), АФП (p = 0,04), ВЭФР (p = 0,03), железа (p = 0,03), ферритина 
(p = 0,03) и снижением активности каталазы (p = 0,04). Корреляционный анализ подтвердил наличие прямых досто-
верных взаимосвязей темпа прогрессирования фиброза с длительностью заболевания (r = 0,27; p = 0,01), плотностью 
печени (r = 0,86; p < 0,001), ГК (r = 0,59; p < 0,001), АФП (r = 0,23; p = 0,04), ферритином (r = 0,23; p = 0,04) и ВЭФР 
(r = 0,21; p   0,04).
Ассоциация повышенных сывороточных уровней ГК, АФП, ВЭФР, железа, ферритина и низкой активности каталазы с бы-
строй СРФ позволяет рекомендовать их в качестве дополнительных критериев оценки темпа прогрессии фиброза при ХГС.

К л ю ч е в ы е с л о в а: скорость развития фиброза; гиалуроновая кислота; альфа-фетопротеин; каталаза; железо; 
васкулоэндотелиальный фактор роста; хронический гепатит C.
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The study was carried out to evaluate velocity of development of fibrosis of liver in patients with chronic hepatitis C using labora-
tory tests.The sampling of 150 patients with chronic hepatitis C were examined to analyze blood serum in phase of reactivation 
detecting concentration of hyaluronic acid, alpha-fetoprotein, iron, ferritin, vascular endothelial risk factor, malonic dialdehyde 
and activity of catalase. The degree of fibrosis of liver was evaluated using technique of ultrasound elastography. The velocity of 
development of fibrosis of liver was calculated as ratio of fibrosis (in points) to duration of infection (in years). 
The velocity of development of fibrosis of liver in group with slow rate of progression of disease made up in average 0.01±0.04 
points per year and in the group with fast rate of progression of chronic hepatitis C - 0.45±0.34 points per year (p<0.001). 
In the group of patients with high velocity of development of fibrosis of liver were registered reliably higher values of density 
of liver (p<0.001). The fast velocity of development of fibrosis of liver was accompanied by increasing of serum concentra-
tions of hyaluronic acid (p<0.001), alpha-fetoprotein (p=0.04), iron (p=0.03), ferritin (p=0.03) and decreasing of activity of 
catalase (p=0.04). The correlation analysis substantiated availability of reliable direct relationships of rate of progression 
of fibrosis with duration of disease (r=0.27, p=0.01), density of liver (r=0.86; p<0.001), hyaluronic acid (r=0.59; p<0.001), 
alpha-fetoprotein (r=0.23; p=0.04), ferritin (r=0.23; p=0.04), vascular endothelial risk factor (r=0.21; p=0.04).
The association of increased serum levels of hyaluronic acid, alpha-fetoprotein, vascular endothelial risk factor, iron, ferritin and 
low activity of catalase with fast velocity of development of fibrosis of liver can be recommended as additional criteria of evalua-
tion of rate of progression of fibrosis under chronic hepatitis C.

K e y w o r d s :    velocity of development of fibrosis; hyaluronic acid;alpha-fetoprotein; vascular endothelial risk factor; iron; 
ferritin; catalase; chronic hepatitis C  
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За последние десятилетия вопросам оценки фиброза пе-
чени (ФП) посвящена масса как клинических, так и экспери-
ментальных исследований. Однако остаются нерешенными 
вопросы темпа прогрессирования фиброза как прогностиче-
ского маркера фатальных осложнений. При этом независимо 
от этиологического фактора только выраженность фибро-
за определяет, на какой стадии находится заболевание, т.е. 
фиброз служит именно тем показателем, который отражает 
темпы прогрессирования заболеваний печени в целом. Соот-
ветственно предикторами активного фиброгенеза становятся 
не только факторы, стимулирующие рост соединительной 
ткани, но и причины, усугубляющие механизмы этого много-
компонентного процесса [1, 2].

В некоторых исследованиях, помимо генотипа и уровня 
вирусной нагрузки, приводится ряд факторов, ассоцииро-
ванных с увеличением скорости развития фиброза (СРФ) и 
определяющих индивидуальный прогноз пациента, такие 
как длительность воздействия этиологического фактора, по-
жилой возраст на момент заражения, мужской пол, наличие 
вирусов гепатита В и D, выраженный холестаз, инсулиноре-
зистентность, синдром перегрузки железом, злоупотребле-
ние алкоголем [2—4].

В настоящее время предложено несколько десятков био-
химических показателей, претендующих на роль неинвазив-
ных маркеров фиброза печени [5—9]. Много исследований 
посвящено определению диагностических возможностей не-
инвазивной оценки степени выраженности ФП с помощью 
прямых маркеров, в том числе гиалуроновой кислоты (ГК), 
уровень которой прямо коррелирует со степенью поражения 
печени [9]. Данные о концентрации ГК при патологии печени 
не достаточно однородны. При этом главная ценность ГК, по 
мнению многих исследователей, заключается в возможно-
сти исключить преимущественно выраженный фиброз (f3) 
и цирроз печени с чувствительностью, по разным данным, 
80—100% и специфичностью 80—100% по сравнению с би-
опсией при точке разделения 102—183,5 нг/мл [10—14].

Альфа-фетопротеин (АФП) — рутинный сывороточный 
маркер гепатоцеллюлярной карциномы, но в то же время его 
уровень может увеличиваться у 10—43% пациентов с острым 
и хроническим гепатитом без признаков карциномы, что обу-
словлено повышением регенераторной активности печени 
на фоне воспаления. По материалам многих исследований, 
АФП служит показателем некровоспалительных процессов, 
фиброза и нарушенной архитектоники органа [15—19].

Таким образом, в настоящее время недостаточно изучена 
диагностическая ценность неинвазивных показателей харак-
тера течения ХГС на различных стадиях прогрессирования 
заболевания. И практически неизвестны возможности раз-
личных молекул, участвующих в прогрессировании процес-
са фиброза печени, прогнозировать темпы его развития при 
ХГС.

Цель исследования — оценить скорость прогрессирова-
ния фиброза печени у больных ХГС с помощью лаборатор-
ных маркеров.

Материал и методы. Обследованы 150 пациентов с ХГС 
в фазе реактивации, средний возраст 38,89 ± 11,31 года, из 
них 74 мужчин и 76 женщин. По генотипу вируса пациенты 
с ХГС разделились следующим образом: генотип 1 опреде-
лен у 52% больных, генотип 2 — у 10% и генотип 3 — у 

38% пациентов. Уровни аланиновой и аспарагиновой транс-
аминаз (АЛТ, АСТ), а также железа в сыворотке крови ис-
следовали на автоматическом биохимическом анализаторе 
architect-c4000 (abbott laboratories, США) с использованием 
одноименных наборов (abbott clinical chemIsTry, США). 
Сывороточную ГК — прямой лабораторный маркер фибро-
за определяли методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с помощью одноименного набора bcm Diagnostics (США).  
В качестве теста регенерации гепатоцитов оценивали уро-
вень АФП в сыворотке крови иммунохемилюминесцентным 
методом с помощью набора afOp (siemens) на анализаторе 
Immulite-1000 (Германия). Уровни васкулоэндотелиального 
фактора роста (ВЭФР) и ферритина исследовали методом 
ИФА на планшетном фотометре stat-fax-2100 (США) с ис-
пользованием соответствующих наборов ЗАО «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск, Россия). Активность фермента каталазы и 
концентрацию малонового диальдегида (МДА) в сыворотке 
крови больных ХГС исследовали фотометрически: каталазу 
определяли по методу М.А. Королюка (1988), МДА — медо-
том Ю.В. Владимирова, А.В. Арчакова (1972).

Степень выраженности фиброза печени оценивали ме-
тодом ультразвуковой эластографии (УЗЭ) на приборе 
fibrockan-502 (echosens, Франция) по плотности печени, 
выраженной в килопаскалях, и с оценкой стадии фиброза по 
шкале meTaVIr. У всех пациентов с определенной длитель-
ностью инфекции и стадией фиброза по результатам УЗЭ пе-
чени рассчитана СРФ как соотношение фиброза (в баллах) к 
длительности инфицирования (в годах) [3]. Данный показа-
тель — количественное отражение темпов прогрессирования 
ХГС. Этот метод определения скорости развития ХГС позво-
лил нам выделить быстрый (до 10 лет) и медленный (более 
10 лет) темпы прогрессирования фиброза при гепатите в цир-
роз печени.

Статистическую обработку результатов проводили с 
использованием программы statistica 6.0 (statsoft). Про-
верку распределения показателей — с помощью критерия 
Колмогорова—Смирнова. Для описания полученных коли-
чественных признаков данные представляли в воде среднего 
и стандартного отклонения (M ± s), а также медианы и 25 
и 75 перцентиля (Ме, 25; 75). Статистическую значимость 
различий определяли по критерию Манна—Уитни. Количе-
ственную оценку линейной связи между двумя независимы-
ми величинами проводили с использованием коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена (r). Значимость различий 
между выборками и взаимосвязей показателей считалась до-
стоверной при значении для p < 0,05.

Результаты и обсуждение. Предполагаемая длитель-
ность инфекционного процесса у пациентов с ХГС составила 
в среднем 5,96 ± 3,49 года (от 2 до 18 лет). У мужчин средняя 
длительность заболевания была короче и составила 5,3 ± 2,9 
года, у женщин — 6,5 ± 2,8 года (p < 0,04). Анализ длитель-
ности заболевания в зависимости от генотипов вируса не дал 
значимых различий (р = 0,87). При сравнительном изучении 
предполагаемого периода инфицирования в зависимости от 
стадии ФП достоверное его нарастание выявлено от стадии 
f3 (7,7 + 4,0 года) к f4 (11,3 + 5,9 года) (р = 0,01). Корре-
ляционный анализ подтвердил наличие взаимосвязи между 
длительностью инфицирования и выраженностью ФП по 
данным УЗЭ (r = 0,27; p = 0,01). Таким образом, длитель-
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ность инфекционного процесса, характеризующая темпы 
прогрессии hcV-инфекции, увеличивается преимуществен-
но к стадии f4 заболевания и короче у мужчин и не была свя-
зана с генотипом вируса гепатита c, что согласуется с рядом 
работ [2—4].

В нашем исследовании у больных с начальным фиброзом 
(f1) средняя СРФ была достоверно ниже (0,21 ± 0,13 балла/
год), чем у больных ХГС с последующими стадиями заболе-
вания: f2 0,44 ± 0,31 балла/год (p = 0,01), f3 0,53 ± 0,4 балла/
год (p = 0,01), f4 — 0,32 ± 0,03 балла/год (p = 0,69). При ана-
лизе темпов прогрессирования ХГС в зависимости от пола 
пациентов у мужчин СРФ была в 2 раза выше, чем у женщин 
(p = 0,04). Достоверных различий темпов прогрессирования 
ХГС у пациентов с генотипами hcV-1 и hcV-2,3 не найде-
но (p = 0,47). Таким образом, СРФ, характеризующая темпы 
прогрессии hcV-инфекции, увеличивается от стадии к ста-
дии заболевания, более выражена у мужчин и не связана с 
генотипом вируса гепатита c, о чем упоминается в других 
исследованиях [3].

Пациенты были условно разделены на две группы по 
СРФ. В первую группу вошли 90 (60%) больных с медлен-
ной СРФ (< 0,19 балла/год), а во вторую группу включены 
50 (40%) пациентов ХГС с высокой СРФ (> 0,19 балла/год). 
СРФ в группе с медленным темпом прогрессирования забо-
левания составила в среднем 0,02 ± 0,02 балла/год, в группе 
с быстрым темпом прогрессирования фиброза при ХГС — 
0,45 ± 0,34 балла/год (p < 0,001). Длительность заболевания 
в группе с медленным темпом прогрессирования фиброза 
составила в среднем 6,65 ± 3,1 года, в группе быстрым тем-
пом прогрессирования ХГС — 5,1 ± 3,6 года (p = 0,02). В 
группе с медленной СРФ преобладали женщины — 58% (p 
= 0,01). Таким образом, наблюдается ассоциация медленного 
темпа прогрессирования ХГС с женским полом. Значимых 
различий по возрасту в зависимости от темпов прогрессиро-
вания ФП не найдено (p = 0,45). При анализе распределения 
по стадиям ФП отмечено, что при медленном темпе прогрес-
сирования ХГС преобладали пациенты со стадией f0 (84%), 
больные со стадиями f1 и f2 составляли соответственно 14 и 
2%. При быстром темпе прогрессирования заболевания пре-
обладали пациенты со стадией f4 (37%), больные со стадия-
ми f1, f2 и f3 составляли соответственно 24, 26 и 13%.

В группе пациентов с высокой СРФ ожидаемо регистри-
ровались достоверно большие значения плотности печени, 
по данным УЗЭ (p < 0,001). Сывороточные уровни ГК и АФП 
при быстром темпе прогрессии hcV-инфекции были выше 
в 2,3 и 1,3 раза соответственно, чем при медленном темпе 

прогрессирования заболевания (p < 0,001 и p = 0,04) (см. 
таблицу). Корреляционный анализ подтвердил наличие пря-
мых достоверных взаимосвязей темпа прогрессирования фи-
броза с плотностью печени (r = 0,86; p < 0,001), ГК (r = 0,59;  
p < 0,001) и АФП (r = 0,23; p = 0,04).

При анализе уровня трансаминаз АЛТ и АСТ в сыворотке 
крови в группах больных ХГС с медленной и быстрой СРФ 
значимых различий не было получено (p = 0,98 и p = 0,67). 
Это не согласуется с результатами некоторых исследований, 
в которых у пациентов с наличием прогрессии фиброза на-
блюдали повышение активности АЛТ [3].

Для пациентов с прогрессией фиброза были характерны: 
достоверно низкая активность каталазы (p = 0,04), высокий 
уровень сывороточного железа (p = 0,03) и ферритина (p = 
0,03), а также сывороточной концентрации ВЭФР (p = 0,03). 
Корреляционный анализ подтвердил наличие прямых до-
стоверных взаимосвязей темпа прогрессирования фиброза 
с уровнем ферритина (r = 0,23; p = 0,04) и концентрацией 
ВЭФР (r = 0,21; p = 0,04). Эти данные частично согласуют-
ся с результатами, полученными в других исследованиях, в 
которых у пациентов с наличием прогрессии фиброза реги-
стрировали достоверно больший уровень сывороточного же-
леза, ферритина и ВЭФР, прямо коррелировавших со степе-
нью фиброза [10, 13, 20].

Значимых различий концентраций МДА при медленной 
и быстрой СРФ не обнаружено (p = 0,24). Результаты тестов, 
хотя и коррелирует с тяжестью воспалительного процесса в 
печени, по данным некоторых исследователей, но не могут 
применяться для прогнозирования СРФ при ХГС [21].

Заключение. Прогрессирование процессов фиброза при 
ХГС сопровождается активацией механизмов регенерации и 
неоангиогенеза, нарастанием синдрома перегрузки железом 
и истощением механизмов антиоксидантной защиты. Ско-
рость развития фиброза увеличивается по мере прогрессиро-
вания ХГС и не связана с генотипом вируса.

Медленный темп прогрессирования ХГС ассоциирован 
с женским полом. Ассоциация повышенных сывороточных 
уровней ГК, АФП, ВЭФР, железа, ферритина и низкой актив-
ности каталазы с быстрой СРФ позволяет рекомендовать их в 
качестве дополнительных критериев оценки темпа прогрес-
сии фиброза при ХГС.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Исследование не имело спонсорской поддержки.
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Проведено исследование показателей электролитного состава и фосфатазной активности синовиальной жидкости 
больных со II и III стадиями дегенеративно-дистрофических поражений коленных суставов. При определении частоты 
встречаемости изменений исследуемых показателей установлено, что чаще всего происходили увеличение соотношения 
между кальцием и фосфором и уменьшение концентрации фосфат-ионов, поэтому концентрации данных показателей 
можно использовать для оценки состояния суставной среды.
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The study was carried out concerning indices of electrolytic content and phosphatase activity of synovial fluid in patients with 
degenerate dystrophic affections of knee joints stage II and III. The detection of rate of occurrence of alterations of studied indices 
established that most often occurred increasing of ratio calcium-phosphorus and decreasing of concentration of phosphate-ions. 
Therefore, concentration of the mentioned indices can be applied in evaluation of conditions of joint medium.
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Введение. Актуальность изучения показателей минераль-
ного обмена и маркеров остеогенеза обусловлена много-
функциональностью костной ткани, которая является звеном 
системы поддержания минерального гомеостаза [1]. Заболе-
вания костной ткани, связанные с нарушением минерально-
го обмена, являются серьезной проблемой, поскольку они 
обусловливают ограничение способности к передвижению и 
самообслуживанию, снижают качество жизни и могут при-
вести к инвалидности больных [2]. Известно, что при раз-
витии дегенеративно-дистрофических изменений в суставах 
отмечается взаимосвязь нарушений метаболизма суставного 
хряща и субхондральной зоны кости. Наиболее распростра-
ненными патологиями суставов по-прежнему остаются забо-
левания дегенеративно-дистрофического происхождения, а 
число заболевших остеоартрозом растет с каждым годом [3]. 
При лабораторном исследовании показателей минерального 
обмена можно получить важную информацию о состоянии 
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организма, которая поможет врачу в определении тактики 
лечения пациента.

Исходя из вышесказанного, целью нашей работы явилось 
изучение частоты встречаемости изменений показателей ми-
нерального обмена и активности фосфатаз в синовиальной 
жидкости у больных дегенеративно-дистрофическими изме-
нениями коленного сустава.

Материал и методы. Нами была исследована синовиальная 
жидкость 263 больных деформирующим артрозом коленного 
сустава в возрасте 56,4 ± 0,9 года (88 мужчин и 175 женщин) на 
II и III стадиях артрозного процесса. Стадию артрозного про-
цесса устанавливали по классификации, разработанной в лабо-
ратории патологии суставов ФГУ РНЦ ВТО им. акад. Г.А. Или-
зарова Минздрава России [4]. Материал получали в условиях 
асептики и антисептики до оперативного вмешательства и про-
ведения каких-либо терапевтических мероприятий [5]. Первую 
клиническую группу составили образцы синовиальной жидко-
сти от 83 больных со II стадией остеоартроза коленного сустава 
в возрасте 41,9 ± 2,1 года (24 мужчины и 59 женщин); вторую 
группу — 180 больных с III стадией в возрасте 63,2 ± 0,6 года 
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(64 мужчины и 116 женщин). В качестве контроля использовали 
65 образцов синовиальной жидкости трупов людей (обоего по-
ла) в возрасте от 54,3 ± 0,9 лет, не имевших зарегистрированной 
экспертом суставной патологии. Синовиальная жидкость извле-
калась в соответствии с приказом Минздрава РФ от 24.04.03 № 
161 «Об утверждении Инструкции по организации и производ-
ству экспертных исследований в бюро судебно-медицинской 
экспертизы». Электролитный состав синовиальной жидкости 
оценивали по концентрации общего кальция, неорганического 
фосфата, магния и хлоридов. Концентрацию электролитов, а 
также содержание кислой и щелочной фосфатаз в синовиаль-
ной жидкости определяли спектрофотометрическим методом 
на анализаторе stat fax® 1904 plus (США), используя наборы 
фирмы Vital Diagnostic (Санкт-Петербург). Для каждой группы 
исследования рассчитывали медиану значений и интерквар-
тильные размахи 0,25 и 0,75 персентили [6]. Для оценки до-
стоверности различий полученных результатов использовали 
непараметрический критерий Вилкоксона, различия считались 
значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение. Изучив изменения показате-
лей концентраций электролитов в синовиальной жидкости у 
больных дегенеративно-дистрофическими поражениями су-
ставов, мы получили следующие данные. Результаты иссле-
дования показали снижение концентраций кальция на 24% 
на I стадии и на 29% на II стадии остеоартрозного процесса в 
коленном суставе (рис. 1).

Концентрация фосфат-ионов снижалась на 40% относи-
тельно нормальных значений. Интегральный показатель ca/p 
повышался на 20%, а концентрация хлорид-ионов — на 35%. 
На фоне изменения этих показателей происходило статисти-
чески значимое возрастание системного индекса электроли-
тов на II стадии на 40%, а на декомпенсированной — на 80%. 
При развитии остеоартрозного процесса в суставах концен-
трация магния оставалась без изменений.

При исследовании маркеров остеогенеза — кислой и ще-
лочной фосфатазы — были получены следующие результаты 
(рис. 2).

Активность кислой фосфатазы не имела статистически 
значимых изменений, тогда как активность щелочной фосфа-
тазы на III стадии развития данного заболевания возрастала на 
56%. Следовательно, индекс фосфатаз увеличивался на 24%.

Для определения частоты встречаемости изменений 
биохимических показателей в синовиальной жидкости мы 
рассматривали данные, которые статистически значимо от-
личались от нормы. Рассчитав общую частоту встречаемо-
сти статистически значимо увеличивающихся концентрации 
хлорид-ионов, отношения кальций/фосфор, системного ин-
декса электролитов, костного изофермента — щелочной фос-
фатазы, а также статистически значимо сниженных концен-
траций кальция и фосфат-ионов, мы получили следующие 
результаты (см. таблицу).

Было установлено, что чаще всего происходило увели-
чение соотношения между кальцием и фосфором, частота 
встречаемости (частота встречаемости — 0,86; 222 больных 
из 258 обследованных). В 218 случаях из 260 происходило 
уменьшение концентрации фосфат-ионов (частота встречае-
мости — 0,84).

Заключение. Таким образом, для оценки состояния колен-
ного сустава при дегенеративно-дистрофических изменениях 
можно использовать исследование электролитного состава 
синовиальной жидкости. Наиболее информативными показа-
телями являются содержание фосфат-ионов и соотношение 
кальций/фосфор.
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Рис. 1. Показатели минерального состава синовиальной 
жидкости больных со II и III стадиями дегенеративно-
дистрофических изменений.
Здесь и на рис. 2: * — показатели, статистически значимо отличающиеся 
от нормы.

Рис. 2. Показатели активности фосфатаз в синовиальной 
жидкости больных со II и III стадиями дегенеративно-
дистрофических изменений, отличающиеся от нормы.

Общая частота встречаемости отклонений показателей 
минерального обмена в синовиальной жидкости относи-
тельно референсных значений у пациентов с дегенеративно-
дистрофическими изменениями коленного сустава

Показатель Количество пациентов с 
отклонениями в показа-

телях 

p (95% до-
верительный 

интервал)
Кальций 173/261 0,66 (0,60 – 0,72)
Фосфор 218/260 0,84 (0,80 – 0,89)
Кальций/фосфор 222/258 0,86 (0,82 – 0,90)
Хлориды 47/65 0,72 (0,61 – 0,83)
СИЭ 44/65 0,58 (0,56 – 0,79)
Щелочная  
фосфатаза

105/151 0,70 (0,62 – 0,77)

П р и м е ч а н и е . В знаменателе – общее количество больных.
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Изучены маркеры эндотелиальной дисфункции и факторы воспаления у беременных с гипертензивными расстройствами 
различного генеза. Проводилось клинико-лабораторное обследование 158 женщин в сроке беременности 22—37 нед. Из 
них 30 женщин с хронической артериальной гипертензией (ХАГ), 30 женщин с ХАГ и присоединившейся преэклампси-
ей — ПЭ (ХАГ + ПЭ); 43 женщины с ПЭ; 55 женщин с неосложненным течением беременности без гипертензивных 
расстройств (контрольная группа). Установлено, что у беременных с гипертензивными расстройствами различного 
генеза развивается эндотелиальная дисфункция и воспаление, что подтверждается увеличением в крови количества 
циркулирующих десквамированных эндотелиоцитов, С-реактивного белка и гомоцистеина во всех группах; ростом сы-
вороточного уровня t-PA, эндотелина (1-21), ММР-2, sVCAM-1 и IL-6 при ПЭ, в том числе и присоединившейся к ХАГ; 
повышением содержания IL-6 в сыворотке крови при ХАГ с присоединившейся ПЭ. Разработаны критерии, позволяющие 
дифференцированно диагностировать существовавшую ранее гипертензию и ПЭ, в том числе присоединившуюся к ХАГ, 
по уровням t-PA, sVCAM-1, эндотелина (1-21) и MMP-2 в сыворотке крови.
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The markers of endothelium dysfunction and factors of inflammation in pregnant women with hypertension with hypertension 
disorders of various genesis were analyzed.  The clinical laboratory study was carried out on the basis of sampling of 158 women at 
pregnancy period of 22-37 weeks. Out of this sampling 30 women had previously present chronic arterial hypertension, 30 women had 
chronic arterial hypertension and consecutive preeclampsia, 43 women had preeclampsia and 55 women had uncomplicated course 
of pregnancy without hypertension disorders (control group). It is established that in pregnant women with hypertension disorders of 
various genesis endothelial dysfunction and inflammation are developed/ This occurrence is confirmed by increasing of  in blood of 
number of circulating desquamated endotheliocytes, С-reactive protein and homocystein in all groups; by increasing of serum level of 
t-PA, endothelin (1-21), MMP-2, sVCAM-1 and IL-6 under preeclampsia, including one consecutive to chronic arterial hypertension; 
by increasing of content of IL-6 in blood serum under chronic arterial hypertension with consecutive preeclampsia. The criteria 
are developed concerning serum content of t-PA, sVCAM-1, endothelin (1-21) and MMP-2 permitting to diagnose differentially 
previously present hypertension and preeclampsia, including consecutive one to chronic arterial hypertension.
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Введение. Многие годы проблема артериальной гипер-
тензии у беременных не теряет актуальности и остается в 
центре внимания научных исследований. Гипертензивные 
нарушения у беременных — неоднородное понятие, вклю-
чающее в себя несколько нозологических форм: хроническая 
(или существовавшая ранее) гипертензия, гестационная ги-
пертензия (артериальная гипертензия, выявленная после 20 
нед беременности), преэклампсия (ПЭ), эклампсия, а также 
ПЭ на фоне хронической гипертензии.

В настоящее время считается общепризнанным, что 
развитие гипертензивных нарушений у беременных — это 
результат сочетания множества патогенетических звеньев, 
центральную роль в котором играет неадекватный ответ им-
мунной системы матери на факторы плодоплацентарного 
происхождения [1—3].

Мишенью патологических воздействий является эндоте-
лий сосудов, а клинические признаки гипертензивных нару-
шений у беременных — следствие развития эндотелиальной 
дисфункции в результате вазоспазма, оксидантного стресса 
и гипоксически-ишемических изменений органов-мишеней 
[4—6]. Вероятно, степень выраженности изменений в про-
дукции факторов, определяющих эти процессы, лежит в 
основе разнообразия проявлений гипертензивных наруше-
ний у беременных.

Цель настоящего исследования — выявить особенности 
экспрессии факторов, способных индуцировать дисфункцию 
эндотелия, и факторов, отражающих состояние эндотелия, у 
беременных с гипертензивными расстройствами различного 
генеза.

Материал и методы. Проводилось клинико-лабора-
торное обследование 158 женщин в сроке беременности 
22—37 нед. В группу женщин с существовавшей ранее 
артериальной гипертензией (хроническая артериальная ги-
пертензия — ХАГ) вошли 30 беременных. Группу с ХАГ 
с присоединившейся ПЭ (ХАГ+ПЭ) составили 30 женщин. 
В группу женщин с ПЭ вошли 43 женщины с впервые вы-
явленной артериальной гипертензией после 20-й недели 
беременности в сочетании с протеинурией. Контрольную 
группу составили 55 женщин без признаков гипертензив-
ных расстройств и с неосложненным течением беременно-
сти на момент обследования.

