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Булгакова С.В., Тренева Е.В., Захарова Н.О.

ГИПОВИТАМИНОЗ D У ПОЖИЛЫХ: СВЯЗЬ С САРКОПЕНИЕЙ И ДЕМЕНЦИЕЙ  
(ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

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

Рост численности в мировой популяции людей пожилого и старческого возраста провоцирует интерес к процессам и 
механизмам, ведущим к старению и возраст- ассоциированным заболеваниям. Гиповитаминоз D распространен у гери-
атрических пациентов и предложен рядом авторов в качестве причины таких заболеваний, как деменция и саркопения. 
Данный обзор литературы посвящен анализу роли витамина D в развитии вышеуказанных заболеваний, их профилактике 
и лечении.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  витамин D; головной мозг; саркопения; деменция; старение, обзор.
Для цитирования: Булгакова С. В., Тренева Е. В., Захарова Н. О. Гиповитаминоз D у пожилых: связь с саркопени-
ей и деменцией (обзор литературы). Клиническая лабораторная диагностика. 2021;66 (1): 5-9. DOI: http://dx.doi.
org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-5-9
Bulgakova S.V., Treneva E.V., Zakharova N.O.
HYPOVITAMINOSIS D IN THE ELDERLY: RELATIONSHIP WITH SARCOPENIA AND DEMENTIA  
(REVIEW OF LITERATURE)
Samara State Medical University, 43099, Samara, Russia
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Ввиду увеличения ожидаемой продолжительности 
жизни, старение и приводящие к нему механизмы, стали 
центральной проблемой научных исследований. Наряду 
с физиологическими изменениями, вызванными старе-
нием, существуют и патологические, увеличивающие 
риск развития заболеваний, инвалидности и смерти.

В процессе старения все органы и системы физио-
логически снижают свои функции. Поддержание здоро-
вья в пожилом и старческом возрасте является одной из 
важнейших задач современной медицины. Среди хрони-
ческих состояний, серьезно влияющих на качество жиз-

ни пациентов, наиболее частыми являются заболевания, 
нарушающие подвижность и когнитивные функции, а 
именно саркопения и деменция, входящие в синдром 
старческой астении (ССА) [1-3]. В связи с этим, выявле-
ние факторов риска, ведущих к «здоровому» или «пато-
логическому (хрупкому)» старению, имеет основопола-
гающее значение для понимания физиопатологических 
механизмов, приводящих к ССА и разработки профи-
лактических и лечебно-диагностических мероприятий. 

Термин «саркопения» характеризуется снижением 
как мышечной массы, так и мышечной силы («динапе-
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ния»), что приводит к ухудшению физической работо-
способности [2]. В литературе представлены различные 
диагностические критерии саркопении. Тем не менее, 
одним из наиболее часто используемых в клинической 
практике критериев диагностики является алгоритм, 
разработанный Европейской рабочей группой по сарко-
пении у пожилых людей (EWGSOP) [4]. 

Согласно данным EWGSOP, предполагаемая распро-
страненность саркопении у пожилых людей мировой 
популяции составляет 10–40% [5]. Ожидается, что, из-за 
увеличения продолжительности жизни, число пациен-
тов с саркопенией вырастет до более чем 200 миллионов 
в следующие 40 лет [6].

Саркопения снижает качество жизни лиц пожилого и 
старческого возраста и увеличивает расходы на здраво-
охранение [2]. В связи с чем, правильная идентификация 
факторов риска, приводящих к данной патологии, важна 
для выявления этих пациентов и организации профилак-
тических мероприятий. 

Кроме того, у людей гериатрического возраста отме-
чен рост распространенности когнитивных нарушений 
[3]. Наиболее частой формой деменции является бо-
лезнь Альцгеймера (БА). Во Всемирном отчете по бо-
лезни Альцгеймера за 2018 г. говорится о том, что почти 
50 млн человек во всем мире страдают деменцией, а в 
эпидемиологическом прогнозе ожидается, что к 2050 г. 
эти цифры возрастут до 152 миллионов [7]. 

Гиповитаминоз D широко распространен среди лиц 
пожилого и старческого возраста и был предложен в ка-
честве одного из причинных механизмов развития сар-
копении и деменции [6]. Тем не менее, диагностические 
критерии определения уровня витамина D, как низкого, 
неодинаковы у различных научных обществ и стран. 
Большинство ученых и клиницистов считает адекват-
ным уровень витамина D выше 75 нмоль/л [6]. В Рос-
сийской Федерации выраженным дефицит витамина D 
принято считать при показателях менее 10 нг/мл (менее 
25 нмоль/л), дефицит витамина D – 10-20 нг/мл (25-50 
нмоль/л), недостаточность витамина D – 20-30 нг/мл 
(50-75 нмоль/л), адекватные уровни витамина D – 30 нг/
мл и более (75 нмоль/л и более) [8].

Метаболизм витамина D регулируется кожей, пече-
нью и почками. Роль солнечного света в этом процес-
се играет важную роль, так как на выработку витамина 
D3 в коже, вызванную ультрафиолетовым излучением 
(UVB), приходится 80–90%, тогда как с пищей (жир-
ная рыба, яйца, обогащенное молоко и растительные 
продукты) поступает лишь 10–20% витамина D3 от его 
суточной потребности. UVB превращает 7-дегидрохо-
лестерин в превитамин D, который затем переходит в 
холекальциферол (или витамин D3). Холекальциферол 
впоследствии связывается с витамин D-связывающим 
глобулином, и этот комплекс транспортируется в печень, 
где гидроксилируется в 25-гидроксивитамин D3 (или 25 
(OH) витамин D) – основную циркулирующую форму. 
25 (OH) витамин D подвергается окончательному ги-
дроксилированию в проксимальных канальцах почки 
с образованием 1,25 дигидроксивитамина D3 или каль-
цитриола, биологически активной формы. Кальцитри-
ол взаимодействует с рецепторами витамина D (VDR) 
в ядрах клеток с последующей активацией кальциевых 
каналов [9]. 

Синтез витамина D зависит от ряда факторов таких, 
как воздействие солнечного света, применение солнце-
защитного крема, пигментация кожи, функция почек и 

печени. У людей пожилого и старческого возраста гипо-
витаминоз D обусловлен снижением способности кожи 
синтезировать холекальциферол из его предшественни-
ка 7-дегидрохолестерина и низкой экспрессией VDR, 
что играет взаимно отягощающую роль [6]. В связи с 
этим, статус витамина D в этой группе населения и воз-
можность его влияния на развитие возраст-ассоцииро-
ванных заболеваний, являются актуальными для иссле-
дований. Данный обзор литературы посвящен анализу 
взаимосвязи гиповитаминоза D и развитием саркопении 
и когнитивных нарушений у лиц старших возрастных 
групп.

Витамин D и мышечная ткань. VDR экспресси-
руются в мышечных волокнах человека, особенно на 
ранних стадиях их развития, и снижаются при созре-
вании. In vitro было продемонстрировано, что витамин 
D играет важную роль в развитии мышечной ткани, по-
скольку миобласты могут дифференцироваться в мио-
циты благодаря сигналу, поступившему с VDR. Помимо 
геномных эффектов, витамин D обладает негеномными 
эффектами, играющими непосредственную роль в со-
кращении мышц, в связи с его участием в регуляции 
работы мембранных кальциевых каналов [10]. Так, ви-
тамин D, в зависимости от своего уровня, увеличивает 
приток кальция в цитоплазму мышечных клеток в тече-
ние нескольких минут [11] путем активации двух киназ, 
а именно c-Src и PI3K [12]. Активация PI3K приводит 
к повышению уровня инозитолтрифосфата (IP3) и диа-
цилглицерина (DAG). IP3 индуцирует вытеснение каль-
ция из саркоплазмы, в то время как DAG в цитозоле, на-
ряду с кальцием, является ключевым компонентом акти-
вации протеинкиназы C (PKC). PKC взаимодействует с 
кальциевыми каналами, расположенными на клеточной 
мембране, приводя к большему притоку кальция в цито-
золь. Кальций связывается с комплексом тропонин-тро-
помиозин, что вызывает сокращение мышечных клеток 
[13]. 

Влияние витамина D на мышечную ткань подтвер-
дили экспериментальные модели мышей, нокаутиро-
ванные по VDR. Так, у нулевых VDR мышей мышечная 
масса уменьшается, а волокна имеют меньший диаметр 
по сравнению с однопометными животными дикого ти-
па [14].

Кроме того, развитие мышечной ткани нарушено у 
VDR нулевых мышей. Эти мыши экспрессируют транс-
крипционные факторы, характерные для ранней ста-
дии развития мышечных волокон, такие как myf5, E2A 
и миогенин в течение более длительного периода, что 
позволяет предположить, что VDR является ключевым 
фактором правильного роста и созревания мышечных 
клеток. Кроме того, действие витамина D на развитие 
мышечной ткани не зависит от его влияния на уровень 
кальция в крови, что было продемонстрировано у нуле-
вых по VDR мышей с нормальным содержанием каль-
ция в крови [14].

Помимо участия в развитии мышечной ткани, вита-
мину D отводится роль в контроле мышечной атрофии. 
Так, витамин D участвует в деградации мышечного бел-
ка посредством контроля АТФ-убиквитин-зависимой 
системы. У крыс было продемонстрировано значитель-
ное увеличение убиквитинирования белка при дефиците 
витамина D [15]. 

У людей роль витамина D в нормальном функцио-
нировании мышечной ткани подтверждается рядом ис-
следований. Так, C.M. Girgis и соавт. [16] показали, что 
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у пациентов с мутациями VDR или тяжелой недостаточ-
ностью витамина D наблюдаются генерализованная мы-
шечная атрофия и мышечная недостаточность, которые 
появляются даже до изменений костного метаболизма. 
Ряд авторов обнаружили, что в более старшем возрас-
те дефицит витамина D тесно связан со снижением мы-
шечной массы и функции, что позволяет предположить 
роль гиповитаминоза D в развитии саркопении [17, 18]. 
Исследование с участием более 4000 лиц пожилого воз-
раста показало, что у пациентов с уровнем витамина D 
ниже, чем 30 нмоль/л имеются более вероятные нару-
шения мышечной функции со снижением физической 
работоспособности и мышечной силы, но без повы-
шенного риска падений [19]. D.K. Houston и соавт. [20] 
в исследовании Invecchiare in Chianti (InCHIANTI) с 
участием 966 человек (средний возраст 75 лет) показали 
достоверную связь между уровнем витамина D, мышеч-
ной силой (определена с помощью динамометрии) и фи-
зической активностью (оценена с использованием теста 
timed up and go, тестов на равновесие). У лиц с уровнем 
витамина D в сыворотке крови ниже 25 нмоль/л, пока-
затели физической активности были ниже, чем у лиц с 
уровнем выше 25 нмоль/л. Мышечная сила по данным 
динамометрии была также значительно выше у пациен-
тов с уровнем витамина D выше 50 нмоль/л, чем у паци-
ентов с уровнем ниже этого порога [20].

Исследование Progetto Veneto Anziani (Pro.VA) с уча-
стием 2694 пожилых пациентов, из которых 1597 жен-
щин и 1097 мужчин, средний возраст 74 года, показало, 
что у 40% женщин и 20% мужчин уровень витамина D в 
сыворотке крови был ниже 50 нмоль/л, который ассоци-
ировался с низкой скоростью ходьбы и мышечной силой 
независимо от пола [21].

Доказано, что повышенная мышечная атрофия, свя-
занная с дефицитом витамина D, характеризуется сни-
жением толерантности к физической нагрузке, наруше-
нием морфологии мышечной ткани, что проявляется в 
низкой площади поперечного сечения мышечных воло-
кон и нарушении сокращения быстрых волокон [22]. 

В связи с тем, что экспрессия VDR увеличивается 
после мышечного повреждения, было высказано пред-
положение о том, что витамин D может играть роль в 
регенерации мышечной ткани, что особенно важно у па-
циентов с саркопенией [16].

Таким образом, приведенные выше данные убеди-
тельно доказывают исключительно важную роль вита-
мина D в нормальном функционировании мышечной 
ткани. 

Тем не менее, роль препаратов витамина D в восста-
новлении мышечной массы и функций еще предстоит 
доказать. Мета-анализ и систематические обзоры ли-
тературы позволили обнаружить лишь незначительное, 
часто статистически не значимое, улучшение мышечной 
силы при добавлении витамина D, совместно с препара-
тами кальция и физическими упражнениями [23].

Анализ рандомизированных, плацебо-контролируе-
мых клинических исследований показал значительную 
гетерогенность пациентов, исходных уровней витамина 
D, доз препаратов витамина D и методов, используемых 
для измерения мышечной силы и массы, что затрудняет 
сравнение научных работ. Хотя возрастное население 
само по себе является очень разнородной группой, более 
точный отбор лиц для исследования позволит выяснить 
роль препаратов витамина D в профилактике и лечении 
саркопении у лиц пожилого и старческого возраста.

Более того, в ряде исследований были высказаны 
предположения, свидетельствующие о том, что введе-
ние большого болюса холекальциферола в прерыви-
стом режиме (150 000 МЕ каждые 3 месяца) не только 
не предотвращает падения, но, напротив, повышает их 
риск, а также является неэффективным для улучшения 
минеральной плотности костной ткани и ее метаболиз-
ма [24, 25]. Данные факты можно объяснить тем, что 
люди, включенные в эти исследования, были без гипо-
витаминоза D и получали лечение в дозах, значитель-
но превышающих рекомендованные в стандартах [26]. 
Следовательно, из этих работ можно сделать выводы о 
том, что большие дозы витамина D, вводимые без по-
казаний, могут нанести вред.

Роль кальция в мышечных сокращениях сомнения 
не вызывает. Тем не менее, рандомизированные клини-
ческие исследования не показали влияния препаратов 
кальция на мышечную силу у молодых спортсменов 
женского и мужского пола [27]. Кроме того, у пожилых 
женщин прием йогуртов, обогащенных витамином D 
(200 МЕ) и кальцием (400 мг), два раза в день, не увели-
чивал скорость ходьбы [28].

Витамин D и когнитивные функции. Доказатель-
ства того, что VDR также экспрессируется в центральной 
нервной системе (ЦНС) и ЦНС сама способна синтези-
ровать кальцитриол благодаря экспрессии 25-гидрокси-
лазы и 1α-гидроксилазы, выдвинули предположение о 
том, что витамин D может играть роль в сохранении и 
улучшении когнитивных функций [29].

Крысы с БА и низким уровнем витамина D теряли 
свои когнитивные способности быстрее, чем группа кон-
троля. Более того, у мышей с низким уровнем витамина 
D увеличивается выработка амилоида-β (Aβ), образова-
ние амилоидных бляшек, как это обычно наблюдается 
у пациентов, страдающих болезнью Альцгеймера [30]. 
У трансгенных мышей, которые самопроизвольно на-
капливают Aβ и страдают БА, диета с дополнительным 
включением холекальциферола, способна уменьшить 
образование амилоидных бляшек за счет усиления кли-
ренса амилоида и таким образом улучшить когнитивные 
функции [31].

Механизмы, с помощью которых витамин D умень-
шает накопление Aβ и образование амилоидных бляшек, 
не совсем ясны. Было высказано предположение о том, 
что витамин D увеличивает клиренс Aβ через гематоэн-
цефалический барьер, увеличивая его отток от голов-
ного мозга, как при геномном, так и при негеномном 
действии [32]. Более того, на культурах корковых ней-
ронов in vitro показано, что витамин D непосредственно 
участвует в продукции Aβ и может подавлять его экс-
прессию. Ряд генов, играющих роль в патогенезе БА, со-
держат в своих последовательностях элемент, отвечаю-
щий на витамин D [33]. Эти гены не активируются, если 
дефицит витамина D возникает во время роста [34]. Тем 
не менее, не было доказано, что гиповитаминоз D во 
время роста может влиять на когнитивные способности 
во взрослой жизни [6].

Несмотря на данные, полученные in vitro и на жи-
вотных моделях, влияние витамина D на когнитивные 
функции остается до конца не ясным. Предполагается, 
что эта взаимосвязь сложна и опосредована через взаи-
модействие витамина D с другими гормонами, такими, 
как эстроген и инсулин [31]. Транскриптомный анализ 
неокортекса у мышей, здоровых и больных БА, показал, 
что лечение витамином D влияет на процессы воспале-
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ния, иммунный ответ, нейротрансмиссию, сосудистые и 
гормональные изменения, что свидетельствует о плейо-
тропных эффектах витамина D [31].

Ряд исследований показал, что более низкие уровни 
витамина D связаны с ухудшением когнитивных функ-
ций у пациентов, страдающих когнитивными нарушени-
ями [32, 33]. Кроме того, у пожилых людей, предъявляю-
щих жалобы на дефицит памяти без диагноза деменции, 
гиповитаминоз D был связан с более низкой умственной 
гибкостью [34]. С другой стороны, J. Maddock  и соавт. 
[35] не выявили никаких доказательств того, что гипови-
таминоз D может быть причиной когнитивного дефици-
та в среднем или более позднем возрасте.

Тем не менее, из-за гетерогенности анализируемых 
групп и используемых методов оценки когнитивных 
функций сложно провести сравнительный анализ иссле-
дований.

Данные о взаимосвязи витамина D и когнитивных 
функций, полученные в исследованиях на животных и 
людях, спровоцировали интерес к анализу возможно-
сти применения препаратов витамина для предотвра-
щения снижения когнитивных функций. Тем не менее, 
результаты различных научных работ трудно сравнивать 
в связи с тем, что используемые протоколы исследова-
ний (группы пациентов, препараты витамина D, схемы 
лечения от одной дозы до 18 недель) в значительной 
степени разнородны, не дают четкого представления о 
роли витамина D в патогенезе и лечении деменции Так,  
J.K. Dhesi и соавт. [36] использовали эргокальциферол 
в качестве одной внутримышечной инъекции 600 000 
МЕ, R. Przybelski и соавт. [37] применяли пероральный 
эргокальциферол по 50 000 МЕ три раза в неделю в тече-
ние четырех недель,  A.J. Dean и соавт. [38] – перораль-
ный холекальциферол по 5000 МЕ ежедневно, тогда как  
J.A. Pettersen и соавт. [39] использовали перораль-
ный холекальциферол в двух разных дозах 4000 МЕ и  
400 МЕ ежедневно в течение 18 недель. Кроме того, чис-
ленность, возрастной состав (пожилые и молодые), со-
циальный статус (проживающие дома в семье и в домах 
престарелых) групп были разными. Статус витамина D 
у людей, включенных в исследование, также отличался: 
в исследовании  J.K.Dhesi и соавт. [36] пациенты были 
только с дефицитом витамина D, в то время как в других 
работах – с дефицитом и без [37, 38]. Кроме того, дизайн 
исследований различен: так, в двух работах использо-
валась плацебо-контролируемая группа [36, 38], а в  
других – нет [37, 39].

А.М. Goodwill и соавт. [40] в систематическом обзо-
ре отметили, что у 314 пациентов не обнаружено значи-
тельных улучшений когнитивных функций на фоне при-
ема витамина D. С другой стороны, исследование J.A. 
Pettersen и соавт. [39] показало эффект высоких доз хо-
лекальциферола (4000 МЕ/сут) для улучшения зритель-
ной памяти у пожилых с низким уровнем витамина D. 

Кроме того, рандомизированное плацебо-контроли-
руемое клиническое исследование применения витами-
на D вместе с кальцием у здоровых пожилых женщин 
показало, что йогурты, обогащенные низкими дозами 
витамина D (200 МЕ) и кальция (400 мг), съедаемые 
два раза в день, помогают в поддержании когнитивных 
функций [28].

Таким образом, хотя витамин D может играть роль 
в развитии мозга и в поддержании когнитивных функ-
ций, данных, полученных в ходе интервенционных ис-
следований, недостаточно для указания того, что прием 

витамина D, даже в высоких дозах, может быть полезен 
для пациентов с нарушением когнитивных функций. 
Данные о совместном применении препаратов кальция 
и витамина D недостаточны для включения в рекомен-
дации. Необходимы дальнейшие исследования.

Прогрессивное увеличение продолжительности жиз-
ни связано с постоянным увеличением числа возраст-
ассоциированных заболеваний, оказывающих большое 
влияние на качество жизни пациентов и постоянно уве-
личивающие расходы системы здравоохранения. Гипо-
витаминоз D связан со старением и с возраст-ассоции-
рованными заболеваниями. Несмотря на то, что четкий 
патогенетический механизм все еще до конца не ясен, 
связь между низким уровнем витамина D и саркопени-
ей и деменцией в настоящее время бесспорна. Тем не 
менее, имеющихся исследований недостаточно, чтобы 
рекомендовать витамин D для лечения этих двух забо-
леваний.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.
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ФУНКЦИОНАЛЬНОЕ СОСТОЯНИЕ ГИПОТАЛАМО-ГИПОФИЗАРНО-ГОНАДНОЙ 
СИСТЕМЫ У ЗДОРОВЫХ МУЖЧИН С РАЗНЫМ АДАПТАЦИОННЫМ ПОТЕНЦИАЛОМ

ФГБУН Федеральный исследовательский центр комплексного изучения Арктики имени академика Н.П. Лавёрова 
Уральского отделения РАН,163000, г. Архангельск, Россия

Характеристика функции системы кровообращения организма с точки зрения его способности адаптироваться к ус-
ловиям среды включает определение адаптационного потенциала. Цель исследования − дополнить представление об 
адаптационном потенциале в аспекте его сопряжённости с показателями системы гипоталамус-гипофиз-гонады у 
здоровых мужчин, проживающих в климатических условиях Арктической зоны Российской Федерации. В исследовании 
участвовали 94 практически здоровых мужчины. Сывороточные уровни гормонов системы гипоталамус-гипофиз-го-
нады определяли методом иммуноферментного анализа. Доля мужчин с удовлетворительной адаптацией составила 
67 %. К маркёрам роста напряжения адаптационных механизмов можно отнести понижение уровней тестостерона, 
секс-стероидсвязывающего глобулина и значения индекса тестостерон/эстрадиол. Показано, что у лиц с 4-й степенью 
адаптационного потенциала происходит подавление активности систем гипофиз-гонады и гипофиз-кора надпочечни-
ков, участвующих в поддержании системы кровообращения, что может быть связано со снижением резервов синте-
за гормонов данных систем. Рост напряжения адаптационных механизмов системы кровообращения происходит при 
снижении уровней анаболических гормонов и одновременном повышении уровня эстрадиола в качестве компенсаторной 
реакции для сохранения функции сердечно-сосудистой системы. Установлено, что при продвижении на север, за грани-
цу полярного круга у мужчин, проживающих в экстремальных климатических условиях, отмечается рост напряжения 
адаптационных механизмов системы кровообращения. Результаты исследования показывают отрицательную корреля-
цию адаптационного потенциала со значениями тестостерона, секс-стероидсвязывающего глобулина и индекса тесто-
стерон/эстрадиол. Напряжение адаптационных механизмов системы кровообращения при снижении уровня половых 
гормонов можно рассматривать как маркёр дизадаптационных изменений при нарушении экологического благополучия.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  адаптационный потенциал; тестостерон; секс-стероид-связывающий глобулин; индекс тесто-
стерон/эстрадиол; мужчины.

Для цитирования: Молодовская И.Н. Функциональное состояние гипоталамо-гипофизарно-гонадной системы у 
здоровых мужчин с разным адаптационным потенциалом.  Клиническая лабораторная диагностика. 2021;66 (1): 10-14.   
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-10-14
Molodovskaya I.N.
FUNCTIONAL STATE OF THE HYPOTHALAMUS-PITUITARY-GONAD AXIS IN HEALTHY MEN WITH 
VARIOUS ADAPTATION POTENTIAL 
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Введение. Настоящая работа является продолжением 
исследований адаптационного потенциала и функцио-
нальной активности системы гипоталамус-гипофиз-го-
нады у здоровых мужчин, постоянно проживающих на 
разных территориях Европейского севера [1, 2]. Изуче-
ние адаптационных реакций различных систем организ-
ма человека, проживающего в дискомфортных условиях 
Европейского Севера и подвергающегося воздействию 
неблагоприятных климатических факторов окружаю-
щей среды, остается актуальной темой экологической 
физиологии. Адаптация к климатогеографическим усло-
виям севера достигается путём перестроек таких функ-
циональных систем, как эндокринная и система крово-
обращения. Важным индикатором адаптационных реак-
ций является состояние системы кровообращения, для 
оценки которого используют предложенное Р.М. Баев-
ским [3] определение адаптационного потенциала (АП) 
– комплексного показателя, основанного на регрессив-
ных взаимоотношениях частоты сердечных сокращений 
(ЧСС), систолического (САД) и диастолического (ДАД) 
артериального давления, возраста (В), массы тела (МТ) 
и роста (Р). Интерес представляет определение уровней 
половых гормонов, обладающих ангиопротекторными 
свойствами, у людей, проживающих на севере в зависи-
мости от уровня АП. 

Сердечно-сосудистые заболевания являются одной 
из наиболее распространенных причин смерти среди 
населения экономически развитых стран мира. Хотя 
сердечно-сосудистые заболевания затрагивают оба по-
ла, они чаще встречаются у мужчин и приводят к сокра-
щению их средней продолжительности жизни. В тече-
ние многих лет это различие ошибочно приписывалось 
негативным эффектам тестостерона. Тем не менее, в 
настоящее время имеется большое количество фактиче-
ских данных, свидетельствующих о том, что этот гор-
мон может оказывать защитное действие на сердечно-
сосудистую систему, и что низкие уровни тестостерона 
могут быть связаны с повышенным риском сердечно-
сосудистых заболеваний и увеличением заболеваемости 
и смертности у мужчин [4, 5]. Низкий уровень общего 
тестостерона в сыворотке является обычным явлением 
среди стареющего мужского населения и связан с небла-
гоприятными сердечно-сосудистыми факторами риска, 
включая атерогенный липидный профиль, ожирение и 
инсулинорезистентность, а его распространенность со-
ставляет 30% среди мужчин в возрасте старше 60 лет 
[6]. На молекулярном уровне тестостерон модулирует 
экспрессию регуляторных белков, участвующих в гли-
колизе, синтезе гликогена и метаболизме липидов и 
холестерина [7]. Ряд клинических исследований свиде-
тельствует о том, что тестостерон может обеспечивать 
защитную роль в развитие сердечно-сосудистых заболе-
ваний у мужчин [8 – 10]. Ранние работы, посвящённые 
изучению механизмов адаптации организма к суровым 
климатическим условиям высоких широт, сообщают о 
повышении уровней анаболических половых стероидов 
(тестостерона, прогестерона) с увеличением длительно-

сти проживания на севере [11]. Известно, что прогесте-
рон снижает кровяное давление, ингибирует коронар-
ную гиперактивность и обладает мощными сосудорас-
ширяющими и натрийуретическими эффектами [12, 13].