Критериями исключения были острые и обострение 
хронических воспалительных заболеваний, аллергические 
реакции на момент обследования, злокачественные новооб-
разования различной локализации, системные заболевания 
соединительной ткани, хроническая почечная недостаточ-
ность.

Материалом для лабораторного исследования служила 
периферическая кровь из локтевой вены. Количество десква-
мированных эндотелиоцитов (ДЭ) определяли по методу 
hladovec (1978) в модификации Н.Н. Петрищева и соавт. [7].

Методом иммуноферментного анализа в периферической 
крови женщин определяли содержание: тканевого активато-

ра плазминогена (t-pa) («asserachrom», Франция), активного 
фрагмента эндотелина (1-21) (biomedika, Австрия), матрикс-
ной металлопротеиназы — ММР-2 (r & D systems, США), 
растворимой формы адгезивной молекулы клеток сосудов — 
sVcam-1 (bender medsystems, Австрия), Il-1β (ООО «Ци-
токин», Россия), Il-6 (bender medsystems, Австрия), Tnfα 
(biosource International, США).

Методом иммунохемилюминесцентного анализа оценива-
ли уровень гомоцистеина (siemens, США) и высокочувстви-
тельного c-реактивного белка —hscrb(siemens, США).

Для статистического анализа полученных результатов 
использовали пакет прикладных лицензионных программ 
microsoft Office 2010, statisticafor Windows 6.0 и medcalc 
v.7.4.4.1.

Результаты и обсуждение. Уровень ДЭ, а также содер-
жание различных факторов, продуцируемых непосредствен-
но клетками эндотелия, достаточно полно характеризуют его 
состояние и могут служить маркерами эндотелиальной дис-
функции. Проведенные исследования показали (табл. 1), что 
у всех женщин, имеющих гипертензивные расстройства при 
беременности независимо от их генеза, было более высокое 
содержание ДЭ в венозной крови по сравнению с группой 
контроля (p < 0,001 во всех случаях).

Достоверное повышение уровня t-РА, эндотелина и 
ММР-2 в сыворотке крови по сравнению с таковым в груп-
пе контроля отмечалось только у женщин с ПЭ и с ПЭ, при-
соединившейся к ХАГ (для t-РА p < 0,001, p < 0,01 соответ-
ственно; для эндотелина p < 0,02, p < 0,01 соответственно; 
для ММР-2 p < 0,001 в обеих группах). В группе женщин 
с ХГА данные показатели были сопоставимы с таковыми в 
контрольной группе (p > 0,05 во всех случаях). Это опреде-
ляло достоверное повышение уровня t-РА и эндотелина в сы-
воротке крови в группах с ПЭ и с ПЭ, присоединившейся к 
ХАГ, по сравнению с аналогичными показателями в группе 
женщин с ХАГ (для t-РА p < 0,02 в обеих группах; для эндо-
телина p < 0,05, p < 0,01 соответственно).

Проведенный корреляционный анализ исследованных 
показателей выявил прямую зависимость повышения содер-
жания ДЭ в крови от степени выраженности клинических 
проявлений ПЭ — уровня среднего артериального давления 
(r = 0,80, p = 0,0001) (рис. 1), и суточной протеинурии (r = 
0,88, p = 0,0001) (рис. 2).

Изменения в содержании растворимых форм молекул 
межклеточной адгезии в периферической крови могли, с 
одной стороны, отражать уровень их экспрессии клетками 
эндотелия, с другой — указывать на особый механизм ак-
тивации клеток, опосредованный взаимодействием данных 
молекул с соответствующими лигандами на эндотелии. По 
нашим данным (см. табл. 1), только в группах женщин с ПЭ и 
с ПЭ, присоединившейся к ХАГ, отмечалось достоверное по-
вышение уровня sVcam-1 в сыворотке крови по сравнению 
с показателями в контрольной группе (p < 0,001, p < 0,01 
соответственно). В группе женщин с ХАГ среднее значение 
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содержания sVcam-1 не отличалось от соответствующего 
показателя в контрольной группе (p > 0,05 во всех случаях).

Большинство исследователей сходятся во мнении, что 
важнейшую роль в дисфункции эндотелия у женщин с ги-
пертензивными расстройствами при беременности играет 
системная воспалительная реакция [8—10]. Результаты ис-
следования уровня hscrp, гомоцистеина в сыворотке крови, 
а также провоспалительных цитокинов Il-1β, Il-6 и Tnfα 
представлены в табл. 2.

Содержание hscrp и гомоцистеина в крови во всех 
группах женщин с гипертензивными нарушениями при бе-
ременности достоверно превышало показатели в контроль-
ной группе (для hscrp p < 0,01 во всех группах; для гомо-
цистеина p < 0,05 в группе с ХАГ, p < 0,001 в группе с ПЭ и 
p < 0,02 в группе с ХАГ и присоединившейся ПЭ). В группе 
женщин с ПЭ уровень гомоцистеина в сыворотке достовер-
но превышал аналогичный показатель в группе женщин с 
ХАГ (p > 0,02).

Анализ уровня провоспалительных цитокинов в сыво-
ротке проводился в группах женщин с ПЭ и с ПЭ, присоеди-

нившейся к ХАГ. По нашим данным, в 
обеих группах по сравнению с показате-
лями в контрольной группе достоверно 
повышалось содержание Il-1β (p < 0,01 
в группе с ПЭ; p < 0,05 в группе с ХАГ и 
присоединившейся ПЭ), но повышение 
уровня Il-6 было характерным только 
для группы женщин с ПЭ, присоединив-
шейся к ХАГ (p < 0,01). Уровень Tnfα 
был сопоставим в трех сравниваемых 
группах (p > 0,05 во всех случаях).

Результаты проведенных исследо-
ваний легли в основу разработки ряда 
тестов дифференциальной диагностики 
генеза гипертензивных расстройств у 
беременных (табл. 3).

При проведении rOc-анализа бы-
ло установлено, что содержание t-pa, 
sVcam-1, эндотелина (1-21), mmp-2 в 
сыворотке крови с различной степенью 
чувствительности и специфичности по-
зволяет дифференцированно диагности-
ровать существовавшую ранее гипер-
тензию и ПЭ, в том числе присоединив-
шуюся к ХАГ.

Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что развитие всех нозологических форм ги-
пертензивных расстройств при беременности сочеталось с 
усилением воспалительной реакции на системном уровне, 
о чем говорит повышение уровня hscrp и гомоцистеина в 
сыворотке крови.

В настоящее время вопрос о том, вызывает ли воспаление 
структурные и функциональные изменения в стенке сосуда и 
приводит к гипертензии или является следствием самой ги-
пертензии, остается нерешенным [11], однако усиление синте-
за и продукции различных факторов воспаления отмечалось и 
при ХАГ, и при ПЭ. По данным литературы, артериальная ги-
пертензия сопровождается ростом уровня hscrp, Tnfα, Il-6, 
хемокинов (МСР-1), ингибитора активатора плазминогена-1 
(paI-1) и молекул адгезии (p-селектин, sIcam-1) в плазме 
крови и сосудистой ткани [11, 12]. В ряде работ показано, что 
развитие гипертензивных расстройств, ассоциированных с 
беременностью, сочеталось с ростом уровня Il-1β, Il-6, Il-8, 
Il-12, Tnfα, Ifnγ в периферической крови и в плаценте [11, 
13—15]. Это подтверждается и данными нашей работы. Особо 
следует отметить, что достоверное повышение уровня Il-6 в 

Т а б л и ц а  1
Содержание ДЭ, t-PA, эндотелина, ММР-2, sVCAM-1 в крови у беременных с гипертензив-
ными расстройствами различного генеза 

Группа  
обследован-

ных

ДЭ, кл/мкл, 
(M ± m)

t-РА, нг/мл  
(me (c25—c75))

Эндотелин, 
фмоль/мл  

(me (c25—c75))

ММР-2,  
нг/мл  

(M ± m)

sVcam-1,  
нг/мл  

(M ± m)

Контрольная 5,48 ± 0,70 5,08  
(3,57—5,77)

0,12 (0—0,48) 331,9 ± 20,6 905,5 ± 94,1

ХАГ 13,03 ± 1,63 6,47  
(4,50—8,05)

0,38 (0—2,18) 346,9 ± 32,4 1136,4 ± 109,5

p1 <0,001
ПЭ 15,28 ± 1,52 8,80  

(6,54—13,20)
0,99  

(0—8,89)
464,6 ± 26,7 1940,9 ± 249,5

p1 <0,001 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001
p2 <0,02 <0,05 <0,01

ХАГ с ПЭ 13,53 ± 0,94 9,42  
(6,46—11,9)

1,20  
(0—12,8)

536,9 ± 33,4 1568,7 ± 179,3

p1 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001 <0,01
p2 <0,02 <0,01 <0,05
П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 p1 — достоверность различий по сравнению с кон-

трольной группой, p2 — по сравнению с группой ХАГ.

Рис. 1. Корреляционная связь между уровнем ДЭ в венозной 
крови и средним давлением (АДср) при ПЭ.

Рис. 2. Корреляционная связь между уровнем ДЭ в венозной 
крови и суточной протеинурией при ПЭ.
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сыворотке крови было выявлено только при ПЭ, развившей-
ся на фоне ХАГ. Высокий уровень продукции Il-6 был отме-
чен и при артериальной гипертензии вне беременности [12].  
В экспериментальных моделях артериальной гипертензии по-
казано, что стимуляция продукции Il-6 различными типами 
клеток происходит под воздействием ангиотензина II [16], в 
то же время сам Il-6 может апрегулировать экспрессию ре-
цептора ангиотензина I, усиливая эффекты ангиотензина II 
в воспалении сосудов, вазоконстрикции и гипертензии [11]. 
Установлено, что длительное введение Tnfα или Il-6 в конце 
беременности у крыс приводит к значительному росту вну-
трисосудистого давления в почках [17]. Как известно, в дина-
мике воспалительной реакции пик синтеза и продукции Il-6 
отмечается значительно позднее, чем усиление синтеза Il-1β. 
Длительное сохранение высокого уровня Il-6 свидетельству-
ет о переходе воспалительной реакции в хроническую форму, 
что, вероятно, и происходит при ХАГ. Таким образом, харак-
тер воспалительного процесса различался в зависимости от 
генеза артериальной гипертензии. Возможно, это определяло 
особенности проявления дисфункции эндотелия при ХАГ и 
при ПЭ.

Так, при существовавшей ранее гипертензии в отсут-
ствие ПЭ единственным маркером эндотелиальной дис-
функции было увеличение уровня циркулирующих ДЭ в 
крови. Циркуляция клеток эндотелия в сосудистом русле 
является специфичным и наиболее объективным крите-
рием повреждения эндотелия [18], отражая ослабление 

межклеточной интеграции и процессы 
апоптоза в эндотелии [19]. Слущива-
ние в кровь эндотелиальных клеток 
происходит и при физиологических 
условиях, но повышение содержания 
ДЭ в крови при гипертензии являет-
ся отражением процесса эндотелиоза, 
обусловленного воздействием эндо-
токсинов, супероксидных радикалов, 
гомоцистеина, гистамина и других 
повреждающих факторов [7, 20]. От-
мечено влияние нарушений функции 
эндотелия на состояние здоровья но-
ворожденного, у матери которого была 
ПЭ [14]. При ПЭ, в том числе и на фо-
не ХАГ, в дополнение к росту уровня 
ДЭ к факторам, отражающим эндоте-
лиальную дисфункцию, следует отне-
сти высокий уровень t-pa, активного 
фрагмента эндотелина (1-21) и ММР-2. 
Причем, как показали проведенные 
нами ранее исследования, при ПЭ вы-
сокий уровень продукции ММР-2 не 

определялся его синтезом нейтрофилами и моноцитами 
[21]. Усиление фибринолитической, протеолитической и 
сосудосуживающей активности сыворотки крови при ПЭ 
усугубляет патологический процесс.

Исследования последних лет показывают, что эндотели-
альная дисфункция, являясь патогенетической основой ПЭ, 
имеет общность происхождения с генерализованной вну-
трисосудистой воспалительной реакцией [22—24]. Активи-
рованный под влиянием воспаления эндотелий усиливает 
экспрессию молекул адгезии, таких как селектины, сосуди-
стые молекулы адгезии (Vcam-1), молекулы межклеточной 
адгезии-1 (Icam-1) [25, 26]. Подтверждением этому служат 
наши данные о повышении уровня sVcam-1 в сыворотке 
крови при ПЭ. Кроме того, при ПЭ отмечалось усиление экс-
прессии молекул адгезии l-селектина, pecam-1 и Vla-2 
нейтрофилами [27, 28], что способствует их трансмиграции 
и аккумуляции в стенке сосуда [29]. Все это вторично уси-
ливает выработку цитокинов, факторов роста и матриксных 
металлопротеиназ (ММР).

В последнее время в качестве триггерного механизма эн-
дотелиальной дисфункции и воспалительной реакции при 
ПЭ рассматривается активация клеток микрочастицами син-
цитиотрофобласта, уровень которых значительно возрастает 
в периферическом кровотоке женщин с ПЭ [30]. Развитие 
эндотелиальной дисфункции у беременных приводит к на-
рушению функций систем органов и развитию полиорганной 
недостаточности, к комплексным изменениям в фетоплацен-
тарной системе.

Выводы. 1. Гипертензивные расстройства у беремен-
ных независимо от нозологической формы, сопровожда-
ются развитием воспалительной реакции и эндотелиаль-
ной дисфункции, в максимальной степени выраженной 
при ПЭ.

2. Существует прямая зависимость повышения содержа-
ния циркулирующих эндотелиоцитов в крови от степени кли-
нических проявлений ПЭ.

3. Уровень t-pa, sVcam-1, эндотелина (1-21) и mmp-2 
в сыворотке крови позволяет дифференцированно диагно-
стировать существовавшую ранее гипертензию и ПЭ, в том 
числе присоединившуюся к ХАГ.

Финансирование. Работа поддержана грантом Прези-
дента РФ № МК-6885.2015.7

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Т а б л и ц а  2
Содержание hsCRP, гомоцистеина, IL-1β, IL-6, IL-8 и TNFα в сыворотке периферической 
крови у беременных с гипертензивными расстройствами различного генеза (M ± m) 

Группа об-
следованных

hscrp, мг/л  
(Me (C25—C75))

Гомоцистеи, 
мкмоль/л

Il-1β, пкг/мл Il-6, пкг/мл Tnfα, пкг/мл

Контрольная 3,40  
(2,20—4,72)

8,00 ± 0,61 19,7 ± 3,18 1,06 
(0—4,90)

23,1 ± 3,30

ХАГ 9,40  
(3,70—16,8)

10,6 ± 0,87 — — —

p1 <0,01 <0,05
ПЭ 8,20  

(3,00—17,4)
17,9 ± 1,91 121,9 ± 32,2 2,41 

(0—5,50)
18,6 ± 4,67

p1 <0,01 <0,001 <0,01
p2 <0,02

ХАГ с ПЭ 9,70  
(5,50—13,1)

13,2 ± 1,56 136,5 ± 50,8 5,47  
(1,70—12,7)

28,3 ± 9,06

p1 <0,01 <0,02 <0,05 <0,01

Т а б л и ц а  3
Дифференциально-диагностические критерии гипертензивных 
расстройств у беременных 

Показатель ХАГ ПЭ, в том 
числе ХАГ 

с ПЭ

Чувстви-
тельность, 

%

Специ-
фичность, 

%

auc

t-pa, нг/мл ≤7 >7 80,0 72,2 0,853
sVcam-1, 
нг/мл

≤1465,5 >1465,5 51,9 84,2 0,713

Эндотелин 
(1-21), 
фмоль/мл

<0,2 >0,2 75,4 68,4 0,706

ММР-2,  
нг/мл

≤377,6 >377,6 68,4 0,764
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ЦИТОМОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ ПАРАЩИТОВИДНЫХ ЖЕЛЕЗ  
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАХ ГИПЕРПАРАТИРЕОЗА

ГБУЗ МО «Московский областной научно-исследовательский клинический институт им. М.Ф. владимирского» 
Минздрава Московской области, 129110, Москва, Российская Федерация

Исследование посвящено определению критериев цитологической диагностики патологии паращитовидных желез 
(ПЩЖ) при различных формах гиперпаратиреоза (ГПТ). Ультразвуковое исследование ПЩЖ выполнено 74 больным 
ГПТ в возрасте 24—66 лет (20 мужчин и 54 женщины). С первичным ГПТ (костно-висцеральная форма) обследованы 
11, с вторичным ГПТ тяжелого течения — 51, с третичным ГПТ (посттрансплантационным) — 12 пациентов. Визуа-
лизированы и подвергнуты тонкоигольной аспирационной биопсии 109 увеличенных ПЩЖ. Цитологический материал 
окрашен азур-эозином по методу Паппенгейма и исследован методом световой микроскопии. Цитологический материал 
был информативным в 105 (96,%) наблюдениях, 99 (90,8%) образцов содержали элементы ткани ПЩЖ. Основными ци-
томорфологическими признаками аденомы ПЩЖ были фолликулоподобные и сосочковые структуры из главных парати-
роцитов, обнаруженные у всех больных первичным ГПТ, главные паратироциты в разных стадиях секреторного цикла 
— у 64% больных и макрофаги — у 50% больных. Характерными цитоморфологическими признаками гиперплазии ПЩЖ 
оказались расположенные в группах, папиллярных и ветвистых структурах с выраженными межклеточными контак-
тами главные темные паратироциты, обнаруженные у 88% пациентов с вторичным ГПТ, паратироциты в разных 
стадиях секреторного цикла (53% больных) и мелкие базофильные гранулы секрета в цитоплазме паратироцитов и/или 
внеклеточном пространстве (31% больных). К отличительным цитологическим признакам ткани ПЩЖ при третичном 
ГПТ относились преобладание главных светлых паратироцитов, расположенных в небольших скоплениях и группах со 
слабовыраженными межклеточными контактами, и наличие крупных базофильных секреторных гранул в цитоплаз-
ме паратироцитов, внеклеточном пространстве и коллоидоподобном веществе (92% больных). Сравнительный анализ 
выявил сходные цитологические признаки в ткани ПЩЖ и строго определенные критерии, характерные для первичного, 
вторичного и третичного ГПТ. Обсуждается связь между структурно-функциональным состоянием ткани ПЩЖ и 
развитием той или иной формы ГПТ. Цитоморфологические особенности ткани ПЩЖ при первичном, вторичном и 
третичном ГПТ могут быть использованы в алгоритме предоперационной диагностики.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  цитологическое исследование; паращитовидные железы; гиперпаратиреоз; тонкоигольная 
аспирационная биопсия.
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Zakharova N.M., Vetchinnikova O.N., Ivantsova L.P.
The cyTOmOrphOlOgIc characTerIsTIcs Of paraThyrOID glanD unDer VarIOus fOrms Of 
hyperparaThyrOIDIsm
The M.F. Vladimirskii Moskovskii oblastnoii research clinical institute of Minzdrav of the Moskovskaia oblast, 129110 Moscow, Russia
The study was organized to establish criteria of cytological diagnostic of pathology of parathyroid glands under various forms 
of hyperparathyroidism. The ultrasound examination of pathology of parathyroid glands was applied to 74 patients with 
hyperparathyroidism aged 24-66 years (20 males and 54 females). The examination was applied to 11 patients with primary 
hyperparathyroidism (bone visceral form), 51 patients with secondary hyperparathyroidism of severe course and 12 patients 
with tertiary hyperparathyroidism (post-transplantation). The 109 samples of expanded parathyroid glands were visualized and 
subjected to fine-needle aspiration biopsy. The cytologic material was colored with azure-eosin according Pappenheim method 
and analyzed using light microscopy technique. The cytological material was informative in 105 (96%) findings. The elements 
of tissue of parathyroid glands were detected in 99 (90.8%) samples. The main cytomorphologic indications of adenoma of 
parathyroid gland were follicle-like and papillary structures of main parathyrocites detected in all patients with primary 
hyperparathyroidism; main parathyrocites at various stages of secretory cycle - in 64% of patients and macrophages - in 50% of 
patients. The characteristic cyto-morphologic indications of hyperplasia of parathyroid gland turned out to be situated in groups, 
papillary and branching structures with expressed intercellular contacts, main dark parathyrocytes detected in 88% of patients 
with secondary hyperparathyroidism, parathyrocytes at various stages of secretory cycle (53% of patients) and small basophilic 
granules of secretion of parathyrocites in cytoplasm and/or extracellular space (31% of patients). The distinctive cytological 
indications of tissue of parathyroid gland under tertiary hyperparathyroidism included prevalence of main light parathyrocites 
situated in small clusters and groups with  ill-defined intercellular contacts and presence of large basophilic secretory granules in 
cytoplasm of parathyrocites, extracellular space and colloid-like substance (92% of patients). The comparative analysis detected 
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similar cytological indications in tissue of parathyroid gland and strictly definite criteria characteristic for primary, secondary 
and tertiary hyperparathyroidism. The relationship between structural functional condition of tissue of parathyroid gland and 
development of either form of hyperparathyroidism is discussed. The cytomorphologic characteristics of tissue of parathyroid 
gland under primary, secondary and tertiary hyperparathyroidism can be included in algorithm of pre-surgery diagnostic.
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Гиперпаратиреоз (ГПТ) — это патология паращитовид-
ных желез (ПЩЖ), характеризующаяся избыточной секре-
цией паратиреоидного гормона (ПТГ). Выделяют 3 патогене-
тические формы ГПТ: первичный, вторичный и третичный 
(посттрансплантационный).

Первичный ГПТ — это первичное заболевание ПЩЖ, ха-
рактеризующееся избыточной секрецией ПТГ с развитием син-
дрома гиперкальциемии. Морфологическим субстратом пер-
вичного ГПТ чаще является солитарная паратирома (80—85%), 
реже (10—15%) — множественные аденомы (4%), гиперплазия 
одной или нескольких ПЩЖ (10%), еще реже — аденокарцино-
ма ПЩЖ (3%). Распространенность первичного ГПТ в общей 
популяции составляет в среднем 1—2%, наибольшая приходит-
ся на женщин старшей возрастной группы [1, 2].

Вторичный ГПТ — это заболевание ПЩЖ, характери-
зующееся избыточной секрецией ПТГ, которое развивается 
на фоне основного (другого) заболевания, чаще хронической 
болезни почек (ХБП), реже патологии желудочно-кишечного 
тракта и других заболеваний. Снижение почечной функции 
приводят к возникновению дефицита образующегося в прок-
симальных канальцах нефрона активной формы витамина D 
(кальцитриола), который в свою очередь, с одной стороны, 
ограничивает активацию специфических рецепторов (ви-
тамин D-чувствительных), расположенных на мембранах 
главных клеток (паратироцитов) ПЩЖ, а с другой — ин-
дуцирует гипокальциемию за счет снижения всасывания 
кальция в кишечнике. И недостаточная активация витамин 
D-чувствительных рецепторов, и гипокальциемия стиму-
лируют секрецию ПТГ, вызывая гиперплазию ткани ПЩЖ. 
Снижение функции почек приводит также к положительному 
балансу в обмене фосфора, что напрямую и опосредованно 
(через развивающуюся гипокальциемию) стимулирует се-
крецию ПТГ. Морфологическим субстратом вторичного ГПТ 
является диффузная и/или диффузно-узловая гиперплазия 
ПЩЖ. Вторичный ГПТ — достаточно распространенное 
осложнение ХБП, которое встречается в среднем у трети — 
половины всех пациентов [3, 4].

Третичный (посттрансплантационный) ГПТ развивается в 
результате прогрессирования вторичного, при переходе поли-
клональной клеточной пролиферации в моноклональную. Мор-
фологическим субстратом третичного ГПТ является диффузно-
нодулярная гиперплазия ПЩЖ с формированием автономного 
узла(ов) (аденомы) железы. Оценить встречаемость третичного 
ГПТ у больных ХБП на этапе диализной терапии практически 
невозможно в силу неопределенности каких-либо специфиче-
ских клинических и лабораторно-инструментальных крите-
риев. Частота третичного ГПТ у пациентов после успешной 
трансплантации почки достигает 8—18% [3—5].

Диагностика ГПТ представляет собой комплексный 
клинико-лабораторно-инструментальный процесс, в кото-
ром цитологическое исследование материала, полученно-
го при тонкоигольной аспирационной биопсии (ТИАБ) под 
контролем ультразвукового исследования (УЗИ) образова-
ний, расцененных как увеличенные ПЩЖ, может занять 
определенное место. Отдельные исследования, в том числе 
собственное, убедительно показали, что цитологический 
анализ ткани ПЩЖ при ГПТ является перспективным и 
достаточно информативным методом верификации проли-
феративного процесса в железе. Ткань гиперплазированной 
ПЩЖ имеет характерные цитоморфологические признаки, 
отличные от таковых ткани щитовидной железы [6—10].  
В то же время некоторые морфологи сомневаются в возмож-
ности установления органоспецифичности в отношении щи-
товидной или паращитовидных желез на основании анализа 
клеточного состава пункционного материала [11—13]. Еще 
большая трудность возникает при дифференциальной диа-
гностике морфологического субстрата (аденома/диффузная/
диффузно-узловая гиперплазия ПЩЖ) при ГПТ [14]. В связи 
с этим определенный интерес представляет анализ характера 
пролиферативного процесса в ткани ПЩЖ при различных 
формах ГПТ, что может иметь как прикладное значение для 
выбора терапевтической тактики, так и теоретическое для 
понимания механизмов развития ГПТ.

Целью настоящего исследования явилось определение 
критериев цитологической диагностики патологии ПЩЖ 
при первичном, вторичном и третичном ГПТ.

Материал и методы. В исследование включены 74 больных 
(20 мужчин, 54 женщины) ГПТ в возрасте 24—66 лет. Первич-
ный ГПТ смешанной (костно-висцеральной) формы диагности-
рован у 11 больных: уровень ПТГ составил 118—6490 пг/мл  
(медиана 771 пг/мл), сывороточные концентрации кальция и 
фосфора — соответственно 2,4—3,7 и 0,9—1,4 ммоль/л (медиана 
2,7 и 1,0 ммоль/л). С вторичным ГПТ тяжелого течения при ХБП 
на этапе диализной терапии длительностью от 9 мес до 17 лет 
обследован 51 больной: уровень ПТГ составил 931—3641 пг/мл  
(медиана 2148 пг/мл), сывороточные концентрации кальция и 
фосфора — соответственно 2,1—3,0 и 1,6—2,8 ммоль/л (ме-
диана 2,3 и 2,2 ммоль/л). Третичный ГПТ диагностирован у 12 
больных через год после успешной трансплантации почки: уро-
вень ПТГ составил 320—513 пг/мл (медиана 342 пг/мл), сыво-
роточные концентрации кальция — 2,6—3,1 ммоль/л (медиана 
2,8 ммоль/л), расчетная скорость клубочковой фильтрации по 
формуле cKD-epI (chronic Kidney Disease epidemiology col-
laboration [15]) — 40—82 мл/мин (медиана 62 мл/мин).

УЗИ ПЩЖ проводили на аппарате фирмы «philips» с ли-
нейным датчиком 7—12 МГц без специальной подготовки, в 
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положении пациента лежа на спине с запрокинутой головой, 
с подложенным под плечи валиком. Сканирование осущест-
вляли в области передних отделов шеи с использованием про-
дольных, поперечных и косых проекций. Оценивали состоя-
ние щитовидной железы, особенно области задних поверхно-
стей долей у нижних полюсов и на уровне средних третей, т. е. 
зон типичного расположения ПЩЖ (при таком исследовании 
неувеличенные ПЩЖ не визуализировались). Визуализиро-
ваны и подвергнуты ТИАБ 109 увеличенных ПЩЖ: при пер-
вичном ГПТ — 11 (7 левых нижних и 4 правые нижние), при 
вторичном ГПТ — 84 (41 правая и 43 левых), при третичном 
ГПТ — 14 (у одной пациентки 3: обе правые и левая нижняя, у 
остальных по одной: 7 левых нижних и 4 правых нижних).

Цитологический материал наносили на обезжирен-
ные предметные стекла, высушивали на воздухе и красили 
азур-эозином по методу Паппенгейма. Исследование цито-
логических препаратов проводили посредством световой 
микроскопии по общепринятой методике. Цитологические 
заключения были сопоставлены с данными гистологическо-
го исследования послеоперационного материала у 55 опери-
рованных больных.

Результаты и обсуждение. Цитологический материал был 
информативным в 105 (96%) наблюдениях, 99 (90,8%) образ-
цов содержали элементы ткани ПЩЖ. Анализируемые цито-
граммы различались по соотношению разновидностей эпите-
лиальных клеток, количеству внеклеточных масс и содержа-
нию в них базофильных гранул. В ранее проведенном нами 
исследовании установлены 4 морфологические разновидности 
клеток железистого эпителия ПЩЖ (паратироцитов) — 3 раз-
новидности главных клеток (темные паратироциты, светлые 
паратироциты и главные клетки с центрально расположенным 
ядром и околоядерным просветлением — «штампованные» 
клетки) и оксифильные клетки, а также внеклеточные массы, 
имеющие слабобазофильную или слабооксифильную окраску 
и содержащие базофильные гранулы [6].

Фрагменты цитограмм ПЩЖ больных первичным ГПТ 
представлены на рис. 1 (см. вклейку). Анализ цитологическо-
го материала больных этой группы показал, что к основным 
цитоморфологическим признакам аденомы ПЩЖ — наибо-
лее частого морфологического субстрата первичного ГПТ — 
относятся фолликулоподобные и сосочковые структуры из 
главных паратироцитов, которые были обнаружены во всех 
препаратах, и главные паратироциты в разных стадиях се-
креторного цикла, обнаруженные в 7 препаратах (см. рис. 1, 
а, б, в). В половине исследованных образцов определялись 
элементы кисты — макрофаги (см. рис. 1, г). Редко в цито-
граммах обнаруживали фрагменты капилляров (2 пациента) 
и жировые клетки (1 пациент) (см. рис. 1, д, е).

При гистологическом исследовании удаленной ПЩЖ 
у 10 больных первичным ГПТ верифицирована аденома, у 
одного — диффузная гиперплазия железы.

Фрагменты цитограмм ПЩЖ больных с вторичным ГПТ 
— диффузной/диффузно-узловой гиперплазии ПЩЖ — пред-
ставлены на рис. 2 (см. вклейку). На клеточном уровне невоз-
можно дифференцировать диффузную и диффузно-узловую 
гиперплазию ткани ПЩЖ, однако наиболее характерные 
цитоморфологические признаки этих состояний можно опи-
сать следующим образом. В подавляющем большинстве ис-
следованных препаратов (88,3%) определялись главные тем-
ные паратироциты с признаками выраженной пролиферации, 
которые располагались в группах, папиллярных и ветвистых 
структурах, плотно прилегали друг к другу с образованием 
тесных межклеточных контактов (см. рис. 2, а, б). В половине 
цитологического материала (53%) определялись все разновид-
ности паратироцитов (главные темные паратироциты, главные 
светлые паратироциты, паратироциты с околоядерным про-
светлением цитоплазмы) в разных стадиях секреторного цик-

ла (см. рис. 2, в, г). Наконец, достаточно характерными при-
знаками ткани ПЩЖ при вторичном ГПТ оказались мелкие 
базофильные гранулы секрета, располагающиеся в цитоплаз-
ме паратироцитов и/или внеклеточном пространстве, и колло-
идоподобное внеклеточное вещество, которые определялись 
соответственно в 31 и 24% препаратов (см. рис. 2, д).

Паратиреоидэктомия выполнена 39 пациентам этой груп-
пы. По результатам гистологического исследования операци-
онного материала диффузная гиперплазия ткани ПЩЖ вери-
фицирована у 4, диффузно-узловая — у 35 пациентов.

Фрагменты цитограмм ПЩЖ больных третичным ГПТ 
представлены на рис. 3 (см. вклейку). Установлены следую-
щие отличительные цитологические признаки ткани ПЩЖ 
при этой форме ГПТ. Во всех цитологических препаратах на-
блюдалось значительное преобладание главных светлых пара-
тироцитов, располагающихся в тяжах, небольших скоплениях 
и группах, со слабовыраженными межклеточными контакта-
ми, в то время как главные темные паратироциты образовыва-
ли лишь небольшие скопления, содержащие не более 10 кле-
ток, но также с ослабленными межклеточными контактами. 
Реже регистрировались группы оксифильных (онкоцитарных) 
паратироцитов, их присутствие в ткани связывают с проли-
феративным процессом (опухолевым или опухолеподобным). 
Характерным признаком оказалось наличие крупных базо-
фильных секреторных гранул в цитоплазме паратироцитов, 
внеклеточном пространстве и коллоидоподобном веществе 
(см. рис. 3, а, г). Указанные цитоморфологические признаки 
ткани ПЩЖ при третичном ГПТ выявлены у 12 (92,3%) боль-
ных. Описанная цитологическая картина свидетельствует, 
во-первых, о высокой функциональной активности паратиро-
цитов (большее количество зрелых светлых паратироцитов в 
сравнении с главными темными клетками и наличие крупных 
секреторных гранул) и, во-вторых, о преобладании деструк-
тивных процессов над пролиферативными (значительное чис-
ло дистрофически измененных эпителиальных клеток в виде 
«голых» ядер, рыхлое расположение паратироцитов в группах 
с ослабленными межклеточными связями, отсутствие много-
клеточных скоплений и микрофолликулов).

Паратиреоидэктомия выполнена 5 пациентам этой груп-
пы. По результатам гистологического исследования измене-
ния в ткани удаленных ПЩЖ соответствовали диффузно-
узловой гиперплазии.

Проведенный нами сравнительный анализ цитоморфо-
логических признаков ткани ПЩЖ при различных формах 
ГПТ выявил следующее. Общим цитологическим признаком 
первичного и вторичного ГПТ является высокая активность 
пролиферативных процессов в ПЩЖ. На это, в частности, 
указывает преобладание молодых, т. е. с высокой функцио-
нальной потенцией, клеток — главных темных паратироци-
тов. Другое проявление высокой активности пролифератив-
ных процессов в ПЩЖ — наличие большого количества тес-
ных межклеточных контактов с образованием многослойных 
клеточных скоплений и многомерных клеточных структур. 
Весьма сходная цитологическая картина при аденоме и ги-
перплазии ПЩЖ описана и другими специалистами [10].

Общим цитологическим признаком первичного и третично-
го ГПТ следует считать выраженность секреторной активности 
клеток ПЩЖ. Сопоставление биохимических параметров сы-
воротки крови и цитоморфологических характеристик ткани 
ПЩЖ у больных первичным и третичным ГПТ, а также пер-
вичным и вторичным ГПТ указывает на то, что наличие грубых 
базофильных гранул, расположенных в цитоплазме паратиро-
цитов и внеклеточном пространстве, скорее всего, является кос-
венным признаком характерной для первичного и третичного 
ГПТ гиперкальциемии. К общим цитологическим признакам 
вторичного и третичного ГПТ относятся наличие паратироци-
тов, в том числе оксифильных эпителиальных клеток, и отсут-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-697-700

цИТОЛОГИЯ

700

ствие жировых клеток и макрофагов. Сравнительная характе-
ристика основных цитологических признаков ткани ПЩЖ при 
различных формах ГПТ представлена в таблице.

Есть основания полагать, что существует определенная связь 
между структурно-функциональным состоянием ткани ПЩЖ и 
развитием той или иной формы ГПТ. С одной стороны, при пер-
вичном, вторичном и третичном ГПТ выявляются общие, сход-
ные цитологические признаки в ткани ПЩЖ, с другой — строго 
определенные, патогномоничные. Первичный ГПТ характери-
зуется высокой степенью пролиферативных процессов и се-
креторной активности ПЩЖ, вторичный — ярко выраженной 
пролиферативной активностью эпителиальных клеток ПЩЖ, 
третичный — преобладанием дистрофических процессов над 
пролиферацией и наличием признаков выраженной секретор-
ной активности паратироцитов. Пролиферация ткани ПЩЖ 
при вторичном ГПТ, на что указывает большое количество в 
цитологическом материале молодых (незрелых) клеток — глав-
ных темных паратироцитов, скорее всего, отражает адаптаци-
онную внутриорганную перестройку, направленную на поддер-
жание нарушенного у больных ХБП минерального гомеостаза. 
Преобладание процессов деструкции и старения клеток ткани 
ПЩЖ наряду с их повышенной функциональной активностью 
при третичном ГПТ, по-видимому, связано с этапами развития 
данной патологии. У больных с успешно трансплантированной 
и функционирующей почкой и соответственно с нормализа-
цией кальций-фосфорного метаболизма ранее имевший место 
вторичный ГПТ (диффузная гиперплазия ПЩЖ) подвергается 
обратному развитию, а сформировавшиеся в ткани ПЩЖ авто-
номные узлы (аденомы) сохраняются [3, 4].

Заключение. Наличие цитоморфологических особен-
ностей, свойственных первичному, вторичному и третич-
ному ГПТ, имеет как прикладное, так и теоретическое 
значение. Представляется целесообразным включение ци-
тологического исследования ткани ПЩЖ в дифференциально-
диагностический алгоритм ГПТ. Цитологический анализ ха-

рактера пролиферативного процесса в ткани ПЩЖ интере-
сен и для понимания механизмов развития ГПТ.
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Сравнительная характеристика основных цитологических при-
знаков ткани ПЩЖ при различных формах ГПТ 

Признак Форма ГПТ

первичный вторичный третичный
Структуры:

микрофолликулярные + + —
папиллярные + + —
однослойные скопления + + +
группы + + +

Межклеточные контакты:
выражены + + —
ослаблены — — +

Преобладание главных 
темных паратироцитов

+ + –

Преобладание главных 
светлых паратироцитов

– – +

Группы оксифильных пара-
тироцтов

± ± +

«Голые» ядра ± ± +
Секреторные гранулы:

мелкие + + –
крупные ± – +

Элементы кисты ± ± –
Жировые клетки ± – –

П р и м е ч а н и е . — признак отсутствует; ± — слабовыражен-
ный признак; + — выраженный признак.
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Анализ данных цитологического исследования показал, что цитологический диагноз лимфомы Ходжкина установлен верно 
в точной или предположительной форме в 92,8%, а варианты в цитологических заключениях не указывались. С помощью 
системы для цитологического анализа Vision Cyto® на основе анализа клеточного состава по микрофотографиям 
цитологических препаратов у 119 больных с установленным морфологическим (гистологическим и цитологическим) 
диагнозом лимфомы Ходжкина разработаны обучающие программы для цитологической диагностики и определения 
вариантов заболевания. Создана галерея фотографий опухолевых и фоновых клеток, которые играют ключевую роль 
в цитологической диагностике, определены характерные дифференциально-диагностические признаки различных 
вариантов лимфомы Ходжкина.
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Введение. Современная онкология основана на точности 
морфологической диагностики злокачественных новообра-
зований. Одним из разделов морфологической диагностики 
является цитологический метод, который основан на оцен-
ке разницы клеточного состава в норме и при патологии, т.е. 
необходимо оценивать не одну отдельно взятую клетку, а их 
совокупность.

Большое значение имеет фон препарата. Каждое исследо-
вание должно завершаться формулировкой заключения [1].  

А цитологические заключения по возможности должны со-
гласовываться с гистологическими классификациями ВОЗ.

Критерии цитологической диагностики злокачественных 
новообразований составляются из оценки клетки, ядра и 
ядрышка. Для клетки, ядра и ядрышек важными критериями 
злокачественности являются оценка размеров, формы, соот-
ношения ядра и цитоплазмы. Как правило, при наличии зло-
качественного процесса клетка увеличена, приобретая порой 
гигантские размеры. Также меняется ее форма, наблюдается 
полиморфизм клеточных элементов, нарушается соотноше-
ние ядра и цитоплазмы в сторону увеличения доли ядра. Уве-
личению ядра сопутствуют полиморфизм, бугристость, не-
равномерный рисунок хроматина, неровность контуров ядер-
ной мембраны, гиперхромия. Увеличиваются число и размер 
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ядрышек, они приобретают неправильную форму. Разно- 
образие злокачественных новообразований диктует важ-
ность качественной подготовки специалистов клинической 
лабораторной диагностики в области клинической цитоло-
гии [1].

Одним из сложных разделов цитологического исследова-
ния является диагностика лимфомы Ходжкина и определе-
ние ее вариантов.

Лимфома Ходжкина (ЛХ) — злокачественное заболева-
ние с первичным поражением лимфатических узлов. В клас-
сификации ВОЗ (2008) [2] ЛХ имеет следующие характерные 
признаки:

— как правило, ЛХ начинается с поражения шейных 
лимфатических узлов;

— болезнь возникает чаще в молодом возрасте (15—35 
лет), хотя существует и второй пик заболеваемости (в 50—60 
лет);

— опухолевая ткань обычно содержит небольшое коли-
чество рассеянных крупных опухолевых одноядерных кле-
ток Ходжкина (КХ) и многоядерных клеток Березовского—
Штернберга (КБШ), окруженных реактивными воспалитель-
ными клетками (лимфоцитами, плазмоцитами, гистиоцитами, 
нейтрофилами, эозинофилами, фибробластами);

— опухолевые клетки часто располагаются среди розеток, 
образованных Т-лимфоцитами.

Впервые ЛХ описана в 1832 г. Томасом Ходжкином [3]. 
В 1965 г. Сэмюель Уилкс назвал это заболевание «болезнью 
Ходжкина» [4], а позднее — лифогранулематозом. В Евро-
пе и США ЛХ составляет 30% всех злокачественных лим-
фом, а в Японии — менее 10%. В классификации ВОЗ 2001 
г. [5] введен термин «лимфома Ходжкина», а термины «бо-
лезнь Ходжкина» и «лимфогранулематоз» считаются уста-
ревшими. Если ранее природа данного заболевания была 
неизвестна, то в настоящее время благодаря современным 
технологиям установлена в основном В-клеточная природа 
ЛХ. В 1890 г. русский врач С.Я. Березовский [6], а за рубе-
жом — К. Штернберг (в 1898 г.) [7] и Д. Рид (в 1902 г.) [8] 
описали морфологию многоядерных клеток, характерных 
для ЛХ. С тех пор в нашей стране эти клетки носят название 
КБШ, а за рубежом — клетки Рид—Штернберга. В литера-
туре обсуждается вопрос об этиологической роли в развитии 
ЛХ вируса Эпштейна—Барр (ВЭБ) [9—14]. Биологические 
и клинические исследования последних 30 лет позволили в 
классификациях ВОЗ 2001 и 2008 гг. выделить два варианта 
ЛХ: нодулярное лимфоидное преобладание и классический 
(нодулярный склероз — I и II типы, богатый лимфоцитами, 
смешанно-клеточный, лимфоидное истощение). Различные 
варианты ЛХ отличаются по клиническому течению, мор-
фологическим и иммуногистохимическим (ИГХ) признакам 
[15, 16]. Диагностика ЛХ, как правило, основана на гисто-
логическом и ИГХ исследовании биопсированных лимфати-
ческих узлов или опухолевых тканей. А.И. Воробьев и А.М. 
Кременецкая [17] в монографии «Опухоли лимфатической 
системы» считают, что во всех случаях ЛХ обязательными 
являются приготовление и цитологический анализ отпечат-
ков биопсированной ткани, что значительно облегчает диа-
гностику, так как позволяет детально изучить морфологию 
клеточных элементов. Широкое внедрение пункций лимфа-
тических узлов под контролем ультразвукового исследования 
и иммуноцитохимического исследования требует от цитоло-
гов знаний особенностей дифференциальной цитологиче-
ской диагностики ЛХ и ее вариантов. Определение морфоло-
гических вариантов ЛХ важно до начала лечения, так как они 
имеют различное клиническое течение и прогноз.

Для обучения цитологов диагностике ЛХ и ее вариантов 
возможны различные методики.

1. Пересмотр цитологических препаратов, когда диагноз 

ставится высококвалифицированным врачом и проводятся 
цитогистологические сопоставления.

2. Непосредственный визуальный контроль высококвали-
фицированного врача-цитолога.

3. Использование автоматизированных систем оценки 
морфологии клеток в цитологических мазках.

Первый способ — наиболее простой и малозатратный, но 
у него есть серьезный недостаток: при повторном просмо-
тре мазка сложно найти клетку, вызвавшую затруднения при 
интерпретации. Второй способ очень наглядный, но весь-
ма дорог (требуется тринокулярный микроскоп) и связан с 
большими затратами времени исследователя. Оба способа не 
позволяют сохранить изображения клеток с последующим 
разбором их морфологии. Новым перспективным подходом 
в процессе обучения цитологической диагностики является 
внедрение компьютерных технологий, в частности примене-
ние автоматизированных систем, предназначенных для оцен-
ки морфологии клеток в цитологических мазках.

Цель исследования — определить возможности системы 
оценки морфологии клеток в цитологических мазках Vision 
cyto® для обучения цитологов диагностике классической 
ЛХ и ее вариантов.

Материал и методы. Обучение проводилось на цито-
логических препаратах от 119 больных с морфологическим 
(цитологическим и гистологическим) диагнозом ЛХ. У 24 
больных гистологически установлен диагноз классической 
ЛХ без указания варианта из-за малого количества материа-
ла в биоптате. У 95 больных на основании данных гистоло-
гии и иммуногистохимии определен морфологический ва-
риант ЛХ: у 1 (1%) — нодулярный тип лимфоидного преоб-
ладания, у 94 (99%) — классический вариант. Классический 
вариант ЛХ представлен: у 74 (78%) больных нодулярным 
склерозом; у 44 (60%) больных— нодулярным склерозом I 
типа и у 30 больных (40%) — нодулярным склерозом II ти-
па), у 18 (19%) — смешанно-клеточным подвариантом, у 1 
(1%) — лимфоидным преобладанием и у 1(1%) — лимфо-
идным истощением.

Рутинные цитологические препараты окрашивали азур-
эозиновыми красителями. Для исследования морфологии 
клеток и обучения цитологов применяли систему Vision 
cyto®, состоящую из тринокулярного микроскопа с цифро-
вой камерой и персонального компьютера, оснащенного спе-
циальным программным обеспечением.

Результаты и обсуждение. Анализ данных цитологиче-
ского исследования показал, что цитологический диагноз 
ЛХ установлен верно в точной или предположительной 
форме в 92,8%, ошибки составили 7,2%: гиподиагностика 
— 2,4%, гипердиагностика — 1,6%, расхождения по ги-
стологической форме — 3,2%. Варианты ЛХ при анализе 
цитологических препаратов в заключении практически не 
указываются, что связано с отсутствием цитологических 
критериев различных морфологических вариантов ЛХ. Та-
ким образом, создание обучающей программы для цитоло-
гической диагностики и определения варианта ЛХ является 
весьма актуальной задачей.

В ходе применения системы Vision cyto® для обучения 
были использованы следующие приемы.

1. Использовались фотографии различных опухолевых 
и фоновых клеток при ЛХ. Фотографии демонстрировали 
врачам-цитологам в виде слайд-шоу с задержкой 7 с. Это 
время давалось обучаемому для осмысления предъявлен-
ного изображения, его идентификации и указания в бланке 
ответа.

Цитограмма ЛХ: опухоль представлена различными ти-
пами КБШ и КХ, расположенными среди реактивного фо-
нового микроокружения, составляющего до 99% клеточной 
популяции (рис. 1, см. вклейку). В состав реактивного ми-
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кроокружения в различном количестве входят лимфоциты, 
гистиоциты, нейтрофильные лейкоциты, эозинофилы, плаз-
моциты и фибробласты либо фиброциты.

2. Предварительно с применением системы автоматизи-
рованного анализа морфологии клеток проводили исследо-
вание цитологического мазка клеток ЛХ (КЛХ). Учащиеся 
распределяли опухолевые клетки и клетки фона по галереям, 
а при необходимости осуществляли коррекцию, что позволи-
ло отнести тот или иной препарат к определенному варианту 
ЛХ. Проводилось коллегиальное обсуждение морфологиче-
ских особенностей той или иной клетки и правильность ее 
идентификации.

Нами изучена морфология различных типов КБШ и КХ. 
Выделено несколько типов КБШ: одноядерные с лопастным 
ядром, двухъядерные или многоядерные клетки размером от 
30 до 120 мкм. Хроматин тонкодисперсный, разряженный, 
ядерная мембрана уплотнена. Как правило, каждое ядро со-
держало крупное ядрышко — это важный диагностический 
признак. Ядрышки варьировали по форме, размеру и количе-
ству. Характерно перинуклеарное гало.

Классические диагностические КБШ крупные, многоядер-
ные, чаще — двухъядерные, ядра округлые или овальные, 
хроматин тонкодисперсный, равномерный. Ядра содержали 
крупные ядрышки, сопоставимые с ядром малого лимфоцита 
и иногда занимающие почти все ядро, с просветлением вокруг 
них. Двухъядерные клетки с крупными ядрышками в каждом 
из ядер напоминали «глаза совы» (рис. 2, см. вклейку).

КХ — крупные одноядерные клетки со светлым ядром, 
с тонкодисперсным хроматином, с четкими увеличенными 
полиморфными по размеру ядрышками, соответствующими 
диагностическим КБШ (рис. 3, см. вклейку).

Лакунарные клетки в цитологических препаратах пред-
ставлены крупными клетками, содержащими многодоль-
чатое ядро или множество округло-овальных мелких ядер, 
расположенных зеркально, в виде подковы, либо перекры-
вающих друг друга, с более мелкими, чем в диагностиче-
ских КБШ, ядрышками (рис. 4, см. вклейку). Клетки имели 
широкую светлую цитоплазму. Название клеток объясняется 
тем, что при фиксации в формалине имеет место ретракция 
цитоплазмы, и в гистологических препаратах ядро клетки 
как бы лежит в пустоте. В рутинных цитологических пре-
паратах этого явления не наблюдалось, лишь в жидкостных 
цитологических препаратах, приготовленных по технологии 
bD surepath, морфология клеточных элементов была при-
ближена к гистологии.

lp-клетки (прежнее название — l&h, limphocyte&his-
tiocyte) — крупные клетки с многодольчатым ядром, тонкой 
ядерной мембраной, мелкими или укрупненными ядрышка-
ми, часто локализующимися у ядерной мембраны, умеренно 
выраженной светлой цитоплазмой. Доли ядра наслаиваются 
друг на друга и напоминают воздушную кукурузу («поп-
корн») (рис. 5, см. вклейку).

В гистологических препаратах классической ЛХ встреча-
лись сморщенные, «мумифицированные» КХ и КБШ. В цито-
логических препаратах такого типа клеток мы не наблюдали.

3. Анализ морфологии опухолевых клеток и клеточных 
элементов фона в сформированных Vision cyto® галереях 
изображений позволил сформировать характерные цито-
граммы для различных вариантов ЛХ и подвариантов КЛХ. 
Достоинством используемой системы является не только воз-
можность коллегиального обсуждения морфологии выведен-
ного через мультимедийный проектор изображения опухоле-
вых и фоновых клеток, но и возможность автоматического 
обнаружения опухолевых клеток в препарате при повторной 
микроскопии с использованием большого увеличения для 
детальной оценки морфологических особенностей. Это по-
зволяет на конкретных примерах объяснить учащимся осо-

бенности как различных опухолевых и фоновых клеток, так 
и разных вариантов КЛХ.

В нашем исследовании нодулярный вариант ЛХ с лим-
фоидным преобладанием определен в 1 случае у мужчины 
45 лет при исследовании подмышечных лимфатических 
узлов, причем цитологический и гистологический диагнозы 
совпали. Цитограмма нодулярного варианта ЛХ с лимфоид-
ным преобладанием характеризовалась выраженной проли-
ферацией лимфоидных элементов, гистиоцитов, в том числе 
эпителиоидных, на фоне которых обнаруживали окруженные 
лимфоцитами lp-клетки типа «попкорн», образующие ро-
зеткоподобные структуры. Отсутствовали классические КХ 
и КБШ, а также в реактивном фоне не определялись грану-
лоциты (нейтрофильные лейкоциты, эозинофилы) и плазма-
тические клетки.

Цитограмма классического варианта ЛХ, богатого лимфо-
цитами (КЛХБЛ) (1 больной), характеризовалась выражен-
ной пролиферацией лимфоидных элементов, гистиоцитов, в 
том числе эпителиоидных, на фоне которых обнаруживали 
редкие КХ и КБШ, мононуклеарные лакунарные и lp-клетки 
типа «попкорн», окруженные мелкими лимфоцитами, обра-
зующими розеткоподобные структуры. Следует отметить, 
что КХ и КБШ были меньше по размерам и величине ядры-
шек, чем при других классических вариантах ЛХ. В реак-
тивном фоне не определялись гранулоциты (нейтрофильные 
лейкоциты, эозинофилы). Фон составляли мелкие лимфоци-
ты, гистиоциты и плазмоциты.

Цитограмма при нодулярном склерозе (74 больных), ко-
торая в классификации ВОЗ определяется как вариант клас-
сической ЛХ (КЛХНС), характеризовалась различным коли-
чеством КХ и КБШ лакунарного типа, малых лимфоцитов 
и других неопухолевых воспалительных клеток. КХ и КБШ 
лакунарного типа в цитологических мазках имели много-
численные ядерные доли, мелкозернистый хроматин и более 
мелкие ядрышки по сравнению с классическими диагности-
ческими КХ и КБШ. Отмечается обильная бледно окрашен-
ная цитоплазма.

Цитограмма при нодулярном склерозе I типа характе-
ризовалась редкими КХ и КБШ лакунарного типа на фоне 
реактивной воспалительной инфильтрации с различным 
количеством лимфоцитов, плазмоцитов, эозинофилов, ней-
трофилов, гистиоцитов, эпителиоидных гистиоцитов, клеток 
эндотелия синусов.

Таким образом, реактивный фон составляли многочис-
ленные лимфоидные элементы разной степени зрелости и 
небольшое количество плазмоцитов, эозинофилов, нейтро-
филов, макрофагов, гистиоцитов, эпителиоидных гистио-
цитов, клеток эндотелия синусов (фон, богатый лимфоци-
тами). Смешанно-клеточный реактивный фон составляли 
все элементы в равных количествах: лимфоциты, немного 
плазмоцитов, эозинофилы, нейтрофилы, гистиоциты, эпи-
телиоидные гистиоциты, клетки эндотелия синусов. Фибро-
гистиоцитарный фон составляли лимфоидные элементы, не-
много лейкоцитов, гистиоциты, эпителиоидные гистиоциты, 
клетки эндотелия синусов, возможно — фибробласты либо 
фиброциты.