Согласно литературным данным, основным стеро-
идом, обладающим ангиопротекторными свойствами, 
является эстрадиол, синтезируемый из тестостерона с 
помощью фермента ароматазы, чью активность в тканях 
описывают индексом тестостерон/эстрадиол. Защитные 
эффекты эстрадиола для сердечно-сосудистой системы 
опосредованы не только биологическими эффектами са-
мого эстрадиола, воздействующего на ядерные рецепто-
ры сердечных клеток (миоциты, фибробласты), эндоте-
лиальных и гладкомышечных клеток сосудов, но также 
и эффектами его биологически активных метаболитов 
[14]. Хотя эстрадиол индуцирует вазопротекторные эф-
фекты по нескольким механизмам, включая изменения 
концентрации липопротеинов в плазме (снижение уров-
ней липопротеинов низкой плотности (ЛПНП), умень-
шение образования окисленных ЛПНП, повышение 
уровней липопротеинов высокой плотности), гемоста-
тические факторы, наиболее важным эффектом эстра-
диола является сосудорасширяющее действие на сосу-
дистую сеть, приводящее к снижению артериального 
давления [15].

Цель работы – дополнить представление об АП в 
аспекте его сопряжённости с показателями системы ги-
поталамус-гипофиз-гонады у здоровых мужчин, прожи-
вающих в климатических условиях Арктической зоны 
Российской Федерации. 

Материал и методы. Проведено аналитическое по-
перечное неконтролируемое исследование с участием 
94 мужчин, постоянно проживающих в г. Архангельске 
(Архангельская область 64°32ʼс.ш.), в возрасте от 22 до 
60 лет, средний возраст мужчин составил 36,7 ± 1,03 лет 
(среднее ± стандартная ошибка среднего). Анкетирова-
ние, забор крови из локтевой вены и врачебный осмотр, 
на основании которого делали вывод о состоянии здо-
ровья обследуемых, проводили в утренние часы. Ис-
следование проводилось в соответствии с документом 
«Этические принципы медицинских исследований с 
участием людей», указанном в Хельсинкской деклара-
ции Всемирной медицинской ассоциации 1964 г., кото-
рая была пересмотрена в 2013 году. Все обследованные 
лица заполняли стандартный опросник для сбора све-
дений о возрасте, образовании, профессии, националь-
ности, употреблении табачных и алкогольных изделий, 
занятиях спортом, уровне доходов, благоустроенности 
жилья, перенесенных заболеваниях. Письменное ин-
формированное согласие было получено от всех участ-
ников исследования.

Чтобы получить комплексное представление о функ-
циональной активности эндокринной системы в усло-
виях холодного климата, методом иммуноферментного 
анализа на планшетном автоматическом анализаторе 
«ELISYS Uno» (Human, Германия) в сыворотке крови 
определяли содержание лютропина (ЛГ), фоллитропина 
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(ФСГ), пролактина, тестостерона, эстрадиола, прогесте-
рона, кортизола с использованием наборов фирмы «Hu-
man GmbH» (Германия) и секс-стероидсвязывающего 
глобулина (СССГ) − «DRG Instruments GmbH» (Герма-
ния). За физиологически оптимальные значения при-
нимали предлагаемые нормативы для соответствующих 
коммерческих тест-наборов. Для оценки ароматазной 
активности в периферических тканях рассчитывали ин-
декс тестостерон/эстрадиол. 

Было выдвинуто предположение о том, что реактив-
ность изучаемого звена эндокринной системы будет 
изменяться в зависимости от напряжённости системы 
кровообращения, определяемой путём расчета адапта-
ционного потенциала с использованием формулы, пред-
ложенной Р.М. Баевским и А.П. Берсеневой [3]: 

АП = 0,011(ЧСС) + 0,014(САД) + 0,008(ДАД) + 
0,014(В) + 0,009(МТ) – 0,009(Р) – 0,27.

Согласно данным Р.М. Баевского выделяют следую-
щие степени АП:

1) хорошая адаптация (АП < 2 усл. ед.);
2) удовлетворительная адаптация (АП=2,10 усл. ед.) 

– достаточные функциональные возможности системы 
кровообращения;

3) функциональное напряжение механизмов адапта-
ции (АП = 2,11–3,20 усл. ед.);

4) неудовлетворительная адаптация (АП = 3,21–4,30 
усл. ед.) – снижение функциональных возможностей си-
стемы кровообращения с недостаточной, приспособляе-
мой реакцией к нагрузкам;

5) срыв адаптации (АП > 4,30 усл. ед.) – резкое сни-
жение функциональных возможностей системы кро-
вообращения с явлением срыва механизмов адаптации 
целостного организма.

Для выявления клинических признаков андрогенно-
го дефицита использовали опросник симптомов старе-
ния мужчины (AMS – Aging Males’ Symptoms), согласно 
которому выраженность андрогенного дефицита син-
хронно возрастает с повышением тяжести субъективно 
воспринимаемых жалоб, указанных в 17 вопросах [16]. 
Симптомы дефицита андрогенов считаются невыражен-
ными при суммарном количестве баллов от 17 до 26, 
слабовыраженными – от 27 до 36 баллов, средней вы-
раженности – от 37 до 49 баллов, выраженными – при 
сумме баллов более 50.

Статистический анализ собранных данных про-
водили с применением пакета прикладных программ 
STATISTICA  10.0. Полученные выборки проверялись 
на нормальность распределения по критерию Шапиро-
Уилка. В связи с тем, что была установлена частичная 
асимметрия рядов распределения, использовались ме-
тоды непараметрической статистики с определением 
медиан и 10-90 процентильных интервалов изучаемых 
признаков в группах. Проводили сравнение групп с ис-
пользованием U-критерия Манна-Уитни и исследование 
связей признаков с применением рангового коэффици-
ента корреляции Спирмена. Статистически значимыми 
считались изменения при вероятности ошибочного при-
нятия нулевой гипотезы p < 0,05.

Результаты. Анализ состояния адаптации системы 
кровообращения показал, что для обследованной части 
мужской популяции г. Архангельска медиана значений 
АП составила 2,8 (2,3-3,2) усл. ед., что соответствует 
функциональному напряжению механизмов адаптации 
и относится к донозологическим состояниям. Вторая 
степень АП (удовлетворительная адаптация) характер-

на для 2-х обследованных лиц, третья (функциональное 
напряжение механизмов адаптации) – 78-ми, четвёртая 
(неудовлетворительная адаптация) – 14-ти, при этом от-
сутствуют лица с хорошей адаптацией и срывом адап-
тации. 

Распространённость симптомов андрогенодефици-
та в г. Архангельске по данным опросника AMS соста-
вила 56%, при этом среднее значение баллов согласно 
опроснику AMS для обследованной выборки мужчин 
составило 29,8, что соответствует слабовыраженным 
симптомам андрогенодефицита. У лиц с удовлетвори-
тельной адаптацией (2 степень АП) симптомы дефицита 
андрогенов не выражены, в то время как для мужчин с 
3 и 4 степенью напряжения адаптационного потенциала 
характерны слабовыраженные симптомы андрогеноде-
фицита. 

Интерес представляло определение отличий эндо-
кринного профиля у мужчин в зависимости от степени 
АП. В группе лиц с неудовлетворительной адаптацией 
(4-й степенью АП) по сравнению с группой лиц с функ-
циональным напряжением механизмов адаптации (3-й 
степенью АП) статистически значимо ниже значения 
ЛГ, прогестерона, кортизола, тестостерона, СССГ, ин-
декса тестостерон/эстрадиол (см.таблицу).

В результате корреляционного анализа установлено, 
что АП мужчин г. Архангельска отрицательно коррели-
рует со значениями тестостерона (r=-0,4; p<0,01), СССГ 
(r=-0,4; p<0,01), тестостерон/эстрадиол (r=-0,4; p<0,01). 

Обсуждение. Учитывая защитные эффекты анабо-
лических стероидов прогестерона и тестостерона в де-
ятельности сердечно-сосудистой системы [7], снижение 
их уровней у лиц с 4-й степенью АП следует рассма-
тривать как неблагоприятный признак, сочетающийся 
с напряжением механизмов адаптации. Таким образом, 
можно предположить, что напряжение адаптационного 
потенциала системы кровообращения соотносится со 
снижением уровней мужских половых гормонов при 
одновременном нарастании ароматазной активности в 
тканях, приводящей к повышению уровня эстрадиола в 
периферической крови. В то же время снижение уровня 
кортизола при повышении АП может указывать на сни-
жение резервов и синтеза стероидных гормонов.

Корреляционный анализ позволяет предположить, 
что напряжение адаптационных механизмов системы 
кровообращения, происходящее при снижении уровней 
тестостерона и СССГ, можно рассматривать в качестве 
маркёра дизадаптационных изменений не только со сто-
роны сердечно-сосудистой, но и со стороны эндокрин-
ной системы на фоне повышения риска нарушения эко-
логического благополучия населения, что может быть 
проявлением «биологической платы» при проживании 
в экстремальных условиях севера. В то же время, на-
пряжение АП происходит сонаправленно с повышением 
ароматазной активности тканей, на что указывает от-
рицательная корреляционная связь АП с индексом те-
стостерон/эстрадиол. Такая повышенная ароматизация 
тестостерона в эстрадиол приводит к естественному 
повышению уровня последнего, играющего ключевую 
роль в обеспечении защиты от сердечно-сосудистых за-
болеваний.

Раннее исследование адаптационного потенциа-
ла у мужчин с. Несь (Ненецкий автономный округ,  
66°39’ с.ш.), расположенного на границе Северного по-
лярного круга в 298 километрах от г. Архангельска, проде-
монстрировало похожий результат снижения уровня про-
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гестерона в крови при повышении АП [1]. В сравнении с 
настоящим исследованием, в более ранней работе было 
показано значительное напряжение АП среди обследо-
ванных представителей мужской популяции Заполярного 
района. Так, для 35 обследованных мужчин с. Несь ха-
рактерно функциональное напряжение механизмов адап-
тации, для 14 − неудовлетворительная адаптация, для 2 − 
срыв адаптации, при этом отсутствовали лица с хорошей 
и удовлетворительной адаптацией. Подобные отличия 
распространённости различных степеней АП у предста-
вителей Заполярного (п. Несь) и Приполярного (г. Ар-
хангельск) районов могут указывать на рост напряжения 
адаптационных механизмов системы кровообращения у 
мужчин, проживающих в экстремальных климатических 
условиях, при продвижении на север.

Выводы
1. У лиц с 4-й степенью АП происходит подавление 

активности систем гипофиз-гонады и гипофиз-кора над-
почечников, участвующих в поддержании системы кро-
вообращения, что может быть связано со снижением 
резервов синтеза гормонов данных систем.

2. Яркими маркёрами роста напряжения адаптацион-
ных механизмов являются понижение уровней тестосте-
рона, СССГ и значения индекса тестостерон/эстрадиол.

3. Напряжение АП приводит к снижению уровней 
анаболических гормонов при одновременном повы-
шении уровня эстрадиола в качестве компенсаторной 
реакции для сохранения функции сердечно-сосудистой 
системы.

4. При продвижении на север за границу полярного 
круга у мужчин, проживающих в экстремальных клима-
тических условиях, отмечается рост напряжения адап-
тационных механизмов системы кровообращения.
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П р и м е ч а н и е . Ме – медиана значений признака; 10%-90% – перцентильный интервал; р  – уровень значимости различий. 
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Исследование выполнено у 9 онкологических больных с сепсисом. Клинический анализ крови больных с сепсисом сопрово-
ждался лейкемоидной реакцией нейтрофильного типа, с появлением в дифференциальном счёте лейкоцитов молодых 
клеток (миелоцитов, метамиелоцитов). По литературным данным показано, что при тяжелом сепсисе локальная ин-
фекция сопровождается системной активацией нейтрофилов (НФ). При этом чрезмерная активация и расположение 
НФ в микроциркуляторном русле, особенно ее молодых форм и образования внеклеточных сетей-ловушек (NETs), может 
способствовать патологическим проявлениям полиорганной недостаточности и тромбозам. 
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The study was performed in 9 cancer patients with sepsis. A clinical blood test of patients with sepsis was accompanied by a 
neutrophilic leukemoid reaction, with the appearance in the differential count of white blood cells of young cells (myelocytes, 
metamyelocytes). According to the literature, it is shown that in severe sepsis, a local infection is accompanied by systemic of 
neutrophil activation (NF). Moreover, excessive activation and location of NF in the microvasculature, especially its young forms 
and the formation of extracellular trap networks (NETs), can contribute to pathological manifestations of multiple organ failure 
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Введение. Сепсис характеризуется системной вос-
палительной реакцией на инфекцию с признаками по-
лиорганной недостаточности [1,2]. Полиорганная не-
достаточность является серьезной угрозой выживанию 
пациентов с сепсисом и активным воспалением [3]. В 

последнее время в качестве одного из ведущих  патоге-
нетических факторов развития сепсиса рассматривают-
ся дисфункция клеток иммунной системы и дисбаланс 
цитокинов, приводящие к повреждению эндотелия и 
обусловливающие развитие синдрома системного вос-
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палительного ответа. При тяжелом сепсисе локальная 
инфекция сопровождается системной активацией ней-
трофилов (НФ) [4]. НФ крови играют важную роль в 
формировании противоинфекционного иммунитета. 
Они являются активным и многочисленным эффектив-
ным звеном врожденной иммунной системы, который 
защищает организм от инфицирования патогенными 
микроорганизмами [5].

В то же время чрезмерная активация НФ на фоне 
воспаления при сепсисе в микроциркуляторном русле, 
подавление НФ адаптивного иммунитета может способ-
ствовать развитию синдрома полиорганной недостаточ-
ности (Multiple organ disfunction) и вызвать выраженную 
иммуносупрессию [6, 7].

Целью работы явилось исследование лейкоцитарной 
формулы, морфологических особенностей НФ перифе-
рической крови, анализ основных функций на основе 
собственных исследований, проведенных ранее, и дан-
ных литературы у онкологических больных в процессе 
развития гнойно-септических инфекций.

Материал и методы. Проведено исследование кли-
нического анализа крови: WBC; дифференциальный 
счет НФ; детальный анализ морфологии НФ. Исследо-
вание выполнено у 9 онкологических больных: рак же-
лудка – 3; рак поджелудочной железы – 3; рак почки – 1 
и рак легкого – 2. Больные госпитализированы с сепси-
сом в отделение реанимации клиники Центра в 2019 г. 
повторно, после проведения экстренной операции (7-11 
сутки). Диагноз соответствовал международным крите-
риям тяжелого сепсиса. Исследование проведено в 1-3-и 
сутки после установления сепсиса. У больных выявлена 
II-, III- и IV-я стадии заболевания, в каждой группе по 3 
человека. Возраст 46-75 лет (медиана 70 лет), из них 3 
женщины и 6 мужчин. В качестве контрольной группы 
исследование аналогичных показателей крови проведе-
но у 25 здоровых лиц. (сотрудники, доноры). Лейкоци-
тарную формулу и анализ морфологии НФ исследовали 
с помощью микроскопа фирмы LEICA (США).

Статистическую обработку полученных данных про-
водили с использованием программных пакетов MS-EX-
CEL, BIOSTAT, Version 4.03. Для оценки достоверности 
результатов использовали t–критерий Стьюдента. Про-
веденные исследования выполнялись в соответствии с 
принципами Хельсинской Декларации, разработанной 
Всемирной медицинской ассоциацией.

Результаты и обсуждение. Известно, что в нор-
мальной лейкоцитарной формуле, при дифференциаль-
ном подсчете НФ периферической крови составляют 48-
78%, и это самая многочисленная часть лейкоцитарной 
фракции. Жизненный цикл НФ начинается в костном 
мозге, где происходит дифференцировка и созревание 
НФ до зрелых форм. Перед поступлением в кровь, зре-
лые НФ проводят до 5 дней в синусах костного мозга, 
где происходит их дозревание и формирование костно-
мозгового резерва. Клеточность которого чрезвычайно 
высокая и превышает количество НФ в периферической 
крови в 10-20 раз. Для НФ костный мозг не только орган 
репродукции – это и депо, где сосредоточен огромный 
резерв зрелых НФ, готовых по первому требованию вы-
йти в кровеносное русло (при острых бактериальных 
инфекциях, токсическом, септическом, лучевом воздей-
ствиях [8, 9]. 

В норме в сосудистое русло выходят немногочислен-
ные палочкоядерные формы (1-6%) и большое количе-
ство сегментоядерных НФ (48-72%). Они отличаются 

друг от друга только морфологическим строением ядра. 
Следует отметить, что продолжительность существова-
ния НФ именно в виде их палочкоядерной разновидно-
сти невелика – они быстро превращаются в зрелые сег-
ментоядерные элементы в сосудистом русле. В процессе 
созревания НФ меняется их иммунофенотипическая 
характеристика. На поверхности мембран появляются 
макромолекулы, выявляемые МКА: CD33, CD13, CD18, 
CD11a, CD11b, CD11c, CD16 и т.д. [10]. Более молодые 
клетки (бласты, промиелоциты миелоциты, метамиело-
циты) в периферической крови не встречаются, они не 
могут пройти через костномозговой барьер. Появление 
в кровеносном русле единичных промиелоцитов, мие-
лоцитов, метамиелоцитов у больных с сепсисом может 
свидетельствовать или о снижении запаса зрелых НФ в 
депо костного мозга, или об угнетении функциональной 
активности костного мозга на фоне бактериальной ин-
фекции [11].

В отсутствии инфекции НФ не активны, они нахо-
дятся в состоянии покоя, циркулируя в крови и форми-
руя два пула: пристеночный и сосудистый. При этом 
длительность жизни циркулирующих НФ в крови со-
ставляет от нескольких часов до нескольких суток. При 
появлении воспалительного сигнала от бактерий и ци-
токинов (интерлейкины, интерфероны, факторы некро-
за опухолей), НФ активируются и быстро, в массовом 
количестве, покидают кровоток, преодолевая барьер из 
эндотелиальных клеток сосудов, и колонизируют очаг 
инфекции в тканях [9, 10, 12].

Нейтрофилез с ядерным сдвигом вправо (увеличение 
сегментоядерных НФ, уменьшение или исчезновение 
палочкоядерных НФ), как правило, говорит о хорошей, 
адекватной защитной реакции костномозгового кровет-
ворения на инфекцию или воспалительный процесс и 
о благоприятном течении заболевания. Появление ней-
тропении и иммунодефицитных состояний у пациентов 
с тяжелыми бактериальными инфекциями является ил-
люстрацией и доказательством важности антимикроб-
ной функции НФ. В современной клинической практике 
диагностика и лечение тяжелых инфекций осложняются 
генерализацией течения, сопровождающейся системны-
ми реакциями и сепсисом [9, 11, 13].

В нашем исследовании клинический анализ крови 
больных с сепсисом сопровождался лейкемоидной ре-
акцией нейтрофильного типа (см.таблицу). Количество 
WBC значительно превышало норму у большинства из 
них, с колебаниями в широких пределах от 2,5 до 41,9 
x109/л, среднее значение составило (21,2±4,3) x109/л 
(р<0,001). В лейкоцитарной формуле отмечался как от-
носительный, так и абсолютный нейтрофилёз (р<0,01). 
У одного больного (рак легкого; Ша стадия; метаста-
зы в лимфоузлы средостения; 71 год) выявлена лейко-
пения (WBC=2,5x109/л), с абсолютной нейтропенией 
(1,7x109/л), что свидетельствовало о снижении костно-
мозгового резерва НФ в синусах костного мозга этого 
больного. Среди НФ отмечалось значительное количе-
ство молодых форм (миелоцитов, метамиелоцитов, па-
лочкоядерных). Нейтрофилез с выраженным сдвигом 
формулы крови влево в сочетании с небольшим лейко-
цитозом или лейкопенией, как правило, свидетельствует 
о тяжелом течении патологического процесса и плохой 
сопротивляемости организма.

При оценке диагностической и прогностической 
значимости нейтрофильного сдвига важно определить 
процентное соотношение незрелых и зрелых форм НФ. 
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Для этого рассчитывают ядерный индекс сдвига НФ—
отношение содержания миелоцитов, метамиелоцитов и 
палочкоядерных к сегментоядерным НФ. В норме ядер-
ный индекс сдвига НФ равен 0,05–0,1. У онкологиче-
ских больных с сепсисом ядерный сдвиг влево был зна-
чительно выше нормы и в среднем по группе, составлял 
0,53±0,08 с колебаниями значений от 0,2 до 0,9. (см.та-
блицу). В современных гематологических анализаторах 
(типа Sysmex XE-2100) он определяется автоматически, 
обозначается IG (Immature Granulocytes) и в норме равен 
0,1-0,4 [11]. 

Нейтрофилез с дегенеративным ядерным сдвигом 
влево, который проявляется увеличением незрелых 
форм НФ и появлением в периферической крови, как в 
нашем случае, у пациентов с сепсисом, дегенеративно 
измененных сегментоядерных НФ (токсогенная зерни-
стость, пикноз ядер, вакуолизация цитоплазмы). Это 
свидетельствует об эндогенной интоксикации и указы-
вает на угнетение функциональной активности костно-
го мозга на фоне бактериальной инфекции у больных с 
сепсисом [11].

Свое название НФ получили вследствие наличия в 
цитоплазме гранул, компоненты которых играют основ-
ную роль в эффекторных функциях НФ. Гранулы раз-
деляются на четыре типа: первичные (азурофильные), 
появляющиеся в процессе дифференцировки на стадии 
промиелоцита; вторичные (специфические), появляю-
щиеся на стадии превращения в миелоциты; третичные 
или желатиназные гранулы и секреторные (везикулы), 
появляющиеся в зрелых сегментированных формах. Все 
типы гранул НФ различаются составом и обеспечивают 
антимикробную функцию НФ [8, 10]. 

Зрелые первичные гранулы, в основном содержат 
миелопероксидазу (МП). МП – специфический маркер, 
преобразующий перекись водорода в хлорноватистую 
кислоту, обладающую мощной антимикробной активно-
стью. МП является аутокринным регулятором активации 
НФ. МП, по мнению многих авторов [8, 14, 15], прини-
мает активное участие в фагоцитозе. МП оказывает не-
посредственное действие на микроорганизм, являясь 
катионным белком, она связывается с отрицательно заря-
женным компонентом оболочки бактерий и нарушает ее 
проницаемость. МП обладает сильным микробицидным 
свойством, кроме того МП усиливает функции других 
микробицидных систем, особенно при воспалительных 
процессах [8, 14, 15]. Как показало наше исследование, 
активность МП в группе больных с гнойно-септическими 
осложнениями оказалась достоверно ниже (-7,1±4.2) по 
сравнению с группой без осложнений (3,6±2,8) (p>0,05) 
[14, 16]. Некоторые авторы считают, что по мере развития 
сепсиса МП может резко снижаться в НФ [14].

Механизм действия щелочной фосфатазы (ЩФ), ко-
торая выявляется в зрелых НФ, на бактерии заключается 

в гидролизе нуклеиновых кислот и фосфопротеинов. О 
большом значении ЩФ [17, 14] в осуществлении фазы 
переваривания реакции фагоцитоза свидетельствуют 
данные о высокой корреляции между активностью фер-
мента и завершенностью фагоцитоза. У больных с сеп-
сисом, по данным литературы, ЩФ превышает норму в 
десятки раз [18, 19].

Развитие сепсиса на фоне выраженного нейтрофи-
лёза указывает на наличие дисфункции НФ, что может 
способствовать увеличению восприимчивости к ин-
фекциям. В нормальных условиях НФ – эффекторные 
клетки врожденной иммунной системы – циркулируют 
в состоянии покоя и служат первой линией защиты от 
вторжения патогенных микроорганизмов. При тяжелом 
воспалении НФ быстро активируются, однако такие по-
казатели, как число лейкоцитов и НФ периферической 
крови часто не дают четкого представления о полно-
ценном участии их в инфекционном процессе. Функ-
циональное состояние НФ (способность к адгезии или 
прилипанию, микробицидная функция, межклеточное 
взаимодействие и фагоцитоз, внутриклеточное уничто-
жение, NETosis и их способность модулировать адап-
тивный иммунитет) во многом определяет возможность 
локализации возбудителя в месте его инвазии. Дефект 
одной из функций НФ может привести к увеличению 
предрасположенности к инфекции [14, 15].

Известно, что у онкологических больных ослаблен 
иммунитет. Все виды традиционной противоопухолевой 
терапии оказывают выраженное угнетающее действие 
на уже неполноценную иммунную систему онкологиче-
ского больного [20]. При этом система кроветворения, 
в том числе, ее гранулоцитарный росток, является объ-
ектом интенсивных, и в ряде случаев, неблагоприятных 
воздействий. В их числе химиотерапия, облучение и 
оперативное вмешательство, которое является значи-
тельным стрессом [14, 16, 20] для ослабленного орга-
низма, что способствует росту гнойно-септических ос-
ложнений в процессе лечения [21]. 

Ранее нами проведено исследование адгезии НФ пе-
риферической крови к пластику у 126 первичных онко-
логических больных с различными локализациями опу-
холи (рак легкого, поджелудочной железы, молочной 
железы, яичников). Среди них преобладали больные с 
III стадией заболевания [16,22]. Было показано, что эта 
функция зрелых НФ была значительно снижена у всех 
онкологических больных, независимо от локализации 
опухоли, в ряде случаев, на 30-40% по сравнению с 
группой контроля. В среднем по группе показатели адге-
зии составили 41,5±3,1%, в группе контроля 72,3±2,6% 
(p<0,01). 