Цитограмма при нодулярном склерозе II типа характери-
зовалась большим количеством КХ и КБШ с признаками по-
лиморфизма на фоне лимфоидного истощения.

Цитологическая картина классической ЛХ смешанно-
клеточного варианта (18 больных) характеризовалась вы-
раженным клеточным полиморфизмом. Цитограммы пред-
ставлены тремя типами в зависимости от клеточного состава 
реактивного фона.

Первый тип. Опухолевые клетки: «классические» КХ и 
КБШ. Реактивный фон представлен многочисленными лим-
фоидными элементами разной степени зрелости и неболь-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-701-704

цИТОЛОГИЯ

704

шим количеством плазмоцитов, эозинофилов, нейтрофилов, 
макрофагов, гистиоцитов, эпителиоидных гистиоциты и кле-
ток эндотелия синусов.

Второй тип. Опухолевые клетки: «классические» КХ и 
КБШ. Реактивный фон представлен в равных количествах 
всеми элементами фона: лимфоцитами, эозинофилами, ней-
трофилами, гистиоцитами, эпителиоидными гистиоцитами, 
клетками эндотелия синусов и небольшим количеством плаз-
моцитов.

Третий тип. Опухолевые клетки: единичные КХ и КБШ. 
Реактивный фон представлен лимфоидными элементами, не-
большим количеством лейкоцитов, гистиоцитов, эпителио-
идных гистиоцитов, клеток эндотелия синусов.

Цитограмма классической ЛХ, лимфоидного истощения 
(КЛХЛИ) (1 больной) ретикулярого (саркоматозного) подва-
рианта характеризовалась наличием плеоморфных атипич-
ных КХ и КБШ, которые и преобладали (рис. 6, см. вклейку). 
Встречались совершенно неправильной формы гигантские 
клетки со структурным хроматином и мелкими нуклеола-
ми, а также мелкие клетки с такой же структурой хроматина 
ядра; наблюдалось почти полное исчезновение лимфоцитов 
(рис. 7, см. вклейку). Цитологическая картина была сходна 
с саркомой.

Выводы
1. Применение системы Vision cyto® позволило лучше 

изучить морфологию опухолевых и фоновых клеток при 
лимфоме Ходжкина.

2. Анализ морфологии опухолевых клеток и клеточных 
элементов фона в сформированных Vision cyto® галереях 
изображений позволил сформировать цитограммы, характер-
ные для различных вариантов ЛХ и подвариантов КЛХ.

3. Созданные на основе галерей изображений обучающие 
программы позволят проводить более качественное обучение 
врачей-цитологов диагностике лимфомы Ходжкина.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Л И Т Е РАТ У РА  (п.п. 2—5, 7—14  
см. r e f e r e n c e s )

1. Волченко Н.Н. Глава 3: Современные возможности цитологиче-
ского метода в диагностике опухолей и опухолеподобных про-
цессов. В кн.: Чиссов В.И., Дарьялова С.Л., ред. Руководство по 
онкологии. М.: МИА; 2008.

6. Березовский С. К вопросу о строении и клиническом течении 
lymphadenomae malignae. Русская медицина. 1890; 39: 611—3.

15. Ковригина А.М., Пробатова Н.А. Лимфома Ходжкина и крупно-
клеточные лимфомы. М.: МИА; 2007.

16. Тумян Г.С. Клиническая и иммуноморфологическая характери-
стика лимфомы Ходжкина: Автореф. дисс. ... докт. мед. наук. 
М.; 2004.

17. Воробьев А.И., Кременецкая А.М. Атлас. Опухоли лимфатиче-
ской системы. М.: Ньюдиамед; 2007.

Поступила 20.04.16

r e f e r e n c e s
1. Volchenko n.n. chapter 3: modern possibilities of cytological assay 

in the diagnosis of tumors and tumor-like processes. In: chissov V.I., 
Dar’yalova s.l., eds. Guide Oncology [Rukovodstvo po onkologii]. 
moscow: mIa; 2008. (in russian)

2. WhO. Classificaton of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid 
Tissues. lyon; 2008.

3. hodgkin T. On some morbid appearances of absorbant glands and 
spleen. Med. Chir. Trans. 1832; 17: 68—114.

4. Wilks s. cases of enlargement of the lymphatic glands and spleen (or 
hodgkin’s Desease) with remarks. Guy’s Hospital. Reports. 1965; 
11: 56—67.

5. Jaffe e., harris n., stein h., Vardiman J. World Health Organiza-
tion Classification of Tumors: Pathology and Genetics of Tumors of 
Haematopoietic and Lymphoid Tissues. lyon, france: Iarc press; 
2001.

6. berezovskiy s. On the question of the structure and the clinical 
course lymphadenoma malignae. Russkaya meditsina. 1890; 39: 
611—3. (in russian)

7. sternberg c. ueber eine eigernartige unter dern bilde der pseudo-
leukamie. Tuberculose deslymphatishen apparates. Zeitschr. Heilk. 
1898; 19: 21—99. (in german)

8. reed D.m. On the pathological changes in hodgkin‘s disease, with 
special reference to its relation to tuberculosis. Johns Hopkins Hosp. 
rep. 1902; 10: 133—96.

9. araujo I., bittencourt a.l., barbosa h.s., netto e.m., mendonça n., 
foss h.D. et al. The high frequency of ebV infection in pediatric 
hodgkin lymphoma is related to the classical type in bahia, brazil. 
Virchows Arch. 2006; 449(3): 315—9.

10. brousset p., schlaifer D., meggetto f., bachmann e., rothenberger 
s., pris J. et al. persistence of the same viral strain in early and late 
relapses of epstein-barr virus-associated hodgkin’s disease. Blood. 
1994; 84(8): 2447—51.

11. Weiss l.m., chen y.y., liu X.f., shibata D. epstein-barr virus and 
hodgkin’s disease. a correlative in situ hybridization and polymerase 
chain reaction study. Am. J. Pathol. 1991; 139(6): 1259—65.

12. brousset p., chittal s., schlaifer D., Icart J., payen c., rigal-hu-
guet f. et al. Detection of epstein-barr virus messenger rna in 
reed-sternberg cells of hodgkin’s disease by in situ hybridization 
with biotinylated probes on specially processed modified acetone 
methyl benzoate xylene (modameX) sections. Blood. 1991; 77(8): 
1781—6.

13. pinkus g.s., lones m., shintaku I.p., said J.W. Immunohistochemi-
cal detection of epstein-barr virus-encoded latent membrane protein 
in reed-sternberg cells and variants of hodgkin’s disease. Am. J. 
Pathol. 1995; 147(5): 1408—15.

14. Vasef m.a., Kamel O.W., chen y.y., medeiros l.J., Weiss l.m. De-
tection of epstein-barr virus in multiple sites involved by hodgkin’s 
disease. Am. J. Pathol. 1995; 147(5): 1408—15.

15. Kovrigina a.m., probatova n.a. Hodgkin’s Lymphoma and Large 
Cell Lymphoma [Limfoma Khodzhkina i krupnokletochnye limfomy]. 
moscow: mIa; 2007. (in russian)

16. Tumyan g.s. Clinical and Immunomorphological Characteristics of 
Hodgkin lymphoma: Diss. moscow; 2004. (in russian)

17. Vorob’ev a.I., Kremenetskaya a.m. Atlas. Tumors of the Lym-
phatic System [Atlas. Opukholi limfaticheskoy sistemy]. moscow: 
n’yudiamed; 2007. (in russian)

received 20.04.16



705

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-705-710

heMaTOlOgy

ГЕМАТОЛОГИЯ

© КОЛЛЕКТИв АвТОРОв, 2016

УДК 616.36-004-07:616.15-074

Барановская И.Б., Зенцова О.А., Сысоева И.П.

ОСОБЕННОСТИ НОВЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ГЕМОГРАММЫ ПРИ ЦИРРОЗАХ ПЕЧЕНИ

ГБУЗ «Краевая клиническая больница № 2» Министерства здравоохранения Краснодарского края, 350012,  
г. Краснодар, Российская Федерация

Проанализирована диагностическая значимость новых показателей гемограммы при циррозах печени, ассоциированных 
с тромбоцитопениями (n = 64). Установлено, что по сравнению с контрольной группой у пациентов с циррозами ста-
тистически значимо увеличено содержание незрелых клеток трех ростков гемопоэза: ретикулоцитов до 1,99 ± 1,54%, 
гранулоцитов до 0,44 ± 0,77%, незрелых тромбоцитов до 3,23 ± 1,7%. При патологии печени отмечен «левый сдвиг» 
ретикулоцитарной и лейкоцитарной формулы, достоверно снижено содержание гемоглобина в ретикулоцитах. Увели-
чение содержания фрагментированных эритроцитов (Frg) до 0,83 ± 1,21%, а также уровня дельта-гемоглобина (D-He > 
4 пг) интерпретировали как дополнительные маркеры гемолиза. При этом отрицательные значения дельта-гемоглобина 
(D-He < 0 пг) у 6,3% пациентов сопряжены с сопутствующим воспалением. В результате исследования получены новые 
данные об особенностях кроветворения при циррозах печени, повышающие качество лабораторного мониторинга паци-
ентов с данной патологией.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  цирроз печени; незрелые клетки крови; ретикулоциты; тромбоциты.
Для цитирования: Барановская И.Б., Зенцова О.А., Сысоева И.П. Особенности новых показателей гемограммы при цирро-
зах печени. Клиническая лабораторная диагностика. 2016; 61(10):705-710. DOI: 10.18821/0869-2084-2016-61-10-705-710.

Baranovskaya I.B., Zentsova O.A., Sysoieva I.P.
The characTerIsTIcs Of The neW InDIces Of hemOgram unDer lIVer cIrrhOsIs
The Kraievaia clinical hospital №2 of Minzdrav of Krasnodarskii kraii, 350012 Krasnodar, Russia
The diagnostic significance of new indices of hemogram under liver cirrhosis associated with thrombocytopenia (n=64) was 
analyzed. It is established that in comparison with control group the patients with cirrhosis are characterized by statistically 
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В настоящее время современные автоматизированные си-
стемы анализа крови предоставляют комплекс новых пока-
зателей гемограммы, которые, по сути, «исследовательские» 
и нуждаются в клинической интерпретации. Так, например, 
проточная цитофлуорометрия — технология ряда анализа-
торов серии sysmex — значительно расширяет возможно-
сти исследования клеток различных ростков гемопоэза. При 

помощи оптической детекции анализируются качественные 
особенности клетки крови, зависящие от размера/объема, 
внутренней структуры, содержания нуклеиновых кислот 
(РНК/ДНК, зрелость и метаболическая активность). Диа-
гностическая значимость показателей проточной цитофлуо-
рометрии возрастает при состояниях, сопровождающихся 
гематологическими нарушениями.

Цирроз печени — достаточно распространенное забо-
левание, которое в манифестной стадии характеризуется 
дисфункцией трех ростков гемопоэза: лейкоцитарного, эри-
троцитарного и тромбоцитарного. В общем анализе крови у 
пациентов с развившимся циррозом печени или печеночной 
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недостаточностью можно выявить признаки гемолиза, тром-
боцитопению, лейкоцитопению [3].

По поводу показателей крови при циррозах печени све-
дения специальной литературы фрагментарны и противоре-
чивы. Известно, что аномальные показатели эритроцитов, в 
частности увеличение ретикулоцитов и снижение концентра-
ции гемоглобина, связаны с повышенным риском смерти при 
трансплантации печени [11]. Имеются данные как о сниже-
нии относительного количества ретикулоцитов до 0,79% при 
наличии фиброза у детей [6], так и о повышении абсолют-
ного количества ретикулоцитов до 0,064•1012/л у взрослых с 
верифицированным циррозом печени [9]. Ряд авторов сооб-
щают о комплексном нарушении системы гемостаза, в том 
числе тромбоцитопении [5, 8, 10].

Что касается новых показателей лейкоцитарного, рети-
кулоцитарного и тромбоцитарного анализа, получаемых по-
средством лазерной детекции, то вопрос об их информатив-
ной ценности при циррозах печени остается открытым.

Цель работы — выявить информативную ценность новых 
показателей гемограммы, получаемых при помощи проточ-
ной цитофлуорометрии при циррозах печени.

Материал и методы. Анализировали результаты общего 
анализа крови лиц основной и контрольной групп.

Основная группа представлена 64 пациентами с верифи-
цированным циррозом печени, ассоциированным с тромбо-
цитопенией. Структура циррозов была следующей: 38 случа-
ев вирусной этиологии, 24 — алиментарно-токсической, 2 — 
криптогенного генеза. Выборка представлена 30 мужчинами 
и 34 женщинами в возрасте 62,1 ± 39,5 года.

Контрольная группа сформирована из 70 здоровых до-
бровольцев, проходящих плановое профилактическое обсле-
дование. Выборка представлена 35 мужчинами и 35 женщи-
нами 55,3 ± 28,7 года.

Образцы крови исследовали на анализаторе sysmex-Xe 
2100. Анализировали следующие показатели: 1) лейкоцитар-
ные: количество лейкоцитов (Wbc, 109/л); относительное ко-
личество незрелых гранулоцитов (Ig, %); абсолютное коли-
чество незрелых гранулоцитов (Ig, 109/л); 2) эритроцитарные 
и ретикулоцитарные: количество эритроцитов (rbc, 1012/л); 
гематокрит (hcT, %); средний объем эритроцита (mcV, фл); 
среднее содержание гемоглобина в эритроците (МСН, пг); 
средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах (МСНС, 
г/дл); коэффициент вариации эритроцитов по объему (rDW, 
%); относительное количество фрагментированных эритро-
цитов (frg, %); относительное количество ретикулоцитов 
(ret, %); абсолютное количество ретикулоцитов (ret, 1012/л); 
относительное количество незрелых ретикулоцитов (Irf, %); 
относительное количество ретикулоцитов с низкой, средней 
и высокой флуоресценцией (lfr, %, mfr, % и hfr%); сред-
нее содержание гемоглобина в ретикулоцитах (ret-he, пг); 
дельта-гемоглобин (D-he, пг); 3) тромбоцитарные: количе-
ство тромбоцитов, измеренное в импедансном режиме (plT, 
109/л); количество тромбоцитов, измеренное в оптическом 
режиме (plT-O, 109/л); относительное количество незрелых 
тромбоцитов (Ipf, %); коэффициент вариации тромбоцитов 
по объему (pDW, %); средний объем тромбоцита (mpV, фл); 
процент больших тромбоцитов больше 12 фл (p-lcr, %); 
тромбокрит (pcT, %).

Анализируемые показатели разделены на две группы: по-
лучаемые при помощи импедансной, или кондукторометри-
ческой технологии (традиционные параметры) и проточной 
цитофлуорометрии (новые параметры).

Статистическую обработку данных производили с помо-
щью программ statistica 7 и excell 2003. Использовали сле-
дующие статистические параметры: M — среднее значение, 
Sd — стандартное отклонение, Sd. er. — стандартная ошибка. 
Межгрупповые различия оценивали на основе критерия Стью-

дента при уровне значимости p ≤ 0,05. Анализировали стати-
стически значимые (p ≤ 0,05) коэффициенты корреляции по 
Пирсону (r). Для анализа распределения значений показателей 
рассчитывали кривые, отображающие плотность вероятности 
p(x) (отношение вероятности к длине интервала) и представ-
ляющие собой теоретический аналог гистограммы.

Результаты. В табл. 1 и 2 представлены результаты ана-
лиза гемограмм (традиционные и новые показатели) у паци-
ентов с циррозом печени, ассоциированным с тромбоцитопе-
нией, и лиц контрольной группы.

В соответствии с таблицами у пациентов с циррозами по 
сравнению с контрольной группой статистически значимо 
снижено количество лейкоцитов (Wbc) до 5,06 ± 3,37•109/л, 
увеличено содержание незрелых гранулоцитов (Ig) до 0,44 
± 0,77%, или 0,04 ± 0,15•109/л. Согласно результатам инди-
видуального анализа, у 46,8% лиц основной группы зареги-
стрирована лейкоцитопения (Wbc < 4,0•109/л).

Т а б л и ц а  1
Традиционные показатели общего анализа крови у пациентов с 
циррозом печени, ассоциированным с тромбоцитопенией 

Показатели Основная группа (циррозы) Контрольная группа

M ± Sd (St. er.)

Wbc, 109/л 5,06 ± 3,37 (0,42) 7,01 ± 1,81 (0,18)
rbc, 1012/л 4,02 ± 0,75 (0,09) 4,94 ± 0,53 (0,05)
hgb, г/дл 11,49 ± 2,10 (0,26) 13,95 ± 1,57 (0,16)
hcT, % 36,32 ± 6,02 (0,75) 44,94 ± 3,58 (0,36)
mcV, фл 91,51 ± 11,17 (1,4)* 91,84 ± 3,8 (0,38)*
plT, 109/л 82,45 ± 30,51 (3,81) 256,03 ± 53,36 (5,31)
rDW, % 16,08 ± 3,05 (0,39) 13,15 ± 0,76 (0,08)
pDW, % 13,31 ± 1,99 (0,29)* 13,17 ± 1,66 (0,17)*
mpV, % 11,19 ± 0,91 (0,13)* 11,08 ± 0,78 (0,08)*
p-lcr, % 34,4 ± 7,27 (1,06)* 33,64 ± 6,82 (0,69)*
pcT, % 0,09 ± 0,03 (0,01) 0,28 ± 0,06 (0,01)

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: * — межгрупповые различия 
статистически недостоверны (p > 0,05).

Т а б л и ц а  2
Показатели проточной цитофлуорометрии у пациентов с цирро-
зом печени, ассоциированным с тромбоцитопенией

Показатели Основная группа (циррозы) Контрольная группа

M ± Sd (St. er.)

Ig, % 0,44 ± 0,77 (0,10) 0,19 ± 0,11 (0,01)
Ig, 109/л 0,04 ± 0,15 (0,02) 0,01 ± 0,01 (0,00)
plT-O, 109/л 92,08 ± 32,30 (4,04) 290,81 ± 61,53 (6,28)
Ipf, % 3,23 ± 1,7 (0,22) 1,89 ± 1,16 (0,12)
ret, % 1,99 ± 1,54 (0,19) 1,10 ± 0,33 (0,03)
ret, 1012/л 0,07 ± 0,04 (0,00) 0,05 ± 0,02 (0,000)
Irf, % 5,03 ± 4,85 (0,61) 3,35 ± 1,78 (0,18)
lfr, % 94,97 ± 4,84 (0,61) 96,59 ± 1,82 (0,18)
mfr, % 4,56 ± 4,15 (0,52) 3,18 ± 1,67 (0,17)
hfr, % 0,47 ± 0,9 (0,11) 0,18 ± 0,20 (0,02)
ret-he, пг 29,15 ± 5,52 (0,69) 32,54 ± 1,32 (0,13)
D-he, пг 2,71 ± 1,97 (0,25)* 2,90 ± 0,72 (0,07)*
frg, % 0,83 ± 1,21 (0,15) 0,10 ± 0,14 (0,01)
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По сравнению с контрольной группой значения тради-
ционных эритроцитарных показателей (количество эритро-
цитов, уровень гематокрита, концентрация гемоглобина) у 
пациентов с циррозом статистически значимо снижены (p ≤ 
0,05), а коэффициент вариации эритроцитов по объему до-
стоверно увеличен (см. табл. 1). Отмечено отсутствие меж-
групповых различий, касающихся среднего объема эритро-
цитов (p > 0,05).

Установлено, что при циррозах печени, ассоциированных 
с тромбоцитопениями, количество тромбоцитов, подсчитан-
ное импедансным методом (plT), достоверно снижено до 
82,45 ± 30,51•109/л (см. табл. 1). Содержание тромбоцитов, 
измеренное в оптическом режиме анализатора (plT-O), на 
10,5% выше, чем plT, и составляет 92,08 ± 32,30•109/л (см. 
табл. 2). На фоне тромбоцитопении зарегистрировано стати-
стически значимое увеличение незрелых тромбоцитов (Ipf) 
до 3,23 ± 1,7%. Согласно результатам корреляционного ана-
лиза, имела место обратная зависимость между содержанием 
тромбоцитов, измеренном в оптическом режиме, и количе-
ством их незрелых форм (r = –0,45).

На рис. 1 представлены гистограммы распределения 
значений незрелых тромбоцитов основной и контрольной 
групп.

В соответствии с рис. 1 наиболее вероятное значение (мо-
да распределения) Ipf при циррозах печени, ассоциирован-
ных с тромбоцитопениями, составляет 4,5%, в то время как у 
лиц контрольной группы — 2%. Согласно результатам инди-
видуального анализа, у 6 пациентов Ipf значительно превы-
шает норму и составляет 6—10%.

Межгрупповой сравнительный анализ не выявил досто-
верных различий, касающихся традиционных показателей 
тромбоцитарного клеточного ряда (pDW, mpV, p-lcr), p > 
0,05. Статистически значимое снижение тромбокрита (pcT) 
у пациентов с циррозами обусловлено наличием тромбоци-
топении.

У больных основной группы зарегистрировано статисти-
чески значимое увеличение относительного и абсолютного 
содержания ретикулоцитов до 1,99%, или 0,07•1012/л (см. 
табл. 2). Выявлены достоверные различия, касающиеся и 
других показателей ретикулоцитарного анализа. В частно-
сти, содержание незрелых ретикулоцитов (Irf) при цирро-
зах увеличено до 5,03 ± 4,85%, что на 33,4% выше значения 
аналогичного показателя лиц контрольной группы. Посколь-
ку фракцию незрелых ретикулоцитов составляют ретикуло-
циты с низкой и высокой флуоресценцией, возрастание Irf, 
очевидно, сопряжено с увеличением долевого вклада hfr и 
mfr в общий ретикулоцитарный пул. В целом при цирро-
зах печени, ассоциированных с тромбоцитопениями, заре-
гистрирована тенденция к омоложению ретикулоцитарной 
формулы.

У пациентов основной группы среднее содержание ге-
моглобина в ретикулоцитах (ret-he) статистически значимо 
снижено до 29,15 ± 5,52 пг (p ≤ 0,05). Уменьшение ret-he 
сопряжено с анемическим синдромом, который в соответ-
ствии с критериями ВОЗ зарегистрирован у 72% больных 
основной группы. Однако в 67% случаях ret-he вписывался 
в референсные нормы, составляющие, по данным литерату-
ры, 28—35 пг [4].

Установлено, что количество фрагментированных эри-
троцитов (frg) у пациентов с циррозами на 88% выше ана-
логичного показателя лиц контрольной группы и составляет 
0,83 ± 1,21%. Рис. 2 демонстрирует вариационный ряд frg в 
анализируемых выборках.

В соответствии с рис. 2 при циррозах печени распределе-
ние значений frg описывается пологой кривой с выраженной 
правосторонней асимметрией; максимальное значение по-
казателя составляет 6%. Согласно данным индивидуального 

анализа, у 40% пациентов содержание шизоцитов повышено 
более чем в 10 раз. Так, у 28,1% больных frg ≥ 1%, а у 9,4% 
frg ≥ 3%. У лиц контрольной группы гистограмма frg остро-
вершинна, наиболее вероятное значение показателя (мода) 
составляет 0,5%, а максимальное значение показателя —  
1,2%.

Согласно полученным данным (см. табл. 2), значение 
дельта-гемоглобина (D-he) статистически значимо не разли-
чалось у лиц основной и контрольной групп, составляя соот-
ветственно 2,71 ± 1,97 и 2,9 ± 0,72 пг. Рис. 3 демонстрирует 
особенности распределения D-he.

В соответствии с рис. 3 у лиц контрольной группы число-
вой ряд D-he принимает область положительных значений, 
распределение близко к «нормальному» гауссовому. Наибо-
лее вероятное значение показателя — 2,5 пг. При циррозах 
печени, ассоциированных с тромбоцитопениями, диапазон 
варьирования D-he включает как область отрицательных, 
так и область положительных значений, варьируя в интер-
вале [–3,5—7,5] пг. Индивидуальный анализ показал, что 
отрицательные значения D-he < 0 пг зарегистрированы у 
6,3% лиц основной группы. Высокие положительные зна-
чения показателя (D-he > 4 пг), не встречающиеся в норме, 
зарегистрированы в 22% случаях цирроза. Корреляционный 
анализ показал наличие тесных прямых взаимосвязей между 

Рис. 1. Гистограммы распределения количества незрелых 
тромбоцитов.

Рис. 2. Гистограммы распределения количества фрагменти-
рованных эритроцитов.
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уровнем дельта-гемоглобина и содержанием гемоглобина в 
ретикулоцитах (r = 0,57), а также количеством незрелых гра-
нулоцитов (r = 0,45) в условиях нарушения синтетической 
функции печени.

Обсуждение. Лабораторные показатели при циррозе пе-
чени в большинстве случаев не зависят от этиологии забо-
левания и обусловлены преимущественно уровнем гепато-
целлюлярной недостаточности. При оценке функции печени 
общепринято ориентироваться на биохимические тесты, в 
то время как диагностическая значимость показателей про-
точной цитофлуорометрии, как правило, остается за рамками 
клинической интерпретации.

Ранее установлено отсутствие значимой математической 
взаимосвязи новых показателей гемограммы (относительное 
и абсолютное количество ретикулоцитов, количество не-
зрелых тромбоцитов, уровень дельта-гемоглобина, среднее 
содержание гемоглобина в ретикулоцитах, количество фраг-
ментированных эритроцитов) с полом и возрастом [1]. От-
носительная стабильность в норме, низкая биологическая ва-
риабельность, очевидно, повышает клиническую значимость 
данных параметров в условиях патологии.

Известно, что при циррозах печени, как правило, затро-
нуты все ростки гемопоэза. Выявленная в результате иссле-
дования тенденция к лейкоцитопении и омоложению лейко-
формулы соответствует общепринятым представлениям о 
механизмах нарушения гранулоцитопоэза при нарушениях 
функции печени. На фоне спленомегалии, являющейся ча-
стым спутником циррозов, ускоренная деструкция нейтро-
филов, сокращенный срок их циркуляции в сосудистом русле 
[4] обусловливают снижение общего содержания лейкоцитов 
крови. При этом имеет место задержка созревания части гра-
нулоцитов на стадии промиелоцитов, миелоцитов или мета-
миелоцитов. Вероятно, здесь по принципу «обратной связи» 
уменьшение содержания зрелых клеток крови на периферии 
компенсируется ускоренным выходом из костномозгового 
депо гранулоцитов, в том числе низкой степени зрелости.

Картина красной крови отражает особенности кинети-
ки и функциональной активности соответствующих клеток 
гемопоэза при циррозах печени. Изменяется скорость про-
лиферации и уровень гемоглобинизации, время пребывания 
клеток в костном мозге, продолжительность циркуляции в 
периферической крови зрелых клеточных элементов. Со-
гласно полученным данным, у пациентов основной выборки 
анемия носила умеренный характер, значения эритроцитар-
ных показателей (rbc, hgb, hct) снижены на 17—20% по 
сравнению с нормой.