Снижение адгезии к пластику сопровождалось ста-
тистически значимым снижением экспрессии моле-
кул адгезии CD11b, CD18. Отмечено уменьшение экс-

Дифференциальный подсчет нейтрофилов периферической крови у онкологических больных с сепсисом в раннем послеоперацион-
ном периоде (X±m)

Группы
Показатели

WBC, 109/л МЦ+МЕТА, П/Я, % С/Я, % АБС, 109/л ЯД/ИНД

Контроль (n=25) 6,7 ± 0,13 0 3,1±0,08 59,2±5,8 3,9±0,7 0,07±0,01

Больные (n =9) 21,2±4,3* 5,8±1,2* 23,9±3,7* 61,1±5,1 19,4±4,2* 0,53±0,08*

П р и м е ч а н и е . WBC–лейкоциты; МЦ + МЕТА–миелоциты + метамиелоциты; П/Я–палочкоядерные НФ; С/Я-сегментоядерные НФ; 
АБС–абсолютное количество НФ, содержащихся в 1 литре крови; ЯД/ИНД-ядерный индекс сдвига НФ. * –  различия показателей по сравне-
нию с группой контроля статистически значимы (p<0,01).
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прессии и других исследуемых антигенов CD16, CD24, 
CD95. Отмечена тесная корреляционная связь экспрес-
сии антигенов CD11b и CD18 с функцией адгезии НФ к 
пластику, коэффициенты корреляции составили 0,67 и 
0,72 соответственно, не отмечено корреляции с антиге-
нами CD16, CD24, CD95 [22,14].

Для выяснения зависимости изменения адгезии НФ 
от стадии заболевания, было проведено исследование 
этой функции у 176 больных с опухолями молочной же-
лезы. У 153 первичных больных раком молочных желез 
с I-IV стадиями заболевания и у 23 пациенток с добро-
качественными опухолями молочной железы. Уровень 
снижения ее у больных раком молочной железы зави-
сел от стадии, максимальное снижение отмечено при 
IV стадии заболевания. Различия оказались статисти-
чески значимыми как по отношению к группе доноров, 
так и больными раком молочной железы с IIIа стадией 
(p<0,01) [20].

У больных раком яичников с диссеминированными 
формами, с явлениями асцита, отмечались более низ-
кие показатели адгезии НФ еще до лечения, при этом у 
больных без асцита эта функция была ближе показате-
лям контроля. Такая же закономерность прослеживалась 
и на 7-е сутки после операции. 

Большое значение для понимания регуляторной роли 
НФ, имеют немногочисленные, но весьма убедительные 
данные об их способности in vitro представлять антиген 
лимфоцитам, макрофагам, что характеризует НФ как ан-
тигенпрезентирующие клетки [15,19, 21]. На это также 
указывают сведения об экспрессии HLA-DR-антигенов 
(аналогов Ia-антигенов) на человеческих НФ на ранних 
этапах дифференцировки в костном мозге НФ, несущие 
Ia-рецепторы, способны обеспечить пролиферативный 
ответ лимфоцитов в аллогенной смешанной культуре. 
Необходимость Ia-антигенов для включения клеток в 
иммунологические реакции, заканчивающиеся продук-
цией антител и образованием Т-клеток-эффекторов, яв-
ляется общепризнанной. О значении НФ для нормаль-
ного функционирования иммунокомпетентных клеток 
говорят многочисленные факты. Так, например, искус-
ственная нейтропения приводит к резкому снижению 
накопления моноцитов в очаге воспаления [23]. Нару-
шение функций НФ, развитие хронической нейтропе-
нии ведет к снижению активности естественных кил-
леров, реакции гиперчувствительности замедленного 
типа, пролиферации тимоцитов, сопровождается разви-
тием иммунодефицитного состояния и инфекционных 
процессов [15, 19, 21].

Исходя из вышеизложенного, можно сделать вывод, 
что НФ занимают ключевые позиции в регуляции им-
мунокомпетентных клеток. Она может осуществляться, 
как за счет прямого контакта его с иммунокомпетент-
ными клетками, так и опосредованно, путем секреции 
регуляторных факторов.

НФ обладают способностью передвигаться по на-
правлению к очагу инфекции, поглощать и переваривать 
бактериальные микроорганизмы. Сложный процесс фа-
гоцитоза является многоэтапным и включает хемотак-
сис или движение по направлению к фагоцитируемому 
объекту, поглощение и переваривание микробов [15]. 
Реализация этих процессов происходит с помощью ре-
цепторов адгезии на мембране клеток. Эти белки, отно-
сящиеся к семейству интегринов, формируются в тре-
тичных гранулах и выявляются МКА CD11a, CD11b и 
CD11c [24,14]. Миграция лейкоцитов в ткани процесс, 

опосредованный взаимодействием лейкоцитов и клеток 
эндотелия. Связывание НФ с сосудистым эндотелием 
контролируется последовательной активностью двух 
групп молекул адгезии – селектинами и интегринами. 
Селектины вызывают первичное прикрепление НФ к 
эндотелию, тогда как интегрины вызывают плотную ад-
гезию [24,14].

Исследование экспрессии антигенов на НФ с помо-
щью МКА, проведенное у 9 больных раком яичников до 
лечения, выявило снижение показателей почти всех ис-
следуемых маркеров. Экспрессия CD11b антигена была 
снижена у 6 из 9 (66,6%), у трех пациентов она оказалась 
в пределах нормы. Среднее значение было достоверно 
ниже, чем в контроле и составило 55,2±10,7%. Такие же 
закономерности получены и при анализе показателей 
экспрессии антигена CD18 [14,22], средний уровень, ко-
торого был равен 71,8±3,7%, что достоверно ниже, чем 
в контроле 90,4%±4,2% (p<0,01). Аналогичные резуль-
таты были получены другими исследователями [25]. Ряд 
авторов считают, что лейкоциты крови онкологических 
больных с сепсисом характеризуются повышенной экс-
прессией CD11b и CD11c в сочетании с понижением 
экспрессии CD95, что может рассматриваться как воз-
можные маркеры развития синдрома системной воспа-
лительной реакции [25, 26].

Исследовали спонтанную агрегацию НФ у 398 он-
кологических больных, которая, была разработана Д.К. 
Новиковым в 1978 [27]. Анализ средних показателей 
агрегации, на различных этапах клинического течения 
заболевания, не выявил существенного отличия от по-
казателей доноров у большинства из них. Однако отме-
чена значительная вариабельность показателей. Усиле-
ние агрегации НФ выявлено у больных раком яичников 
с диссеминацией по брюшине и накоплением асцита в 
брюшной полости, начиная с 1-х суток послеопераци-
онного периода, агрегационная способность НФ резко 
возросла к 7 суткам. Отмечено статистически значимое 
отличие не только по сравнению с контролем и показа-
телями больных до лечения, но и группой больных без 
асцита. Это, скорее всего можно объяснить активацией 
НФ в ответ на воспалительную реакцию в асцитической 
жидкости, которая накапливается у больных и после 
оперативного вмешательства. Усиление агрегации НФ 
отмечено у онкологических больных в раннем послео-
перационном периоде, у которых развились гнойно-сеп-
тические осложнения. Показатели агрегации НФ у боль-
ных с осложнениями достоверно (p<0,01) были выше, 
чем в группе без осложнений (134,1±10,1) и (97,1±10,9) 
усл.ед. соответственно [14, 20]. 

По данным А. Miles [28], замедление нейтрофильной 
мобилизации из сосудистого русла нарушает развитие 
эффективной воспалительной реакции, дает возмож-
ность бактериям бесконтрольно размножаться и разви-
ваться инфекционному процессу. Он показал, что суще-
ствует критический период (2-4 ч) после бактериальной 
инвазии, во время которого правильный противовоспа-
лительный ответ может способствовать замедлению или 
отсутствию развития инфекционного процесса.

Как показало наше исследование, проведенное ра-
нее, показатели фагоцитарной активности НФ до лече-
ния у онкологических больных (n=52), особенно при ча-
совой инкубации (ФИ60), значительно превышали нор-
му (p<0,001) [16]. Однако при индивидуальном анализе 
оказалось, что в начальной стадии фагоцитоза (ФИ5мин, 
ФЧ5мин) у одной трети больных (рак легкого- n= 10 ; 
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рак пищевода –n=5-и рак желудка – n= 4) эти показатели 
были ниже нормы (ФИ5мин менее 10%, ФЧ5мин менее 
2,0), т.е. в первые минуты у части больных отмечалось 
значительное замедление фагоцитарной активности НФ 
[14, 16].

 Среди больных, прослеженных в динамике (n=19), у 
57,9% (n=11) возникли гнойно-септические осложнения 
(сепсис у 5, пневмонии у 3, перитонит у 3). Количество 
лейкоцитов и НФ в группах не различалось. Абсолют-
ные показатели НФ, в группе с гнойно-септическими 
осложнениями до лечения, было равно (4,7±0,5)х109 /л, 
без осложнений – (5,9±0,8)х109/л. Другими авторами бы-
ло установлено, что такие индикаторы функциональной 
деятельности НФ, как фагоцитарный индекс (ФИ40) и 
фагоцитарное число (ФЧ40) были значительно выше у 
больных сепсисом, чем те же показатели для контроль-
ной группы [29].

Как было сказано выше, НФ у больных с сепсисом 
при дифференциальном подсчете состояли из двух по-
пуляций. Это – незрелые формы нейтрофильного ряда 
(миелоциты, метамиелоциты), которые обладают высо-
кой адгезивной способностью и слабым фагоцитозом 
[19]. Второй пул – палочкоядерные и сегментоядерные 
формы НФ, которые окончательно формируют в сину-
сах костного мозга зрелую популяцию НФ. У онкологи-
ческих больных адгезия зрелых НФ снижена, при этом 
фагоцитарные функции активизированы, особенно при 
максимальной инкубации (ФИ60 мин.) с частицами ла-
текса, как показало наше исследование [14].

Имеются данные, что большую роль при тяжелом 
сепсисе играет особая популяция НФ, которая облада-
ет значительной адгезией к капиллярам сосудов и вы-
раженной агрессивностью, уровень активности которых 
может вызывать повреждение тканей и связывают с не-
благоприятным прогнозом [30-32]. Так, было показано 
на животных моделях сепсиса, что незрелые формы НФ 
накапливаются в микрососудах легких, где их активация 
стимулирует повреждение тканей через высвобождение 
протеолитических ферментов. Исследование аутопси-
ческих образцов от пациентов c полиорганной недоста-
точностью показывает локализацию НФ, варьирующую 
от секвестрации и агрегации в почечных кровеносных 
сосудах до широкой тканевой инфильтрации легкого 
[33,34]. При остром респираторном дистресс-синдроме, 
который может сопровождать сепсис, плотность ней-
трофильных инфильтратов соотносится с нарушенной 
функцией легких и с высокими концентрациями в брон-
хоальвеолярной жидкости протеолитических фермен-
тов, источником которых являются НФ [35].

НФ участвуют и в реологических изменениях, свя-
занных с закупоркой сосудов в результате формирова-
ния лейкоцитарных скоплений. Имеются факты, пока-
зывающие, что активность НФ может быть причиной 
нарушения некоторых функций почек, о чем свидетель-
ствует повышение респираторной и почечной функции 
у пациентов с системным воспалением при удалении 
НФ из сосудов почек [36]. 

В настоящее время, показано, что кроме фагоцито-
за и внеклеточной дегрануляции, НФ проявляют анти-
бактериальную активность посредством образования 
внеклеточных сетей-ловушек (neutrophil extracellular 
traps – NETs). Эти образования были впервые описаны 
V. Brinkmann и соавт. [37]. При формировании NETs 
происходит выбрасывание на скопление бактерий сетча-
тых структур, состоящих из нитей нуклеиновых кислот, 

связанных с гистонами, а также гранулярными антими-
кробными пептидами и ферментами. Этот процесс позд-
нее получил название «нетоз» (NETosis) и стал рассма-
триваться в качестве новой формы программируемой 
гибели клеток [38].

При ряде воспалительных заболеваний бактериаль-
ной этиологии, в том числе при сепсисе, септическом 
шоке может происходить чрезмерное образование «ло-
вушек», что может привести к эпителиальной дисфунк-
ции и тромбозам [39]. Эти структуры, называемые ней-
трофильными внеклеточными ловушками (NET), захва-
тывают и поглощают бактерии и циркулирующие клетки 
крови в своей паутине. NET таким образом участвует в 
иммунной защите организма. Они также образуют боль-
шую прокоагулянтную поверхность, активируя контакт-
ную фазу коагуляции [4, 40-42]. 

Наконец, цитокины и провоспалительные медиа-
торы, секретируемые НФ, изменяют мембранный про-
филь сосудистых клеток, в частности эндотелиальных, 
тем самым способствуя клеточной дисфункции и сеп-
тической коагулопатии. Таким образом, через явление 
NETosis НФ могут играть фундаментальную роль во 
взаимодействиях между иммунитетом и тромбозом. 
Термин “иммунотромбоз” был введен для описания 
этого взаимодействия. “Иммунотромбоз” относится к 
врожденному внутрисосудистому иммунному ответу, 
ответственному за образование тромбина и образова-
ние тромбов, особенно в микрососудах. Он представ-
ляет собой независимый защитный механизм, который 
позволяет распознавать, сдерживать и впоследствии 
уничтожать патогенные микроорганизмы посредством 
активации коагуляции и рекрутирования иммунных кле-
ток. Хотя “иммунотромбоз” участвует в распознавании 
бактерий и защите организма, не контролируемая акти-
вация во время септического шока может быть вредной 
для организма. В результате происходит чрезмерное 
образование тромбина и фибрина в микроциркуляции, 
вызывая кровотечение, тромбоз и потребление факто-
ров свертывания, что приводит к диссеминированной 
внутрисосудистой коагуляции (ДВС-синдром) [4]. Та-
ким образом, лучшее понимание механизмов дисфунк-
ции НФ и их взаимодействия с другими сосудистыми 
клетками вовремя ДВС-синдрома и септического шока 
может открыть новые терапевтические возможности [4].

Заключение. Таким образом, злокачественная опу-
холь приводит к перестройке в системе иммунитета, 
особенно у пациентов с распространенным опухолевым 
процессом. Все виды традиционной противоопухолевой 
терапии оказывают выраженное угнетающее действие 
на уже неполноценную иммунную систему онкологи-
ческого больного. Как свидетельствуют литературные 
данные и наше исследование, иммунная система борет-
ся с микробными инфекциями, но при тяжелом сепсисе, 
ее чрезмерная активация и расположение НФ в микро-
циркуляторном русле, особенно незрелых форм НФ, 
может способствовать патологическим проявлениям по-
лиорганной недостаточности и тромбозам. Коррекция 
функций НФ при их взаимодействии со стенками крове-
носных сосудов может быть полезной терапевтической 
стратегией для сепсиса. 
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Морфофункциональное состояние эритроцитов значительно изменяется при возникновении и прогрессировании различ-
ных заболеваний, а также при критических состояниях, травмах, сопровождающихся сильным повреждением тканей, 
что приводит к  нарушению не только микроциркуляции, но и оказывает влияние на гемореологию в целом. В cвязи c этим 
возникают вопросы о потpебноcти в pазвитии адекватныx методов оценки функциональной активноcти эритроцитов. 
Цель работы – исследование возможностей лазерной интерференционной микроскопии  при анализе функционально-
го состояния эритроцитов. Получены экспериментальные данные, которые позволили в количественном отношении 
оценить состояние фазовой высоты и фазового диаметра, а анализ наноструктуры поверхности – функциональную 
активность клеток. Выявлена следующая закономерность: появление эхиноцитов при действии адреналина, который 
сопровождается увеличением фазовой высоты и уменьшением фазового диаметра с появлением на поверхности клеток 
спикул. Действие кортизола приводит к уменьшению фазовой высоты и фазового диаметра с появлением многочислен-
ных разрыхлений структуры клеточной поверхности. При этом традиционный метод анализа распределения эритро-
цитов в популяции по морфологии (дискоциты, стоматоциты и дегенеративно-измененные формы клеток) не выявил 
статистически значимых различий. Таким образом, результаты свидетельствуют, что применение метода лазерной 
интерференционной микроскопии позволяет проводить качественную оценку морфофункциональной активности на-
тивных клеток, что повышает информативность анализа и приводит к объективизации данных по функциональным 
возможностям эритроцитов.
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The morphofunctional state of erythrocytes significantly changes by the onset and progression of various diseases, as well as in 
critical conditions, injuries, accompanied by severe tissue damage. This leads to a violation of microcirculation and has an effect 
on hemorheology in general. In connection with this, there is a need for the development of adequate methods for assessing the 
functional activity of erythrocytes. 
The aim of the work was to study the possibilities of laser interference microscopy in the analysis of the functional state of 
erythrocytes. The results allowed us to quantify the state of the phase height and phase diameter of erythrocytes. Analysis of the 
surface nanostructure gave a qualitative assessment of the functional activity of cells. The following patterns were revealed: the 
action of adrenaline causes the appearance of echinocytes with an increase in phase height and decrease phase diameter and the 
appearance of spicules on the surface of cells. The action of cortisol leads to a decrease in the phase height and the phase diameter 
with the appearance of numerous loosening of the structure of the cell surface. Moreover, the traditional method of analyzing 
the distribution of erythrocytes in a population by morphology (discocytes, stomatocytes, and degeneratively altered cell forms) 
did not reveal statistically significant differences. Thus, the results indicate that the interference microscopy method allows a 
qualitative assessment of the morphofunctional activity of native cells. This increases the information content of the analysis and 
leads to the objectification of data on the functional capabilities of erythrocytes.
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Введение. Эритроциты, будучи наиболее многочис-
ленной фракцией клеточных элементов крови, являют-
ся основным фактором, определяющим ее реологию. 
Возникающие ухудшения реологических свойств крови 
создают условия для развития расстройств микроцир-
куляции ˗ в зоне, где осуществляется газообмен. Опре-
деляют способность эритроцитов к микроциркуляции 
такие показатели как их агрегация и деформируемость, 
которые зависят от структурной организации мембран 
эритроцитарных клеток [1]. Жесткие, плохо поддаю-
щиеся деформации эритроциты не только блокируют 
микроциркуляторное русло, но и повреждают интиму 
сосудов, особенно крупных артерий, где скорость кро-
вотока достаточно высока [2]. При возникновении и 
прогрессировании различных заболеваний, а так же при 
критических состояниях, травмах, сопровождающихся 
сильным повреждением тканей происходит нарушение 
мембранных структур эритроцитов и, как следствие, их 
функционирование [3]. В связи c этим возникает потреб-
ность в развитии адекватных методов оценки функци-
ональной активности эритроцитов, внедрении новых 
способов получения информации о физиологическом 
состоянии клеток в целом и в условиях изменения гоме-
остаза. В литературе имеется сравнительно мало работ, 
посвященных анализу свойств нефиксированных эри-
троцитов, что объясняется трудностями исследования 
живых клеток. Одним из эффективных современных 
высокоинформативных методов определения состояния 
биологических объектов является лазерная интерферен-
ционная микроскопия. Этот метод, без изменения натив-
ных свойств клеток, наряду с построением изображения 
образца, позволяет изучать клеточные процессы, выяс-
нять такие важнейшие свойства, как эластичность, мо-
бильность поверхностных слоев, адгезия, молекулярное 
связывание и электростатичность.

Цель работы – исследование возможностей лазерной 
интерференционной микроскопии  при анализе функци-
онального состояния эритроцитов. 

Материал и методы. Объектом исследования слу-
жили эритроциты периферической крови человека. Ис-
следование проведено с разрешения локального эти-
ческого комитета при Нижегородском государственно 
университете им. Н.И. Лобачевского. Информированное 
согласие доноров на участие в исследовании получено.

Кровь забирали утром натощак из локтевой вены в 
вакуумные пробирки, после чего из венозной крови по-
лучали эритроцитарную взвесь.

Интерференционную микроскопию эритроцитов 
проводили при модификации клеток в экспериментах 
in vitro. Было проведено несколько серий по 20 опытов. 

Исследовали  эритроциты, преинкубированные с адре-
налином (1-10-9г/мл) в течение 15 мин (1 серия), корти-
золом (5-10-7г/мл) в течение 30 минут (2 серия).

Структурные изменения в эритроцитах изучали мето-
дом лазерной интерференционной микроскопии (ЛИМ) 
на лазерном интерференционном микроскопе МИИ-340 
(Екатеринбург, Россия) с объективом 30х (NA=0.65), λ 
лазера=650 нм. Для захвата изображений использовали 
ПЗС видеокамеру VS-415U (NPK Videoscan, Russia) с 
разрешением 782x582 пикселей.

В ходе исследования биологические объекты разме-
щались на зеркальной подложке, от которой отражается 
проходящий через клетку свет. В результате фиксиру-
ется двойной сдвиг фазы луча когерентного источника 
света в каждой точке объекта, а с помощью дополни-
тельной волны от того же источника формируется ин-
терференционное изображение клетки. Для исследова-
ния получали изображения 10 участков с монослойным 
расположением клеток в интерференционном канале и 
отраженном свете в каждой пробе. 

Состояние эритроцитов человека оценивали, реги-
стрируя среднюю величину оптической разности хода и 
площадь фазового изображения эритроцита. Для полу-
чения достоверного результата показатели рассчитыва-
ли, используя не менее 100 клеток от каждого образца.

Математическая обработка проведена методом ва-
риационной статистики с расчетом среднего значения 
(М), ошибки средней (м) и определением достоверности 
различий по t-критерию Стьюдента. Статистический 
анализ полученных результатов выполняли с использо-
ванием программы Microsoft Exel и пакета прикладных 
программ Statistika версия 6.0.

Результаты. Анализ результатов по морфологиче-
ским критериям, таким как распределение эритроцитов 
в популяции по форме показал, что инкубация эритроци-
тов с кортизолом и адреналином не вызывала значимого 
различия при действии данных веществ в отношении 
количества дискоцитов, стоматоцитов и дегенератив-
но-измененных форм клеток относительно интактной 
группы (табл. 1). Регистрировалось только статистиче-
ски значимое увеличение количества эхиноцитов при 
действии адреналина. 

При этом следует отметить, что тенденция в измене-
нии морфологии при действии адреналина и кортизола 
была разнонаправленной, но статистически значимых 
изменений не регистрировалось. Следовательно, тра-
диционный метод анализа морфологии эритроцитов по-
зволяет получать усредненные данные, что не всегда да-
ет истинную информацию о воздействии и делает невоз-
можным объективную оценку состояния эритроцитов.



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-22-25

ГЕМАТОЛОГИЯ

24

Анализ наноструктуры эритроцитов показал, что ин-
тактные эритроциты имели типичную форму двояковог-
нутых дискоцитов, на поверхности выделялась незначи-
тельная неоднородность, обусловленная присутствием 
мембранно-связанных белков. Оценка распределения 
оптической плотности показала равномерное распреде-
ление гемоглобина.

Учитывая, что повышение функциональной дея-
тельности гипоталамо-гипофизарно -надпочечниковой 
системы является своего рода пусковым механизмом 
для сложной перестройки организма при развитии 
стрессового состояния, возникающего под воздействи-
ем различных неблагоприятных факторов [4], нами 
были проведены исследования действия адреналина и 
кортизола на эритроциты. Для количественной оценки 
морфофункционального состояния живых эритроцитов 
использовали параметр, называемый фазовой высотой 
клетки, который определяли как максимальную высоту 
профиля относительно уровня подложки. По фазовому 
профилю эритроцита можно измерить фазовый диаметр 
клетки. 

Регистрация фазовой высоты эритроцитов выявила, 
что после инкубации клеток с адреналином фазовая вы-
сота увеличивалась на 4%, после инкубации с кортизо-
лом — снижалась на 18% относительно интактных зна-
чений (табл. 2). Фазовый диаметр эритроцитов после 
инкубации эритроцитов с адреналином, кортизолом до-
стоверно снизился на 2% и 3% соответственно, по срав-
нению со значениями интактной группы клеток. 

Таким образом, лазерная интерференционная ми-
кроскопия позволяет очень точно оценить изменения 
фазовой выcоты, котоpые cвязаны c изменениями по-
казателя пpеломления клеток и, таким обpазом, завиcит 
от концентpации и cоотношения количеcтва вещеcтв в 
pаcтвоpе. Полученное pазличие в величинаx фазовой 
выcоты обуcловлено наличием воды и, cледовательно, 
меньшим изменением фазовой выcоты обpазца [5]. 

Фазовое изображение эритроцитов, инкубированных 
с адреналином, кортизолом, имело «шероховатую» фор-
му с выпуклостями и выростами, резко контрастирую-
щими по отношению к поверхности образца. Менялась 
геометрия клетки, изменялось соотношение «поверх-
ность/объем», происходила сферуляция эритроцитов. 

При инкубации эритроцитов с кортизолом на поверх-
ности клеток появлялись многочисленные разрыхления 
структуры клеточной поверхности. Инкубация клеток 

с адреналином вызывала больший эффект деформации 
эритроцитарных мембран, который выражался появле-
нием на поверхности выпуклых уплотнений и спикул.

Наблюдаемые эффекты, возможно, вызваны пере-
насыщением адреналином гормональных рецепторов с 
последующей модификацией свойств мембран и функ-
ционального состояния клеток [6]. Вполне вероятно и 
то, что обнаруженные изменения при инкубации клеток 
с адреналином частично опосредуются и через актива-
цию свободнорадикального окисления, интенсификация 
процессов перекисного окисления липидов влечет за со-
бой нарушение структуры и свойств эритроцитарных 
мембран. Данные процессы могут опосредовать увели-
чение количества гемина, о чем свидетельствуют обра-
зование спикул и формирование эхиноцитов, что так же 
отмечено в ряде исследований [7].  

При действии стероидных гормонов на эритроцитар-
ные мембраны изменяются механизмы их структурной 
самоорганизации, активные группы гормона взаимодей-
ствуют с CO- и NH-группами белков, и фосфолипидов 
мембраны. Это приводит к образованию в мембране 
сложных белок-липидных доменов, вытеснению диполи 
воды из доменов и как результат разрыхлению мембра-
ны [8]. 