Патогенез гематологических нарушений при циррозах 
носит мультифакторный характер. Особое значение придает-
ся гемолитическим процессам, секвестрирующей роли селе-
зенки, аутоиммунным и токсическим механизмам. Интерес-
но, что, согласно результатам проведенного исследования, в 
основной выборке зарегистрировано отсутствие статисти-
чески значимого увеличения среднего объема эритроцитов 
(mcV), что было бы естественно для заболевания печени. 
Наряду с другими возможными факторами генез анемии в 
данном случае, вероятно, обусловлен преимущественно на-
рушением процессов гемоглобинизации и созревания эри-
троидных элементов костного мозга.

Тромбоцитопения при циррозах печени является прояв-
лением гиперспленизма и обусловлена повышенным потре-
блением за счет увеличенной секвестрации, угнетения ак-
тивности мегакариоцитов и уменьшением продукции тром-
бопоэтина [10]. Согласно полученным данным, содержание 
тромбоцитов, измеренное в оптическом блоке анализатора 
(plO-O), достоверно отражало истинное количество клеток 
за счет правильной идентификации гигантских тромбоцитов 
(при импедансном методе большие тромбоциты ошибочно 
подсчитываются как эритроциты).

Вне зависимости от генеза, число тромбоцитов в пери-
ферической крови регулируется в соответствии с общебио-
логическими законами: избыток тормозит тромбоцитопоэз, 
тромбоцитопения — стимулирует. Действительно, по срав-
нению с контрольной группой при циррозах зарегистриро-
вано увеличение на 41% долевого вклада незрелых тромбо-
цитов в общий тромбоцитарный пул. Возрастание Ipf свиде-
тельствовало о том, что процессы пролиферации на уровне 
костного мозга не нарушены, и даже, возможно, имеет место 
ускоренное тромбоцитоотделение крупных тромбоцитов, а 
генез тромбоцитопении обусловлен преимущественно уско-
ренным потреблением клеток на периферии.

Установлено, что значения рутинных показателей тром-
боцитарного анализа (pDW, mpV и p-lcr) достоверно не 
различались в основной и контрольной группе (p > 0,05). 
Отсутствие статистически значимых корреляций с показате-
лями гемограммы дополнительно нивелировало диагности-
ческую значимость тестов. Согласно ранним результатам ис-
следований [2], приводятся данные о низкой информативной 
ценности p-lcr и mpV в системе дифференциальной диа-
гностики тромбоцитопений беременных.

Результаты исследования продемонстрировали, что из 
всего спектра тромбоцитарных параметров показатели опти-
ческой детекции (Ipf, plT-O) наиболее адекватно отражали 
особенности тромбоцитопоэза при циррозах печени. Акту-
альность измерения показателей возрастает в случаях вы-
раженных тромбоцитопений, связанных с необходимостью 
принятия клинического решения.

Косвенными маркерами функциональной активности 
клеток костного мозга служат показатели ретикулоцитарного 
клеточного ряда, чувствительные к эритропоэтину. В норме 
эритропоэтин не только основной стимулятор пролиферации 
клеток красной крови, но также индуктор образования ме-
гакариоцитов, увеличения количества и реактивности тром-
боцитов [8]. В этой связи логично было бы предположить 
наличие прямой взаимосвязи между незрелыми клетками 
эритроцитарного и тромбоцитарного ростков кроветворения. 
Однако результаты корреляционного анализа свидетельство-
вали об отсутствии предполагаемой зависимости (r ≈ 0).

У пациентов с циррозами печени на фоне омоложения 
ретикулоцитарной формулы отмечено достоверно более вы-
сокое по сравнению с нормой количество ретикулоцитов (см. 
табл. 2). Индивидуальный анализ показал, что в 36% случаев 
относительное содержание ретикулоцитов превышает 2%, а 
у 8% больных показатель ret% выше 5%. Содержание не-

Рис. 3. Гистограммы распределения значений дельта-гемог-
лобина.
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зрелых ретикулоцитов у 12% пациентов превышает 14%, в 
то время как в контрольной группе Irf 3,35 ± 1,78%. При 
циррозах печени увеличение общего количества ретикулоци-
тов, так же как и долевого вклада фракций низкой степени 
зрелости (Irf, hfr, mfr), обусловлено рядом факторов. 
Ведущим механизмом здесь, вероятно, служит гемолиз, по 
принципу обратной связи стимулирующий эритропоэз. О 
наличии гемолитического компонента при циррозах печени 
дополнительно свидетельствовало и статистически значимое 
увеличение фрагментированных эритроцитов: значение frg 
у лиц основной и контрольной групп различалось более чем 
в 8 раз.

Отдельного внимания заслуживает новый исследователь-
ский показатель дельта-гемоглобин (D-he), представляющий 
собой математическую разность среднего содержания гемо-
глобина в ретикулоцитах и среднего содержания гемоглоби-
на в эритроцитах. У здоровых людей значение D-he всегда 
положительно и колеблется в диапазоне 2—4 пг. Отрица-
тельные значения D-he встречаются нечасто, например при 
анемиях хронических заболеваний. В случае воспаления геп-
сидин, синтезируемый печенью, блокирует перенос железа 
трансферрином, что приводит к дефициту железа, доступно-
го для эритропоэза [12].

Согласно полученным данным, патологически высокие 
или низкие значения (2 пг > D-he > 4 пг) зарегистрированы 
в 46% случаев цирроза печени. У небольшой части пациен-
тов (6,3%) D-he < 0. Отрицательные значения D-he, очевид-
но, обусловлены сопутствующим воспалением. В условиях 
нарушения синтетической функции печени статистически 
значимое уменьшение содержания гемоглобина в ретикуло-
цитах (ret-he) свидетельствовало об ограниченности железа 
для нужд кроветворения и в целом подтверждало вышеука-
занный тренд.

Изменения функциональных характеристик клеток 
красной крови при патологии печени не ограничиваются 
ретикулоцитами. Одновременно возникают нарушения на 
уровне зрелых эритроцитов. При высоких значениях дельта-
гемоглобина (D-he > 4 пг) ретикулоциты насыщены железом. 
И в генезе нарушения на первое место выступают механизмы 
гемолиза в периферическом кровяном русле, разрушения в 
селезенке функционально неполноценных эритроцитов. По-
следнее обусловлено тем обстоятельством, что при циррозах 
нарушен синтез метаболитов, необходимых для эритропоэза, 
в том числе витамина В12. Поэтому отдельные линии эритро-
цитов представлены гемоглобинизированными мегалоцита-
ми: функционально неполноценными, короткоживущими и 
осмотически нестойкими.

Таким образом, при циррозах печени отмечают измене-
ния содержания, функциональных характеристик, соотно-
шения зрелых и незрелых клеточных элементов гемопоэза. 
Анализ показателей проточной цитофлуорометрии позволяет 
детализировать данные изменения, выявить уровень и раз-
меры нарушений центрального и периферического звеньев 
эритрона. Получаемая таким образом целостная картина 
кроветворения способствует выработке адекватной диагно-
стической и клинической стратегии в отношении пациентов 
с тяжелой печеночной патологией.

Выводы. 1. У пациентов с циррозами, ассоциированными 
с тромбоцитопениями, содержание тромбоцитов, измеренное 
в оптическом режиме (plT-O), на 10,5% выше, чем подсчи-
танное импедансным методом. В случае критически низких 
концентраций тромбоцитов представляется целесообразным 
ориентироваться на показатель plT-O как наиболее адекват-
но отражающий истинное число тромбоцитов.

2. Количество незрелых тромбоцитов у пациентов с 
циррозом печени, ассоциированном с тромбоцитопенией, 
статистически значимо увеличено до 3,23 ± 1,7%, что сви-

детельствует об активации костномозгового тромбоцитопоэ-
за. Степень «запроса» на незрелые клетки регулируется по 
принципу обратной связи.

3. Расчетные показатели тромбоцитарного анализа (pDW, 
mpV и p-lcr) не предоставляют дополнительную информа-
цию, характеризующую особенности тромбоцитопоэза при 
циррозах печени, ассоциированных с тромбоцитопенией.

4. Установлено, что при циррозах печени имеет место 
диссоциация между содержанием лейкоцитов и количеством 
незрелых гранулоцитов: тенденция лейкоцитопении сопро-
вождается «левым сдвигом» лейкоформулы.

5. По сравнению с контрольной группой при циррозах пе-
чени, ассоциированных с тромбоцитопениями, статистически 
значимо увеличено относительное и абсолютное количество 
ретикулоцитов, снижено среднее содержание гемоглобина в 
ретикулоцитах, имеет место омоложение ретикулоцитарной 
формулы (p ≤ 0,5).

6. Дельта-гемоглобин (D-he) при циррозе печени, ассо-
циированным с тромбоцитопенией, принимает как положи-
тельные, так и отрицательные значения. Отрицательные зна-
чения D-he сопряжены с сопутствующим воспалительным 
компонентом. Выявлена прямая взаимосвязь между D-he и 
содержанием гемоглобина в ретикулоцитах (r = 0,57), D-he 
и количеством незрелых гранулоцитов (r = 0,45).

7. При циррозах печени статистически значимое увеличе-
ние по сравнению с нормой среднего содержания фрагмето-
цитов (0,83 ± 1,21%) и/ или уровня дельта-гемоглобина (D-he 
> 4 пг), вероятно, обусловлены сопутствующим гемолитиче-
ским компонентом, характерным для патологии печени.
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поддержки.
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МЕТОДЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ СВЯЗЫВАЮЩИХ И НЕЙТРАЛИЗУЮЩИХ АНТИТЕЛ К 
ПРЕПАРАТАМ ИНТЕРФЕРОНА-БЕТА
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Рекомбинантный человеческий интерферон-бета (ИФН-β) является наиболее часто используемым для лечения 
ремиттирующей-рецидивирующей формы рассеянного склероза лекарственным средством. У части пациентов от-
сутствует клинический ответ на проводимую терапию, что может быть обусловлено появлением антител к био-
препарату. В зависимости от возможности блокировать связывание ИФН-β со своим рецептором все антитела, об-
разующиеся против ИФН-β, делятся на связывающие и нейтрализующие. Целью данной работы является исследова-
ние аналитических и клинико-диагностических параметров тестов, использующихся для определения различных типов 
антител, синтезирующихся против ИФН-β. В исследовании участвовали 33 пациента с диагнозом рассеянный склероз, 
ремиттирующая-рецидивирующая форма, получавших терапию ИФН-β-1а, а также 40 доноров и 15 больных рассеян-
ным склерозом, не получавших терапию ИФН-β. Концентрация связывающих антител измерялась с помощью иммуно-
ферментного анализа (ИФА), а также методом иммуноблоттинга. Титр нейтрализующих антител был определен с 
помощью чувствительной к ИФН-β клеточной линии HL-116. Связывающие и нейтрализующие антитела у доноров и 
пациентов, не получавших ИФН-β, выявлены не были. Распространенность связывающих антител к препаратам ИФН-
β-1а составила 57,6% при исследовании образцов с помощью метода иммуноблоттинга и 60,6% при использовании ком-
мерческой тест-системы. Статистический анализ результатов показал высокую сходимость и корреляцию значений 
концентраций связывающих антител, полученных при использовании метода иммуноблоттинга и иммуноферментного 
теста (r = 0,9159, p < 0,0001). У 21,21% пациентов обнаружены клинически значимые титры нейтрализующих анти-
тел. Все пациенты с клинически значимым титром нейтрализующих антител были положительны в отношении свя-
зывающих антител, измеренных методами ИФА и иммуноблоттинга. Показана высокая корреляция значений титров 
нейтрализующих антител с концентрацией связывающих антител, измеренных методом иммуноблоттинга (r = 0,7909, 
p = 0,0055). Использование в клинической практике данных о наличии связывающих и нейтрализующих антител к ИФН-β 
поможет оптимизировать терапию дорогостоящими биологическими препаратами у пациентов с рассеянным склеро-
зом и другими аутоиммунными заболеваниями.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  рассеянный склероз; интерферон-бета; иммуногенность; нейтрализующие антитела; связы-
вающие антитела.
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The human recombinant β-interferon is most frequently applied for treatment of remittent recurrent form of multiple sclerosis using 
pharmaceuticals. The clinical response to applied therapy is absent in some of patients that can be conditioned by development of 
antibodies too preparations. Depending on possibility of blocking binding of human recombinant β-interferon with its receptor, all 
antibodies are divided on binding and neutralizing ones. The purpose of study is to investigate analytical and clinical diagnostic 
parameters of tests using for detection of different types of antibodies synthesized against human recombinant β-interferon. The 
study sampling consisted of 33 patients with remittent recurrent form of multiple sclerosis receiving therapy with human recombinant 
β-interferon and also of 40 donors and 15 patients with multiple sclerosis without therapy with human recombinant β-interferon. 
The concentration of binding antibodies was measured by enzyme-linked immunosorbent assay. Also immune blotting assay was 
applied. The titer of neutralizing antibodies was determined using cell line HL-116 sensitive to human recombinant β-interferon. 
The binding and neutralizing antibodies were not detected in donors and patients without human recombinant β-interferon 
therapy. The prevalence of binding antibodies to human recombinant β-interferon amounted to 57.6% when analysis of samples 
using immune blotting assay was used and 60.6% when commercial testing system was applied. The statistical analysis of results 
demonstrated high convergence and correlation of values of concentrations of binding antibodies obtained using immune blotting 
assay and enzyme-linked immunosorbent assay (r=0.9159, p<0.0001).  The clinically significant titers of neutralizing antibodies 
were detected in 21.21% of patients. All patients with clinically significant titer of neutralizing antibodies were positive in relation 
to binding antibodies measured by immune blotting assay and enzyme-linked immunosorbent assay. The high correlation between 
values of titers of neutralizing antibodies and concentration of binding antibodies measured by immune blotting assay (r=0.7909, 
p=0.0055). The application in clinical practice of data concerning presence of binding and neutralizing antibodies to human 
recombinant β-interferon can input into optimization of therapy with expensive biologic preparations in patients with multiple 
sclerosis and other autoimmune diseases.
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Введение. Рассеянный склероз (РС) представляет со-
бой хроническое аутоиммунное заболевание центральной 
нервной системы, характеризующееся эпизодами демиели-
низации и прогрессирующей атрофией головного мозга [1, 
2]. Препараты интерферона-бета (ИФН-β) являются наи-
более часто используемым для лечения ремиттирующей-
рецидивирующей формы рассеянного склероза (РРРС) ле-
карственным средством [3—5]. Несмотря на доказанную 
эффективность препаратов ИФН-β при РРРС, у 30—50% па-
циентов отсутствует клинический ответ на проводимую тера-
пию [6, 7]. Некоторые авторы связывают это с высоким уров-
нем эндогенной экспрессии генов интерферонового ответа, а 
также со снижением фармакологической активности ИФН-β, 
что обусловлено иммуногенностью генно-инженерного био-
логического препарата (ГИБП) [8, 9].

На данный момент существует два типа препаратов 
ИФН-β. Идентичный человеческому аналогу ИФН-β-1а 
синтезируют в клетках яичника хомячка, а негликозилиро-
ванный рекомбинантный ИФН-β-1b — в бактериальной кле-
точной линии E. coli. Препараты ИФН-β, являясь по своей 
структуре белковыми молекулами, потенциально иммуно-
генны [10]. Иммуногенностью называют склонность ГИБП 
вызывать иммунный ответ в отношении молекул биопре-
парата, а также родственных белков организма [11]. Одним 
из следствий иммуногенности препаратов ИФН-β являет-
ся появление антител, ингибирующих их биологическую и 
фармакологическую активность. Данные антитела синте-
зируются в результате постепенного снижения толерантно-
сти иммунной системы к молекуле ГИБП, что обусловлено 
многократным введением ИФН-β [12]. На иммуногенность 
ИФН-β значительное влияние оказывают различия в ами-
нокислотной последовательности с эндогенным аналогом, 

отсутствие гликозилирования, формулировка препарата, 
путь введения и наличие молекулярных агрегатов [12, 13]. 
Кроме этого, аберрации гуморального иммунного ответа, 
наблюдаемые при РС, также предрасполагают к появлению 
антител к ИФН-β. Пациенты с олигоклональным синтезом 
иммуноглобулинов в спинно-цереброспинальной жидкости, 
принимающие ИФН-β, имеют больший риск появления ней-
трализующих антител (НАТ), чем пациенты с нормальным 
паттерном интертекального синтеза [14]. Различают два ти-
па синтезирующихся против препаратов ИФН-β антител — 
связывающие антитела (САТ) и НАТ. Образующиеся против 
ИФН-β САТ представляют собой совокупность всех антител, 
способных связываться с молекулой ГИБП [15, 20]. Однако 
остается неясной клиническая значимость выявления САТ к 
ИФН-β. Высокие концентрации САТ могут изменять фарма-
кодинамику и фармакокинетику препаратов ИНФ-β, а также 
предсказывать снижение клинической эффективности прово-
димого лечения в будущем. В методах, направленных на вы-
явление САТ, используется специфическое взаимодействие 
антител с исследуемым иммобилизированным ГИБП, что 
позволяет получить количественную информацию о концен-
трации САТ. Иммуноферментный анализ (ИФА) и иммуно-
блоттинг являются распространенными методами определе-
ния САТ. В свою очередь НАТ представляют собой высоко-
аффинную фракцию иммуноглобулинов класса g, входящую 
в пул САТ, способную препятствовать связыванию ИФН-β со 
своим рецептором и таким образом нарушать фармакологи-
ческую активность и ингибировать терапевтический эффект 
препарата [10, 15]. Показано снижение эффективности тера-
пии, а именно увеличение количества рецидивов и появление 
новых очагов в головном мозге, детектируемых с помощью 
магнитно-резонансной томографии, у пациентов с РС в при-
сутствии высоких титров НАТ к ИФН-β [5, 16]. Концен-
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трация НАТ к препаратам ИФН-β определяется с помощью 
чувствительных к ИФН клеточных линий. Любой образец, 
содержащий НАТ, будет снижать или полностью устранять 
ответ клеточной линии, индуцированный известной концен-
трацией ИФН-β [16, 17].

Целью данной работы является исследование аналити-
ческих и клинико-диагностических параметров тестов, ис-
пользующихся для определения различных типов антител, 
синтезирующихся против ИФН-β.

Материал и методы. В исследовании принимали участие 
33 амбулаторных больных РРРС, получавших терапию пре-
паратами ИФН-β-1а различных производителей более одного 
года. Кроме того, были использованы сыворотки 40 доноров 
крови, не получавших препараты ИФН-β и не имевших ауто-
иммунных заболеваний, 15 пациентов с диагнозом РРРС, не 
получавших препараты ИФН-β, а также контрольные поло-
жительные и отрицательные образцы на САТ и НАТ. У всех 
33 пациентов с РС была измерена концентрация САТ с по-
мощью иммуноблоттинга и ИФА.

Для определения САТ использовался коммерческий набор 
для ИФА компании bÜhlmann laboratories ag (Швейца-
рия). Исследования проводились в полном соответствии с 
инструкцией производителя. Контрольные образцы были 
предоставлены производителем. Кроме того, для определе-
ния концентрации САТ к препаратам ИФН-β была разрабо-
тана методика, основанная на принципе иммуноблоттинга. 
В качестве несущей поверхности использовалась пористая 
нитроцеллюлозная мембрана (НМ) с размером пор 0,45 мкм 
(gehealthcare, lifeTechnologies), на которую наносился 
ГИБП. После отмывки фосфатно-солевым буфером проводи-
лась забивка свободных участков мембраны путем инкуба-
ции в блокирующем буфере, содержащем 1% твин-20 и 0,5% 
альбумин человека. Далее НМ с иммобилизованным на них 
белковым препаратом инкубировались с исследуемыми сыво-
ротками пациентов. Для детекции связавшихся с мембраной 
антител использовались вторичные антитела к fc-сегменту 
Igg человека, конъюгированные со щелочной фосфатазой 
(life Technologies, США). Количество связавшихся меченых 
антител определялось цветной реакцией с использованием 
хромогена bcIp-ncT (life Technologies, США). Окрашива-
ние мембран измерялось в условных единицах оптической 
плотности (ед. опт. пл.) путем денситометрии окрашенных 
участков мембраны. Принцип метода и характерные резуль-
таты приведены на рис. 1 (см. обложку).

Для определения референсных значений была исследо-
вана концентрация антител в серии пошаговых разведений 
(от 1:10 до 1:200) 40 образцов сывороток крови доноров, ни-
когда не получавших препаратов ИФН-β. Для подтверждения 
специфичности реакции связывания САТ с ИФН-β была про-
ведена проба нейтрализации антител. Пошаговые разведения 
препарата ИФН-β в концентрациях 100; 10; 1 мкг/мл были 
инкубированы с тремя образцами, в которых ранее были вы-
явлены высокие концентрации САТ, что позволило проана-
лизировать ингибирование реакции излишком антигена. По-
сле этого образцы были проанализированы на наличие САТ 
методом иммуноблоттинга. В постановку также был вклю-
чен отрицательный контроль.

В данном исследовании концентрация НАТ была изме-
рена с помощью чувствительной к ИФН-β клеточной ли-
нии hl-116 фибросаркомы человека, несущей стабильный 
трансфект гена люциферазы, экспрессия которого контроли-
руется регуляторной областью интерферонового ответа. Кон-
центрация определялась с помощью метода, предложенного 
y. Kawade [18, 19]. После каждого измерения при расчетах 
использовался поправочный «фактор Каваде». Титр антител 
измерялся в лабораторных единицах на миллилитр (ЛЕ/мл).  
Клеточная линия hl-116, а также контрольные образцы бы-

ли любезно предоставлена проф. g. giovannoni (Лондон, Ве-
ликобритания). Для детекции уровня люциферазы использо-
вались наборы реактивов steady glo luciferase Kit (promega, 
США). Для измерения уровня люминесценции использовал-
ся микропланшетный люминометр lm-01T с термостатом 
(производства Immunotech,Чехия), с программным обеспече-
нием lIana.

В исследовании использовались референтные значения 
титров НАТ к ИФН-β, описанные в международных рекомен-
дациях [16]. Отрицательными в отношении НАТ считались 
сыворотки со значениями < 20 ЛЕ/мл, с низкими/промежу-
точными значениями — 20—100 ЛЕ/мл, с высокими — >100 
ЛЕ/мл. У всех 33 пациентов был проведен скрининг на нали-
чие НАТ, а в дальнейшем рассчитаны точные титры антител с 
использованием метода Kawade и коррекционного фактора.

Для статистической обработки использовалась програм-
ма graphpadprism 6.0. Для изучения связи между двумя пе-
ременными использовался метод ранговой корреляции по 
Спирмену. Уровень значимости для всех статистических те-
стов принимался менее 0,05. Для всех обследованных групп 
проводился анализ на нормальность распределения данных, 
в зависимости от типа которого применялись параметриче-
ские или непараметрические методы оценки выборок. Для 
изучения связи между двумя переменными использовался 
метод ранговой корреляции по Спирмену.

Результаты. В ходе исследования порога нормы САТ в 
контрольной группе доноров крови, измеряемых с помощью 
методики иммуноблоттинга, было установлено, что рефе-
ренсное значение Ед. опт. пл. составляет 16,08 (доверитель-
ный интервал 95% ± 0,43). Данное значение нормы было по-
лучено путем пошагового разведения сывороток доноров и 
определения наименьшей возможной ОП при наибольшем 
разведении образца.

Для подтверждения специфичности САТ к препарату 
ИФН-β была проведена реакция нейтрализации. Высокие 
концентрации ИФН-β (100 мкг/мл), инкубированные с об-
разцами, вызвали связывание САТ с растворенным препара-
том, что привело к ингибированию их связывания с ИФН-β, 
иммобилизованным на НМ. С увеличением концентрации 
растворенного препарата снижается оптическая плотность 
хромогенной реакции, что указывает на эффективное пода-
вление связывания САТ с растворенным препаратом. Данные 
приведены в таблице.

У 15 пациентов с РРРС, не получавших терапию пре-
паратами ИФН-β, проведено исследование концентраций 
САТ к ИФН-β с помощью ИФА и иммуноблоттинга, а также 
определены титры нейтрализующих антител. Концентрации 
САТ, измеренные двумя лабораторными методами, а также 
титры НАТ к ИФН-β не достигли положительных значений 
ни у одного из пациентов данной группы.

У 33 больных РС, получавших терапию ИФН-β-1а бо-
лее одного года, был уточнен уровень САТ с помощью двух 
методов: иммуноблоттинга и коммерческого ИФА-теста. По 

Результаты реакции нейтрализации связывающихся антител к 
препаратам ИФН-β

Концетрация пре-
парата в буфере 
для инкубации, 

мкг/мл

Отрицатель-
ный контроль

Образец 1 Образец 2 Образец 3

Ед. опт. пл.

0 1,17 105 98 58
1 1,44 90 90 58
10 1,09 58 20 37
100 1,23 30 3,9 6
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данным иммуноблоттинга, у 19 (57,6%) пациентов были вы-
явлены положительные титры САТ, в то время как по дан-
ным ИФА у 20 (60,7%) пациентов титр САТ соответствовал 
критериям позитивности. Корреляционный ранговый анализ 
результатов тестов иммуноблоттинга и ИФА показал стати-
стически значимое соответствие полученных данных (r = 
0,9159, p < 0,0001). Данные приведены на рис. 2.

Кроме того, у всех 33 пациентов был измерен титр НАТ. С 
помощью скрининг-теста нами были обнаружены НАТ к пре-
паратам ИФН-β в 11 (33,3%) из 33 образцов. Из исследован-
ных 11 образцов, положительных по результатам скрининга, 
в семи выявлено клинически значимое повышение титра НАТ 
(>20 ЛЕ/мл), а в четырех — крайне высокое содержание НАТ. 
У всех пациентов с клинически значимыми значениями НАТ 
были высокие концентрации САТ. Также была обнаружена 
статистически значимая зависимость между титром НАТ и 
концентрацией САТ, измеренных методом иммуноблоттинга 
(r = 0,7909, p = 0,0055) и ИФА (r = 0,6636, p = 0,0306). Дан-
ные приведены на рис. 3 и 4. У всех пациентов, имеющих 
клинически значимые титры НАТ, были обнаружены САТ, 
измеренные как методом иммуноблоттинга, так и ИФА.

Обсуждение. Препараты ИФН-β являются рекомбинант-
ными белковыми молекулами. Они хорошо зарекомендовали 
себя во многих научных и клинических исследованиях в ка-
честве базисных средств терапии РС, позволяющих достичь 
стойкой ремиссии у большинства пациентов и поддержать ее 
[20]. Развитие терапевтической резистентности к препаратам 
данной группы остается серьезной проблемой при лечении 

этого тяжелого и инвалидизирующего заболевания. Одной из 
причин сниженного ответа на терапию может быть образо-
вание антител, ингибирующих эффект ИФН-β. Допускается, 
что САТ к ИФН-β синтезируются у 80% пациентов [21, 22]. 
И хотя САТ не обязательно ингибируют действие ИНФ-β, 
рядом авторов показано, что отсутствие САТ исключает 
возможность наличия НАТ [23]. Распространенность НАТ 
к ИФН-β-1а сильно варьирует в различных исследованиях: 
НАТ были обнаружены у 2—35,4% пациентов, принимав-
ших ИФН-β [15, 24]. После окончания трехлетнего исследо-
вания nabInms (neutralizing antibodies on Interferon-beta in 
multiple sclerosis) были изданы международные рекоменда-
ции, уточняющие референсные значения титров НАТ, пред-
почтительные способы измерения НАТ, клиническое исполь-
зование титров НАТ, а также подходы к ведению пациентов, 
имеющих высокие титры НАТ к ИФН-β [16].