Заключение. По результатам работы показано, что 
на основе простого способа пробоподготовки можно 
получать интерференционное изображение живых эри-
троцитов с детализацией морфологических параметров 
и использовать их для качественной оценки морфо-
функциональной активности клеток. При этом анализ 
наноструктуры мембраны эритроцитов, являющейся их 
специфической реакцией на внешнее воздействие, по-
вышает информативность анализа и приводит к объек-
тивизации данных по функциональным возможностям 
эритроцитов. 
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ВОЗМОЖНОСТИ СОВРЕМЕННОГО КЛИНИЧЕСКОГО АНАЛИЗА КРОВИ ДЛЯ  ОЦЕНКИ 
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Одной из актуальных проблем выхаживания недоношенных детей является своевременное прогнозирование, диагности-
ка и лечение анемии, частота которой достигает 90%. Особое значение приобретает изучение ретикулоцитарных 
показателей крови у глубоконедоношенных новорожденных, так как правильная оценка гемограмм имеет решающее 
значение в тактике ведения данной категории детей. 
Цель: определение особенностей эритроцитарных и ретикулоцитарных показателей гемограммы венозной крови у недо-
ношенных новорожденных 24-32-х нед гестации в динамике неонатального периода.
 Обследовано 111 новорожденных 24-32-х нед гестации в раннем неонатальном периоде (на 3-7-е сут)  и в возрасте 1 месяца 
жизни. Наряду со стандартными  диагностическими процедурами в соответствии с действующими клиническими рекоменда-
циями и стандартами детям выполнено определение 28 параметров эритроцитарных и ретикулоцитарных показателей 
гемограммы. Исследовалась венозная кровь на автоматическом гематологическом анализаторе ADVIA 2120i,   Siemens, 
USA. У глубоконедоношенных новорожденных в раннем неонатальном периоде существует высокая активность эритро-
поэза соответственно выраженности респираторных и метаболических нарушений с омоложением ретикулоцитарных 
субпопуляций. Установлены отрицательные значения дельта гемоглобина на фоне снижения среднего количества ге-
моглобина в ретикулоцитах у детей 24- 27 нед гестации, что характеризует наиболее низкие значения доступности 
железа для эритропоэза у данной категории новорожденных. Показано, что снижение показателей ретикулоцитов и 
нормохромия у всех обследованных новорожденных к месячному  возрасту сопровождаются высокими уровнями фракции 
незрелых ретикулоцитов, при этом у трети детей сохраняется ограничение доступности железа для эритропоэза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  глубоконедоношенные новорожденные; гемограмма; ретикулоциты; эритропоэз.  
Для цитирования: Кузьменко Г.Н., Харламова Н.В., Назаров С.Б.,  Матвеева Е.А., Иваненкова Ю.А. Возможности 
современного клинического анализа крови для  оценки эритропоэза у глубоконедоношенных новорожденных. Клиниче-
ская лабораторная диагностика. 2021; 66 (1): 26-34. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-26-34
Kuzmenko G.N., Kharlamova N.V., Nazarov S.B., Matveeva E.A, Ivanenkova Yu.A.
FEATURES OF MODERN CLINICAL RESEARCH BLOOD ANALYSIS IN THE ASSESSMENT OF 
ERYTHROPOIESIS IN DEEP-PREMATURE NEWBORNS
Federal state budgetary institution «Ivanovo research Institute of maternity and childhood named after V.N. Gorodkov»  
of the Ministry of Health of the Russian Federation, 153045, Ivanovo, Russia
One of the urgent problems of nursing premature babies is the timely prediction, diagnosis and treatment of anemia, the frequency 
of which reaches 90%. Of particular importance is the study of reticulocytic blood parameters in deep-premature newborns, since 
the correct assessment of hemograms is crucial in the management of this category of children.  To determine the characteristics 
of red blood cells and reticulocyte parameters of venous blood hemogram in premature newborns 24-32 weeks of gestation in the 
dynamics of the neonatal period. 111 newborns were examined at 24-32 weeks of gestation in the early neonatal period (on day 3-7) 
and at the age of 1 month of life. Along with standard diagnostic procedures, in accordance with current clinical recommendations 
and standards, 28 parameters of erythrocyte and reticulocyte hemogram parameters were determined for children. Venous blood 
was examined using an automatic hematological analyzer ADVIA 2120i, Siemens, USA. In deep-premature newborns in the 
early neonatal period, there is a high activity of erythropoiesis, respectively, the severity of respiratory and metabolic disorders 
with rejuvenation of reticulocytic subpopulations. Negative values of Delta hemoglobin were found against the background of 
a decrease in the average amount of hemoglobin in reticulocytes in children 24-27 weeks of gestation, which characterizes the 
lowest values of iron availability for erythropoiesis in this category of newborns. It is shown that a decrease in reticulocyte counts 
and normochromia in all examined newborns by the age of one month are accompanied by high levels of immature reticulocyte 
fraction, while a third of children still have limited iron availability for erythropoiesis.
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Введение . Одной из актуальных проблем выхажива-
ния недоношенных детей является своевременное про-
гнозирование, диагностика и лечение анемии, частота 
которой достигает 90%. Особое значение приобретает 
изучение ретикулоцитарных показателей крови у глубо-
конедоношенных новорожденных, так как правильная 
оценка гемограмм имеет решающее значение в тактике 
ведения данной категории детей. Ранняя анемия ново-
рожденных (РАН) развивается у 16,5 – 91,5% глубоко-
недоношенных детей и является фактором риска ухуд-
шения показателей физического и интеллектуального 
развития в дальнейшем [1 – 4]. У недоношенных ново-
рожденных с анемией тяжелее протекают такие заболе-
вания, как бронхолегочная дисплазия, ретинопатия не-
доношенных, некротизирующий энтероколит [5].

Ранняя анемия недоношенных детей (РАН) развива-
ется на 3-8 неделе жизни, и является самой частой при-
чиной гемотрансфузий у детей с очень низкой и экстре-
мально низкой массой тела [6]. Это –  полиэтиологиче-
ское заболевание со сложными механизмами патогенеза, 
которые еще до конца не изучены. Основными причина-
ми развития РАН у глубоконедоношенных детей счита-
ются незрелость гемопоэза, низкие уровни эндогенного 
эритропоэтина, замедленное переключение синтеза с 
фетального гемоглобина на гемоглобин А, недостаточ-
ное поступление нутриентов, ятрогенная потеря крови, 
большие темпы прироста массы тела, а следовательно, 
и ОЦК, более короткий срок циркуляции незрелых эри-
троцитов, дефицит витамина Е и т.д. [7]. 

На современном этапе все больше внимания уде-
ляется автоматизированному анализу ретикулоцитов, 
который открывает большие перспективы для оценки 
состояния эритропоэза. Преимущество показателей ре-
тикулоцитов заключается в том, что они позволяют оце-
нить меру гемоглобинизации в реальном времени [8]. 
Референсные интервалы показателей гемограммы у здо-
ровых новорожденных в раннем неонатальном периоде 
достаточно освещены в специальной литературе, тогда 
как исследования, посвященные анализу ретикулоци-
тарных параметров недоношенных новорожденных, 
немногочисленны [9-13]. Имеются лишь единичные ис-
следования, касающиеся изучения ретикулоцитарных 
показателей у недоношенных новорожденных [14]. 

В настоящее время имеется ряд сообщений об исполь-
зовании современной лазерной технологии для исследова-
ния ретикулоцитарных показателей у глубоконедоношен-
ных новорожденных и их применении в клинике. Однако, 
конкретные характеристики  показателей ретикулоцитов, 
выполненные на современном техническом уровне при 
различной неонатальной патологии, практически отсут-
ствуют. Имеются различия в показателях крови, взятой 
из разных сосудистых источников, которые наиболее от-
личаются в неонатальном периоде. Образцы крови, по-
лученные из артерий, вен и капилляров, имеют разный 
состав и не могут считаться эквивалентными. Капилляр-
ная кровь содержит смесь неопределенной доли крови из 
артериол, венул, интерстициальных и внутриклеточных 
жидкостей [15],  имеет более высокие параметры гемо-
глобина (Hb), гематокрита (Hct), эритроцитов (RBC), лей-

коцитов (WBC), отмечается  повышение среднего объема 
эритроцитов в венозной крови.  Имеются значительные 
различия показателей гематокрита, MCV и MCH в веноз-
ной и капиллярной крови: выявлены корреляции этих по-
казателей и гемоглобина и методом взятия образца крови 
(капиллярными и венозными) (r = 0,877) [16]. Кроме того, 
при  тяжелых состояниях новорожденных, сопровожда-
ющихся анемией и полицитемией, нарушениями микро-
циркуляции, могут быть существенные ошибки при ис-
следовании капиллярной крови [17]. Поэтому в сомни-
тельных случаях, особенно у тяжелобольного пациента 
важно определять гематологические показатели, в том 
числе гемоглобин, гематокрит, из центральный вены, при 
этом  установлено, что венозный гематокрит на 2-5%, а 
гемоглобин на 25-50 г/л ниже капиллярного [18]. Опреде-
ление динамики указанных показателей ретикулоцитов и 
эритроцитов в течение неонатального периода у глубоко-
недоношенных новорожденных необходимо для оценки 
состояния эритроцитарного звена и раннего прогнозиро-
вания нарушений.  

В связи с этим нами выполнено исследование пока-
зателей эритроцитов и ретикулоцитов венозной крови у 
глубоконедоношенных детей в раннем неонатальном пе-
риоде и в месячном возрасте, в том числе в зависимости 
от их гестационного возраста. Для оценки показателей 
ретикулоцитов глубоконедоношенных новорожденных 
мы использовали  «референсные диапазоны», состоя-
щие из значений 5-го и 95-го процентилей.

Цель исследования – определение особенностей эри-
троцитарных и ретикулоцитарных показателей гемо-
граммы венозной крови у недоношенных новорожден-
ных 24-32-х недель гестации в динамике неонатального 
периода.

Материал и методы. Работа выполнена на базе 
ФГБУ «Ивановский НИИ материнства и детства имени 
В.Н. Городкова» Минздрава России в лаборатории кли-
нической биохимии и генетики. Дети наблюдались в от-
делении реанимации и интенсивной терапии (ОРИТН), 
в дальнейшем –  в отделении второго этапа выхажива-
ния недоношенных детей. 

Основу работы составил анализ клинико-анамнести-
ческих наблюдений и данных лабораторно-инструмен-
тального обследования недоношенных новорожденных, 
родившихся при сроке гестации 24-32  нед с массой тела 
менее 1500 г, в раннем  неонатальном периоде (3—7-е 
сут жизни) и в возрасте  1 месяца жизни. У всех детей 
было проведено полное клиническое, лабораторное и 
инструментальное обследование, в соответствии с име-
ющимся основным заболеванием и соответствующими 
ему клиническими рекомендациями. Осуществлялась 
выкопировка данных из истории развития новорожден-
ного ребенка (форма №097/у) и  «Медицинская карта 
стационарного больного» (форма №003/у). 

В исследование не были включены новорожденные с 
выявленными врожденными пороками развития и хро-
мосомными аномалиями, сепсисом, гемолитической 
болезнью новорожденных, острой кровопотерей, в том 
числе  вследствие фето-фетального трансфузионного 
синдрома, и нарушениями системы гемостаза (геморра-
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гическая болезнь новорожденных, синдром диссемини-
рованного внутрисосудистого свертывания).

В исследование включены 111 новорожденных, ро-
дившиеся при сроке гестации 32 нед и менее, обследо-
вание проводилось в раннем неонатальном периоде и к 
концу первого месяца жизни. В дальнейшем дети были 
разделены на группы в зависимости от срока гестации 
при рождении: 22 ребенка родились при сроке гестации  
24-27 нед (1-я группа) ,  79 новорожденных – 28-32 нед 
(2 группа). 

Исследования гемограммы проводились на гема-
тологическом анализаторе экспертного класса ADVIA 
2120i   Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, 
NY (США), основой работы которого являлась  детек-
ция параметров эритроцитов и ретикулоцитов с помо-
щью лазера и окраски РНК ретикулоцитов красителем 
Oxazin 750. Рекомендуемые производителем процедуры 
контроля качества проводились ежедневно. Для взятия 
крови использовались пластиковые одноразовые про-
бирки VACUETTE Greiner Bio-One (Австрия) с К2ЭДТА  
1,5-2,2мг/мл, исследования проводились из 135 мкл ве-
нозной крови.  У законных представителей новорожден-
ных были взяты информированные согласия на участие 
в исследовании.

Проводился анализ следующих параметров эритро-
цитов и ретикулоцитов: эритроциты (RBC, 1012/л), ге-
моглобин (HGB,  г/дл), гематокрит  (HTC, %), RDW% 
– показатель гетерогенности эритроцитов по объему, 
средний объем эритроцита, измеряемый цитометриче-
ски (MCV, фл). Анализировали расчетные показатели 
– средний эритроцитарный HGB (MCH, пг), среднюю 
концентрацию эритроцитарного HGB (MCHC, г/дл), а 
также измеряемые показатели – концентрацию  HGB в 
эритроцитах в среднем  (CHCM, г/дл), измеряемую по 
средним значением HC гистограммы RBC (гистограммы 
распределения эритроцитов в зависимости от концен-
трации HGB); вариацию CHCM в популяции   эритро-
цитов – HDW; показатели анизоцитоза, макро- и микро-
цитоза, гипо- и гиперхромии; СН – содержание HGB в 
эритроците – среднее значение по RBC СН гистограмме, 
которая отображает распределение эритроцитов в зави-
симости от содержания HGB в каждой клетке, незави-
симо от ее объема. Клеточный HGB (Cellular HGB, г/дл) 
измеряли с помощью проточной цитометрии. Исследо-
вали параметры ретикулоцитов: относительное (RET%) 
и абсолютное количество (RET# х109 /л); средний объем 
(MCVr, фл); популяцию зрелых ретикулоцитов с низким 
содержанием РНК – L-Ret., %, со средней абсорбцией 
(M-Ret., %) и незрелых, с высоким содержанием РНК 
(H-Ret., %); фракцию незрелых ретикулоцитов (IRF),  
индекс IRF m+H  (ретикулоцитов со средним и высо-
ким поглощением); среднюю концентрацию (CHCMr) 
и среднее содержание (CHr) гемоглобина в   ретикуло-
цитах по гистограмме; дельта-гемоглобин (∆ Hb, пг) – 
разность между содержанием HGB в  ретикулоците и 
эритроците. 

Статистическую обработку материала выполняли с 
использованием пакета прикладных лицензионных про-
грамм «Microsoft Office 2007», «Statistica for Windows 
13.0», «MedCalc 7.4.4.1». Межгрупповые различия и их 
достоверность анализировали на основе параметриче-
ского t-критерия  Стьюдента или непараметрического 
критерия Манна-Уитни и Вилкоксона при уровне зна-
чимости p<0,05. Анализировали коэффициенты корре-
ляции по Пирсону (r), среднюю арифметическую (М), 

среднее квадратичное отклонение (σ) и среднюю ошиб-
ку средней величины (m). Референсные интервалы – 5 и 
95 процентили (CI). 

Результаты. Данные клинического обследования 
новорожденных показали, что масса тела новорожден-
ных при рождении составила 1116,5±23 граммов, длина 
тела – 35,0±0,42 см, окружность головы – 27,0±0,23 см, 
окружность груди – 24,0±0,24 cм. 22 ребенка имели экс-
тремально низкую массу тела (ЭНМТ), 32 – очень низ-
кую массу тела (ОНМТ), у остальных масса тела была 
низкой. Синдром задержки внутриутробного развития 
диагностирован у трети (34 – 30,6%) новорожденных, 
у всех детей зарегистрирован вариант «маловесный к 
сроку гестации». Антенатальная профилактика респи-
раторного дистресс-синдрома (РДС) была проведена 
большинству – 85 (76,7%) новорожденным.   В тяжелой 
асфиксии родились 26 (23,5 %) детей, в асфиксии сред-
ней тяжести – 85 (73,9 %) новорожденных. В структуре 
заболеваемости отмечена сочетанная патология, пред-
ставленная преимущественным поражением централь-
ной нервной и дыхательной систем. На  момент рож-
дения у большинства детей имел место респираторный 
дистресс- синдром, врожденные пневмонии. В раннем 
неонатальном периоде у всех детей сформировалось 
гипоксически-ишемическое поражение ЦНС. Все дети 
получали ту или иную респираторную поддержку: ис-
кусственная вентиляция легких проводилась 26% ново-
рожденным, остальным детям респираторную поддерж-
ку осуществляли методом СРАР. Обследование, про-
веденное в дальнейшем, показало, что ранняя анемия 
недоношенных была диагностирована у 81 ребенка, что 
составило 73,3%, причем у 50 (45,9%) была выявлена 
анемия тяжелой степени, потребовавшая переливания 
препаратов крови. 

Всем пациентам в возрасте 3-5 дней и в 1-й месяц 
жизни проводилось исследование показателей венозной 
крови на гематологическом анализаторе ADVIA 2120i. 
Гематологический анализатор позволяет при исследова-
нии небольшого объема крови (135 мкл) получить раз-
вернутую гемограмму, в том числе эритроцитограмму и 
ретикулоцитограмму. 

Проведен анализ эритроцитограммы и ретикулоци-
тограммы у новорожденных в раннем неонатальном пе-
риоде и в месячном возрасте (табл.1).

Количество эритроцитов, уровень гемоглобина и по-
казатель гематокрита имели наибольшие значения в ран-
нем неонатальном периоде  и  достоверно снижались к 
месячному возрасту. Такие же тенденции были отмече-
ны по уровням объема эритроцитов (MCV) и количества 
гемоглобина в эритроците (MCH). 

Гематологический анализатор ADVIA 2120i измеряет 
содержание гемоглобина непосредственно во всех эри-
троцитах, создавая светорассеяние под большим углом. 
На основании степени рассеяния света анализатор полу-
чает показатель средней концентрации эритроцитарного 
гемоглобина  (CHCM) и среднего количества гемогло-
бина (CH). Эти значения более точные, чем традицион-
ные методы измерения гемоглобина (с использованием 
лизиса эритроцитов цианидом). 

По нашим данным, показатель среднего количества 
гемоглобина (СН) достоверно снижался, что свидетель-
ствует о снижении гемоглобинизации эритроцитов к ме-
сяцу жизни. 

Средняя концентрация эритроцитарного Hb (MCHC) 
– расчетный показатель, который отражает среднее зна-
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чение концентрации Hb в эритроцитах, основывается на 
анализе общего гемоглобина, определяемого колориме-
трически. У обследованных новорожденных в динамике 
месяца жизни показатель не изменялся. При этом пока-
затель CHCM (средней концентрации эритроцитарного 
гемоглобина) у детей в раннем неонатальном периоде 
был ниже, чем в месячном возрасте, а показатель CH – 
прогрессивно снижался в динамике к месяцу. Значения 
HDW в динамике неонатального периода практически 
не изменялись, отмечена тенденция к их повышению к 
концу первого месяца жизни. Количество гипохромных 
эритроцитов (CHCM <28 г/дл) в раннем неонатальном 
периоде у детей было выше, чем в месячном возрасте. 
Показатель CHCM – более точно измеренный эквива-
лент MCHC, более чувствителен к дефициту железа и 
уменьшается при развитии гипохромии. В раннем нео-
натальном периоде у детей эти показатели различаются, 
очевидно, из-за гемолиза фетальных эритроцитов. Про-
веденный корреляционный анализ показал значимую 

положительную связь степени перенесенной асфик-
сии при рождении (оценка по шкале Апгар) с уровнем 
CHCM r=0,26, р<0,001, а также MCV r=-0,26 р<0,01, что 
подтверждает негативное влияние   гипоксии на показа-
тели красной крови. 

Анализ ретикулоцитарных показателей (Retic.%  и 
Retic. #) показал., что у детей к концу 1-го мес жизни по-
казатели уменьшались в 1,7 и в 2,2 раза соответственно 
(р<0,0001), и к концу первого месяца жизни приближа-
лись к нормативам для взрослых пациентов (для анали-
затора ADVIA 2120i  уровни ретикулоцитов у взрослых 
составляют 0,8 – 2,1%). Известно, что абсолютное коли-
чество ретикулоцитов отражает скорость их продукции. 
У глубоконедоношенных новорожденных ориентиро-
вочные диапазоны ретикулоцитов в  возрасте первой не-
дели жизни указывают на интенсивный эритропоэз, ко-
торый значительно замедляется к месячному  возрасту. 

У большинства новорожденных 1-й недели жизни 
процент ретикулоцитов составлял более 2% (87,8%), в 

Т а б л и ц а  1
Показатели эритроидного ростка гемограммы венозной крови у глубоконедоношенных новорожденных в динамике наблюдения

Показатели Новорожденные в раннем неонатальном 
периоде, n = 111

Новорожденные к концу первого месяца 
жизни, n = 84

Достоверность  
различий, p

Mean±m 5%-95% CI Mean±m 5%-95% CI

RBС,1012/л 3,94±0,08 3,78-4,10 2,97±0,06 2,86-3,08 <0,001

HGB г/дл 14,6±0,25 14,2-15,2 9,81±0,21 9,40-10,2 <0,01

HTC % 42,5±0,84 40,9-44,2 28,3±0,60 27,1-29,5 <0,001

MCV fl 111,6±0,95 109,7-113,5 95,5±0,67 94,1-96,8 <0,001

MCH пг 38,2±0,88 36,5-40,0 33,1±0,30 32,5-33,7 <0,001

MCHC г/дл 34,6±0,70 33,2-36,0 34,7±0,20 34,3-35,1 >0,05

CHCM г/дл 32,6±0,15 32,3-33,0 34,1±0,13 33,8-34,3 <0,001

CH пг 35,9±0,29 35,3-36,5 32,0±0,32 31,3-32,6 <0,001

RDW% 18,5±0,14 18,2-18,8 18,2±0,32 17,9-19,1 >0,05

Hypochr. % 8,08±1,11 0,8-24,4 3,77±0,50 0,6-11,4 <0,01

Cellular HGB г/дл 13,6±0,32   13,0-14,2 9,80±0,26 9,28-10,3 <0,001

HDW г/дл 3,49±0,04 3,40-3,57 3,61±0,05 3,50-3,71 >0,05

% Retic 4,90±0,28 4,34-5,46 2,83±0,19 2,46-3,21 <0,001

# Retic. х109 /л 185,2±10,4 164,6-206,0 82,4±5,09 72,2-92,5 <0,001

L-Ret.% 62,9±2,22 58,4-67,3 58,2±2,02 54,2-62,3 >0,05

#L-Ret. х109 /л 1013,9±70,7 871,7-1156,0 521,9±37,2 447,1-596,7 <0,001

M-Ret.% 20,9±0,99 18,8-22,8 21,8±0,69 20,4-23,2 >0,05

#M-Ret. 395,0±40,8 313,0-477,0 200,2±17,0 166,0-234,5 <0,001

H-Ret.% 16,2±1,45 13,3-19,2 18,2±1,37 15,4-21,0 >0,05

#H-Ret. х109 /л 320,2±40,1 239,4-400,9 184,1±24,3 135,1-233,0 <0,01

IRFH % 16,7±1,58 13,5-19,9 18,2±1,27 15,4-20,9 >0,05

IRF M+H % 36,4±2,22 31,9-40,8 40,5±1,56 37,4-43,7 >0,05

MCVR  фл 116,7±1,90 112,9-120,4 108,6±0,76 107,1-110,2 <0,001

CHCMR г/дл 30,3±1,06 28,3-32,4 30,4±0,20 30,0-30,8 >0,05

CHR  пг 34,6±0,30 34,0-35,2 32,7±0,23 32,2-33,1 <0,01

∆ Hb пг -3,27±0,38 -4,03-  -2,52 -0,40±0,28 -0,97-0,16 <0,001

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2, 3: n – количество исследований, Mean – средняя арифметическая величина, m – средняя ошибка сред-
ней величины, 5%-95% CI – референсный интервал. Жирным шрифтом выделено  р <0,05 – различия достоверны .
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том числе от 2% до 4% – у 30,6%, от 4 до 6% – у 23,4%  
детей, 6-8% – у 16,3%, 8-10% – у 8,2%, более 12% – у 
2% детей;  менее 2% регистрировался у 12,2%  детей. В 
месячном возрасте увеличивалось число детей с числом 
ретикулоцитов менее 2%: 39,7% детей (в 3,2 раза чаще, 
чем в первые дни жизни),  38,6% – от 2% до 4%,  18,1% 
– от 4%  до 6%.  Показатели % RETIC в раннем неона-
тальном периоде имели отрицательную корреляцион-
ную связь с гестационным возрастом (r=-0,24,  р<0,01) 
и массой тела при рождении (r=-0,20,  р<0,05), поло-
жительную корреляционную связь с рН крови – r=0,26, 
р<0,01 и оценкой по шкале Апгар r=0,28, р<0,01. Таким 
образом, процент ретикулоцитов в динамике неонаталь-
ного периода снижался, и имел самые низкие значения 
при ацидозе и асфиксии при рождении. 

Показатель CHr (среднее содержание гемоглобина в 
ретикулоците) у глубоконедоношенных новорожденных 
при рождении был выше, чем в возрасте 1 месяца жиз-
ни, что связано со снижением доступности железа для 
эритропоэза в динамике неонатального периода. Инди-
видуальный анализ показал, что у 45,8% новорожден-
ных в возрасте до 1 недели жизни показатель СНr был в 
пределах 33-36 пг, у 32,3% – выше 36 пг, у 21,9 % детей 
– ниже 33 пг. Показатели CHr позитивно коррелирова-
ли с уровнями ∆Hb (r=0,41,  р<0,001) и  MCVr (r=0,25,  
р<0,0001). К месячному возрасту у большинства детей 
показатель CHr был выше 32 пг, однако у 43,3% детей 
показатель продемонстрировал значения менее 32 пг, в 
том числе менее 30 пг – у 9,6%. Таким образом, сниже-
ние доступности железа для эритропоэза к концу неона-
тального периода сохранялось почти у половины глубо-
конедоношенных новорожденных. 

Уровни ∆Hb практически у всех глубоконедоношен-
ных новорожденных имели в первые дни отрицатель-
ные значения и только к месячному возрасту у части 
детей зарегистрированы положительные значения. Сни-
женная гемоглобинизация ретикулоцитов в сравнении с 
эритроцитами у глубоконедоношенных новорожденных 
в раннем неонатальном периоде отражает характерное 
для незрелых недоношенных новорожденных состояние 
постнатального эритропоэза. Индивидуальный анализ 
показал, что только у 18% детей в первую неделю жиз-
ни значения ∆Hb были положительным, у остальных 
82% показатель находился в интервале от – 10 до 0 пг. 
В возрасте 1 месяца жизни показатель ∆Hb стал поло-
жительным у 38,5% детей,  что может быть обусловлено 
уменьшением пула циркулирующих ранее фетальных 
эритроцитов с высокой гемоглобинизацией. 

Абсолютное количество субпопуляции зрелых рети-
кулоцитов с низким содержанием РНК (#L-Ret) у ново-
рожденных существенно изменялись к месячному воз-
расту, снижаясь в 2,5 раза, ретикулоцитов со средним 
содержанием РНК (средней зрелости, #M-Ret) – в 1,9 
раза, незрелых ретикулоцитов с высоким содержанием 
РНК (Н-Ret) – в 1,7 раза. Однако, относительное содер-
жание отдельных субпопуляций в динамике наблюдения 
у новорожденных достоверно не различался. Популяция 
незрелых Н-Ret ретикулоцитов в первые дни у 36,7% 
детей была выше 20%, к месяцу – у 35,4%. Показате-
ли Н-Ret.% в первые дни отрицательно коррелировали 
с оценкой по шкале Апгар (r=-0,37, р<0,01) и рН кро-
ви – (r=-0,36, р<0,0001). Параметр ретикулоцитов сред-
ней зрелости #M-Ret. после рождения также был взаи-
мосвязан с оценкой по шкале Апгар (r= -0,31, р<0,01), 
кроме того, выявлена взаимосвязь #M-Ret со степенью 

дыхательной недостаточности после рождения (r=0,29, 
р<0,05).  В месячном возрасте у детей выявлены корре-
ляции M-Ret.% с содержанием кислорода в дыхательной 
смеси при проведении респираторной терапии (r=-0,65, 
р<0,001) и рН крови  (r=0,58, р<0,0001), определяемыми 
в первые дни жизни. 

У детей высокие значения среднего объема ретику-
лоцитов  (MCVr), определяемые в первые дни, уменьша-
лись к месяцу (p<0,001). Индекс созревания ретикулоци-
тов IRF m+H в первые дни после рождения коррелиро-
вал с оценкой по шкале Апгар (r= -0,34, р<0,01), а также 
со всеми показателями ретикулоцитов, кроме  CHr и 
Delta Hb. Средняя концентрация гемоглобина в ретику-
лоцитах (CHCMr) к месячному возрасту не изменялась.  

Следовательно, особенности динамики эритроцитар-
ного и ретикулоцитарного звена гемограммы, выявлен-
ные при использовании автоматического анализатора 
показывают, что наибольшие значения количества эри-
троцитов, уровня гемоглобина и показатель гематокрита 
в раннем неонатальном периоде, достоверно снижают-
ся к месячному возрасту. Такие же тенденции отмече-
ны по объему эритроцитов и количеству гемоглобина в 
эритроците. Высокие показатели относительного и аб-
солютного количества ретикулоцитов и их популяций 
достоверно снижаются к месячному возрасту. При этом 
относительное содержание незрелых популяций в дина-
мике наблюдения к месяцу достоверно увеличивается, 
что свидетельствует об активности эритропоэза. Содер-
жание гемоглобина в ретикулоцитах в динамике неона-
тального периода снижается, что связано со снижением 
доступности железа для эритропоэза при его активном 
процессе. 

Мы разделили новорожденных детей на 2 группы в 
зависимости от их гестационного возраста: в 1-ю группу 
вошли 22 ребенка, родившиеся при сроке гестации  24-
27 нед, во вторую группу-  79 новорожденных, родив-
шихся при сроке гестации  28-32 недели. Достоверных 
различий в состоянии здоровья новорожденных в зави-
симости от срока гестации не выявлено. У всех детей 
имелись респираторные нарушения, все дети в раннем 
неонатальном периоде получали респираторную под-
держку (ИВЛ или СРАР), антибактериальную терапию, 
инфузионную терапию, согласно существующим норма-
тивным документам.  

Исследование ретикулоцитарных и эритроцитарных 
показателей в зависимости от гестационного возрас-
та показало, что уровень гемоглобина (HGB) в раннем 
неонатальном периоде (на 3-5 сут жизни) в  группах 
не различался и составил у детей рожденных ранее 28 
нед и в 28-32 нед гестации 14,4±0,53 г/дл и 14,7±0,30 
г/дл, соответственно (р>0,05). В табл. 2 представлены 
показатели, имеющие достоверные различия в группах. 
У детей, рожденных в  28-32 нед гестации, показатели 
анизоцитоза эритроцитов были значимо выше в количе-
ственных (RDW) и в качественных критериях.  Следует 
отметить менее выраженную гиперхромию (% клеток с 
CHCM > 41 г/дл -1,11%) у менее зрелых детей. В ран-
нем неонатальном периоде количество микроцитов у 
детей обеих групп было незначительным, однако, число 
микроцитов было значимо выше у более зрелых детей. 
Корреляционный анализ показал достоверно значимую 
связь гестационного возраста и массы тела с MCV (r= 
-0,23 р<0,05, r=-0,40, р<0,001), CHCM  (r=0,30, р<0,01, 
r=0,34, р<0,001) и наличием гиперхромии эритроцитов 
(r=0,38,  р<0,001, r=0,29, р<0,01). 



31

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-26-34

HEMATOLOGY

В группе детей 24-27 нед гестации выявлен более вы-
сокий уровень ретикулоцитов, чем у детей 28-32 недель 
(табл. 2). Показатель содержания гемоглобина в   рети-
кулоцитах (CHr) дает представление о запасах железа в 
костном мозге, при этом не зависит от характера пита-
ния и наличия или отсутствия инфекционно-воспали-
тельных заболеваний [8, 19], по этому показателю мож-
но судить о доступности железа для эритропоэза [20]. В 
нашем исследовании значения CHr в венозной крови у 
детей 1 группы были значимо ниже, чем у детей более 
высокого гестационного возраста,  p<0,05. Кроме того, 
уровни ∆Hb также имеют достоверные различия в груп-
пах, что указывает на сниженную гемоглобинизацию ре-
тикулоцитов в сравнении с эритроцитами, что наиболее 
характерно для детей, рожденных до 28 недель гестации. 
Уровни ∆ Hb коррелировали с массой тела новорожден-
ных (r=0,35, р<0,01), а также с  гестационным возрас-
том (r=0,21 р<0,05), оценкой по шкале Апгар на 1-й и 
5-й мин (r=0,26,  р<0,05 r=0,27,  р<0,05), соответственно.

О нарушениях гемоглобинизации ретикулоцитов и 
эритроцитов, возникающих в условиях гипоксии и при 
воспалительных процессах, свидетельствуют негатив-
ные корреляции между показателем CHr и С-реактивным 
белком (r=-0,49, р<0,05), СНСМ и  содержанием кисло-
рода в дыхательной смеси (FiO2) (r=-0,24, р<0,001) и по-
зитивные  корреляции между уровнями ∆ Hb и оценкой 
по шкале Апгар на 1-й минуте (r=0,27, р<0,05). Индекс 
созревания ретикулоцитов IRF M+H % у новорожден-
ных сравниваемых групп в раннем неонатальном пери-
оде не различался, тогда как регенераторные процессы 
(согласно уровням ретикулоцитов) больше выражены у 
детей, рожденных до 28 нед гестации. 

Обследование гемограммы детей в динамике к месяч-
ному возрасту в зависимости от гестационного возрас-
та показало, что по большинству показателей различия 
в группах не регистрируются. Однако у детей, родив-
шихся до 28 нед гестации, остается более выраженная 

гипохромия и анизохромия эритроцитов,  сниженный 
MCV (р<0,05) (табл. 3). В табл. 3 представлены только 
значения, значимо различающиеся в группах.    

Значимо ниже у детей 2 группы были показатели ко-
личества эритроцитов,  HDW г/дл, ∆ Hb пг, значимо вы-
ше – показатели МСН и МСV.  

Таким образом, имеются достоверно значимые раз-
личия по количественным и качественным характери-
стикам анизоцитоза в зависимости от гестационного 
возраста: в группе менее зрелых новорожденных по-
казатель, характеризующий анизоцитоз, был значимо 
меньше, чем у более зрелых новорожденных. По осталь-
ным характеристикам эритроцитов значимых различий 
не получено. При этом, в группе детей  гестационного 
возраста менее 28 нед имеются различия по характери-
стике ретикулоцитов: относительное количество  этих 
клеток больше, при этом содержание гемоглобина в ре-
тикулоците меньше, чем у более зрелых детей. Установ-
лена взаимосвязь показателей ретикулоцитарного звена 
с тяжестью перенесенной гипоксии и проявлениями 
системной воспалительной реакции, о чем свидетель-
ствуют достоверные корреляционные связи показателей 
ретикулоцитарного звена и оценкой по шкале Апгар, 
уровнем СРБ. К концу месяца жизни у менее зрелых 
детей количество эритроцитов было значимо больше, 
при достоверном различии по большему показателю 
анизоцитоза и достоверно меньшему показателю объ-
ему эритроцита и среднему содержанию гемоглобина в 
эритроците.   

Обсуждение. Анализ гемограмм у глубоконедо-
ношеннызх новорожденных, полученных с помощью 
гематологического анализатора ADVIA, выявил суще-
ственные различия в показателях эритроцитарного и 
ретикулоцитарного звеньев в динамике неонатального 
периода и в зависимости от гестационного возраста.

Наибольшие значения количества эритроцитов, уров-
ня гемоглобина и показатель гематокрита у новорожден-

Т а б л и ц а  2
Показатели эритроидного ростка гемограммы венозной крови у глубоконедоношенных новорожденных на 3-5 сутки жизни

Показатель ГВ до 28 нед, n =22 ГВ 28-32 нед, n =79 p
Mean±m 5%-95% CI Mean±m 5%-95% CI

RDW % 17,5±0,29 16,9-18,1 18,7±0,17 18,3-19,0 <0,01
Гиперхромия % 1,5±0,16 1,17-1,25 2,43±0,15 2,12-2,74 <0,01
Микроциты % 1,11±0,12 0,85-1,37 1,49±0,08 1,33-1,65 <0,05
Выраженность анизоцитоза + 1,21±0,11 0,97-1,46 1,68±0,06 1,56-1,81 <0,05
Ретикулоциты % 6,27±0,85 4,46-8,08 4,72±0,31 4,11-5,33 <0,05
CHr,  пг 33,2±0,56 32,0-34,4 35,0±0,32 34,4-35,6 <0,05
∆ Hb, пг -5,28±1,17 -7,77- -2,77 -2,71±0,36 -3,44- -1,98 <0,02

Т а б л и ц а  3
Показатели эритроидного ростка гемограммы венозной крови у глубоконедоношенных детей в возрасте 1 месяца жизни 

Показатель ГВ до 28 недель,  n =22 ГВ 28-32 недель, n =79 p

Mean±m 5%-95% CI Mean±m 5%-95% CI

RBС, х1012/л 3,26±0,12 2,99-3,53 2,89±0,07 2,76-3,03 <0,05

MCV, фл 91,4±0,25 88,7-94,1 95,4±1,44 92,5-98,3 <0,05

MCH, пг 31,1±0,56 29,9-32,3 33,6±0,36 32,9-34,3 <0,01

HDW, г/дл 4,01±0,11 3,77-4,26 3,57±0,06 3,46-3,69 <0,01

∆ Hb, пг 1,18±0,67 -0,29+0,66 -0,72±0,34 -1,4- -0,05 <0,05
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ных, родившихся до 33 нед гестации, достоверно сни-
жаются к месячному возрасту, что характерно для всех 
новорожденных детей в первый месяц жизни. Такие же 
тенденции зарегистрированы по объему эритроцитов и 
количеству гемоглобина в эритроците. Также, выявлен-
ные высокие показатели относительного и абсолютного 
количества ретикулоцитов и их популяций, достоверно 
снижаются к месячному возрасту, и эта динамика также 
характерна для всех новорожденных. При этом имеется 
различие циркуляции незрелых популяций ретикулоци-
тов в динамике наблюдения: к месяцу жизни их отно-
сительное содержание достоверно увеличивается, что 
свидетельствует об активности эритропоэза. Активный 
эритропоэз, характерный для глубоконедоношенных 
новорожденных и обусловленный перенесенной гипок-
сией, и проявляющийся увеличением незрелых форм 
ретикулоцитов сопровождается  при этом снижением 
содержания гемоглобина в ретикулоцитах в динамике 
неонатального периода, что связано со снижением до-
ступности железа для эритропоэза. 

Регистрируемые на анализаторе показатели имеют 
различные тенденции, так  показатель концентрации ге-
моглобина в эритроците (измеряемый CHCM) у детей 
был ниже в раннем неонатальном периоде, чем в месяч-
ном возрасте, при этом средняя концентрация эритро-
цитарного гемоглобина в крови не изменялась в дина-
мике неонатально периода. Проведенный анализ пока-
зал присутствие эритроцитарной нормохромии в конце 
неонатального периода, было выявлено незначительное 
количество гипохромных эритроцитов. Однако, рас-
четный параметр средней концентрации гемоглобина в 
эритроците (MCH) и показатель содержания гемоглоби-
на в каждом эритроците (CH) по данным гистограммы 
снижались к концу неонатального периода. Первый по-
казатель (MCH) зависит от среднего объема эритроцита, 
второй показатель (СН) – не зависит от объема эритро-
цита. Гистограмма содержания гемоглобина в эритро-
ците показывает распределение эритроцитов в зависи-
мости от содержания гемоглобина (по эритроцитарному 
гемоглобину) и измеряет распределение эритроцитов по 
количеству гемоглобина в каждой клетке независимо от 
объема. Необходимо отметить, что в первые дни жизни 
ребенка и в месячном возрасте показатель СН не раз-
личался. CH – показатель, измеряемый по гистограмме 
СН, более информативен, чем расчетный. Уменьшение 
показателя СН у детей к месяцу жизни может быть свя-
зано с показателями содержания гемоглобина в ретику-
лоцитах (CHr), которые в этом возрасте снижаются.

Количественный и качественный анализ ретикуло-
цитов в гемограммах новорожденных в динимике не-
онатального периоде показывает  значимое снижение 
показателей, означающее снижение активности эритро-
поэза у глубоконедоношенных новорожденных к кон-
цу неонатального периода. При этом среднее значение 
клеточного гемоглобина в ретикулоцитах, большее в 
раннем неонатальном периоде, снижается к месячному 
возрасту, что обусловлено расходованием запасов же-
леза при рождении к месяцу жизни. Больший процент 
фракции  незрелых ретикулоцитов может свидетель-
ствовать об ускоренном выбросе клеток из костного 
мозга, как компенсаторной реакции в ответ на гипоксию 
в первые дни жизни детей. К месяцу жизни отмечается 
значительное замедление эритропоэза, о чем свидетель-
ствуют снижение абсолютного количества как незрелых 
ретикулоцитов с высоким и средним содержанием РНК, 

так и зрелых форм ретикулоцитов.  Индекс созревания 
ретикулоцитов (IRF М+H) повышается раньше, чем ко-
личество ретикулоцитов в крови на несколько дней [21], 
это ранний и чувствительный параметр эритропоэти-
ческой активности костного мозга [22-24]. У здорового 
взрослого человека IRF М+H составляет от 20% до 30%, 
у новорожденного от 30% до 40% [25]. Наши данные 
указывают, что  к месячному возрасту снижение количе-
ства эритроцитов и ретикулоцитов, как относительного, 
так и абсолютного, не сопровождается снижением IRF 
М+H, что указывает на омоложение субпопуляций ре-
тикулоцитов у  глубоконедоношенных новорожденных 
и сохранение напряженности эритропоэза как ранний 
ответ на терапию. Однако, несмотря на омоложение 
субпопуляций ретикулоцитов, у глубоконедоношенных 
новорожденных происходящее снижение уровня эри-
троцитов и гемоглобина в конце неонатального периода 
сопровождается значительным замедлением эритропоэ-
за и снижением доступности железа для эритропоэза, о 
чем свидетельствуют снижение показателей содержания 
гемоглобина в ретикулоцитах.

Анализируя показатели гемограммы в зависимости о 
гестационной зрелости, можно отметить, что в раннем 
неонатальном периоде у детей, рожденных в 24-27 нед 
гестации, гиперхромия и показатели анизоцитоза менее 
выражены, чем у более зрелых детей (28-32-недельно-
го гестационного возраста). Выявленные корреляции 
CHCM со сроком гестации и массой тела подтверждают, 
что средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах 
при рождении ниже у менее зрелых детей, что может 
быть связано с крайней незрелостью детей и особенно-
стями их эритропоэза.	

Среднее количество гемоглобина в   ретикулоцитах 
(CHr) – ранний маркер, который из-за короткого срока 
циркуляции  ретикулоцитов, точно отражает доступ-
ность железа для эритропоэза [26, 27]. Этот параметр 
является «золотым стандартом» диагностики функцио-
нально активного железа, доступного для эритропоэза 
[28]. Имеются  единичные  сообщения об уровнях CHr 
у доношенных новорожденных, которые составляют 
35,3–36 пг [29].  М. Rachel и соавт. [30] определили 
уровни CHr в пуповинной крови у детей, рожденных до 
24 мес гестации – 23–35 пг. У доношенных новорожден-
ных, по данным L. Lorenz [26] CHr составило 32±3,2 пг, 
у недоношенных с ГВ менее 30 нед – 30,7±3 пг. Наши 
данные указывают на снижение гемоглобинизации ре-
тикулоцитов у детей, рожденных ранее 28 нед гестации, 
в сравнении с группой более зрелых новорожденных. 
Повышение ретикулоцитов (%) и  активности эритро-
поэза у крайне незрелых новорожденных сочетается 
со снижением гемоглобинизации ретикулоцитов. Такие 
различия CHr могут быть связаны с усиленным эритро-
поэзом и истощением гемоглобинсинтетической функ-
ции, повышенным разрушением эритроцитов, а также 
снижением железа, доступного для эритропоэза, у менее 
зрелых детей. Если гемоглобинизация эритроцитов у 
новорожденных отражает «историю» 30-50-ти дневной 
давности (факторы внутриутробного развития плода), 
то ретикулоцитов – доступность железа для эритропо-
эза в течение последних 3- дней [9]. Отрицательные по-
казатели ∆Hb на фоне высокой активности эритропоэза 
появляются, когда циркулируют фетальные эритроциты 
с высокой гемоглобинизацией, а скорость поступления 
ретикулоцитов на периферию превышает возможности 
их гемоглобинизации. Эти изменения регистрируются 
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у крайне незрелых новорожденных в первые дни после 
рождения на фоне гипоксии и инфекционно-воспали-
тельных процессов, каковыми являются асфиксия, ре-
спираторный дистресс- синдром, инфекция, специфич-
ная для перинатального периода, врожденная пневмо-
ния и т.д.. Эти состояния сопровождаются и могут быть 
дополнены с ранним прекращением плацентарного по-
ступления железа в связи с преждевременными родами. 
Функциональный дефицит железа, на что указывает по-
казатель ΔНв, может быть связан также с блокировани-
ем выделения железа из макрофагов и гепатоцитов при 
инфекционно-воспалительных состояниях [31]. 

Выявленные корреляции уровней CHr и СРБ, ∆ Hb 
и оценкой по шкале Апгар, показателей ретикулоцитов  
с РН крови и оценкой по шкале Апгар, подтверждают 
связь с гипоксией и инфекционно-воспалительными со-
стояниями, когда изменения эритропоэза соответствуют 
выраженности респираторных и метаболических нару-
шений в раннем неонатальном периоде. При воспали-
тельных процессах, инфекционных состояниях, а также 
после перенесенной асфиксии (гипоксии)  в основе ане-
мии может быть уменьшение его поступления в места 
кроветворения,  и  секвестрация железа в макрофагах. 

В месячном возрасте на фоне снижения эритроци-
тов, у более зрелых детей показатели MCH и MCV были 
выше, что обусловлено большими запасами фетального 
железа к моменту рождения. Показатели MCHC г/дл и 
CHCM г/дл в первые дни жизни  у детей внутри групп 
различались, поскольку имелись признаки разрушения 
эритроцитов, тогда как в месячном возрасте различий не 
было выявлено. По-видимому, в раннем неонатальном 
периоде информативнее определять CHCM, поскольку 
он измеряется цитометрически. Показатель CHCM – из-
меренный эквивалент MCHC, у обследованных ново-
рожденных повышался в динамике, что указывает на 
развитие нормохромии. К месячному возрасту уровни 
#M-Ret. были взаимосвязаны со степенью кислородо-
зависимости ребенка и PН крови, определяемыми при 
рождении. Уровни M-Ret.% взаимосвязаны с содержа-
нием кислорода в дыхательной смеси (FiO2) и рН крови, 
когда увеличение менее зрелых популяций ретикулоци-
тов, согласно выявленным корреляциям, соответствует 
степени дыхательной недостаточности и ацидоза, взаи-
мосвязано со степенью  кислородзависимости.

Выводы
1. У глубоконедоношенных новорожденных высокие 

уровни эритроцитов, HGB, HTC, MCV, выраженность 
гипохромии (по показателям СНСМ  и количества ги-
похромных эритроцитов) в венозной крови снижаются в 
динамике к месячному возрасту, регистрируется сниже-
ние среднего содержания HGB в эритроците – СН. 

2. У глубоконедоношенных новорожденных к месяч-
ному  возрасту показатели ретикулоцитов значительно 
уменьшаются (в 2,2 раза), у 39,7% детей их относи-
тельное количество составляет 2,0%,  высокие уровни 
индекса созревания ретикулоцитов не изменяются, со-
храняется напряженность эритропоэза и снижение до-
ступности для его железа  (по показателю СНr) у 33,7% 
детей.  Выявленная динамика показателей гемограммы 
соответствует по срокам развитию ранней анемии недо-
ношенных детей. 

3. В целом, у глубоконедоношенных новорожденных 
в раннем неонатальном периоде регистрируется омоло-
жение ретикулоцитарных субпопуляций, высокая актив-
ность эритропоэза, которые изменяются соответственно 

выраженности респираторных и метаболических нару-
шений, при этом скорость поступления ретикулоцитов 
на периферию ограничивает возможности их гемогло-
бинизации на фоне перенесенной гипоксии и инфекци-
онно-воспалительных состояний. 

4. У детей, рожденных до 28 недель гестации, в 
сравнении с группой новорожденных с гестационным 
возрастом 28 -32 нед,  в раннем неонатальном периоде 
функциональная доступность железа для эритропоэза  
по показателю дельта гемоглобина и гемоглобинизации 
ретикулоцитов по параметру CHr снижены. К месячно-
му возрасту у менее зрелых новорожденных регистри-
руется более выраженная гипохромия и анизохромия 
эритроцитов в сравнении с более зрелыми детьми.

5. Полученные при использовании гематологическо-
го анализатора данные гемограммы эритроцитарного 
звена из венозной крови у глубоконедоношенных ново-
рожденных можно использовать для оценки нарушений 
эритропоэза и оценки эффективности проводимой тера-
пии в отделениях реанимации и патологии новорожден-
ных детей. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ СПОНТАННОЙ И СТИМУЛИРОВАННОЙ АГРЕГАЦИИ ТРОМБОЦИТОВ 
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Исследование функции тромбоцитов широко используется для диагностики нарушений клеточного звена гемостаза. Из-
учение агрегационной активности тромбоцитов актуально для предотвращения тромбоэмболических осложнений при 
фибрилляции предсердий и контроля эффективности и безопасности терапии. В настоящем исследовании был проведен 
сравнительный анализ спонтанной и стимулированной агрегации тромбоцитов в группах пациентов с двумя типами фи-
брилляции предсердий-пароксизмальная и персистирующая. Также было изучено влияние терапии β-адреноблокаторами 
на агрегационную активность тромбоцитов у пациентов с фибрилляцией предсердий. Агрегационную активность тром-
боцитов исследовали с помощью метода Г. Борна  в модификации З.А.Габбасова  на двухканальном лазерном анализаторе 
220 LA “НПФ Биола”. В качестве стимулирующих агрегацию агентов были использованы коллаген в концентрации 2 мг/
мл и адреналин в диапазоне концентраций 2,5-10 мкг/мл. Установлено, что спонтанный агрегационный потенциал и 
коллаген-индуцированная агрегация тромбоцитов зависит от типа фибрилляции предсердий, а также от наличия или 
отсутствия в терапии β – адреноблокаторов. Ответ тромбоцитов на стимуляцию адреналином зависит, прежде всего, 
от типа фибрилляции предсердий и концентрации адреналина в реакционной среде.  Наиболее существенные изменения 
отмечены в группе пациентов с пароксизмальной формой фибрилляции предсердий, принимающих β-адреноблокаторы. 
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Platelet function testing is widely used to diagnose disorders of the cellular link of hemostasis. The study of platelet aggregation 
activity is relevant for the prevention of thromboembolic complications in atrial fibrillation and monitoring the effectiveness and 
safety of therapy. In this study, a comparative analysis of spontaneous and stimulated platelet aggregation in groups of patients 
with two types of atrial fibrillation was performed — paroxysmal and persistent. The effect of β-adrenoblocker therapy on platelet 
aggregation activity in patients with atrial fibrillation was also studied. Platelet aggregation activity was studied using the method 
of  G. Born  in the modification of Z.A. Gabbasov  on a two-channel laser analyzer “Biola”. Collagen at a concentration of 2 mg / 
ml and adrenaline in a concentration range of 2.5-10 μg / ml were used as aggregation-promoting agents. It has been established 
that spontaneous aggregation potential and collagen-induced platelet aggregation depend on the type of atrial fibrillation, as well 
as on the presence or absence of β-blockers in therapy. The response of platelets to stimulation with adrenaline depends, first of 
all, on the type of atrial fibrillation and the concentration of adrenaline in the reaction medium. The most significant changes were 
noted in the group of patients with a paroxysmal form atrial fibrillation, taking β-blockers in therapy.
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Введение. Медико-социальная значимость фибрил-
ляций предсердий объясняется ее неблагоприятным 
влиянием на прогноз жизни пациента, повышением ри-
ска развития тромбоэмболических осложнений, хрони-
ческой сердечной недостаточности и снижением каче-
ства жизни пациентов [1]. С клинической точки зрения, 
с учетом течения и длительности аритмии выделяют не-
сколько типов ФП. Пароксизмальная ФП, длительность 
которой может достигать 7 суток, характеризуется само-
произвольным прекращением, обычно в течение первых 
48 часов. При пароксизмальной ФП, длящейся более 
48 ч, вероятность  спонтанного прекращения аритмии 
низкая, однако существенно возрастает риск системных 
тромбоэмболий, что требует рассмотрения возможности 
проведения антитромботической терапии [1,2]. Перси-
стирующая ФП самостоятельно не прекращается и для 
ее устранения необходима медикаментозная или элек-
трическая кардиоверсия [1]. 