Данная работа посвящена исследованию САТ и НАТ у па-
циентов с РРРС, получающих терапию ИФН-β-1а более года, 
с помощью различных лабораторных тестов.

При исследовании концентраций САТ в группе пациен-
тов с РС было обнаружено, что при использовании метода 
иммуноблоттинга у 57,6% больных определяются высо-
кие концентрации САТ к препаратам ИФН-β. В то же время 
при использовании ИФА высокие концентрации САТ были 
обнаружены у 60,6% больных. Оба теста показали высо-
кий уровень сходимости и корреляции результатов измере-
ний концентраций САТ (r = 0,9159, p < 0,0001). Получен-
ные данные о распространенности САТ, измеренных двумя 
лабораторными методами, сопоставимы с таковыми других 
авторов. Так, в исследовании c. gneiss и соавт. (2006) САТ 
определялись у 45—66% пациентов, получающих ИФН-β-1а, 
а n. aarskog и соавт. (2009) обнаружили САТ к ИФН-β-1а в 
45,9—67% случаев [21, 25]. Следует отметить, что данные о 
распространенности САТ у пациентов, принимающих ИФН-
β-1а, сильно варьируют, что связано с разными критериями 
включения пациентов в исследование, временем проведения 
анализа, гетерогенностью пациентов с РС, а также методами 
детекции САТ [26, 27].

При исследовании титра НАТ с помощью клеточной линии 
hl-116 фибросаркомы человека, несущей стабильный транс-
фект гена люциферазы, более чем у 20% пациентов обнару-
жены клинически значимые титры антител. Данные, получен-
ные нами, соответствуют результатам ранних клинических 
исследований препаратов ИФН-β-1а, а также научных работ, 
проведенных различными группами исследователей [28, 29]. 
Исследовательские группы prIsm и specTrIms показали, 
что у 15—22% пациентов, длительно получающих ИФН-β-
1а, обнаруживаются НАТ [4, 5]. Важным результатом про-

Рис. 2. Корреляция значений концентрации связывающих 
антител, измеренных методами ИФА (ось абсцисс, пг/мл) 
и иммуноблоттинга (ось ординат, ед. опт. пл.), (r = 0,9159,  
p < 0,0001).

Рис. 3. Корреляция значений нейтрализующих антител (ось 
абсцисс, ЛЕ/мл) и связывающих антител, измеренных мето-
дом иммуноблоттинга (ось ординат, ед. опт. пл.) (r = 0,7909, 
p = 0,0055).

Рис. 4. Корреляция значений нейтрализующих антител (ось 
абсцисс, ЛЕ/мл) и связывающих антител, измеренных мето-
дом ИФА (ось ординат, пг/мл) (r = 0,6636, p = 0,0306).
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веденного исследования было доказательство возможности 
использования САТ в качестве маркера наличия клинически 
значимых титров НАТ к препаратам ИФН-β. Все пациенты с 
титром НАТ, превышающим 20 ЛЕ/мл, были положительны в 
отношении САТ, измеренных методами ИФА и иммуноблот-
тинга. Также была показана высокая корреляция титра НАТ с 
концентрацией САТ, измеренных методом иммуноблоттинга (r 
= 0,7909, p = 0,0055). Полученные нами данные подтвержда-
ют предположения, выдвинутые рядом других исследователей 
[25]. Так, высокая концентрация САТ говорит о возможном на-
личии НАТ у пациента, а отсутствие САТ полностью исклю-
чает такую возможность. Надо также отметить, что некоторые 
авторы говорят о возможном прогностическом значении САТ. 
Высокий титр САТ на 3-м месяце терапии ИФН-β предсказы-
вает появление НАТ на 2-й год терапии [15]. Данный феномен 
требует дальнейших исследований. Показано, что САТ обра-
зуются у достаточно большого количества пациентов, долгое 
время находящихся на терапии ИФН-β-1а. Кроме того, высо-
кая концентрация САТ предсказывала наличие НАТ, а также 
статистически значимо коррелировала с титром НАТ.

Понимание закономерностей продукции антител к пре-
паратам ИФН-β, а также использование описанных методов 
детекции САТ и НАТ в клинической практике поможет пер-
сонализировать терапию пациентов с РС.
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Бутина Е.в., Зайцева Г.А.

МЕТОДЫ ДИАГНОСТИКИ ИММУННОЙ ТРОМБОЦИТОПЕНИИ ПЛОДА И 
НОВОРОЖДЕННОГО

ФГБУН «Кировский научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови ФМБА России», 610027, 
Киров

Тромбоцитопения встречается у 1—5% новорожденных. В зависимости от механизмов патогенеза тромбоцитопения 
условно подразделяется на иммунную и неиммунную. В основе иммунного разрушения тромбоцитов лежит реакция взаи-
модействия антител с антигенами поверхностных структур клеток. Во внутриутробном периоде и периоде новорож-
денности могут наблюдаться ауто-, транс- и аллоиммунные варианты возникновения тромбоцитопении. Неонатальная 
аллоиммунная тромбоцитопения (НАИТ) регистрируется с частотой 1 случай на 800—1000 новорожденных. Цель рабо-
ты заключалась в разработке алгоритма диагностики иммунной тромбоцитопении, определении основных диагности-
ческих критериев, изучении клинического значения результатов лабораторных тестов. Методы исследования включали 
типирование генов системы НРА с помощью ПЦР с детекцией результатов в режиме реального времени, определение 
совместимости НРА-генотипов матери и ребенка, исследование антитромбоцитарных ауто- и аллоантител в образцах 
крови матери и ребенка методом проточной цитометрии. Рассматривали следующие критерии диагностики НАИТ: 1) 
выявление несовместимых сочетаний генов НРА у матери и ребенка (НРА-1bb/НРА-1аb; НРА-5аа/НРА-5аb; НРА-15аа/
НРА-15аb); 2) выявление в сыворотке крови матери антител, адсорбирующихся более чем на 3% тромбоцитов ребенка; 
3) отсутствие антитромбоцитарных аутоантител у матери и ребенка (коэффициент аутосенсибилизации менее 5%). 
Иммунный генез тромбоцитопении установлен у 40% детей с низким числом тромбоцитов при рождении. В 50% случаев 
причиной стали антитромбоцитарные аллоантитела, поставлен диагноз НАИТ. Также в 50% случаев снижение числа 
тромбоцитов у детей произошло в результате действия материнских аутоантител, выставлен диагноз — «трансим-
мунная тромбоцитопения». Рассмотренные лабораторные методы обладают высокой специфичностью и чувствитель-
ностью и позволяют адекватно диагностировать иммунные причины тромбоцитопении у новорожденных.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  неонатальная аллоиммунная тромбоцитопения; НРА; тромбоциты; антитела.
Для цитирования: Бутина Е.В., Зайцева Г.А. Методы диагностики иммунной тромбоцитопении плода и новорожденно-
го. Клиническая лабораторная диагностика. 2016; 61 (10): 715-719. DOI: 10.18821/0869-2084-2016-61-10-715-719.
Butina E.V., Zaitseva G.A.
The meThODs Of DIagnOsTIc Of Immune ThrOmbOcyTOpenIa Of feTus anD neWbOrn
The Kirovskii research institute of hematology and blood transfusion of the Federal medical biological agency of Russia, 
610027 Kirov, Russia
The thrombocytopenia is found in 1%-5% of newborns. Depending on mechanisms of pathogenesis of thrombocytopenia is divided on 
immune and non-immune one. The reaction of of interaction between antibodies and antigens of superficial structures of cells are in 
the basis of immune destruction of thrombocytes. During intrauterine period and period of newborness auto-, trans- and alloimmune 
alternatives of development of thrombocytopenia can be observed. The neonatal alloimmune thrombocytopenia is registered with rate 
of 1 case per 800-1000 newborns. The study was targeted to developing algorithm of diagnostic of immune thrombocytopenia, detecting 
main diagnostic criteria, exploring clinical significance of results of laboratory tests. The methods of study included typing of genes of 
HPA system using polymerase chain reaction with detection of results in real-time mode, detection of compatibility of HPA-genotypes 
of mother and child using flow cytometry technique. The following criteria of diagnostic of neonatal alloimmune thrombocytopenia: 1. 
detection of incompatible combination of HPA genes in mother and child (HPA-1bb/HPA-1ab; HPA-5aa/HPA-5ab; HPA-15ab/HPA-
15ab); 2. detection in blood serum of mother antibodies adsorbing more than on 3% of thrombocytes of child; 3. absence of anti-
thrombocyte antibodies in mother and child (coefficient of auto-sensitization is less than 5%). The immune genesis of thrombocytopenia is 
established in 40% 0f children with low number of thrombocytes at birth. In 50% of cases the cause was determined as anti-thrombocyte 
alloantibodies with diagnosis neonatal alloimmune thrombocytopenia. Also in 50% of cases decreasing of number of thrombocytes in 
children occurred as result of impact of autoantibodies of mother with diagnosis “transimmune thrombocytopenia”. The considered 
laboratory methods have high specificity and permit to properly diagnose immune causes of thrombocytopenia in newborns.

K e y w o r d s :  neonatal alloimmune thrombocytopenia; HPA; thrombocyte; antibody
For citation: butina e.V., Zaitseva g.a. The methods of diagnostic of immune thrombocytopenia of fetus and newborn. 
Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics) 2016; 61 (10): 715-719. (in russ.). DOI: 
10.18821/0869-2084-2016-61-10-715-719.
F o r  c o r r e s p o n d e n c e :  Butina E.V., candidate of medical sciences, senior research worker of laboratory of immunohema-
tology. e-mail: butinalena@yandex.ru
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
Financing. The study had no sponsor support

received 12.04.2016
accepted 15.05.2016

Д л я  к о р р е с п о н д е н ц и и :  Бутина Елена Владимировна, канд. мед. наук, ст. науч. сотр. лаб. иммуногематологии, e-mail: butinalena@
yandex.ru



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-715-719

ИММУНОЛОГИЯ

716

Тромбоцитопения — снижение числа тромбоцитов в пе-
риферической крови ниже 150•109/л — встречается у 1—5% 
новорожденных [1, 2]. В зависимости от механизмов пато-
генеза тромбоцитопению условно подразделяют на иммун-
ную и неиммунную. Неиммунные причины снижения числа 
тромбоцитов: внутриутробные инфекции (цитомегалови-
русная инфекция, токсоплазмоз, краснуха); плацентарная 
недостаточность; сепсис; ДВС-синдром, тромбоз; гипер-
спленизм; хромосомные нарушения (трисомия 18, 13, 21, 
триплодия); наследственные заболевания (анемия Фанкони, 
Tar-синдром); гемобластозы; аплазия мегакариоцитарного 
ростка кроветворения [3, 4]. В основе иммунного разрушения 
тромбоцитов лежит реакция взаимодействия антител с анти-
генами поверхностных структур клеток. Во внутриутробном 
периоде и периоде новорожденности могут наблюдаться ау-
то-, транс- и аллоиммунные варианты возникновения тром-
боцитопении [5—7].

1. Аутоиммунная тромбоцитопения развивается у ребен-
ка при срыве иммунологической толерантности и образова-
нии антител к собственным клеткам крови.

2. Трансиммунная тромбоцитопения наблюдается у де-
тей, матери которых страдают иммунной тромбоцитопенией 
(ИТП) или системными заболеваниями, сопровождающими-
ся аутосенсибилизацией, при этом тромбоциты плода разру-
шаются материнскими аутоантителами, проходящими через 
плацентарный барьер.

3. Аллоиммунная тромбоцитопения плода и новорож-
денного развивается вследствие сенсибилизации матери к 
специфическим тромбоцитарным антигенам системы НРА 
(human platelet antigens), унаследованным ребенком от отца. 
Во время беременности материнские Igg антитела адсорбиру-
ются на тромбоцитах плода, вызывая их разрушение в клетках 
ретикуло-эндотелиальной системы печени и селезенки ре-
бенка [8—10]. Кроме прямой деструкции тромбоцитов, про-
исходит недостаточная их продукция мегакариоцитами [11—
13]. Характерная особенность неонатальной аллоиммунной 
тромбоцитопении (НАИТ) — изолированное снижение числа 
тромбоцитов у относительно здоровых детей, не имеющих 
клинических отягощающих факторов. Патогенез НАИТ сопо-
ставим с патогенезом гемолитической болезни плода и ново-
рожденного, однако клиника НАИТ может развиться уже при 
первой несовместимой беременности [14, 15].

Дифференциальная диагностика причин тромбоцитопе-
нии служит основой для назначения терапии, определения 
прогноза для жизни и здоровья ребенка, установления риска 
развития подобной патологии у сибсов [16—18].

НАИТ регистрируют с частотой 1 случай на 800—1000 
новорожденных [19—21]. Наиболее опасным осложнением 
НАИТ становятся внутричерепные кровоизлияния во вну-
триутробном или раннем постнатальном периодах. Тяжелые 
нарушения, приводящие к инвалидности, регистрируют в 
20% случаев НАИТ, смертность составляет 15%. Установ-
лено, что в 75—80% зарегистрированных случаев НАИТ 
возникает при несовместимости по гену НРА-1а (генотип 
ребенка — НРА-1ab, матери — НРА-1bb). Причиной НАИТ 
в 10—15% случаев оказываются антитела к антигену НРА-5b 
(генотип ребенка — НРА-5ab, матери — НРА-5аа) и в 3—5% 
случаев — анти-15b антитела (генотип ребенка — НРА-15ab, 
матери — НРА-15аа). Сочетание антител указанных специ-
фичностей выявляют в 2—6% случаев НАИТ [22, 23].

Цель исследования — разработка алгоритма диагностики 
иммунной тромбоцитопении плода и новорожденного, оцен-
ка результатов внедрения генетических и иммуногематоло-
гических методов в лабораторную практику, сопоставление 
полученных лабораторных данных с клинической картиной 
заболевания.

Материал и методы. Полиморфизм генов системы НРА 

исследован у 320 доноров компонентов крови Кировского 
НИИ гематологии и переливания крови в 2013—2015 гг.

Диагностика иммунных причин тромбоцитопении прове-
дена у 40 детей с числом тромбоцитов в периферической кро-
ви менее 150•109/л (от 39 до 133•109/л, медиана — 70•109/л), 
родившихся в Кировском областном клиническом перина-
тальном центре в 2015 г. Генетические и иммунологические 
исследования проведены также у их матерей (40 женщин). 
При установлении диагноза НАИТ учитывали данные аку-
шерского анамнеза, течение настоящей беременности, состо-
яние здоровья женщины, клинической картины заболевания, 
динамики тромбоцитопении, результатов лабораторных ис-
следований. Для решения вопроса об аллоиммунном харак-
тере разрушения тромбоцитов выявляли различия генотипов 
системы НРА у матери и ребенка, определяли в сыворотке 
крови матери антитромбоцитарные антитела, взаимодей-
ствующие с тромбоцитами ребенка (аллоантитела) и соб-
ственными тромбоцитами женщины (аутоантитела).

Ниже представлены этапы лабораторной диагностики 
иммунной тромбоцитопении.

1. Получение препаратов геномной ДНК из образцов 
периферической крови матери и ребенка с использованием 
автоматических станций для выделения и очистки нуклеино-
вых кислот.

2. Типирование генов системы НРА методом полиме-
разной цепной реакции с детекцией результатов в режиме 
реального времени с использованием оборудования и реак-
тивов отечественного производства (детектирующий ампли-
фикатор ДТ-96 (ДНК-технология); наборы реагентов Тром-
боГенТест (Россия)). Анализ заключается в определении a- и 
b-форм генов локусов НРА-1, -2, -3, -4, -5, -15.

3. Исследование антитромбоцитарных аутоантител в об-
разцах крови матери и ребенка. Анализ проводится в соот-
ветствии со способом, описанным в Патенте на изобретение 
Российской Федерации № 2488114 [24, 25]. Методом про-
точной цитометрии определяют относительное количество 
тромбоцитов, адсорбировавших Igg антитела после инку-
бации с аутосывороткой. Коэффициент аутосенсибилизции 
≥3% свидетельствует о наличии антитромбоцитарных ауто-
антител и является одним из диагностических критериев ау-
тоиммунной тромбоцитопении.

4. Определение антител к тромбоцитам ребенка в крови 
матери. Анализ осуществлялся методом проточной цитоме-
трии аналогично с п. 3, но в качестве объекта исследования 
служили тромбоциты новорожденного, инкубированные с 
сывороткой крови матери. Выявление адсорбции антител бо-
лее чем на 5% тромбоцитов свидетельствовало о наличии у 
женщины аллосенсибилизации.

Результаты. Результаты исследования генов НРА у 320 
доноров компонентов крови представлены в табл. 1. Получен-
ные данные согласуются со сведениями по НРА-типированию, 
проведенными в Москве [26] и Санкт-Петербурге [27].

Наибольшее клиническое значение имеет определение 
полиморфизма гена НРА-1b в гомозиготном состоянии (НРА-
1bb). Выявление данного генетического сочетания у реципи-

Т а б л и ц а  1
Частота встречаемости генов системы НРА у доноров компонен-
тов крови, % 

Аллельные 
сочетания

Локусы системы НРА

НРА-1 НРА-2 НРА-3 НРА-4 НРА-5 НРА-15

aa 71,1 79,4 30,7 100,0 84,4 24,9
ab 26,0 20,0 50,0 0 15,0 49,2
bb 2,94 0,6 19,2 0 0,6 26,0



717

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-715-719

IMMunOlOgy

ентов сопряжено с высоким риском образования анти-НРА-1a 
антител и, как следствие, рефрактерности к переливаниям 
тромбоцитов. Генотип НРА-1bb у беременных женщин служит 
показанием для углубленного обследования в связи с угрозой 
рождения ребенка с НАИТ. Развитие аллосенсибилизации воз-
можно также у лиц с генотипами НРА-5aa и НРА-15aa.

При обследовании женщин, дети которых родились с 
тромбоцитопенией, «генотипы риска» выявлены у 18 из них: 
генотип НРА-1bb определен у 6 женщин, генотип НРА-5aa — 
у 8 и генотип НРА-15aa — у 4 женщин.

Аллосенсибилизация к антигенам тромбоцитов установ-
лена у 8 матерей. Аллоантитела к тромбоцитам ребенка вы-
явлены у всех женщин с генотипом НРА-1bb и у двух — с 
генотипом НРА-5aa.

Трансиммунный генез тромбоцитопении определен у 8 
детей. Проведенный анализ выявил у матерей этих новорож-
денных наличие аутоантител к тромбоцитам и снижение у 
них числа тромбоцитов в периферической крови (от 44 до 
105•109/л). В остальных случаях лабораторные данные, сви-
детельствующие об иммунном характере тромбоцитопении, 
получены не были.

Таким образом, иммунный генез тромбоцитопении уста-
новлен у 40% детей с низким числом тромбоцитов при рож-
дении. В 50% случаев причиной стали антитромбоцитарные 
аллоантитела, был поставлен диагноз НАИТ. Также в 50% 
случаев снижение числа тромбоцитов у детей произошло в 
результате действия материнских аутоантител, был выстав-
лен диагноз — «трансиммунная тромбоцитопения».

Клинические примеры диагностики иммунной тромбо-
цитопении представлены ниже.

Пример 1. Новорожденный С., 6-й день жизни, родился 
в сроке гестации 39 нед от второй беременности, первых ро-
дов. Масса тела при рождении 3440 г. Число тромбоцитов в 
периферической крови при рождении 100•109/л, на 3-й день 
жизни — 80•109/л, на 6-й день жизни — 50•109/л. Уровень 
гемоглобина, эритроцитов и лейкоцитов в норме. Признаки 
инфекционного процесса отсутствуют. Наследственных за-
болеваний не выявлено. Геморрагических признаков тром-
боцитопении не обнаружено. Число тромбоцитов в перифе-
рической крови матери — 250•109/л. Клинический диагноз: 
«тромбоцитопения неясной этиологии».

Образцы крови матери и ребенка направлены в ла-
бораторию для проведения иммуногематологического и 
молекулярно-генетического анализа. Результаты исследова-
ний: НРА-генотип матери: НРА-1bb, 2aa, 3ab, 4aa, 5ab, 15ab. 
НРА-генотип ребенка: НРА-1ab, 2ab, 3ab, 4aa, 5ab, 15aa.

Коэффициент аутосенсибилизации к тромбоцитам у ма-
тери — 2,6%, у ребенка — 0,8% (оба значения в пределах 
нормы).

Методом проточной цитометрии в сыворотке крови мате-
ри выявлены антитела, адсорбирующиеся на 58,8% тромбо-
цитов ребенка (в норме не более 3%).

Заключение. Установлен высокий генетически обуслов-
ленный риск развития НАИТ по антигену НРА-1a (генотип 
матери НРА-1bb). В сыворотке крови матери выявлены ал-
лоантитела к тромбоцитам ребенка. Лабораторный диагноз: 
«аллоиммунная тромбоцитопения новорожденного».

Пример 2. Новорожденный М., 4-й день жизни, родился 
от третей беременности, вторых родов. Срок гестации 35 нед. 
Масса тела при рождении 2440 г. Число тромбоцитов в пери-
ферической крови при рождении 80•109/л, на 4-й день жизни 
— 85•109/л. Уровень гемоглобина, эритроцитов и лейкоцитов 
в норме. При объективном осмотре клинических проявлений 
тромбоцитопении нет, очагов инфекции не выявлено, стиг-
мы дизэмбриогенеза отсутствуют. Число тромбоцитов в пе-
риферической крови матери 85•109/л. Клинический диагноз: 
«тромбоцитопения неясной этиологии».

Образцы крови матери и ребенка направлены в ла-
бораторию для проведения иммуногематологического и 
молекулярно-генетического анализа. Результаты исследова-
ний: НРА-генотип матери: НРА-1aa, 2aa, 3bb, 4aa, 5ab, 15ab. 
НРА-генотип ребенка: НРА-1aa, 2aa, 3bb, 4aa, 5aa, 15aa.

Коэффициент аутосенсибилизации к тромбоцитам у ма-
тери — 6,3%, у ребенка — 1,8% (в норме не более 5%).

Методом проточной цитометрии в сыворотке крови мате-
ри выявлены антитела, адсорбирующиеся на 10,3% тромбо-
цитов ребенка (в норме не более 3%).

Заключение. НРА-генотипы матери и ребенка иммуноло-
гически совместимы. В сыворотке крови матери выявлены 
антитела, реагирующие как с собственными тромбоцитами, 
так и с тромбоцитами ребенка.

Лабораторный диагноз: «трансиммунная тромбоцитопе-
ния новорожденного».

Пример 3. Новорожденный Н., 3-й день жизни, родился 
от первой беременности, первых родов. Срок гестации 34 
нед. Масса тела при рождении 2020 г. Число тромбоцитов в 
периферической крови при рождении 70•109/л, на 4-й день 
жизни — 55•109/л. Уровень гемоглобина и эритроцитов ни-
же нормы, лейкоцитов — в норме. При объективном осмотре 
выявляется петехиальная сыпь на нижних конечностях, оча-
гов инфекции не обнаружено. Число тромбоцитов в перифе-
рической крови матери 145•109/л.

Клинический диагноз: «тромбоцитопения неясной этио-
логии».

Образцы крови матери и ребенка направлены в ла-
бораторию для проведения иммуногематологического и 
молекулярно-генетического анализа. Результаты исследова-
ний: НРА-генотип матери: НРА-1ab, 2aa, 3ab, 4aa, 5ab, 15ab. 
НРА-генотип ребенка: НРА-1ab, 2aa, 3ab, 4aa, 5aa, 15aa.

Коэффициент аутосенсибилизации к тромбоцитам у ма-
тери — 0,3%, у ребенка — 0,8% (в норме не более 5%).

Методом проточной цитометрии в сыворотке крови мате-
ри антитела к тромбоцитам ребенка не выявлены — 0,3% (в 
норме не более 3%).

Заключение. НРА-генотипы матери и ребенка иммуноло-
гически совместимы. Антитромбоцитарные ауто- и аллоан-
титела не выявлены.

Лабораторный диагноз: «данных за иммунную тромбоци-
топению не получено».

Т а б л и ц а  2
Алгоритм диагностики иммунной тромбоцитопении ново-
рожденного 

Диагностический критерий Возможный диагноз в соответствии с 
полученными лабораторными данными

НРА-генотипы матери и 
ребенка несовместимы*

Да Нет Нет Нет Да Нет

В крови матери присут-
ствуют антитромбоци-
тарные аутоантитела

Нет Да Нет Да Нет Нет

В крови ребенка при-
сутствуют антитромбо-
цитарные аутоантитела

Нет Нет Да Нет Нет Нет

В сыворотке крови ма-
тери выявлены аллоан-
титела к тромбоцитам 
ребенка

Да Да Нет Да/ 
нет

Нет Нет

Заключение 1 2 3 4 5 6
П р и м е ч а н и е .  * — генотипы расцениваются как несовме-

стимые при выявлении одного или нескольких сочетаний генов НРА 
у матери и ребенка: НРА-1bb/НРА-1ab; НРА-5aa/НРА-5ab; НРА-
15aa/НРА-1ab.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-715-719

ИММУНОЛОГИЯ

718

Обсуждение. Важность своевременной и правильной ди-
агностики иммунной тромбоцитопении неоспорима. Анализ 
полученных результатов позволяет назначить ребенку адек-
ватную медикаментозную терапию, выбрать совместимые 
компоненты крови для трансфузий, определить возможность 
грудного вскармливания, установить риск развития иммун-
ной тромбоцитопении у следующих детей в семье.

Представленный в данной работе алгоритм диагностики 
включал:

1. Определение совместимости НРА-генотипов матери и 
ребенка.

2. Исследование аутосенсибилизации у матери для опре-
деления возможности влияния материнских аутоантител на 
число тромбоцитов у ребенка.

3. Диагностика аутоиммунной тромбоцитопении у ребенка.
4. Определение антител в сыворотке крови матери к тром-

боцитам ребенка — диагностика НАИТ.
Оценка результатов исследования представлена в табл. 2.
Выводы
1. Диагностирована аллоиммунная тромбоцитопения но-

ворожденного.
2. Диагностирована трансиммунная тромбоцитопения 

новорожденного.
3. Диагностирована аутоиммунная тромбоцитопения у 

ребенка.
4. Диагностирована аутосенсибилизация к антигенам 

тромбоцитов у матери.
5. Диагностирован генетически обусловленный риск раз-

вития АИТН без выявленных антитромбоцитарных антител. 
Исследование антител следует повторить через 2—6 нед.

6. Данных за иммунную тромбоцитопению новорожден-
ного не получено.

Представленный алгоритм исследований апробирован в 
лаборатории иммуногематологии Кировского НИИ гемато-
логии и переливания крови при диагностике причин тромбо-
цитопении. Полученные лабораторные данные соответству-
ют клинической картине заболевания.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
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Введение. В полости рта встречаются более 300 видов 
микроорганизмов. Их количество в слюне достигает 109 КОЕ 
на 1 мл, а соотношение анаэробов и аэробов составляет 10: 1.  
В соскобах с десны концентрация бактерий может состав-
лять 1012 КОЕ на 1 г, при этом указанное выше соотношение 
сдвигается и становится 1000:1 [1].

До 20% всех онкологических заболеваний человека ас-
социированы с патогенами, которые увеличивают риск раз-
вития злокачественной опухоли и изменяют клиническую 
симптоматику [2—5]. У пациентов со злокачественными 
новообразованиями слизистой оболочки полости рта под 
влиянием неблагоприятных внешних и внутренних факторов 
(иммунодефицит, химиотерапия, лучевая терапия) возни-
кают изменения количественных и видовых характеристик 
микробиоценоза полости рта, ведущие к нарушению дина-
мического равновесия в экологической системе этой области 
и ухудшению состояния [6—11].

В литературе недостаточно данных для оценки факто-
ров персистенции, адгезивной способности на эпителиаль-
ных клетках слизистой оболочки и степени антагонизма  
условнопатогенной и автохтонной микрофлоры полости рта 
у онкологических больных.

Цель исследования — определить средний показатель 
адгезии микрофлоры полости рта у больных раком языка на 
эпителиальных клетках и ее антагонистическую активность.

Материал и методы. Анализ видового и количествен-
ного состава микрофлоры выполнен у 56 больных злокаче-
ственной опухолью подвижной части языка (30 мужчин и 
26 женщин в возрасте 45—64 лет) с установленной II—III 
стадией рака. Обследованы три биотопа полости рта: поверх-
ность опухоли, окружающие здоровые ткани языка, ротовая 
жидкость до начала противоопухолевой химиотерапии.

Во всех обследуемых группах материал забирали утром 
(8—9 ч) до приема пищи. С поверхности слизистой оболочки 
материал брали стерильным ватным тампоном, помещали в 
транспортную среду Эймса без угля. Ротовую жидкость со-
бирали в стерильные пробирки. В бактериологическую ла-
бораторию доставляли в течение 2 ч. В лаборатории тампон 
помещали в 5 мл стерильного изотонического раствора хло-
рида натрия, затем готовили разведения до 10-3 и засевали на 
плотные питательные среды из разных разведений. Ротовую 
жидкость титровали до 10-3. Для выделения факультативно 
анаэробных и аэробных бактерий использовали среду Эндо, 
стафилококковый агар, стрептококковый агар, лактоагар, 
среду Сабуро. Для культивирования анаэробов использовали 
среды Колумбиа и бифидоагар. Все среды фирмы himedia 
(Индия). Анаэробные условия создавали в анаэростатах при 
помощи газогенераторных пакетов bbl (Oxoid). Культивиро-
вание проводили при температуре 37 °С в течение 24—48 ч. 
Количество колоний выражали в lg КОЕ/см2 или lg КОЕ/мл. 
Группу контроля составили 15 добровольцев без онкопато-
логии, в возрасте 40—52 лет, у которых материал забирали 
с интактной слизистой оболочки полости рта: поверхность 
языка, поверхность щеки, ротовая жидкость.

Степень адгезии микроорганизмов определяли, пользуясь 
средним показателем адгезии (СПА) по методу Брилис В.И. 
(1986), но не на эритроцитах человека О (I) группы rh+, а 
на клетках культуры ткани эпителиального типа линии Нер-2 
(рак гортани) и на клетках слизистой оболочки полости рта.

Антагонистическую активность определяли методом от-
сроченного антагонизма, методом двухслойного агара и по 
капельной методике [12].

Результаты и обсуждение. У обследованных здоровых 
лиц контрольной группы в ротовой жидкости выявлены ми-
кроорганизмы, относящиеся к 5 родам. В 60% случаев высе-
вались стрептококки (4,8 lg КОЕ/мл), в 40% — стафилококки 
(4,6 lg КОЕ/мл), в 30% — нейссерии (3,6 lg КОЕ/мл), в 20% —  
коринебактерии (3,6 lg КОЕ/мл) и грибы рода Candida (3,3 lg 
КОЕ/мл). Микроорганизмы обнаруживали в ассоциациях от 
двух до четырех культур в исследуемой жидкости. Призна-
ки патогенности микрофлоры не выражены, гемолитические 
ферменты обнаружены у 10 и 20% изолятов стафилококков и 
стрептококков соответственно, лецитиназную, плазмокоагу-
лазную, РНК-азную, ДНК-азную активность не выявили.

До начала противоопухолевой химиотерапии у обследо-
ванных пациентов с поверхности опухоли выделены бакте-
рии 13 родов и представители семейства энтеробактерий. В 
87,5% случаев высевались Peptostreptococcus spp., в 62,5% — 
Staphylococcus aureus и Streptococcus spp., в 50% — Candida 

Т а б л и ц а  1
Адгезия микроорганизмов полости рта на эпителиальных 
клетках полости рта

№ п/п Микроорганизмы Средний показатель адгезии

1 Streptococcus bovis 6,06
2 Streptococcus spp. 3,78
3 Staphylococcus epidermidis 7,88
4 S. aureus 7
5 Staphylococcus spp. 4,29
6 Enterococcus aerogenes 5,15
7 Lactobacillus spp. 2,844
8 Bacillus spp. 2,26
9 Bacillus subtilis 4,7
10 Micrococcus spp. 3,2
11 Enterobacteriaceae 4,16
12 Enterobacter sacazaki 4,32
13 Klebsiella pneumoniae 4,7
14 Citrobacter freundii 2,9
15 Candida spp. 1,8
16 C. albicans 2,31
17 Porphiromonas spp. 3,6
18 Peptococcus spp. 5,8
19 Peptostreptococcus spp. 4,54
20 Bacteroides spp. 2,3
21 Actinomyces spp. 2
22 Fusobacterium spp. 4,04
23 Veillonella spp. 2,5
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albicans, в 37,5% — Staphylococcus epidermidis и Bacillus spp., в 
25% — Streptococcus bovis, Enterococcus sacazakii, Peptococcus 
spp., в 12,5% — стрептобациллы, энтеробактерии, цитробакте-
ры, вейлонеллы, бактероиды, бифидобактерии, лептотрихии. 
Микроорганизмы выделялись в ассоциации от 4 до 7 видов. 
Преобладали ассоциации пептострептококков со стрептокок-
ками, стафилококками, C. albicans, бациллами. Наибольшее 
количество микроорганизмов (от 5,17 до 5,76 lg КОЕ/см2) об-
наруживали у самой многочисленной группы бактерий пепто-
стрептококков и стрептококков. В больших количествах (5,17 lg 
КОЕ/см2) встречали редкие микроорганизмы — стрептобацил-
лы, вейлонеллы, бактероиды, бифидобактерии, лептотрихии. 
Количество остальных бактерий составило 2—4 lg КОЕ/см2.

Из окружающей опухоль слизистой оболочки языка у па-
циентов выделены бактерии 12 родов и представители семей-
ства энтеробактерий. В 75% случаев обнаруживали стрепто-
кокки, в 62,5% — S. aureus, в 50% — пептострептококки и 
порфиромонады, в 37,5% — S. epidermidis, C. albicans, в 25% —  
S. bovis, в 12,5% — энтерококки, стрептобациллы, энтеро-
бактерии, цитробактер, пептококки, бациллы, микрококки, 
лактобациллы, фузобактерии. Микроорганизмы выделяли 
в ассоциациях от 4 до 6 штаммов, преобладали ассоциации 
стрептококков с золотистыми стафилококками, пептостреп-
тококками, псевдомонадами, C. albicans, эпидермальными 
стафилококками. В наибольшем количестве (5,17—5,92 lg 
КОЕ/см2) изолировались стрептококки, пептострептококки, 
порфиромонады, пептококки, фузобактерии. В меньшем ко-
личестве (2,94—3,88 lg КОЕ/см2) встречались золотистые и 
эпидермальные стафилококки, энтеробактерии, кандиды, ба-
циллы, микрококки, лактобациллы.

В ротовой жидкости первичных больных выделялись 10 
родов микроорганизмов. В 75% высевались стрептококки, в 
62,5% — пептострептококки, в 50% — стафилококки, канди-
ды, в 37,5% — стрептобациллы, пептококки, в 25% — порфи-
ромонады, бациллы, в 12,5% — энтеробактеры, вейлонеллы, 
бактероиды, микрококки, лактобациллы. Бактерии изолиро-
вали в ассоциации 4—8 культур: стрептококки с пептостреп-
тококками, стафилококками, кандидами, стрептобациллами, 
порфиромонадами, бациллами и др. Все микроорганиз-
мы выделялись в больших количествах (от 4 lg КОЕ/мл до  
7,17 lg КОЕ/мл). Установлено нарастание как видового со-
става микрофлоры, так и ее количества на 1—3 порядка лога-
рифма по сравнению с микробиоценозом здоровых людей.

Адгезивная способность микроорганизмов, выделенных 

Т а б л и ц а  2
Средний показатель адгезии микроорганизмов полости рта 
больных раком языка

№ 
п/п

Культуры микроорганизмов Эпителиаль-
ные клетки 
полости рта

hep-2

1 Streptococcus bovis 53 10,6 5,36
2 Streptococcus bovis 45 11,7 7,72
3 Streptococcus intermedius 11 12 3,56
4 Streptococcus intermedius 5 11,9 5,48
5 Streptococcus oralis 23 12,04 2,6
6 Streptococcus suis 301 10,6 17,84
7 Streptococcus suis 259 8,9 8,32
8 Enterococcus sacazakii 14 5,2 3,72
9 Staphylococcus epidermidis 239 Lecit + 10,72 6,25
10 Staphylococcus epidermidis 228 Lecit + 9,64 5,96
11 Staphylococcus epidermidis 77 5,9 7,48
12 Staphylococcus epidermidis 216 Lecit + 7,5 11,04
13 Staphylococcus xylosus 8 5,4 7,36
14 Staphylococcus xylosus Lecit + 219 7,9 8,44
15 Staphylococcus aureus 3002 7,0 4,16
16 Staphylococcus aureus 3004 10,1 3,12
17 Staphylococcus spp. 303 7,4 5,88
18 Enterococcus aerogenes 5,9 5,28
19 Lactobacillus fermentum 300 7,8 4,61
20 Lactobacillus fermentum 185 6,44 5,64
21 Lactobacillus rhamnosus 197 4,08 4,9
22 Lactobacillus salivarius 259 6,5 5,68
23 E. coli 254 7,04 4,36
24 Citrobacter freundii 31 11,1 9,64
25 Klebsiella pneumoniae 41 6,52 2,8
26 Candida albicans 57 6,92 4,96
27 Candida albicans 155 8,1 5,24
28 Candida albicans 111 7,2 4,77

Т а б л и ц а  3
Антагонистическая активность лактобацилл полости рта больных раком языка к тест-культурам

Штаммы лактобацилл Тест-культуры микроорганизмов, зоны задержки роста, мм

E. coli aTcc 
25922

Staphylococcus 
aureus aTcc 

25923

Candida 
albicans aTcc 

885—653

Pseudomonas 
aeruginosa 

aTcc 27853

Bacillus subtilis 
6633

Salmonella 
typhimurium 

5715

Shigella sonnei 
III № 1908

Lactobacillus spp. 225 0 0 0 0 0 0 0
304/4 0 0 0 0 0 0 0
175 0 0 0 0 0 0 0
L. rhamnosus 197 29 29 0 27 30 0 30
303/3 0 0 0 0 0 0 0
304/3 0 0 0 0 0 0 0
196 0 0 0 0 0 0 0
185 0 0 0 0 0 0 0
259 0 0 0 0 0 0 0
300 0 0 0 0 0 0 0
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из полости рта здоровых людей на эпителиальных клетках, 
представлена в табл. 1.

Как следует из табл. 1, патогенная и условнопатогенная 
микрофлора обладает высокой и реже средней степенью ад-
гезии, нормальная — средней и низкой. У патогенных бакте-
рий Staphylococcus aureus СПА — 7, Streptococcus bovis —  
6,06. У условнопатогенных Staphylococcus epidermidis СПА — 
7,88, Enterococcus aerogenes — 5,15, Peptococcus spp. — 5,8, 
Peptostreptococcus spp. — 4,54, факультативно-анаэробные 
Staphylococcus spp. — 4,29, Klebsiella pneumoniae —  
4,7, Enterobacter sacazaki — 4,32, Citrobacter freundii — 
2,9, другие бактерии семейства Enterobacteriaceae — 4,16, 
Fusobacterium spp. — 4,04, Porphyromonas spp. — 3,6, 
Candida albicans — 2,31.

У представителей нормальной микрофлоры чаще отмеча-
ли среднюю и низкую адгезивность: у Bacillus spp. — 2.26, 
Lactobacillus spp. — 2,84, Actinomyces spp. — 2, Veillonella 
spp. — 2,5, Bacteroides spp. — 2,3, Micrococcus spp. — 3,2, 
Candida spp. — 1,8.

Средний показатель адгезии микроорганизмов
Как следует из табл. 2, СПА мироорганизмов высокий. 

Адгезивная способность условнопатогенной микрофлоры 
отличается на эпителиальных клетках слизистой оболочки 
полости рта и на перевиваемой культуре клеток hep-2. От-
мечается более высокая степень адгезии к нормальным клет-
кам слизистой оболочки, чем к раковым. Только у штаммов 
Streptococcus suis 301, Staphylococcus epidermidis 216 с леци-
тиназной активностью, Staphylococcus xylosus СПА выше на 
культуре клеток hep-2.

Не проявляют антагонизма в отношении тест-культур 
90% лактобацилл полости рта (табл. 3). Антагонистическая 
активность лактобацилл к условнопатогенным микроорга-
низмам, выделенным от больных раком языка, отсутствует. 
Только 10% изолятов лактобацилл проявляют высокий анта-
гонизм в отношении стрептококков, стафилококков, включая 
резистентные к β-лактамам и метициллину, кандид, кроме 
Candida albicans, энтеробактерий. Зона задержки роста со-
ставляет 25—30 мм. Антагонизм энтеробактерий, стафило-
кокков к лактобациллам отсутствует. Стрептококки оказыва-
ют в 10% случаев незначительный антагонизм к лактобацил-
лам (10—12 мм зоны задержки роста). Стафилококки, в том 
числе продуцирующие β-лактамазы и метициллинрезистент-
ные, в 95% случаев являются антагонистами стрептококков. 
Клинические изоляты Candida albicans оказывают антагони-
стическую активность в отношении 90% лактобацилл (16—
35 мм), 20% стрептококков (11—20 мм).

Выводы
1. Высокий средний показатель адгезии к эпителиальным 

клеткам слизистой оболочки полости рта и к раковым клет-
кам линии hep-2 свидетельствует о способности микрофло-
ры больных раком языка к образованию биопленок, в кото-
рых они проявляют свой патогенный потенциал, способствуя 
поддержанию воспалительного процесса.

2. Антагонистическая активность лактобацилл, выделен-
ных из полости рта больных раком языка, практически от-
сутствует, условнопатогенные стафилококки антагонистиче-
ски активны в отношении стрептококков, кандиды угнетают 
лактобациллы.

3. Выделен штамм Lactobacillus rhamnosus, обладающий 
высокой антагонистической активностью к резистентным к 
β-лактамам и метициллину стафилококкам, стрептококкам, 
энтеробактериям, который целесообразно использовать для 
создания пробиотика, используемого в коррекции дисбиоза 
полости рта больных раком языка.

4. Для подавления роста Candida spp. можно применить 
кислоторастворимый хитозан, к которому они чувствитель-
ны в 95—99% случаев [13].

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Кузнецова Э.Э., Горохова в.Г., Богородская С.Л.

МИКРОБИОТА КИшЕЧНИКА. РОЛЬ В РАЗВИТИИ РАЗЛИЧНЫХ ПАТОЛОГИЙ

ФГБНУ «Иркутский научный центр хирургии и травматологии», 664003, г. Иркутск

Микробиота кишечника является неотъемлемой частью каждого индивидуума. Она характеризуется сложной иерархи-
ческой структурой, различными межвидовыми соотношениями. Микрофлора кишечника выполняет ряд жизненно важ-
ных функций, обеспечивая гомеостаз организма. Анализ цитируемых работ показал, что изменение количественного и 
видового состава микробиоты может приводить к возникновению различных патологических состояний (воспалитель-
ные заболевания кишечника, атеросклероз, метаболический синдром, ожирение, сахарный диабет 2-го типа). При дис-
балансе для коррекции метаболических нарушений необходимо учитывать состояние защитных сил организма, а также 
воздействовать на микрофлору кишечника.
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Важнейшее значение в состоянии здоровья и самочув-
ствии человека имеет микрофлора кишечника. Изучение 
микрофлоры (правильнее — микробиоты) кишечника и ее 
симбиотических и патогенных взаимодействий с организ-
мом человека является одной из важнейших областей био-
медицинской науки. Не вызывает сомнения, что микро-
биота человека — метаболический «орган», который не 
только участвует в переваривании пищи, но и выделяет 
различные биологически активные вещества, стимулиру-
ет функции врожденного и приобретенного иммунитета, 
препятствует инвазии патогенных микроорганизмов, вы-
полняет детоксикационную, антиканцерогенную, синтети-
ческую функции [1].

Традиционно считалось, что колонизация желудочно-
кишечного тракта (ЖКТ) микроорганизмами происходит 
после рождения. Исследования последних лет показали, что 

микроорганизмы присутствуют в плаценте, амниотической 
жидкости, пуповинной крови, меконии [2, 3].

Неправильное питание матери во время беременности 
или ребенка в раннем детском возрасте может привести к 
обеднению и дефекту микробиоты кишечника. Предполага-
ют, что окончательное становление так называемого энтеро-
типа или фекотипа начинается с 18 мес. Примерно к 2—3 го-
дам микрофлора претерпевает последние изменения, форми-
руется «взрослая» микробиота, 60—70% которой будет мало 
варьировать на протяжении всей жизни [4].

Предложено выделить определенные энтеротипы по соста-
ву микрофлоры [5]. Всех людей можно разделить на три энтеро-
типа, каждый из которых включает множество видов бактерий, 
вне зависимости от места проживания, состояния здоровья или 
возраста. Исследователи объединили популяции бактерий в 
кластеры, названные согласно доминирующим в них родам.

Первый тип — Bacteroides. Он отличается активностью 
в отношении разложения углеводов, способствует выработке 
витаминов c, b2, b5, h. Предполагают, что этот энтеротип бу-
дет реже страдать атеросклерозом или он проявится в более 
поздние сроки.
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Второй тип — Ruminococcus. Данные бактерии повыша-
ют эффективность всасывания углеводов, а также уровень 
сахара в крови. Представители этого энтеротипа синтезиру-
ют фолиевую кислоту и витамин b1.

Третий тип — Prevotella. Микроорганизмы в процессе 
жизнедеятельности разрушают защитный слизистый покров, 
что, вероятно, предрасполагает к дефектам слизистой обо-
лочки кишечника [5].

Идентификация определенного энтеротипа позволяет 
учитывать особенности обмена веществ и выявлять склон-
ность к тем или иным заболеваниям. При этом необходимо 
учитывать, что микрофлора кишечника каждого человека ин-
дивидуальна и постоянна [6].

Микробиота является высокостабильной экосистемой в 
отсутствие серьезных внешних факторов. По мере старения 
человека стареет и его микрофлора. Недостаточное усвоение 
питательных веществ, связанное с возрастными физиологи-
ческими изменениями, может вести к нарушению состава 
микрофлоры. Снижение всасывания витамина b12, кальция, 
ионов железа способствует развитию атрофического гастри-
та. Снижение моторики ведет к копростазу, запорам, уве-
личению времени прохождения кала по кишечному тракту, 
накоплению белков бактерий и их брожению [7]. Дисбаланс 
между про- и противовоспалительными элементами у пожи-
лых людей ведет к неспецифическому вялотекущему воспа-
лению, называемому inflammaging (возрастное воспаление). 
Оно является основой развития онкологических, аутоиммун-
ных, хронических неинфекционных заболеваний, болезни 
Альцгеймера, атеросклероза, остеоартрита, инсулинорези-
стентности, сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ) [8]. 
Возрастные изменения характеризуются количественным 
увеличением факультативных анаэробов и оппортунистиче-
ских патогенов, повышение числа которых ассоциировано с 
неспецифическим воспалением. При этом уменьшается раз-
нообразие микрофлоры, снижается продукция короткоцепо-
чечных жирных кислот (КЦЖК), секреция муцина, повыша-
ется проницаемость слизистой оболочки для патогенов [9].

Микробиота кишечника может различаться в зависимо-
сти от половых гормонов, что, возможно, опосредованно 
влияет на большой риск развития ССЗ у мужчин [7].

Повышение проницаемости кишечной стенки является 
одним из триггерных факторов развития метаболической 
эндотоксемии. Липополисахарид (ЛПС) грамотрицательных 
бактерий (эндотоксин) попадает в кровь пассивно — через 
ослабленные связи плотных белковых контактов — и актив-
но, связываясь с хиломикронами. Потребление жирной пищи 
способствует такому же механизму развития эндотоксемии 
[10, 11]. Эндотоксемия поддерживает вялотекущее воспале-
ние в организме, влияет на развитие ожирения и других фак-
торов риска ССЗ [12]. На развитие ожирения может также 
влиять уровень КЦЖК. Последние продуцируются некото-
рыми бактериями и воздействуют на проницаемость кишеч-
ной стенки. Физиологические концентрации КЦЖК поддер-
живают трансэпителиальное электрическое сопротивление 
(ТЭС), улучшают барьерную функцию кишки. Увеличение 
их продукции снижает ТЭС, нарушает проницаемость эпите-
лия, оказывает цитотоксическое влияние [13].

Повышенная проницаемость кишечной стенки связана с 
увеличением уровня зонулина — белка, влияющего на плот-
ные контакты, а также участвующего в механизмах ожирения 
и хронического неспецифического воспаления.

Изменения микробиоты кишечника, в частности под дей-
ствием факторов внешней среды, возраста, пищи, приема 
антибиотиков, могут вести к серьезным последствиям, ко-
торые трудно предсказать. Результаты экспериментальных и 
клинических исследований свидетельствуют о том, что на-
рушения баланса микрофлоры кишечника играют большую 

роль в развитии воспалительных заболеваний кишечника, 
атеросклероза, ожирения, метаболического синдрома (МС), 
сахарного диабета (СД) 2-го типа [14].

Представляет интерес изучение влияния микробиоты 
на липидный и углеводный обмен. Состояние микрофлоры 
кишечника воздействует на липопротеиды высокой плотно-
сти (ЛПВП) через индукцию неспецифического воспаления. 
Одним из механизмов этого может быть повышение в крови 
уровня сывороточного амилоидного белка (saa), который 
является медиатором воспаления. Клеточными источника-
ми saa служат эпителиальные клетки и макрофаги толстой 
кишки. Выявлено, что он частично регулируется через сиг-
нальные пути Toll-подобных рецепторов четвертого типа. 
Лигандами последних являются ЛПС грамотрицательных 
бактерий, пептидогликан, липотейхоевые кислоты грампо-
ложительных бактерий и другие их компоненты. Взаимодей-
ствие saa с ЛПВП усиливает захват холестерина из ЛПВП 
макрофагами и ведет к утрате антиатерогенных свойств дан-
ными липопротеидами [15].

Предполагают, что в процесс регуляции углеводного об-
мена могут быть вовлечены КЦЖК, участвующие в метабо-
лизме глюкагонподобного пептида грелина. Последний по-
давляет хроническое неспецифическое воспаление за счет 
активации глюконеогенеза в кишечнике ц-АМФ-зависимым 
путем [16].

В регуляции обмена углеводов участвуют и желчные кис-
лоты. Первичные синтезируются в печени и в составе желчи 
поступают в кишечник, часть из них трансформируется ми-
кробиотой во вторичные желчные кислоты. Последние акти-
вируют секрецию глюкагонподобного пептида-1 l-клетками 
кишечника, который наряду с триглицеридами и глюкозой 
химуса повышает секрецию инсулина, ингибирует секрецию 
соматостатина и глюкагона, усиливает реакцию β-клеток на 
глюкозу. В результате длительности и выраженности указан-
ных процессов снижается чувствительность инсулинзависи-
мых тканей к действию инсулина, развивается инсулиноре-
зистентность, в ходе прогрессирования заболевания снижа-
ется биосинтез инсулина β-клетками поджелудочной железы, 
развивается СД 2-го типа.

Еще одним фактором, связывающим изменение состава 
микробиоты кишечника, является физиологическая актив-
ность эндоканнабиноидной системы (ЭКБС). Она играет 
ключевую роль в метаболизме липидов, глюкозы, жировой 
ткани. Чрезмерная активация ЭКБС ведет к нарушению то-
лерантности к глюкозе, инсулинорезистентности и дислипи-
демии [15].

При МС происходят существенные изменения в соста-
ве кишечного микробиома: увеличивается соотношение 
Firmicutes/Bacteroides, снижается количество бактерий рода 
Bifidobacterium. В возникновении МС большую роль играет 
компонент клеточной стенки всех грамотрицательных бакте-
рий ЛПС, являющийся эндотоксином и одним из самых мощ-
ных индукторов воспаления [17].

В экспериментах на мышах обнаружена прямая связь 
между жировой и высокожировой диетой, ведущей к ожире-
нию, и повышением содержания ЛПС в плазме крови. Это 
подтверждено в различных экспериментальных моделях 
ожирения и СД 2-го типа [18] и при обследовании людей, 
страдающих ожирением и СД 2-го типа [19]. В организме 
человека ЛПС проникает через слизистую оболочку кишеч-
ника в ткани и кровь, где распознается иммунокомпетентны-
ми клетками и вызывает неспецифический иммунный ответ. 
ЛПС активирует альтернативный путь активации комплемен-
та, взаимодействует с рецепторами на макрофагах и клетках 
эндотелия, стимулирует выработку цитокинов острой фазы 
воспаления [20].

В обзоре [17] приведена база данных, подтверждающих 



725

RussIan ClInICal labORaTORy DIagnOsTICs. 2016; 61(10)
DOI 10.18821/0869-2084-2016-61-10-723-726

MICRObIOlOgy

взаимосвязь нарушений в кишечной микробиоте с развитием 
МС, однако многие вопросы требуют дальнейшего изучения, 
такие как влияние диеты на изменение микробиоты, причинно-
следственные отношения, корреляция между составом микро-
флоры тонкой кишки и фекальных образцов и др.

Представляют интерес механизмы влияния кишечной 
микробиоты на прогрессирование атеросклероза [21]. Рас-
сматриваются два пути этого влияния. При ускоренной 
транслокации бактерий кишечника в кровяное русло про-
исходит взаимодействие ЛПС бактерий с липопротеинами 
низкой плотности (ЛПНП), в результате чего изменяется 
липопротеиновый метаболизм. ЛПС индуцирует повреж-
дение эндотелиальных клеток, стимулирует продукцию и 
освобождение супероксидного аниона, окисление ЛПНП. 
Окисленные ЛПНП способствуют выходу цитокинов, таких 
как интерлейкин-1 и фактор некроза опухоли, из макрофагов, 
стимулируя их трансформацию в пенистые клетки, а также 
накоплению в интиме сосудов и в последующем — форми-
рованию атеросклеротической бляшки.

Другой путь — образование триметиламин-n-оксида 
(ТМАО) в процессе метаболизма фосфатидилхолина, по-
ступающего с пищей (яйца, печень, говядина, свинина). В 
кишечнике последний под действием липаз превращается в 
различные метаболиты, в том числе в глицерофосфохолин, 
фосфохолин, холин. В тонкой кишке из холинсодержащих 
питательных веществ под действием микроорганизмов обра-
зуется триметиламин, который быстро окисляется до ТМАО 
печеночными флавинсодержащими монооксигеназами. В 
экспериментальных исследованиях ТМАО повышал способ-
ность макрофагов аккумулировать холестерин, формировать 
пенистые клетки, т. е. вызывал изменения, ассоциирующиеся 
с атеросклерозом [22].