При нарушении ритма сердца значимый вклад в па-
тогенез тромбоэмболических осложнений (ТЭО) оказы-
вают факторы, связанные с внутрисердечной гемодина-
микой и ремоделированием камер сердца, активацией 
системы свертывания крови и агрегацией тромбоцитов 
[3]. Профилактика ТЭО является важной проблемой те-
рапии ФП, однако, невзирая на непрерывный прогресс в 
подходах к стратификации риска ТЭО, не учитывается 
индивидуальное состояние гемостаза [4]. Анализ дан-
ных современной литературы, касающейся изменений 
системы гемостаза у пациентов, страдающих ФП и их 
вклад в риск ТЭО, показывает необходимость деталь-
ного изучения всех звеньев гемостаза при фибрилляции 
предсердий [5,6]. 

В настоящее время показано, что тромбоциты явля-
ются метаболически активными клетками и играют важ-
ную роль в ряде физиологических и патологических про-
цессов – в ангиогенезе, в реализации воспалительных и 
репаративных процессов. Дефект функций тромбоцитов 

влечёт за собой повышенный риск кровотечения или на-
против – тромбообразования [7,8]. Антитромботическая 
профилактика при фибрилляции предсердий является 
наиболее важной задачей для изучения, поскольку про-
блема ТЭО остается не решенной [9]. 

В связи с этим, исследование нарушений функций 
тромбоцитов при фибрилляции предсердий является 
востребованной и актуальной задачей и представляется 
актуальным для разработки персонализационного под-
хода к выбору антитромботической терапии в дальней-
шем.  

Цель – исследовать спонтанную и стимулированную 
коллагеном и адреналином агрегацию тромбоцитов для 
оценки функциональной активности клеток при разных 
типах фибрилляции предсердий.

Материал и методы. В исследование были вклю-
чены 27 здоровых добровольцев и 30 пациентов с фи-
брилляцией предсердий (ФП): пароксизмальная форма 
и персистирующая формы, с ИБС, гипертонической 
болезнью I – III  стадии, стенокардией напряжения I-III 
функционального класса, ХСН I-IIA стадии, атероскле-
розом сонных артерий. Для верификации диагноза всем 
пациентам проводили комплексное клинико-инструмен-
тальное и лабораторное обследование. Пациентам бы-
ла проведена операция: CARTO РЧА, изоляция легоч-
ных вен. Терапия, принимаемая пациентами на момент 
включения в исследование, соответствовала современ-
ным рекомендациям и включала в себя: антикоагулянты, 
бета-блокаторы (β-АБ), статины. Клиническая характе-
ристика пациентов с фибрилляцией предсердий на мо-
мент включения в исследование представлена в табл.1. 
Протокол исследования был одобрен Локальным Эти-
ческим комитетом № 163 от 08.11.2017 г. Все пациенты 
дали свое письменное информированное согласие на 
включение в исследование. 

Для получения богатой тромбоцитами плазмы ис-
пользовали периферическую венозную кровь, забран-

Т а б л и ц а  1
Клиническая характеристика пациентов с фибрилляцией предсердий

Показатели Пароксизмальная форма ФП (n=16) Персистирующая форма ФП (n=14)
Возраст, годы 59,44 ± 14,83 57,50 ± 9,28
Мужчины/женщины 7 / 9 9 / 5
Гипертоническая болезнь, стадия
I
II
III

1
9
2

1
7
0

Функциональный класс СН (NYHA) 
I
II
III

6
9
1

7
6
1

CARTO РЧА изоляция ЛВ
CARTO РЧА эндокардиальный MAZE
Криобаллонная изоляция легочных вен
РЧА не было

9
1
1
5

6
6
0
2

β-адреноблокаторы 6 5
Антикоагулянты 16 14
Статины 1 2
Общий холестерин, ммоль/л 4,45 ± 0,38 5,23 ± 0,59
Триглицериды, ммоль/л 1,25 ± 0,15 1,2 ± 0,12
ЛПВП, ммоль/л 1,18 ± 0,09 1,25 ± 0,10
ЛПНП, ммоль/л 2,65 ± 0,32 3,01 ± 0,512
ЛПНП/ЛПВП 2,25 ± 0,23 2,41 ± 0,23
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ную из локтевой вены утром, натощак в пластиковые 
пробирки, содержащие антикоагулянт (цитрат натрия 
3,8%) в соотношении 1 часть антикоагулянта на 9 ча-
стей крови. Плазму, богатую тромбоцитами, получали с 
использованием центрифуги ОПн-3.02 при 1000 об/мин 
в течение 10 мин, бедную тромбоцитами плазму полу-
чали центрифугированием при 3000 об/мин до 15 минут. 
Агрегационную активность тромбоцитов исследовали с 
помощью метода Г.Борна  в модификации З.А.Габбасова  
[10] на двухканальном лазерном анализаторе 220 LA 
«НПФ Биола» с компьютерной обработкой по програм-
ме AGGR. Метод основан на анализе флуктуаций свето-
пропускания, вызванных случайным изменением числа 
частиц в оптическом канале. Относительная дисперсия 
таких флуктуаций пропорциональна среднему размеру 
агрегатов.  

Приготовление рабочих растворов индукторов агре-
гации осуществляли с использованием диагностиче-
ских наборов фирмы «Технология-стандарт» (Россия). 
Лиофилизированный коллаген разводили 6 мл дистил-
лированной воды для получения маточного раствора с 
концентрацией 20 мг/мл, конечная концентрация в реак-
ционной смеси 2 мг/мл, лиофилизированный адреналин 
разводили 8 мл растворителя для получения маточного 
раствора с концентрацией 500 мкг/мл. Из маточного рас-
твора адреналина получались следующие разведения: 
адреналин 10,0 мкг/мл (100 мкл маточного раствора + 
4,9 мл физраствора NaCl), адреналин 5,0 мкг/мл (500 
мкл раствора адреналина 10 мкг/мл + 500 мкл физра-
створа NaCl), адреналин 2,5 мкг/мл (500 мкл раствора 
адреналина 5,0 мкг/мл +500 мкл физраствора NaCl). Ко-
нечная концентрация индуктора в реакционной смеси 
рассчитывалась исходя из того, что общий объем сме-
си составляет 400 мкл, в котором содержится 50 мкл 
индуктора. Запись кривых агрегации осуществлялась 
в течение 5 мин, добавление индуктора агрегации про-
изводилось через 10 с от начала записи кривой. Оцени-
вали степень агрегации по кривой светопропускания 
– максимальное приращение светопропускания после 
добавления индуктора агрегации (СП), выражается в %.  
Степень агрегации по кривой среднего размера агрега-
тов-максимальное значение среднего размера агрегатов 
после добавления индуктора (СРА), выражается в ус-
ловных единицах. Скорость агрегации-максимальный 
наклон кривой светопропускания (%/мин) и кривой 
среднего размера агрегатов (ед/мин). Показатели спон-
танной агрегации регистрировали на 2-й минуте записи. 

Достоверность различий средних величин определя-
ли с помощью однофакторного дисперсионного анализа 
и их непараметрических анализов критерия Манна-Уит-

ни, Вилкоксона и непараметрического дисперсионного 
анализа Краскела-Уоллиса. В работе рассчитывались 
медиана (межквартильный диапазон) и min и max зна-
чения. Критическое значение уровня значимости (р) 
принимали равным 0,05, что является достаточным для 
медико-биологических исследований. Для оценки кор-
реляционных взаимоотношений между изучаемыми 
показателями применялся линейный корреляционный 
анализ с расчетом коэффициента линейной корреляции 
Пирсона (r) и Спирмена. Значимость корреляционной 
связи определяли с помощью t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Все обследованные па-
циенты были разделены на группы по типу фибрилля-
ции предсердий – пароксизмальная и персистирующая, 
внутри групп было дополнительное деление на группы 
пациентов, принимающих β-адреноблокаторы (β-АБ) 
и не принимающих β-АБ. При изучении спонтанной 
агрегации тромбоцитов было обнаружено увеличение 
степени агрегации по кривой светопропускания в обеих 
группах пациентов с ФП, где пациенты не принимали 
β-АБ.  Наиболее выраженное увеличение спонтанной 
агрегации отмечено в группе с персистирующей формой 
фибрилляции предсердий без β-АБ (табл.2).

Механизмы спонтанной активации тромбоцитов за-
висят от многочисленных факторов, Изменение состава 
плазмы, с повышением в крови уровня биологически ак-
тивных веществ, метаболические нарушения приводит 
к повышенной способности тромбоцитов к формирова-
нию агрегатов. При проведении корреляционного ана-
лиза была получена положительная взаимосвязь между 
спонтанной степенью агрегации по кривой светопропу-
скания и содержанием общего холестерина в сыворотке 
крови (r=0,80, р=0,002) и уровнем холестерина в липо-
протеинах низкой плотности (r=0,80, р=0,002).  	 В а ж -
ная роль принадлежит изменениям функционального 
состояния мембран тромбоцитов, изменениям в системе 
вторичных мессенджеров, в системе ц-АМФ и ц-ГМФ 
при метаболических нарушениях [11], увеличению в 
кровотоке количества старых тромбоцитов, склонных 
к разрушению и выбросу биологически активных ве-
ществ (АДФ, серотонина, адреналина). Значительное 
воздействие сил сдвига in vivo на эндотелий приводит к 
обнажению коллагена, что также может способствовать 
увеличению склонности тромбоцитов к спонтанной 
агрегации [12]. 

Показатели коллаген-индуцированной агрегации 
свидетельствуют о функциональном состоянии эндо-
телия и характеризуют адгезивную сенсибилизирован-
ность тромбоцитов. Исследование коллаген-стимулиро-
ванной агрегации тромбоцитов в нашем исследовании 

Т а б л и ц а  2 
Параметры спонтанной агрегации тромбоцитов у пациентов с фибрилляцией предсердий и здоровых добровольцев 

Параметры Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП, 

не принимающие β-АБ 
(n=10)

Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=6)

Пациенты с перси-
стирующей формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ(n=9)

Пациенты с персисти-
рующей формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=5)

Здоровые добровольцы 
(n=27)

СРА, ед. 0,97
(0,88;1,15)

0,96 
(0,94;1,04)

0,95 
(0,92;1,37)

1,01
(0,85;1,36)

1,08
 (0,98;1,17)

СП, % 1,07 *
(0,76;1,29)

0,83
 (0,75;1,43)

1,67 *
(0,97;2,13)

0,74
(0,34;3,74)

0,80 
(0,50;1,57)

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 3-6 : Me – медиана (межквартильный диапазон), min (25) и max (75) процентили.  *- р<0,05 при сравне-
нии группы с ФП с группой здоровых добровольцев.
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показало, что в группе пациентов с пароксизмальной 
формой ФП, принимающих β-адреноблокаторы средний 
размер агрегатов и скорость их образования имеют бо-
лее низкие значения, сравнению с группой пациентов, 
не принимающих β-АБ, а так ж с группой здоровых до-
бровольцев. При сравнении с группой пациентов с пер-
систирующей формой ФП, отмечена тенденция к сниже-
нию значений агрегации (р=0,06).  В группе пациентов с 
персистирующей формой ФП, как принимающих, так и 
не принимающих β-АБ, значения максимального разме-
ра агрегатов, степени агрегации и скорости образования 
агрегатов не отличаются от значений в группе здоровых 
добровольцев. Данные представлены в табл. 3.

Как видно из полученных результатов, наличие 
β-адреноблокаторов в терапии приводит к снижению 
всех параметров коллаген-индуцированной агрегации 
у пациентов с пароксизмальной формой фибрилляции 
предсердий. Терапия бета-адреноблокаторами при-
меняется в качестве терапии первой линии при ФП, 
особенно при наличии повышенного тонуса адренер-
гической системы и ишемии миокарда [13]. На своей 
поверхности тромбоциты экспрессируют α2- и β2-
адренорецепторы [13, 14]. Адреналин является слабым 
индуктором агрегации тромбоцитов, поэтому для пол-
ноценной оценки функциональной активности (адре-
нореактивности) тромбоцитов исследование адрена-
лин-индуцированный агрегации было проведено в 
диапазоне от высокой 10 мкг/мл до низкой 2,5 мкг/мл  

концентрации индуктора, результаты представлены в 
табл. 4-6. 

В физиологических условиях адреналин активирует 
тромбоциты циркулирующей крови, что приводит к се-
креции АДФ из плотных гранул клеток, и по принципу 
положительной обратной связи усиливается стимулиру-
ющий сигнал [14,15]. 

При использовании адреналина in vitro в высокой 
концентрации у пациентов с пароксизмальной формой 
ФП, как принимающих, так и не принимающих β-АБ от-
мечены более низкие значения среднего размера агре-
гатов, светопропускания и скорости образования агре-
гатов  по сравнению с группой здоровых добровольцев. 
Терапия β-адреноблокаторами у пациентов с пароксиз-
мальной формой ФП оказывает влияние на функцио-
нальную активность тромбоцитов в ответ на адреналин 
в концентрации 10 мкг/мл, отмечено снижение степени 
и скорости агрегации тромбоцитов. В группе пациентов 
с персистирующей формой ФП по сравнению с группой 
пациентов с пароксизмальной формой ФП, не было от-
мечено различий в параметрах агрегации тромбоцитов 
и цифровые значения среднего размера агрегатов и све-
топропускания не отличаются от значений в  группе здо-
ровых добровольцев.  

Следующим этапом нашей работы было исследова-
ние агрегационной активности тромбоцитов в ответ на 
адреналин в концентрации 5 мкг/мл (табл.5). 

В группе пациентов с пароксизмальной формой ФП, 

Т а б л и ц а  3
Параметры коллаген-индуцированной агрегации тромбоцитов у пациентов с фибрилляцией предсердий и здоровых добровольцев

Параметры Пациенты с парок-
сизмальной формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ (n=10)

Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП, 
принимающие  β-АБ 

(n=6)

Пациенты с перси-
стирующей формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ(n=9)

Пациенты с перси-
стирующей формой 
ФП, принимающие 

β-АБ(n=5)

Здоровые  
добровольцы (n=27)

СРА, ед. 12,35 *
(9,24;13,01)

9,71 * **
(8,36;12,10)

12,10
(11,20;15,01)

13,10
(9,17;17,80)

13,80
(10,60;16,10)

СП, % 72,55
(70,10;77,01)

66,30 *
 (54,01;72,10)

72,70
(68,30;74,60)

67,01
(63,40;70,20)

72,00
(64,50;75,10)

СРА, ед/мин 33,40 * 
(14,40;38,60)

17,20 *  **
(11,01;24,01)

40,10
(23,80;41,50)

27,60
(23,10;59,60)

38,80
(31,5;51,20)

СП, %/мин 83,05
(62,70;97,10)

49,55 * 
(39,30;64,70)

79,01
(75,50;85,50)

71,30
(43,40;94,20)

85,10
(75,80;91,30)

П р и м е ч а н и е . *- р<0,05 при сравнении группы с пароксизмальной формой ФП и группой здоровых добровольцев. ** – р<0,05 при 
сравнении группы пациентов с пароксизмальной формой ФП, не принимающих β-адреноблокаторы  с группой пациентов с пароксизмальной 
формой ФП, принимающих β-адреноблокаторы. 

Т а б л и ц а  4 
Параметры адреналин-индуцированной агрегации тромбоцитов, при индукции адреналином в концентрации 10 мкг/мл  

у пациентов с фибрилляцией предсердий и здоровых добровольцев

Параметры Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП,  

не принимающие 
β-АБ (n=10)

Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=6)

Пациенты с перси-
стирующей формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ(n=9)

Пациенты с перси-
стирующей формой 
ФП, принимающие 

β-АБ(n=5)

Здоровые  
добровольцы (n=27)

СРА, ед. 8,52  *   
(7,68;12,20)

8,98
 (7,85;11,10)

12,80 
(10,90;13,50)

13,50
 (10,60;13,80)

11,40
(10,10;16,10)

СП, % 51,45 
(39,70;67,00)

26,25*  **
(23,01;67,40)

63,90 
(59,70;67,20)

52,80
 (49,10;59,20)

63,20
(53,20;68,60)

СРА, ед/мин 8,27 *
 (6,99;11,80)

9,23 *
 (4,75;10,70)

12,10 
(9,46;16,01)

17,30 
(15,30;20,90)

25,30
(8,14;40,60)

СП, %/мин 25,60 * 
(17,70;37,80)

18,60 * (13,40;31,20) 30,60 * (22,90;33,40) 37,10 
(35,50;45,50)

39,50
(32,60;53,80)

П р и м е ч а н и е . *- р<0,05 при сравнении группы пациентов с ФП и группой здоровых добровольцев; ** – р<0,05 при сравнении группы 
пациентов с ФП, не принимающих β-адреноблокаторы  с группой пациентов ФП, принимающих β-адреноблокаторы.
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как принимающих, так и не принимающих β-АБ отмече-
но значимое снижение скорости образования агрегатов 
и скорости агрегации по сравнению с группой здоровых 
добровольцев. Так же у пациентов в группе с пароксиз-
мальной формой ФП, принимающих β-АБ отмечено сни-
жение всех параметров агрегации тромбоцитов по срав-
нению с пациентами без терапии β-адреноблокаторов. В 
группе пациентов с персистирующей формой ФП без те-
рапии β-АБ отмечено значимое снижение скорости об-
разования агрегатов и скорости агрегации по сравнению 
с группой здоровых добровольцев.   

При использовании адреналина в низкой концентра-
ции 2,5 мкг/мл были получены данные, которые пред-
ставлены в табл. 6.

В данном блоке исследования отмечено снижение 
степени и скорости агрегации, а также скорости обра-
зования агрегатов у пациентов как с пароксизмальной, 
так и с персистирующей  формой ФП, независимо от 
терапии β-адреноблокаторами по сравнению с группой 
здоровых добровольцев. Внутригрупповое сравнение 
не выявило разницы в функциональном ответе тром-
боцитов в ответ на низкие концентрации адреналина. 
Полученные нами результаты исследования показали, 
что при концентрации адреналина 10-5 мкг/мл отмеча-
ется снижение функционального ответа тромбоцитов 
у пациентов с пароксизмальной формой ФП, наиболее 

выраженное снижение выявлено у пациентов, прини-
мающих β-адреноблокаторы. При использовании  ма-
лых доз адреналина 2,5 мкг/мл отмечается снижение 
параметров агрегации в обеих группах пациентов по 
сравнению со здоровыми добровольцами, и не зависит 
ни от вида фибрилляции предсердий, ни от терапии 
β-адреноблокаторами.

Реакция тромбоцитов на внешние стимулы зависит 
от соотношения внеклеточных сигналов, активирующих 
и  ингибирующих активность клеток.  Спонтанная агре-
гация тромбоцитов  зависит от воздействий сил сдвига, 
изменения состава плазмы, циркулирующих биологиче-
ски активных веществ [15,16]. В результате нашего ис-
следования отмечено повышение спонтанной агрегации 
тромбоцитов у всех пациентов с фибрилляцией пред-
сердий по сравнению с группой здоровых доброволь-
цев, наиболее выраженное увеличение функциональной 
активности клеток наблюдается в группе пациентов с 
персистирующей формой ФП. Коллаген характеризуют 
адгезивную сенсибилизированность тромбоцитов [7], 
в нашем исследовании в группе пациентов с пароксиз-
мальной формой ФП, принимающих β-адреноблокаторы 
отмечено снижение коллаген-индуцированной агрега-
ции тромбоцитов по сравнению со здоровыми добро-
вольцами.  Таким образом, на функциональную актив-
ность тромбоцитов в ответ на коллаген оказывает вли-

Т а б л и ц а  5
Параметры адреналин-индуцированной агрегации тромбоцитов, при индукции адреналином в концентрации 5 мкг/мл у пациентов 

с фибрилляцией предсердий и здоровых добровольцев 

Параметры Пациенты с парок-
сизмальной формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ (n=10)

Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=6)

Пациенты с перси-
стирующей формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ (n=9)

Пациенты с персисти-
рующей формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=5)

Здоровые 
 добровольцы  

(n=27)

СРА, ед. 10,32 
(6,36;11,90)

9,02 
(6,38;12,60)

9,04 
(3,49;11,90)

10,60 
(9,77;14,40)

11,60
(9,07;13,90)

СП, % 42,60 
(35,00;66,90)

25,35 *
 (19,90;63,90)

55,01 
(9,31;59,30)

48,10
 (32,40;55,90)

59,50
(57,30;65,10)

СРА, ед/мин 8,54 * 
(5,75;16,10)

6,11 * 
(3,78;10,80)

6,97 * 
(3,21;10,80)

13,20 
(13,20;14,90)

11,90
(7,97;24,10)

СП, 
%/мин

21,85 * 
(18,01;36,80)

15,25 * (12,30;33,01) 19,80 *
 (9,63;30,40)

33,90
 (24,10;45,20)

37,70
(35,00;48,50)

П р и м е ч а н и е . *- р<0,05 при сравнении группы пациентов с ФП и группой здоровых добровольцев.

Т а б л и ц а  6 
Параметры адреналин-индуцированной агрегации тромбоцитов, при индукции адреналином в концентрации 2,5 мкг/мл  

у пациентов с фибрилляцией предсердий и здоровых добровольцев

Параметры Пациенты с парок-
сизмальной формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ (n=10)

Пациенты с пароксиз-
мальной формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=6)

Пациенты с перси-
стирующей формой 

ФП, не принимающие 
β-АБ (n=9)

Пациенты с персисти-
рующей формой ФП, 
принимающие β-АБ 

(n=5)

Здоровые  
добровольцы (n=27)

СРА, ед. 8,57
 (6,43;10,40)

7,41*
 (6,37;8,22)

9,93
 (2,79;12,90)

10,30
 (8,68;13,10)

10,60
(8,73;13,70)

СП, % 29,70 * 
(25,40;60,60)

37,70 
(22,70;63,10)

Р=0,06

27,50 *
(8,97;60,70)

22,30 *
(20,90;57,30)

61,20
(38,80;64,90)

СРА, ед/мин 7,67 *
(4,42;12,80)

4,54 *
(3,97;7,18)

5,18 *
(2,33;12,90)

11,70
(10,50;13,70)

15,70
(8,04;21,30)

СП, %/мин 18,55 *
(12,80;27,90)

18,05  *
(13,10;28,80)

13,30 *
 (7,84;29,60)

22,01 
(18,20;26,70)

Р=0,06

32,30
(29,90;49,40)

П р и м е ч а н и е . *- р<0,05 при сравнении группы пациентов с ФП и группой здоровых добровольцев.
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яние тип фибрилляции предсердий, а также получаемая 
терапия, в частности наличие β-адреноблокаторов. 

Одним из механизмов активации агрегационной ак-
тивности клеток у больных с ФП является активация 
симпато-адреналовой системы, при этом избыток ка-
техоламинов напрямую может активировать адгезию и 
агрегацию клеток [17,18]. Адреноблокаторы замещают 
собой катехоламины на адренорецепторах и, таким об-
разом, препятствуют  активации тромбоцитов, реали-
зуя антиагрегантный эффект назначаемых β-АБ [13]. 
Происходит снижение катехоламинового повреждение 
эндотелия, что способствует нормализации эндотели-
альной функции, увеличение содержания оксида азо-
та с восстановлением ангиагрегантных свойств [6,19]. 
Нами обнаружено, что при концентрации адреналина в 
реакционной среде 2,5 мкг/мл, отмечена выраженная ги-
поадренореактивность тромбоцитов, как у пациентов с 
пароксизмальной, так и с персистирующей формой ФП, 
наличие или отсутствие терапии β-АБ, при этом, не ока-
зывает существенного влияния на агрегацию тромбо-
цитов. При проведении корреляционного анализа нами 
была получена отрицательная взаимосвязь между степе-
нью агрегации при спонтанной агрегации и степенью и 
скоростью агрегации в ответ на индукцию адреналином 
в концентрации 5 мкг/мл  (r= – 0,73 и r= – 0,67, соответ-
ственно р<0,05), и в концентрации 2,5 мкг/мл  (r= – 0,90, 
р<0,05) в  группе пациентов с пароксизмальной формой 
ФП, принимающих β-АБ. Однако, данный эффект ги-
поадренореактивности «исчезает» в группе пациентов 
с персистирующей формой ФП при действии высоких 
доз адреналина в реакционной среде. При длительном 
нарушении ритма сердца начинают оказывать влияние 
факторы, связанные с внутрисердечной гемодинамикой 
и активацией системы свертывания крови [4,19]. Воз-
можно, это связано со снижением эффекта назначаемого 
адреноблокатора, «феномен ускользания рецепторов» от 
действия препарата при длительном применении, или 
же существует «критический» диапазон сенситивности 
адренорецепторов, зависящий от большого количества 
факторов, включая длительность заболевания и получа-
емую пациентами терапию [13]. Несомненно, повышен-
ная спонтанная агрегация вносит существенный вклад в 
изменение функциональной активности тромбоцитов у 
пациентов с фибрилляцией предсердий [15] и длитель-
ное нарушение ритма сердца приводит к нарушению 
функциональной активности клеток [3]. 

Важное значение в организме имеет способность 
адреналина потенцировать действие других агонистов, 
так как в физиологических условиях катехоламины яв-
ляются слабыми агонистами агрегации [14]. При воз-
действии слабых агонистов происходит праймирование 
тромбоцитов, а далее активация может быть синергич-
но увеличена другими агентами различными путями 
[12,18]. Адреналин взаимодействует с  адренорецепто-
рами на поверхности клеток, происходит секреция АДФ 
из плотных гранул, который через пуринэргические ре-
цепторы P2Y1 и P2Y12 на поверхности тромбоцита, с 
участием сопряженности α2-адренорецепторов и Р2Y12 
пуриновых рецепторов с Gi-белком сигнальных путей, 
приводит к повышению функциональной активности 
тромбоцитов [14,15]. Возможно, длительность заболе-
вания, метаболические и реологические изменения в 
крови вносят существенный вклад в изменение функ-
ционального состояния  мембран тромбоцитов [3,4], что 
приводит к гиперадренореактивности тромбоцитов в 

нашем исследовании при действии высоких концентра-
ций адреналина in vitro. При изменении функционально-
го ответа тромбоцитов ключевым вопросом всегда оста-
ется установление обратимости  реакций, что требует 
дальнейшего углубленного изучения. 