Пока недостаточно данных, подтверждающих роль ми-
кробиоты кишечника в развитии атеросклероза [23]. Если 
определять микроорганизмы только в кале, можно упустить 
из виду очень важную популяцию бактерий, которые адгези-
руются на слизистой оболочке. В состав микробиоты чело-
века входят некультивируемые микроорганизмы, которые не 
могут быть выявлены общепринятыми методами. Считаем, 
что участие микробиоты в развитии кардиоваскулярных за-
болеваний заслуживает пристального внимания и требует 
дальнейшего тщательного изучения.

Необходимо остановиться на нарушениях микробиоце-
ноза кишечника, часто развивающихся у пациентов с хрони-
ческими заболеваниями печени. Микрофлора ЖКТ и печень 
неразрывно взаимодействуют в процессах детоксикации. 
Микробиота в составе биопленки первой контактирует со 
всеми субстанциями, попадающими в организм с водой, пи-
щей, атмосферным воздухом. Она трансформирует химиче-
ские вещества или промежуточные нетоксичные соединения, 
разрушаемые в печени и удаляемые из организма. Снижен-
ная детоксикационная функция микрофлоры при дисбиозе 
кишечника увеличивает нагрузку на ферментные системы 
печени, что способствует возникновению в последней мета-
болических и структурных изменений [24].

Нарушения процессов синтеза и экскреции компонентов 
желчи при заболеваниях печени могут вести к изменению 
видового и количественного состава микробиоты кишечника 
[25]. Итог этого — нарушение функций внутренних органов и 
появление клинических признаков микробного дисбаланса.

Результаты экспериментальных исследований и клини-
ческих наблюдений свидетельствуют о том, что микробио-
та кишечника и нарушение ее баланса могут играть роль и 
в развитии воспалительных заболеваний кишечника (ВЗК). 
При изучении микробного профиля кишечника у пациентов 
с болезнью Крона и язвенным колитом выявили снижение 
уровня бифидо- и лактобактерий, увеличение количества ми-

кроорганизмов, продуцирующих сероводород (Fusobacterium 
spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. и др.). Перечисленные 
микроорганизмы блокируют процесс окисления жирных 
кислот, приводя к энергодефициту в эпителиоцитах, стиму-
лируют выработку провоспалительных цитокинов, ингиби-
руют фагоцитоз и лизис бактериальных клеток [26].

У больных, страдающих ВЗК, отмечается уменьшение со-
держания в кишечнике Firmicutes и Bacteroides, которые явля-
ются основными продуцентами КЦЖК, необходимых для фор-
мирования слизистого барьера, экспрессии плотных контактов 
(клаудина-2), энергообеспечения колоноцитов и регуляции 
иммунного ответа [27]. Чаще при ВЗК в фекалиях выявляется 
инвазивная E. coli, стимулирующая выработку молекул адге-
зии (ceacam 6) [28]. Способностью к адгезии и инвазии в 
большей степени отличаются патогенные микроорганизмы за 
счет наличия у них выростов нитевидной формы, расположен-
ных на полюсах бактериальной клетки, облегчающих проник-
новение микроорганизмов в слизистые оболочки. Интегрины, 
обладающие свойством взаимодействовать с матриксными 
белками (фибринонектином, коллагеном и др.), облегчают 
«приклеивание» бактерий к клеткам-мишеням хозяина. У 42% 
больных с синдромом раздраженного кишечника наблюдалось 
усиление кишечной проницаемости и уменьшение экспрессии 
глутаминсинтетазы. Последняя катализирует превращение 
аммиака и глутамата в глутамин, который служит основным 
источником энергии для быстро делящихся клеток слизистой 
оболочки кишечника. Истощение глутамина ведет к атрофии 
эпителия и последующему увеличению проницаемости эпи-
телиального слоя [28].

С целью поддержания стабильности и нормализации со-
става микробиоты все чаще применяются про- и пребиоти-
ки. В последнее время развивается и другое направление — 
трансплантация фекальной микробиоты от здоровых доноров 
пациентам с различными заболеваниями, она восстанавливает 
нарушенный баланс кишечных микроорганизмов. Изучаются 
возможности аутопробиотической терапии [29, 30].

Проанализированы экспериментальные и клинические 
исследования, посвященные взаимодействию микробиоты с 
кишечной стенкой. Кишечная микрофлора является экстра-
корпоральным органом каждого индивидуума. Она характе-
ризуется сложной иерархической структурой. Микробиота 
выполняет разнообразные функции, зависящие от ее коли-
чественного и видового состава. Нарушение ее баланса мо-
жет приводить к возникновению различных патологических 
состояний (атеросклероз, заболевания сердечно-сосудистой 
системы, ВЗК, СД 2-го типа и др.). При дисбалансе необхо-
димо учитывать защитные силы организма и использовать 
воздействие на микрофлору кишечника для коррекции ме-
таболических нарушений с целью предотвращения развития 
патологий.
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МИКРОБИОЛОГИЧЕСКОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ ГНОЙНОГО ОЧАГА ВОСПАЛЕНИЯ  
У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ОСТЕОМИЕЛИТОМ ДЛИННЫХ ТРУБЧАТЫХ КОСТЕЙ

ФГБУ «РНц вТО им. акад. Г.А. Илизарова Минздрава России», 640014, г. Курган, Российская Федерация

Проанализированы результаты микробиологического исследования патологического материала, взятого из свищей и 
операционных ран у 155 больных хроническим остеомиелитом длинных трубчатых костей в стадии обострения в пе-
риод 2014—2015 гг. Исследовано 126 проб из свищей и 95 проб из ран, выделено соответственно 164 и 102 штамма 
бактерий. Определена микробная обсемененность ран и свищей. Изучен видовой состав микрофлоры. Установлено, что 
в исследуемых группах основным возбудителем по-прежнему остается стафилококк, а приоритетным патогеном — 
Staphylococcus aureus, имеющий незначительные отличия по частоте встречаемости и коэффициенту резистентности. 
MRSA из операционных ран выделялся на 5,6% чаще, чем из свищей. Самое высокое выявление штаммов S. aureus и MRSA 
приходится на 2009—2010 гг. В 2015 г. отмечено самое низкое выявление S. aureus при относительно высоком уровне 
выявления MRSA. С помощью диско-диффузионного D-теста проведено определение резистентности к клиндамицину 
индуцибельного типа 17 штаммов S. aureus, устойчивых к эритромицину и чувствительных к клиндамицину. Индуци-
бельная резистентность к клиндамицину для штаммов из операционных ран составила 62,5%, что почти в 3 раза выше, 
чем у штаммов, выделенных из свищей. Важную роль в хронизации остеомиелита длинных трубчатых костей играют 
грамотрицательные микроорганизмы (E. coli, энтеробактеры, P. aeruginosa и др.), частота обнаружения которых в 
операционных ранах составляет 22,5%, в свищах — 17,1%.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический остеомиелит; стафилококки; коэффициент антибиотикорезистентности; инду-
цибельная резистентность к клиндамицину; метициллинрезистентные штаммы.
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The article presents analysis of results of microbiological study of pathologic samples from fistula and surgical wounds of 155 
patients with chronic osteomyelitis of long bones in the period of exacerbation of disease during2014-2015. In totality, 126 samples 
from fistula and 95 samples from wounds were analyzed. Correspondingly, 164 and 102 strains of bacteria were separated. 
The microbial contamination of fistula and wounds was established. The species composition of microflora was analyzed. It is 
established that in the analyzed groups the main agent still continues to be staphylococcus and priority pathogen Staphylococcus 
aureus differing slightly in rate of occurrence and coefficient of resistance. MRSA was separated up to 5.6% more often from 
surgical wounds than from fistula. The highest detection rate of strains S. aureus and MRSA falls on 2009-2010. In 2015, the 
lowest detection rate of S. aureus was marked with relatively high rate of detection of MRSA. The disk diffusion D-test was applied 
to determine resistance of inducible type to Clindamycin of 17 strains of S. aureus resistant to Erythromycin and sensitive to 
Clindamycin. The inducible resistance to Clindamycin for strains from surgery pounds made up to 62.5% that is three times higher 
than in case of strains separated from fistula. The important role in development of chronic of osteomyelitis of long bones is played 
by Gram-negative microorganisms (E. coli, Enterobacter, P. aeruginosa, etc.). The rate of detection of these microorganisms in 
surgery wounds makes up to 22.5% and 17.1% in fistula.
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Введение. Проблема гнойных осложнений в травматоло-
гических клиниках продолжает оставаться актуальной. Ча-
стым осложнением является развитие остеомиелита (до 15% 
случаев). Остеомиелит верхних конечностей наблюдается в 
9%, нижних конечностей — в 15% случаев, переходя в хро-
ническую форму при неадекватном лечении острой инфек-
ции у 40% больных [1].

После открытых переломов остеомиелит диагностируется 
в 3—24% наблюдений и в 1—7% случаев после оперативного 
лечения закрытых переломов. Рецидивы остеомиелита отме-
чаются у 20—30% больных, приводя к функциональной не-
полноценности конечности в 10,3—57% наблюдений [2, 3].

В литературе встречаются различные данные об этиоло-
гической структуре хронического остеомиелита. Расширение 
видового спектра микрофлоры, способной играть этиологи-
ческую роль в развитии хронического остеомиелита, и повы-
шение антибиотикорезистентности возбудителей указывают 
на необходимость проведения микробиологического монито-
ринга, осуществления инфекционного контроля и совершен-
ствования тактики применения антибиотиков в стационарах.

Цель: выявление основных возбудителей и их антибио-
тикорезистентности у больных хроническим остеомиелитом 
длинных трубчатых костей в рамках микробиологического 
мониторинга возбудителей гнойной инфекции.

Материал и методы. Проанализированы результаты 
микробиологического исследования патологического мате-
риала, взятого у 155 больных хроническим остеомиелитом 
длинных трубчатых костей в стадии обострения в период 
2014—2015 гг. Возраст пациентов составлял от 19 до 76 лет. 
Среди обследованных больных 129 мужчин и 26 женщин. 
В качестве объекта исследования использовано отделяемое 
свищей (в дооперационном периоде) и операционных ран 
(во время операции). Исследования выполняли культураль-
ным методом на плотных питательных средах: 5% кровяном 
агаре, желточно-солевом агаре, среде Левина. Посевы инку-
бировали в течение 20—24 ч в cO2-инкубаторе.

Микробиологические исследования включали определе-
ние общего микробного числа (в КОЕ/мл), видовую иден-
тификацию микроорганизмов и формирование антибио-
тикограммы, которые проводились в соответствии с обще-
принятыми рекомендациями при помощи баканализатора 
«Walkaway-40 plus» («siemens»).

Согласно рекомендациям, в набор тестируемых пре-
паратов для стафилококков входили бензилпенициллин, 
эритромицин, тетрациклин, клиндамицин, оксациллин, 
гентамицин, ципрофлоксацин, рифампицин, ванкомицин, 
линкомицин. Анализ данных по антибиотикочувствитель-
ности исследуемых штаммов осуществлялся при помощи 
аналитической компьютерной программы WhOneT 5,6. 
Условный коэффициент резистентности для каждого штам-
ма Staphylococcus aureus, выделенного из свищей и очага 
воспаления, рассчитывали по формуле: K = r/n, где K — 
коэффициент резистентности, r — число антибиотиков, 
к которым резистентен исследуемый штамм, n — общее 
количество тестируемых антибиотиков [4]. Для статисти-
ческой обработки использовали программное обеспечение 
«attestat 1.0» [5].

Результаты и обсуждение. При обследовании больных 
хроническим остеомиелитом длинных трубчатых костей взя-
то 126 проб из свищей и 95 проб из ран; выделено соответ-
ственно 164 и 102 штамма бактерий. Микробная обсеменен-
ность, составляющая ≥1×105 КОЕ/мл, выявлена в 74,4% проб 
из свищей и в 45,3% проб из ран.

Анализ полученных данных показал как сходство, так и 
различия в составе возбудителей хронического посттравма-
тического остеомиелита в зависимости от места забора мате-
риала. В исследуемых группах в настоящее время основным 

возбудителем остается стафилококк, приоритетным патоге-
ном — S. aureus.

Наши исследования подтверждаются данными литерату-
ры о наибольшей значимости S. aureus при инфекции мягких 
тканей, раневой инфекции, остеомиелите [6—8].

Микробный пейзаж свищей и операционных ран у боль-
ных хроническим остеомиелитом длинных трубчатых костей 
представлен на рис. 1. S. aureus, будучи основным патоге-
ном, чаще выявлялся из свищей (59,1%), реже — из опера-
ционных ран (55,9%). Коагулазонегативные стафилококки  
(S. hominis, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. auricularis, S. capitis,  
S. hyicus, S. simulans, S. warneri, S. saprophyticus, S. cohnii) 
чаще высевались из операционных ран и составляли 18,3% 
против 14,7% (S. hominis, S. haemolyticus, S. epidermidis,  
S. hyicus, S. cohnnii) — из свищей.

Из операционных ран чаще выявлялись грамотрица-
тельные микроорганизмы, стрептококки, энтерококки. Ви-
довой состав кокков представлен Streptococcus pyogenes, 
Enterococcus faecium, E. faecalis.

Грамотрицательные микроорганизмы, играющие важную 
роль в хронизации остеомиелита, встречались в отделяе-

Рис. 1. Частота выявления различных групп микроорганиз-
мов у больных с хроническим остеомиелитом длинных труб-
чатых костей.

Рис. 2. Резистентность Staphylococcus aureus у больных с 
хроническим остеомиелитом длинных трубчатых костей.
П р и м е ч а н и е :  бензилпенициллин (pen), эритромицин (ery), те-
трациклин (Tcy), клиндомицин (clI), оксациллин (OXa), гентамицин 
(gen), ципрофлоксацин (cIp), рифампицин (rIf).
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мом свищей в 17,1% случаев, в отделяемом операционных 
ран — в 22,5%. Неферментирующие бактерии (Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Moraxella sp.) чаще 
высевались из операционных ран (10,8%), чем из свищей  
(P. aeruginosa, Burkholderia cepacia — 5,5%). Энтеробактерии 
имели одинаковый процент выявления, их видовой состав в 
обеих группах представлен Escherichia coli, Proteus mirabilis, 
Klebsiella pneumoniae. Из отделяемого свищей выявлены Ser-
ratia marcescens, из операционных ран — Enterobacter cloa-
cae, Citrobacter freundii.

Антибиотикограммы клинических изолятов S. aureus из 
свищей и операционных ран представлены на рис. 2. Между 
клиническими штаммами S. aureus из свищей и операцион-
ных ран имелись несущественные различия в устойчивости 
к антибактериальным препаратам. Все выделенные штаммы 
S. aureus имели высокий процент резистентности к действию 
пенициллина (74,8% — из свищей, 84,5% — из операцион-
ных ран), низкий процент резистентности к рифампицину 
(11 и 8,6%, соответственно). Частота встречаемости мети-
циллинрезистентных S. aureus (mrsa) составляла 23,7% из 
свищей и 29,3% из операционных ран. S. aureus сохраняет 
хорошую чувствительность к гентамицину, клиндамицину, 
эритромицину, тетрациклину, ципрофлоксацину. Резистент-
ных к ванкомицину и линкомицину штаммов не выявлено.

Проведено определение индуцибельной резистентности к 
клиндамицину у 17 штаммов S. aureus, устойчивых к эритро-

мицину и чувствительных к клиндамицину индуцибельного 
типа, с помощью постановки диско-диффузионного D-теста 
(рис. 3) [9, 10]. Индуцибельная резистентность к клиндами-
цину составила 22,2% у клинических изолятов из свищей и 
62,5% — у изолятов из операционных ран.

С использованием коэффициента резистентности проана-
лизированы изменения антибиотикорезистентности S. aureus, 
выделенных из отделяемого свищей и из операционных ран. 
Определяя коэффициент резистентности, который варьирует 
от 0 до 1, можно судить об относительной интегральной ре-
зистентности микроорганизма.

Средние коэффициенты показателей резистентности 
штаммов, выделенных из отделяемого свищей (0,266 ± 0,03) 
и из операционных ран (0,265 ± 0,03), находились практиче-
ски на одном уровне. Выявлен невысокий коэффициент ре-
зистентности S. aureus к исследуемым препаратам, не имею-
щим между собой достоверных различий.

Проведен мониторинг выделения S. aureus из патологи-
ческого материала свищей и операционных ран и его рези-
стентности к метициллину за период 2005—2015 гг. (рис. 4).

Самый высокий процент выявленных штаммов S. aureus 
и mrsa приходится на 2009—2010 гг. В 2015 г. отмечен са-
мый низкий процент выявления S. aureus при относительно 
высоком уровне mrsa. Мониторинг резистентности к ме-
тициллину S. aureus у данной категории больных в предше-
ствующий период (1990—2000 гг.) показал, что ее уровень 
существенно не повысился [11].

Заключение. Как приоритетный патоген для обеих групп 
пациентов S. aureus продемонстрировал незначительные 
различия по частоте встречаемости и по коэффициенту ре-
зистентности. 10-летний мониторинг показал, что самое низ-
кое выявление S. aureus приходится на 2015 г. — при относи-
тельно высоком уровне mrsa. Микробная обсемененность 
операционных ран по сравнению со свищами на 29,1% ниже, 
частота встречаемости mrsa на 5,6% выше. Индуцибельная 
резистентность к клиндамицину штаммов из операционных 
ран составила 62,5%, что почти в 3 раза больше, чем у штам-
мов из свищей.

Важную роль в хронизации остеомиелита играют гра-
мотрицательные микроорганизмы (E. coli, энтеробактеры,  
P. aeruginosa и др.), частота обнаружения которых в отделяе-
мом из операционных ран составляет 22,5%, а в отделяемом 
из свищей — 17,1%.

Изучение этиологической структуры хронического осте-
омиелита и мониторинг антибиотикорезистентности возбу-
дителей с последующей разработкой схемы антибиотикоте-
рапии помогут принимать обоснованные решения как при 
консервативном, так и при хирургическом лечении остео-
миелита.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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Актуальность вирусных гепатитов в настоящее время 
очевидна и практически не нуждается в дополнительной ар-
гументации. Противоэпидемические мероприятия, направ-
ленные на профилактику указанных инфекций, реализуются 
на государственном уровне в соответствии с федеральным 
законодательством [1] и регламентированы рядом специаль-
ных документов [2]. Общее количество публикаций в РИНЦ, 
посвященных различным аспектам проблемы вирусных ге-
патитов, только за последние 5 лет достигло 2186. Методоло-
гическая база для ранней диагностики вирусных гепатитов 
более чем внушительна [3]. Однако прогнозы по заболевае-
мости и смертности от парентеральных вирусных гепатитов 
на ближайшее десятилетие неутешительны [4].

Вместе с тем в настоящее время в стране созданы прак-
тически все условия для существенного улучшения ситуации 
с ранней диагностикой парентеральных вирусных гепатитов,  
и прежде всего на уровне поликлинического звена оказания 
медицинской помощи. Для этого достаточно систематизации 
накопленных знаний и формирования единого алгоритма 
этиологической диагностики данной группы заболеваний, 
которые могут составить основу соответствующих протоко-
лов обследования.

Логику такого алгоритма определяет идеология поэтап-
ного сужения круга поиска изначально неизвестной причины 
заболевания, которая включает следующие смысловые ста-
дии диагностического процесса:

1. «Гепатит?»
2. «Гепатит вирусный?»
3. «Гепатит вирусный активный?»
Крайне важным для практического применения предла-

гаемого алгоритма является единая трактовка используемых 
при этом понятий. В частности:

• «гепатит» — воспалительная патология печени вне за-
висимости от этиологии;

• «вирусный гепатит» (син. «инфицированность») — вос-
палительная патология печени лабораторно верифицирован-
ной вирусной природы;

○ «активный вирусный гепатит» (син. «рецидив основно-
го заболевания инфицированного») — воспалительная пато-
логия печени, обусловленная репродукцией вируса и сопро-
вождающаяся лабораторно верифицированной вирусемией;

○ «неактивный вирусный гепатит» (син. «ремиссия 
основного заболевания инфицированного») — состояние 
инфицированного вирусом человека вне лабораторно вери-
фицированной репродукции вируса и воспалительной актив-
ности в печени.

На первом диагностическом этапе (1. «Гепатит?») для 
оценки вероятности вирусных гепатитов и степени заинте-
ресованности гепатобилиарной системы учитываются эпи-
демиологические (переливание цельной крови/плазмы, гемо-
диализ и др.), клинические (синдромы: астеновегетативный, 
мезенхимально-воспалительный и др.), лабораторные (уров-
ни сывороточных трансаминаз и др.) и инструментальные 
(УЗИ печени и др.) данные.

Наличие предварительных данных в пользу гепатита и 
его эпидемиологически возможной вирусной природы явля-
ется основанием для установления факта инфицированности 

Т а б л и ц а  1
Наиболее информативные маркеры для лабораторий, имеющих 
в своем арсенале как ИФА, так и ПЦР 

Заболевание 2-й этап — инфицирован-
ность ИФА

3-й этап — ак-
тивность ПЦР

Вирусный гепатит b anti-hbe Igg ДНК
anti-hbc Igg

Вирусный гепатит c anti-hcV Igg РНК
Вирусный гепатит D anti-hDV Igg РНК
Вирусный гепатит g суммарные anti-hgV 

(Igg, Igm)
РНК

Вирусный гепатит TT Валидированные тест-
системы отсутствуют

ДНК

Вирусный гепатит sen Валидированные тест-
системы отсутствуют

ДНК

П р и м е ч а н и е. anti-hbe Igg — антитела к hbe-антигену 
вируса гепатита b; anti-hbc Igg — антитела к hbc-антигену вируса 
гепатита b; anti-hcV Igg — антитела к вирусу гепатита c (скри-
нинг, подтверждение); anti-hDV Igg — антитела к вирусу гепатита 
D; суммарные anti-hgV — антитела к вирусу гепатита g.

Т а б л и ц а  2
Наиболее информативные маркеры для ИФА-лабораторий 

Заболевание 2-й этап — инфици-
рованность ИФА

3-й этап —  
активность ИФА

Вирусный гепатит b anti-hbe Igg
anti-hbc Igg

hbsag или hbeag 
или anti-hbc Igm

Вирусный гепатит c anti-hcV Igg anti-hcV Igg к 
неструктурным 

белкам
anti-hcV Igm

Вирусный гепатит D anti-hDV Igg hDV ag
Вирусный гепатит g суммарные anti-

hgV (Igg, Igm)
Валидированные 
тест-системы от-

сутствуют
Вирусный гепатит TT Валидированные 

тест-системы от-
сутствуют

Валидированные 
тест-системы от-

сутствуют
Вирусный гепатит 
sen

Валидированные 
тест-системы от-

сутствуют

Валидированные 
тест-системы от-

сутствуют
П р и м е ч а н и е. anti-hbe Igg — антитела к hbe-антигену 

вируса гепатита b; hbsag, hbeag — антигены вируса гепатита b; 
anti-hbc Igg/anti-hbc IgМ — антитела к hbc-антигену вируса гепа-
тита b; anti-hcV Igg/anti-hcV Igm — антитела к вирусу гепатита 
c; anti-hDV Igg — антитела к вирусу гепатита D; hDV ag — анти-
ген вируса гепатита D; суммарные anti-hgV — антитела к вирусу 
гепатита g.
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тем или иным вирусом парентерального гепатита (2-й этап, 
«Вирусный гепатит (b, c, D, g, TT или sen)»).

На втором диагностическом этапе (2. «Гепатит вирус-
ный?») оптимальным и совершенно достаточным является 
однократное обнаружение в сыворотке крови обследуемого 
специфических иммуноглобулинов (Ig) класса g или сум-
марных иммуноглобулинов (Igg, Igm) иммунофермент-
ным методом (за исключением вирусных гепатитов TT и 
sen). Достоверность результата подтверждается более чем 
3-кратным превышением порогового значения оптической 
плотности (коэффициент позитивности КП более 3). Выяв-
ление на данном этапе иммуноглобулинов класса М неце-
лесообразно ввиду их низкой аффинности (специфичности) 
на фоне высокой авидности, что сводит на нет их лабора-
торное значение в качестве видоспецифичных маркеров 
инфицированности. Общепринятое мнение о том, что Igm 
являются самыми ранними маркерами инфицированности, 
трудно признать верным, поскольку не учитывается инкуба-
ционный период заболевания, продолжительность которого 
— например, при гепатите b, — может достигать 6 мес. В 
этой связи маловероятна ситуация, когда находящийся в ор-
ганизме инфицированного вирус на протяжении полугода 
не инициирует поликлональной активации иммунокомпе-
тентных клеток, в том числе продуцирующих специфиче-
ские Igg.

На 3-м диагностическом этапе (3. «Гепатит вирусный 
активный?») у инфицированных оценивается активность 
вирусного гепатита, которая определяется репродукцией ви-
руса и обязательно сопровождается вирусемией. Наиболее 
информативным способом обнаружения вирусемии является 
детекция вируса в плазме крови методом полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР). Обязательным условием такого исследо-
вания является использование плазмы с ЭДТА [5, 6]. На дан-
ном этапе информативность выявления вирусных антигенов 
в сыворотке крови инфицированного иммуноферментным 
методом достаточна высока, что также служит безусловным 
подтверждением вирусемии. Косвенным свидетельством ре-
продукции вируса и активности вирусного гепатита является 
обнаружение Igm, которые ввиду их низкой специфичности 
целесообразнее рассматривать в качестве белков острой фа-
зы, аналогичных С-реактивному белку.

Решение задач, определяющих этапность обследования, 
зависит от инструментальных возможностей диагностиче-
ской лаборатории и соответственно выявляемых маркеров 
инфицированности и активности. Перечень лабораторных 
аналитов, обязательных для полноценной лабораторной диа-
гностики парентеральных вирусных гепатитов в лаборатори-
ях, имеющих в своем арсенале как ИФА, так и ПЦР, приведен 
в табл. 1, а в лабораториях, располагающих лишь ИФА, — в 
табл. 2. Другие иммунологические методы не рассматрива-
ются в связи с технологическими ограничениями (чувстви-
тельность, специфичность).

Безусловно, на практике предложенный алгоритм суще-
ственно увеличивает продолжительность исследования,  хотя 
на то есть ряд весомых оснований. В частности, пациентам 
с впервые диагностированными парентеральными вирусны-
ми гепатитами крайне необходимо определенное время для 
психологической адаптации, «привыкания к мысли» о том, 
что в ближайшем будущем серьезно изменится вся система 
межличностных взаимоотношений в семье и т.д. Практика 

показывает, что в первый момент в таких ситуациях слова 
врача служат слабым утешением для инфицированного, от 
желания которого участвовать в процессе реабилитации за-
висит очень многое, вплоть до эффективности противоэпи-
демических мероприятий и рисков инфицирования для окру-
жающих.

Вне зависимости от вышесказанного даже в случае одно-
этапного комплексного лабораторного обследования на па-
рентеральные вирусные гепатиты предложенный алгоритм 
позволяет быстро и однозначно интерпретировать получен-
ные диагностические данные и обеспечивает максимально 
информативный минимум лабораторных исследований.
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