Заключение. Полученные нами результаты иссле-
дований позволяют прийти к нескольким выводам. Во-
первых, спонтанный агрегационный потенциал тромбо-
цитов зависит от типа фибрилляции предсердий, а также 
от наличия или отсутствия в терапии бета-адреноблока-
торов, при отсутствии β-АБ отмечено увеличение пара-
метров спонтанной агрегации как при пароксизмальной, 
так и при персистирующей ФП, что в будущем может 
создавать условия для гиперреактивности тромбоцитов 
и возникновению осложнений в виде тромбозов. Во-
вторых, коллаген-индуцированная агрегация тромбоци-
тов также зависит от типа фибрилляции предсердий и 
от наличия или отсутствия в терапии β-АБ, сниженные 
показатели параметров агрегации отмечаются у пациен-
тов с пароксизмальной формой и принимающих β-АБ. 
В-третьих, адренореактивность тромбоцитов in vitro 
зависит от концентрации адреналина в реакционной 
среде и типа фибрилляции предсердий, наиболее суще-
ственные изменения отмечены в группе пациентов с па-
роксизмальной формой, принимающих β-АБ. Характер 
выявленных изменений требует дальнейшего изучения 
агрегационной активности тромбоцитов у пациентов с 
различными типами фибрилляции предсердий, что по-
зволит расширить тактику фармакологической коррек-
ции, направленной на профилактику тромбозов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

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

Л И Т Е Р А Т У Р А  (пп. 3-6, 12, 17-19 см. R E F E R E N C E S )
1.	 Татарский Б.А., Баталов Р.Е., Попов С.В. Фибрилляция предсер-

дий: патофизиологические подходы к выбору антиаритмической 
терапии. Томск: STT; 2013.  2. Довгалевский Я.П., Кувшинова 
Л.Е., Грайфер И.В., Фурман Н.В., Довгалевский П.Я. Антитром-
ботическая терапия при фибрилляции предсердий: современные 
подходы и ближайшие перспективы. Рациональная фармакоте-
рапия в кардиологии. 2011; 7(5): 628-36. 

7.	 Серебряная Н.Б., Шанин С.Н., Фомичева Е.Е., Якуцени П.П. 
Тромбоциты как активаторы и регуляторы воспалительных и 
иммунных реакций. Часть 1. Основные характеристики тромбо-
цитов как воспалительных клеток. Медицинская иммунология. 
2018; 20(6): 785-96. 

8.	 Серебряная Н.Б., Шанин С.Н., Фомичева Е.Е., Якуцени П.П. Тром-
боциты как активаторы и регуляторы воспалительных и иммунных 
реакций. Часть 2. Основные характеристики тромбоцитов как вос-
палительных клеток. Медицинская иммунология. 2019; 21(6): 9-20. 

9.	 Кривошеев Ю.С., Башта Д.И., Красильникова С.Ю., Виленский 
Л.И., Колесников В.Н, Чуков С.З. и др. Тромбоз ушка левого 
предсердия при фибриляции предсердий – современное состо-
яние проблемы. Вестник аритмологии. 2019; 4(98): 13-20. 

10.	 Габбасов З.А., Попов Е.Г., Гаврилов И.Ю. Новый высокочув-
ствительный метод анализа агрегации тромбоцитов. Лабора-
торное дело. 1989; (10): 15–8.

11.	 Огуркова О.Н., Суслова Т.Е., Ситожевский А.В., Кошельская 
О.А. Изучение ц-АМФ и ц-ГМФ-зависимых сигнальных систем 
в инуслинопосредованной агрегации тромбоцитов у пациентов 
с сердечной недостаточностью и метаболическими нарушения-
ми. Бюллетень сибирской медицины. 2012; 11(6): 76-81.  

13.	 Закирова А.Н., Зарудий Ф.С., Гарифуллин Б.Н. Бета-адренобло-
каторы и агрегация тромбоцитов. Карведилол. Рациональная 
фармакотерапия в кардиологии. 2008; 4(2): 81-4. 



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2026; 66(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-35-41

КОАГУЛОЛОГИЯ

41

14.	 Баринов Э.Ф, Мамедалиев С. А., Твердохлеб Т.А., Балыкина 
А.О. Взаимодействие адреналина и АДФ в регуляции функци-
ональной активности тромбоцитов при хронической ишемии 
мозга. Патологическая физиология и экспериментальная тера-
пия. 2017; 61(2): 51—5. 

15.	 Козловский В.И., Ковтун О.М., Сероухова О.П., Детковская 
И.Н., Козловский И.В. Методы исследования и клиническое 
значение агрегации тромбоцитов.  Фокус на спонтанную агре-
гацию. Вестник Витебского государственного медицинского 
университета. 2013; 12(4): 79-91.

16.	 Мансурова Д.А., Жунуспекова А.С., Каражанова Л.К. Референс-
ные значения агрегации тромбоцитов у здоровых лиц. Клиниче-
ская лабораторная диагностика. 2018; 63(9): 549-52. 

R E F E R E N C E S
1. Tatarskiy B.A., Batalov R.E., Popov S.V. Atrial fibrillation: pathophys-

iological approaches to the choice of antiarrhythmic therapy . Tomsk: 
STT; 2013.  (in Russian)	

2. Dovgalevskiy Ya.P., Kuvshinova L.E., Grayfer I.V., Furman N.V., 
Dovgalevskiy P.Ya. Antithrombotic therapy for atrial fibrillation: 
current approaches and immediate prospects. Ratsional’naya farma-
koterapiya v kardiologii. 2011; 7(5): 628-36. (in Russian)

3. Sohara H., Amitani S., Kurose M., Miyahara K. Atrial fibrillation acti-
vates platelets and coagulation in a time-dependent manner: A study 
in patients with paroxysmal atrial fibrillation. Journal of the Ameri-
can College of Cardiology. 1997; 29(1): 106-12. 

4. Li-Saw-Hee F.L., Blann A.D., Gurney D., Lip G.Y. Plasma von Will-
ebrand factor, fibrinogen and soluble P-selectin levels in paroxysmal, 
persistent and permanent atrial fibrillation. Effects of cardioversion 
and return of left atrial function. Eur. Heart J. 2001; 2: 1741-7. 

5.	 Khairy M, NasrEldin E, Elsharkawi A. Preoperative platelet activa-
tion markers as a risk predictor of postoperative atrial fibrillation 
after coronary artery bypass grafting. Int. J. Cardiovasc. Res. 2019; 
8(2): e1000401. 

6.	 Yoshinoa Satoshi, Yoshikawaa Akiko, ShuichiHamasakia et al., Atri-
al fibrillation-induced endothelial dysfunction improves after resto-
ration of sinus rhythm. International Journal of Cardiology. 2013; 
168(2): 1280-5. 

7.	 Serebryanaya N.B., Shanin S.N., Fomicheva E.E., Yakutseni P.P. 
Platelets as activators and regulators of inflammatory and immune 
responses. Part 1. The main characteristics of platelets as inflam-
matory cells. Meditsinskaya immunologiya. 2018; 20(6):785-96. (in 
Russian)

8.	 Serebryanaya N.B., Shanin S.N., Fomicheva E.E., Yakutseni P.P. 
Platelets as activators and regulators of inflammatory and immune 

responses. Part 2. The main characteristics of platelets as inflamma-
tory cells. Meditsinskaya immunologiya. 2019; 21(6): 9-20. (in Rus-
sian)

9.	 Krivosheev Yu.S., Bashta D.I., Krasil’nikova S.Yu., Vilenskiy L.I., 
Kolesnikov V.N, Chukov S.Z. et al. Left atrial ear thrombosis with 
atrial fibrillation is the current state of the problem. Vestnik aritmolo-
gii. 2019; 4(98):13-20. (in Russian)

10. Gabbasov Z.A., Popov E.G., Gavrilov I.Yu. New highly sensitive 
platelet aggregation assay. Laboratornoe delo. 1989; (10):15–8. (in 
Russian) 

11.	 Ogurkova O.N., Suslova T.E., Sitozhevskiy A.V., Koshel’skaya O.A. 
The study of c-AMP and c-GMP-dependent signaling systems in the 
inulin-mediated platelet aggregation in patients with heart failure and 
metabolic disorders. Byulleten’ sibirskoy meditsiny. 2012; 11(6): 76-
81. (in Russian) 

12.	 Koltai K., Kesmarky G., Feher G., Tibold A., Toth K. Platelet 
Aggregometry Testing: Molecular Mechanisms, Techniques and 
Clinical Implications. Int. J. Mol. Sci. 2017; 18(8). 1803-25. 

13.	 Zakirova A.N., Zarudiy F.S., Garifullin B.N. Beta-blockers and 
platelet aggregation. Carvedilol. Ratsional’naya farmakoterapiya v 
kardiologii. 2008; 4(2): 81-4. (in Russian)

14. Barinov E.F, Mamedaliev S. A., Tverdokhleb T.A., Balykina A.O. The 
interaction of adrenaline and ADP in the regulation of the functional 
activity of platelets in chronic brain ischemia. Patologicheskaya 
fiziologiya i eksperimental’naya terapiya. 2017; 61(2): 51-5. (in 
Russian) 

15.	 Kozlovskiy V.I., Kovtun O.M., Seroukhova O.P., Detkovskaya 
I.N., Kozlovskiy I.V. Research methods and clinical significance 
of platelet aggregation. Focus on spontaneous aggregation. Vestnik 
Vitebskogo gosudatstvennogo meditsinskogo universiteta. 2013; 
12(4): 79-91. (in Russian)

16.	 Mansurova D.A., Zhunuspekova A.S., Karazhanova L.K. Reference 
values of platelet aggregation in healthy individuals. Klinicheskaya 
laboratornaya diagnostika. 2018; 63(9): 549-52. (in Russian)

17.	 Kamath S., Blann A. D., Chin B. S. P. et al. A study of platelet 
activation in atrial fibrillation and the effects of antithrombotic 
therapy.  European Heart Journal. 2002; 23(22). 1788–95. 

18.	 Nathan P., Goh V., Mahadevan G., Stewart, Horowitz J. Platelet 
reactivity is independent of left atrial wall deformation in patients 
with atrial fibrillation. Mediators of Inflammation; 2016; 1-5. 

19.	 Minamino T., Kitakaze M., Sato H. et al. Plasma levels of nitrite/
nitrate and platelet cGMP levels are decreased in patients with atrial 
fibrillation. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 1997; 17: 3191-5.     

                                                                                Поступила 20.06.20
                                                                    Принята к печати 01.09.20



42

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-42-44

MICROBIOLOGY

МИКРОБИОЛОГИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2021

Гординская Н. А., Борискина Е. В., Кряжев Д. В.

ВИДОВОЕ РАЗНООБРАЗИЕ И АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ СТАФИЛОКОККОВ, 
ВЫДЕЛЕННЫХ У ДЕТЕЙ ПЕРВОГО МЕСЯЦА ЖИЗНИ В ДЕТСКИХ СТАЦИОНАРАХ 
НИЖНЕГО НОВГОРОДА

ФБУН Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии им. акад. И. Н. Блохиной 
Роспотребнадзора, 603950, Нижний Новгород, Россия

Проанализированы 1235 штаммов стафилококков, выделенных в многопрофильной детской клинике. Изучена видовая 
принадлежность и антибиотикорезистентность золотистых и коагулазонегативных стафилококков. Наиболее часто 
выделялись следующие виды: S. aureus – 36,06%, S. epidermidis – 23,05%, S. haemolyticus – 19,7%, S. hominis – 14,03%. Фе-
нотип метициллинустойчивых штаммов имели 48,9% выделенных штаммов стафилококков, при этом метициллинре-
зистентных S. aureus (MRSA) выявлено 25,6%, метициллинрезистентных коагулазонегативных стафилококков – 63,2%. 
Частота ассоциированной устойчивости к аминогликозидам, фторхинолонам, макролидам, тетрациклинам у метицил-
линрезистентных штаммов составила 92,7%, 78,3%, 83,4% и 52,05% соответственно, резистентность золотистых и 
коагулазонегативных стафилококков практически не отличалась. Минимальное количество устойчивых штаммов вы-
явлено в отношении даптомицина, штаммов, устойчивых к ванкомицину и линезолиду не обнаружено. Антибиотико-
резистентность стафилококков в детских стационарах определяется наличием гена mecA или чувствительностью к 
цефокситину и не зависит от видовой принадлежности штаммов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  стафилококковая инфекция; коагулазонегативные стафилококки; антибиотикорезистент-
ность; метициллинрезистентные штаммы.

Для цитирования: Гординская Н. А., Борискина Е. В., Кряжев Д. В. Видовое разнообразие и антибиотикорезистент-
ность стафилококков, выделенных у детей первого месяца жизни в детских стационарах Нижнего Новгорода. Клиниче-
ская лабораторная диагностика. 2021; 66 (1): 42-44. DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-42-44
Gordinskaya N.A., Boriskina E. V., Kryazhev D.V.
SPECIES DIVERSITY AND ANTIBIOTIC RESISTANCE OF STAPHYLOCOCCI, ALLOCATED IN CHILDREN OF 
THE FIRST MONTH OF LIFE IN CHILDREN’S HOSPITALS NIZHNY NOVGOROD
Academician I.N. Blokhina Nizhny Novgorod Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology of the 
Rospotrebnadzor, Nizhny Novgorod, Russia
1235 strains of Staphylococci isolated in a multidisciplinary children’s clinic were analyzed. The species and antibiotic resistance 
of Golden and coagulase-negative Staphylococci were studied. The most frequently identified species were: S. aureus-36.06%, 
S. epidermidis-23.05%, S. haemolyticus-19.7%, S. hominis-14.03%. Phenotype methicillinsensitive strains had 48.9% of the 
allocated staphylococci, while metitillinrezistentnykh S. aureus was identified in 25.6%, and coagulase-negative staphylococci 
methicillinresistant– 63.2 per cent. The frequency of associated resistance to aminoglycosides, fluoroquinolones, macrolides 
and tetracyclines have metitillinresictant strains 92,7%, 78,3%, 83,4% and 52,05% respectively, resistant Staphylococcus and 
coagulase-negative staphylococci were similar. The minimum number of resistant strains was found in relation to daptomycin, 
no strains resistant to vancomycin and linezolid were found. Antibiotic resistance of staphylococci in children’s hospitals is 
determined by the presence of the mecA gene or sensitivity to cefoxitin and does not depend on the type of strain.

K e y  w o r d s :  staphylococcal infection; coagulase-negative staphylococci; antibiotic  resistance; methicillinresistant strain.
For citation: Gordinskaya N.A., Boriskina E.V., Kryazhev D.V. Species diversity and antibiotic resistance of Staphylococci iso-
lated in children of the first month of life in children’s hospitals in Nizhny Novgorod. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika 
(Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 2021; 66 (1): 42-44  (in Russ). DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-
1-42-44
For correspondence: Gordinskaya N.A., doctor of medical Sciences, senior researcher at the laboratory of Microbiology; e-mail: 
Gordinskaya.nata@yandex.ru
Information about authors:
Gordinskaya N. A., https://orcid.org/0000-0002-4146-0332;
Boriskina E. V., https://orcid.org/0000-0001-8889-8801;
Kryazhev D. V., https://orcid.org/0000-0002-0517-8065.
Conflict of interests. The authors declare no conflict of interest.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.

Received 12.08.2020
Accepted  27.08.2020

Для корреспонденции: Гординская Наталья Александровна, д-р мед. наук, ст. науч. сотр. лаб. микробиологии; е-mail: Gordinskaya.nata@
yandex.ru



43

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2021-66-1-42-44

МИКРОБИОЛОГИЯ

Введение. Микроорганизмы рода Staphylococcus spp. 
являются одними из самых распространённых возбуди-
телей инфекционных заболеваний, обитателями кожи 
и слизистых, входя в состав нормальной микрофлоры 
практически всех людей. Важнейшей функцией нор-
мофлоры считается её участие в формировании колони-
зационной резистентности, под которой подразумевает-
ся совокупность механизмов, придающих стабильность 
нормальной микрофлоре и обеспечивающих предотвра-
щение колонизации организма человека патогенными 
микробами, способствующих формированию и поддер-
живанию адекватного иммунного ответа [4,6]. У детей 
первых месяцев жизни микрофлора кожи, носоглотки, 
кишечника только формируется и её состав напрямую 
зависит от окружения: домашние условия или больнич-
ная среда [3,8]. Наиболее часто выделяемыми с кожи и 
слизистых оболочек микроорганизмами у детей, посту-
пивших в стационар в первый месяц жизни, являются 
коагулазонегативные стафилококки, видовое разноо-
бразие которых в последние годы значительно возросло 
[1,7]. При этом в экстремальных условиях непатогенные 
обитатели биологических полостей ведут себя как па-
тогенные бактерии, вызывая различные инфекционные 
процессы. Наблюдается тенденция к возрастанию ро-
ли условно-патогенных коагулазонегативных стафи-
лококков (Coagulase negative Staphylococcus – CONS) в 
развитии внутрибольничных инфекций, их выявляют 
в 30% случаев катетерассоциированных инфекций хи-
рургических и неонатальных стационаров [2,3]. Особой 
проблемой становится распространение в стационарах, 
а также во внебольничной среде, клинических изолятов 
CONS, устойчивых к цефокситину, которые проявляют 
резистентность не только ко всем β-лактамным антибио-
тикам, но и препаратам других классов [5,9].

Цель исследования – изучение видовой принадлеж-
ности стафилококков, выделенных у детей первого ме-
сяца жизни, поступивших в стационар с различными 
заболеваниями, и определение частоты обнаружения 
антибиотикорезистентных штаммов.

Материал и методы. В задачи исследования входил 
анализ частоты обнаружения микроорганизмов рода 
Staphylococcus spp., определение их видового спектра, 
изучение фенотипа антибиотикорезистентности вы-
деленных изолятов и детекция гена mecA у штаммов, 
резистентных к цефокситину. Видовая идентификация 
и определение антибиотикорезистентности проводи-
лись на анализаторе WalkAway 96 (Siemens, Германия) 
с помощью коммерческих планшетов POS Combo Type 
20 (Beckman Coulter, США). Чувствительность к це-
фокситину CONS в связи с отсутствием критериев ми-
нимальной подавляющей концентрации определяли 
диско-диффузионным методом, используя диски произ-

водства Pronadisa (Laboratorios CONDA, Испания). На-
личие гена mecA у стафилококков определяли методом 
ПЦР. Амплификацию проводили на приборе Rotor-Gene 
6000 (Corbett Research, Австралия) в соответствии с ме-
тодическими указаниями к набору «АмплиСенс MRSA-
скрин-титр-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). Детекция 
продуктов амплификации проводилась гибридизацион-
но-флюоресцентным методом в режиме реального вре-
мени.

Результаты и обсуждение. Проанализированы 
1235 штаммов микроорганизмов, выделенных из раз-
личных биосубстратов детей первого месяца жизни, 
лечившихся в стационаре многопрофильной клиники 
в течение 2019-2020 гг. Ведущим патогеном у детей 
были стафилококки, которые составили 79,02% (976 
штаммов) от всей выделенной микрофлоры. Среди ро-
да Staphylococcus spp. 36,06% принадлежали S. aureus, 
63,9% – CоNS, соответственно. В микробном пейзаже 
грамотрицательной микрофлоры присутствовали как 
неферментирующие бактерии, так и представители се-
мейства энтеробактерий без количественного лидерства 
конкретного вида. CONS представлены в основном тре-
мя видами – S. epidermidis (23,05% всей микрофлоры), 
S. haemolyticus (19,7% всей микрофлоры), S. hominis 
(14,03% всей микрофлоры), три другие вида выделены 
в незначительном количестве (табл.1).

48,9% всех выделенных стафилококков проявляли 
устойчивость к цефокситину, т. е. имели фенотип мети-
циллинустойчивых штаммов. При этом метициллинре-
зистентных S. aureus (MRSA) выявлено 25,6%, метицил-
линрезистентных коагулазонегативных стафилококков 
(MRS CoNS) – 63,2%, т. е. в 2,46 раза больше. Количе-
ство метициллинрезистентных штаммов у различных 
видов коагулазонегативных стафилококков представле-
но в табл. 2.

С целью подтверждения продукции дополнительно-
го пенициллинсвязывающего белка у 43 фенотипически 
метициллинрезистентных штаммов стафилококков про-
водили детекцию гена mecA. Результаты ПЦР исследо-
ваний показали, что все протестированные штаммы об-
ладали геном mecA.

Антибиотикограммы метициллинустойчивых и ме-
тициллинчувствительных изолятов имели существен-
ные отличия, независимо от видовой принадлежности 
штаммов (табл. 3).

Большинство MRSA и MRS CoNS штаммов устой-
чивы к аминогликозидам, фторхинолонам, макроли-
дам, рифампицину, триметоприм/сульфаметоксазолу, 
максимально активным препаратом за анализируемый 
период оказался даптомицин. Устойчивых метициллин-
резистентных стафилококков в отношении ванкомицина 
и линезолида не выявлено. Меньшую резистентность в 

Т а б л и ц а  1
Видовое разнообразие CONS

Микроорганизмы Процент выделения среди CоNS, %
S. epidermidis 36
S. haemolyticus 31
S. hominis 22
S. warneri 4 
S. sciuri 4
S. lugdunensis 3

Т а б л и ц а  2
Резистентность к цефокситину у различных видов CоNS

Микроорганизмы Количество резистентных штаммов
S. epidermidis 80 из 225 (62,8%)
S. haemolyticus 59 из 194 (97,3%)
S. hominis 30 из 137 (29,7%)
S. warneri 3 из 25
S. sciuri 4 из 25
S. lugdunensis 2 из 18
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отношении антибиотиков различных классов проявили 
MSSA и MSS CоNS. Более половины штаммов чувстви-
тельны ко всем препаратам, наибольшую активность в 
отношении метициллинчувствительных штаммов про-
явили даптомицин и триметоприм/сульфаметоксазол, ⅔ 
штаммов чувствительны к тетрациклину и рифампицину.

Выводы:
1. Ведущим патогеном детских стационаров много-

профильной клиники являются стафилококки.
2. Коагулазонегативные стафилококки выделяются у 

детей первого месяца жизни в 1,7 раза чаще, чем золо-
тистый стафилококк.

3. Метициллинрезистентные штаммы среди CоNS 
обнаружены  в 2,46 раза чаще, чем у S. aureus.

4. Антибиотикорезистентность стафилококков в дет-
ских стационарах определяется наличием гена mecA или 
чувствительностью к цефокситину и не зависит от видо-
вой принадлежности штаммов.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Т а б л и ц а  3
Фенотип антибиотикорезистентности золотистых и коагулазонегативных стафилококков (% резистентных штаммов)

Препараты MRSA MRS CоNS MSSA MSS CоNS
Цефокситин 25,6 63,2 74,4 36,8
Гентамицин 96,4 97,6 52,3 61,7
Амикацин 86,9 89,9 55,8 56,3
Ципрофлоксацин 92,5 93,1 59,3 51,9
Левофлоксацин 66,5 61,2 49,4 54,3
Эритромицин 84,2 82,6 56,6 42,3
Клиндамицин 55,8 57,3 49,2 46,1
Тетрациклин 51,7 52,4 31,2 33,6
Рифампицин 77,2 86,9 27,6 26,4
Триметоприм/сульфаметоксазол 87,3 89,7 26,8 19,5
Даптомицин 14,2 13,9 7,6 6,4
Ванкомицин 0 0 0 0
Линезолид 0 0 0 0
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Проанализирован микробиом полости рта у здоровых людей и больных пародонтитом, определены их адгезивные свой-
ства и способность к образованию биоплёнок. В исследовании приняли участие 2 группы: здоровая,18 человек, и опыт-
ная группа, 20 больных с хроническим генерализованным пародонтитом средней степени тяжести. Средний возраст 
исследуемых людей составил 35-45 лет. Материал – зубодесневой налёт, соскоб со слизистой оболочки спинки языка, 
содержимое зубодесневого желобка и пародонтального кармана, ротовая жидкость. Основной метод исследования – 
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на клетках слизистой оболочки полости рта и способность формировать биоплёнки на пластике и стекле. Микро-
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при этом усиливается их способность образовывать биоплёнки и проявлять патогенные свойства. Биоплёнкообразование 
микроорганизмов у здоровых и больных людей отличается как на стекле, так и на пластике.
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Введение. Полость рта по составу микробиологиче-
ских сообществ представляет сложную систему, изме-
нения в которой способны оказывать влияние не только 
на здоровье полости рта, но и всего организма в целом.  
Подчёркивается взаимосвязь разнообразия микробио-
ма полости рта (700 видов) с множеством заболеваний 
висцеральных систем, например, рак кишечника и др. 
[1, 2]. Стоматологические заболевания многими авто-
рами рассматриваются в контексте изменения состава 
биоплёнок [3-5]. Состав биоплёнок влияет на развитие 
таких заболеваний, как пародонтит, гингивит, кари-
ес [6, 7]; отмечен комменсализм бактерий биоплёнок, 
который связан с передачей сигнальных молекул в со-
обществе [8-10].

Многие авторы связывают хронический пародонтит 
(ХП) с дисбиозом различных биотопов полости рта, 
самым важным из которых является пародонтальный 
карман. C развитием периодонтита могут быть связа-
ны мутации, определяющие чувствительность тканей 
пародонта к колонизации специфическими микроорга-
низмами [11,12]. В результате комплексного исследо-
вания выяснено, что некоторые мутантные аллели свя-
заны с уменьшением Tannerella forsythia, Actinomyces 
gerencseriae, Fusobacterium periodonticum, Prevotella 
nigrescens, другие с увеличением Porphyromonas 
gingivalis – ключевого парадонтопатогена [13]. Сравни-
вали микробиом щеки и пародонтального кармана при 
различных видах периодонтитов [14]. Среди обнару-
женных 195 родов, наиболее часто встречались стреп-
тококки и неспорообразующие анаэробы [15]. Проведён 
комплексный анализ – сравнение микробиоты языка, 
слюны, пародонтального кармана, десневого сосочека 
с пародонтитом [16]. В микробиоте языка преобладали 
Streptococcus, Prevotella, Veillonella, в микробиоте слю-
ны Streptococcus, Veillonella, пародонтального кармана 
– Porphyromonas, Fusobacterium, десневом сосочке – 
Streptococcus, Capnocytophaga, Leptotrichia. Малоизу-
ченным остается вопрос изменения адгезивных свойств 
микроорганизмов полости рта у больных пародонтитом 
и их способность к образованию биоплёнок.

Цель исследования – провести сравнительный ана-
лиз микрофлоры полости рта здоровых людей и боль-
ных парадонтитом, определить её адгезивные свойства 
и образование биоплёнок.

Материал и методы. В группе здоровых обследова-
но 18 человек (9 женщин и 9 мужчин). Средний возраст 
составил 35-45 лет. В опытной группе было 20 больных 
с хроническим генерализованным пародонтитом сред-
ней степени тяжести (14 женщин, 6 мужчин). Средний 
возраст исследуемых составил 35-45 лет.

Исследуемый материал – зубодесневой налёт с ве-
стибулярной поверхности резцов нижней челюсти пло-
щадью 1 см2, соскоб со слизистой оболочки спинки язы-
ка площадью 1 см2, содержимое зубодесневого желобка 
с одного резца нижней челюсти у здоровой группы и 
содержимое пародонтального кармана с одного резца 
нижней челюсти, у больных пародонтитом, взятое с по-
мощью бумажного штифта, ротовая жидкость объёмом 
1 мл. Материал с поверхности слизистой оболочки бра-
ли стерильным ватным тампоном.

Во всех обследуемых группах материал забирали 
утром (в 8-9 ч) до приёма пищи, помещали в транспорт-
ную среду Эймса (Amies) без угля. Ротовую жидкость 
собирали в стерильные пробирки. В бактериологиче-
скую лабораторию материал доставляли в течение 2-х 

часов. Для выделения факультативно-анаэробных и аэ-
робных бактерий использованы среды – Эндо для энте-
робактерий, маннит-солевой агар (М118) для стафило-
кокков, для выявления лецитиназной активности – агар 
Бэрда-Паркера, М 304 – стрептококковый агар, МРС – 
лактоагар, Сабуро декстроза агар, Колумбия кровяной 
агар, хромогенные среды для выявления грибов рода 
Candida, стрептококков и энтерококков (HiMedia). Для 
культивирования анаэробов использовали среды бифи-
доагар и кровяной Шедлера агар. Анаэробные условия 
создавались в анаэростатах при помощи газогенера-
торных пакетов BBL. Культивирование проводили при 
температуре 37°С в течение 24-48 часов. Количество 
колоний выражали в lg КОЕ/см2 или lg КОЕ/мл. Иденти-
фикация осуществлялась по биохимической активности 
с применением API систем (bioMérieux, Франция).

Степень адгезии микроорганизмов определяли, поль-
зуясь средним показателем адгезии (СПА) на клетках 
слизистой оболочки полости рта (Патент РФ № 2630060; 
2017 ). Тестирование микроорганизмов на способность 
формировать биоплёнки на пластике и стекле проводи-
ли в стерильных пластиковых чашках Петри (диаметром 
90 мм) со стеклышками по методике [17], по измерению 
оптической плотности спиртового красителя, окрасив-
шего биоплёнки.

Данные экспериментов обрабатывались с помощью 
прикладной программы «STATISTICA» (Stat Soft Rus-
sia). Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием критерия Стьюдента, различия счита-
ли достоверными при р<0,05.

Результаты. Из содержимого зубодесневого налё-
та здоровых исследуемых (см. рисунок, а) выделялись 
Strеptоcоссus sрр. в 94,4% случаев, Peptоstrеptоcоссus 
sрр. – в 72,2%, Stаphylоcoссus sрр., Entеrоcоссus sрр., 
Vеillonеlla sрр. – в 22,2%, Stаphylоcoссus аurеus, Bаcillus 
sрр., Pеptоcoссus sрр. – в 11,1%, Klеbsiеllа pnеumоniаe, 
Stаphylоcoссus еpidеrmidis, Strеptоcоссus sаlivаrius, 
Strеptоcоссus pyogenes, Bacillus subtilis, Bacteroides spp., 
Miсrocоссus sрр. – менее 10%.

Из содержимого зубодесневого налёта больных па-
родонтитом (см. рисунок, а) в 80% случаев выделялись 
Strеptоcоссus sрр., Peptоstrеptоcоссus sрр., Streptococcus 
agalactiae – в 50%, Stаphylоcoссus sрр., Pеptоcoссus 
sрр. – в 40%, Vеillonеlla sрр. – в 25%, Bаcillus sрр. – в 
20%, Entеrоcоссus sрр., Stаphylоcoссus аurеus – в 15%, 
Stomatococcus spp. – в 10%, Klеbsiеllа pnеumоniаe, 
Stаphylоcoссus еpidеrmidis, Strеptоcоссus sаlivаrius, 
Bacillus subtilis, Lactobacillus spp., Candida albicans – 
менее 10%.

В соскобе с языка здоровых людей (см. рисунок, 
б) в 94,4% случаев выявлялись Strеptоcоссus sрр., 
Peptоstrеptоcоссus sрр. – в 66,7%, Stаphylоcoссus 
аurеus – в 55,55%, Bаcillus sрр. – 27,8%, Stаphylоcoссus 
sрр., Stаphylоcoссus еpidеrmidis, Vеillonеlla sрр. – 
в 22,2%, Entеrоcоссus sрр., Candida albicans – в 
16,7%, Streptobacillus, Miсrocоссus sрр., Pеptоcoссus 
sрр. – в 11,1% Klеbsiеllа pnеumоniаe, Proteus spp., 
Strеptоcоссus sаlivаrius, Lаctоbаcillus sрр., Clоstridium 
sрр. – менее 10%.

В соскобе с языка больных пародонтитом (см. рису-
нок, б) выделялись Peptоstrеptоcоссus sрр. в 95% случаев, 
Strеptоcоссus sрр. – 79%, Streptococcus agalactiae – в 65%, 
Stаphylоcoссus sрр. – в 30%, Bаcillus sрр., Lactobacillus 
spp. – в 20%, Stаphylоcoссus аurеus, Entеrоcоссus sрр. – в 
15%, Streptobacillus, Bacillus subtilis, Stomatococcus spp. –  
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в 10%, менее чем в 10% – Stаphylоcoссus еpidеrmidis, 
Vеillonеlla sрр., Miсrocоссus sрр.

Из содержимого зубодесневого желобка здоровых 
людей (см. рисунок, в) выделялись Strеptоcоссus sрр. – 
94,4% случаев, Peptоstrеptоcоссus sрр. – в 77,8%, Bаcillus 

sрр. – в 44,4%, Pеptоcoссus sрр. – в 38,9%, Entеrоcоссus 
sрр. – в 22,2%, Stаphylоcoссus sрр., Stаphylоcoссus 
аurеus, Strеptоcоссus sаlivаrius, Vеillonеlla sрр. – в 
11,1%, Streptobacillus, Miсrocоссus sрр., Clоstridium sрр., 
Candida albicans, Candida tropicalis – менее 10%.

Спектр и частота встречаемости микроорганизмов здоровых и больных с пародонтитом.
а – зубного налёта; б – слизистой оболочки языка; в – зубодесневого желобка; г – ротовой жидкости. 
По оси абсцисс – распространённость микроорганизмов (в %); по оси ординат – наименования микроорганизмов. Столбики сверху вниз: верхний – 
здоровые люди, нижний – больные пародонтитом.

а

б
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В содержимом пародонтального кармана больных 
пародонтитом (см. рисунок, в) в 80% случаев выявлены 
Strеptоcоссus sрр., Peptоstrеptоcоссus sрр., Streptococcus 
agalactiae – в 45%, Pеptоcoссus sрр. – в 40%, Bаcillus 
sрр. – в 25%, Vеillonеlla sрр., Stomatococcus spp. – в 20%, 

Bacillus subtilis – в 15%, Entеrоcоссus sрр., Stаphylоcoссus 
аurеus, Lactobacillus spp. – в 10%, Stаphylоcoссus sрр., 
Miсrocоссus sрр., Bacteroides spp. – менее 10%.

В ротовой жидкости у здоровых людей (см. рису-
нок, г) в 83,3% случаев выявлены Peptоstrеptоcоссus 

в

г

Спектр и частота встречаемости микроорганизмов здоровых и больных с пародонтитом.
а – зубного налёта; б – слизистой оболочки языка; в – зубодесневого желобка; г – ротовой жидкости. 
По оси абсцисс – распространенность микроорганизмов (в %); по оси ординат – наименования микроорганизмов. Столбики сверху вниз: верхний – 
здоровые люди, нижний – больные пародонтитом.
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sрр., Strеptоcоссus sрр.- в 72,2%, Strеptоcоссus sаlivаrius, 
Bacillus subtilis, Bacteroides spp., Vеillonеlla sрр., 
Pеptоcoссus sрр. – в 22,2%, Stаphylоcoссus аurеus, 
Stаphylоcoссus sрр., Lactobacillus spp. – в 16,7%, 
Strеptоcоссus pyogenes – в 11,1%, Stаphylоcoссus 
еpidеrmidis, Bаcillus sрр., Miсrocоссus sрр., Clоstridium 
sрр., Candida albicans, Actinomycetes – менее 10%.

Из ротовой жидкости у больных пародонтитом (см.
рисунок, г) выделялись Strеptоcоссus sрр., Bаcillus 
sрр. – в 70% случаев, Peptоstrеptоcоссus sрр. – в 60%, 
Streptococcus agalactiae – в 40%, Vеillonеlla sрр. – 
в 35%, Stаphylоcoссus sрр. – в 25%, Bacillus subti-
lis, Stаphylоcoссus аurеus – 20%, Pеptоcoссus sрр. – в 
15%, Lactobacillus spp., Stomatococcus spp. – в 10%, 
Entеrоcоссus faecalis – менее 10%.

В зубном налёте у здоровых исследуемых опреде-
лено 5,17 lg КОЕ/мл Bacteroides spp., 4,8 lg КОЕ/мл 
Streptococcus spp., 4,7 lg КОЕ/мл Peptostreptococcus 
spp., 4,17 lg КОЕ/мл Bacillus spp., 3,9 lg КОЕ/мл 
Peptococcus spp., 3,76 lg КОЕ/мл Veillonella spp.,  
3,17 lg КОЕ/мл Streptococcus pyogenes, 3,14 lg КОЕ/мл 
Enterococcus spp., 3,1 lg КОЕ/мл Klebsiella pneumonia, 
2,86 lg КОЕ/мл Staphylococcus spp., 2,1 lg КОЕ/мл 
Staphylococcus aureus, 2 lg КОЕ/мл Micrococcus spp., 
1,7 lg КОЕ/мл Staphylococcus epidermidis, Streptococcus 
salivarius, Bacillus subtilis.

У больных пародонтитом в зубном налёте выяв-
лено 3,7 lg КОЕ/мл Streptococcus spp., 3,93 lg КОЕ/мл 
Peptostreptococcus spp., 3,73 lg КОЕ/мл Bacillus spp., 3,63 
lg КОЕ/мл Peptococcus spp., 3,9 lg КОЕ/мл Veillonella 
spp., 4,17 lg КОЕ/мл Enterococcus spp., 1,7 lg КОЕ/мл 
Klebsiella pneumonia, 2,2 lg КОЕ/мл Staphylococcus spp., 
2,25 lg КОЕ/мл Staphylococcus aureus, 2,74 lg КОЕ/мл 
Staphylococcus epidermidis, 3,4 lg КОЕ/мл Streptococcus 
salivarius, 2,6 lg КОЕ/мл Bacillus subtilis, 4,17 lg КОЕ/
мл Streptobacillus spp, 3,24 lg КОЕ/мл Candida albicans, 
3 lg КОЕ/мл Streptococcus agalactiae, 2,7 lg КОЕ/мл 
Lactobacillus spp., 2,63 lg КОЕ/мл Stomatococcus spp.

Из соскоба с языка у здоровых исследуемых выделя-
лись 5,18 lg КОЕ/мл Streptococcus salivarius, 4,9 lg КОЕ/
мл Peptostreptococcus spp., 4,63 lg КОЕ/мл Veillonella 
spp., 4,53 lg КОЕ/мл Enterococcus spp., 3,67 lg КОЕ/мл 
Micrococcus spp., 3,54 lg КОЕ/мл Streptobacillus spp., 
3,5 lg КОЕ/мл Bacillus spp., 3,4 lg КОЕ/мл Lactobacillus 
spp., 2,8 lg КОЕ/мл Streptococcus spp., 2,74 lg КОЕ/мл 
Clostridium spp., 2,69 lg КОЕ/мл Staphylococcus spp., 2,65 
lg КОЕ/мл Peptococcus spp., 2,4 lg КОЕ/мл Klebsiella 
pneumonia, 2,39 lg КОЕ/мл Staphylococcus aureus, 2,23 lg 
КОЕ/мл Candida albicans, 2,17 lg КОЕ/мл Staphylococcus 
epidermidis, 1,7 lg КОЕ/мл Proteus spp.

В соскобе с языка у больных пародонтитом опреде-
лено 4,17 lg КОЕ/мл Peptostreptococcus spp., Veillonella 
spp. и Streptobacillus spp. 4,1 lg КОЕ/мл Streptococcus 
agalactiae, 4 lg КОЕ/мл Streptococcus spp., 3,92 lg КОЕ/мл 
Bacillus spp., 3,43 lg КОЕ/мл Bacillus subtilis, 3,17 lg КОЕ/
мл Staphylococcus epidermidis, 3 lg КОЕ/мл Lactobacillus 
spp., 2,82 lg КОЕ/мл Stomatococcus spp., 2,69 lg КОЕ/
мл Enterococcus faecalis, 2,61 lg КОЕ/мл Staphylococcus 
aureus, 2,6 lg КОЕ/мл Staphylococcus spp., 2,5 lg КОЕ/мл 
Enterococcus spp., 2,3 lg КОЕ/мл Micrococcus spp.

В материале зубодесневого желобка у здоровых иссле-
дуемых определялись 4,8 lg КОЕ/мл Peptostreptococcus 
spp., 4,2 lg КОЕ/мл Streptococcus spp., 4,17 lg КОЕ/мл 
Veillonella spp., 4 lg КОЕ/мл Bacillus spp., 3,4 lg КОЕ/
мл Micrococcus spp., 3,3 lg КОЕ/мл Streptobacillus spp., 

3,2 lg КОЕ/мл Streptococcus salivarius, 3,1 lg КОЕ/мл En-
terococcus spp. и Clostridium spp., 3 lg КОЕ/мл Peptococ-
cus spp., 2,17 lg КОЕ/мл Candida tropicalis, 1,9 lg КОЕ/
мл Staphylococcus aureus, 1,85 lg КОЕ/мл Staphylococcus 
spp., 1,7 lg КОЕ/мл Candida albicans.

В материале пародонтального кармана у больных 
пародонтитом определено 4,17 lg КОЕ/мл Enterococcus 
spp. и Bacteroides spp., 4,1 lg КОЕ/мл Peptostreptococcus 
spp., 4 lg КОЕ/мл Veillonella spp., 3,55 lg КОЕ/мл 
Streptococcus spp., 3,5 lg КОЕ/мл Peptococcus spp., 3,3 lg 
КОЕ/мл Lactobacillus spp., 3,2 lg КОЕ/мл Streptococcus 
agalactiae и Stomatococcus spp., 3 lg КОЕ/мл Micrococcus 
spp., 2,5 lg КОЕ/мл Stomatococcus spp., 2,3 lg КОЕ/мл 
Staphylococcus aureus, 2,17 lg КОЕ/мл Staphylococcus 
spp., 2,16 lg КОЕ/мл Bacillus subtilis.

В ротовой жидкости здоровых исследуемых выяв-
лено 7,9 lg КОЕ/мл Staphylococcus spp., 7,6 lg КОЕ/мл 
Streptococcus spp., 7 lg КОЕ/мл Bacteroides spp., 6,8 lg 
КОЕ/мл Peptostreptococcus spp., 6,6 lg КОЕ/мл Bacillus 
subtilis, 6,5 lg КОЕ/мл Veillonella spp., 6,2 lg КОЕ/мл 
Peptococcus spp., 6,17 lg КОЕ/мл Micrococcus spp., 6,08 
lg КОЕ/мл Actinomycetes, 6 lg КОЕ/мл Clostridium spp., 
5,8 lg КОЕ/мл Streptococcus pyogenes, 5,77 lg КОЕ/мл 
Lactobacillus spp., 5,7 lg КОЕ/мл Staphylococcus epiger-
midis и Staphylococcus aureus, 5,3 lg КОЕ/мл Candida 
albicans, 5,17 lg КОЕ/мл Bacillus spp., 4,53 lg КОЕ/мл 
Streptococcus salivarius.

В ротовой жидкости у больных пародонтитом опре-
делено 7,5 lg КОЕ/мл Streptococcus agalactiae, 7 lg КОЕ/
мл Streptococcus spp., 6,9 lg КОЕ/мл Peptococcus spp. 6,7 
lg КОЕ/мл Veillonella spp., 6,6 lg КОЕ/мл Bacillus subtilis, 
6,4 lg КОЕ/мл Bacillus spp., 6,17 lg КОЕ/мл Enterococcus 
faecalis, 6,1 lg КОЕ/мл Staphylococcus spp., 5,6 lg КОЕ/
мл Lactobacillus spp., 5,55 lg КОЕ/мл Bacteroides spp., 
5,5 lg КОЕ/мл Staphylococcus aureus, 5,2 lg КОЕ/мл 
Stomatococcus spp.

Адгезивную способность определяли на эпители-
альных клетках слизистой оболочки полости рта здо-
ровых людей у 8 культур стафилококков, 13 культур 
стрептококков, 10 культур анаэробных микроорга-
низмов. У здоровых людей среднее число адгезиро-
ванных стафилококков разных видов неодинаково: 
Staphylococcus aureus – 5,03±0,4, S. epidermidis – 
2,62±0,27, S. xylosis – 5,83±0,97, S. scileri – 6,2±1,17 
(p<0,05). У больных людей среднее число адгезиро-
ванных стафилококков в 2-3 раза выше и варьирует:  
S. aureus – 13,23±0,6, S. epidermidis – 12,8±0,43,  
S. xylosis – 11,63±0,66, S. lentus – 11,16±1 (p<0,05). У 
здоровых людей среднее число адгезированных стреп-
тококков различалось: S. mitis – 3,06±0,52, S. uberis – 
3,06±0,43, S. bovis – 6,88±0,43, S. oralis – 4,44±0,76, 
Aerococcus viridans – 3,58±0,61 (p<0,05). У больных 
людей среднее число адгезированных стрептококков 
намного выше. СПА S. mitis – 11,01±0,57, S. uberis – 
4,54±0,76, Gemella haemolysans – 9,76±0,58, Lactococ-
cus lactis – 9,31±0,4, S. salivarius – 13±0,67, S. constella-
tus – 4,8±0,95, S. sanguis – 10,48±1,04, S. acidominimus 
– 4,34±1,04 (p<0,05). Среди анаэробных микроорга-
низмов у здоровых людей средний показатель адге-
зии у Bifidobacterium spp. – 5,32±0,48, у S. intermedius 
– 3,64±0,75, у Clostridium clostridiforme – 5,52±0,88, 
у Gemella morbillorum – 4,36±0,46, у Clostridium bu-
tyricum – 4,4±0,62 (p<0,05). У больных людей среди 
анаэробных микроорганизмов средний показатель ад-
гезии высокий. У Bifidobacterium spp. – 11,17±0,47, у 
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S.intermedius – 11,84±0,71, у Bacteroides ureolyticus – 
9,4±0,75, у Actinomyces israelli – 10,65±1,24, у Bacte-
roides disfasonis – 10,86±0,74 (p<0,05).

Cпособность формировать биоплёнки на пластике и 
стекле определена для стафилококков, стрептококков, 
пептострептококков, клостридий, бифидобактерий здо-
ровых людей и больных пародонтитом.

Биоплёнкообразование микроорганизмов у здоровых 
и больных людей отличается как на стекле, так и на пла-
стике. У больных пародонтитом Staphylococcus aureus в 
2 раза меньше обладал способностью образовывать био-
плёнку на стекле и на пластике в сравнении со здоровы-
ми людьми. Бифидобактерии у больных пародонтитом в 
этом отношении в 2 раза активнее на стекле и пластике. 
Пептострептококки вели себя неоднозначно, у больных 
на стекле активность выше, на пластике в 3 раза ниже. 
Клостридии здоровых людей на стекле образовывали 
биоплёнку в 2 раза выше, на пластике в 2 раза ниже, чем 
у больных. S. mitis, S. salivarius активнее образовывали 
биоплёнки на стекле у здоровых людей, на пластике – у 
больных пародонтитом.

Заключение. В содержимом зубодесневого налё-
та больных пародонтитом, по сравнению со здоровы-
ми людьми, реже изолировались: Entеrоcоссus sрр., 
Stаphylоcoссus еpidеrmidis, Strеptоcоссus sаlivаrius; 
в тоже время увеличивалось количество Pеptоcoссus 
sрр., Stаphylоcoссus sрр. (в том числе Stаphylоcoссus 
аurеus), Peptоstrеptоcоссus sрр. Vеillonеlla sрр. Strep-
tococcus agalactiae, Bаcillus sрр. В соскобе с языка 
обследуемых опытной группы, по сравнению с кон-
трольной, реже присутствовали Lactobacillus spp., 
Peptоstrеptоcоссus sрр, с другой стороны увеличива-
лось количество Stаphylоcoссus еpidеrmidis, Vеillonеlla 
sрр., Stаphylоcoссus аurеus, Strеptоcоссus sрр., Bаcillus 
sрр. В содержимом зубодесневого желобка больных 
пародонтитом, по сравнению со здоровыми людьми, 
реже выделялись Stаphylоcoссus sрр. (в том числе 
Stаphylоcoссus аurеus), Strеptоcоссus sрр.; с другой сто-
роны выявлено увеличение количества Vеillonеlla sрр., 
Peptоstrеptоcоссus sрр. и Pеptоcoссus sрр., Bаcillus sрр. 
В ротовой жидкости опытной группы, по сравнению с 
контрольной, реже изолировались Lactobacillus spp., 
Pеptоcoссus sрр., Peptоstrеptоcоссus sрр., Strеptоcоссus 
sрр.; в тоже время увеличивалось количество Vеillonеlla 
sрр., Bаcillus sрр., Stаphylоcoссus sрр. (в том числе 
Stаphylоcoссus аurеus). 

В опытной группе средний показатель адгезии ус-
ловно-патогенных бактерий (S. aureus, Bacteroides spp., 
Clostridium spp., Actinomyces spp.), так и представителей 
нормобиоты (Stаphylоcoссus sрр., Streptococcus spp., Bifi-
dobacterium spp., Lactobacillus spp.) был в 2-3 раза выше, 
чем у контрольной группы. При изучении биоплёнок на 
стекле отмечено, что у здоровых людей способность об-
разовывать биоплёнки стафилококками, стрептококка-
ми, клостридиями в несколько раз выше, чем у больных 
пародонтитом. У бифидобактерий и пептострептококков 
биоплёнкообразование на стекле было выше у больных 
людей. На пластике стафилококки и пептострептококки 
здоровых людей гораздо лучше образовывали биоплён-
ки, чем у больных пародонтитом. Бифидобактерии, кло-
стридии и стрептококки больных людей показали боль-
шую способность к образованию биоплёнок на пласти-
ке, чем у здоровых. 

Таким образом, у больных хроническим генера-
лизованным пародонтитом во всех биотопах полости 

рта наблюдалась тенденция к уменьшению количе-
ства нормобиоты и увеличению условно-патогенных 
микроорганизмов. Все микроорганизмы в опытной 
группе обладают большей способностью к адгезии на 
клетках слизистой оболочки, чем у здоровых людей. 
Биоплёнкообразование микроорганизмов у здоровых 
и больных людей отличается как на стекле, так и на 
пластике.
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Цель работы - определить практическую значимость метода ПЦР в лабораторной диагностике коклюшной инфекции в 
РФ. Референс-центром по мониторингу за возбудителями кори, краснухи, эпидемического паротита, коклюша и дифте-
рии в 2018 г. в 85 субъектах России проведено анкетирование клинико-диагностических лабораторий лечебно-профилак-
тических организаций и Центров гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора, осуществляющих ПЦР-исследования по 
идентификации микроорганизмов рода Bordetella. В 2013 г. ПЦР-диагностика коклюша проводилась в 33 (38,8%) субъ-
ектах РФ. К 2017 г. их число увеличилось до 64 (75,3%). На территориях 21 (24,7%) региона данный вид исследования 
в 2013-2017 г.г. не применялся. В субъектах РФ степень внедрения метода ПЦР в практическую работу лабораторий 
медицинских организаций различна, в связи с чем, объём проводимых тестирований сильно варьирует. В РФ отмечает-
ся тенденция к росту числа ПЦР-исследований при обследовании лиц с подозрением на коклюш, осуществляемых как с 
диагностической целью, так и по эпидемическим показаниям. В ЛПО по сравнению с ЦГиЭ Роспотребнадзора темпы 
внедрения метода ПЦР для диагностики коклюшной инфекции в работу лабораторий выше. В период 2013-2017 г. г. 
отмечается уменьшение доли проб, содержащих ДНК B. pertussis, и увеличение доли образцов, в которых идентифици-
руется ДНК других представителей рода Bordetella. В случае выделения ДНК Bordetella spp. ставится диагноз «Коклюш 
неуточнённый», поскольку у врача отсутствуют сведения о видовой принадлежности возбудителя. С целью расширения 
возможностей обследования больных с подозрением на коклюш, целесообразно совершенствовать ПЦР-диагностику 
путём включения в диагностические тест-системы генов-мишеней, позволяющих идентифицировать ДНК разных пред-
ставителей рода Bordetella, являющимися актуальными на сегодняшний день возбудителями.
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The aim was to determine how often the PCR method is used in different laboratories in Russia. In 2018, we conducted a 
questionnaire survey in diagnostic laboratories of medical organizations and the Centers of Hygiene and Epidemiology that 
performed PCR studies to identify microorganisms of the genus Bordetella in all 85 Russian regions. We found that in 2013 the 
PCR was used in 33 (38.8%) regions, but in 2017 the number of regions increased to 64 (75.3%). During 2013-2017 the study has 
not been applied in 21 regions. The number of PCR tests performed in the laboratories of medical organizations was significantly 
different. There has been an increase in the number of tests for the diagnosis of pertussis among people with clinical signs of 
infection and among contact persons in foci of infection. Compared to the Centers of Hygiene and Epidemiology, in medical 
organizations the rate of introduction of the PCR was higher. Between 2013 and 2017 the proportion of samples containing DNA 
B.pertussis decreased, but the proportion of samples containing DNA of other representatives of the genus Bordetella increased. 
Moreover, in the case of isolation DNA Bordetella spp. clinicians diagnose «Whooping cough, other unspecified organism», since 
there is no information on the species of the pathogen. Thus, in order to improve the diagnosis of pertussis, it is necessary to 
optimize PCR tests by including target genes that allow to identify of currently relevant DNAs of different representatives of the 
genus Bordetella.
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Введение. Многолетняя специфическая профилак-
тика, проводимая в Российской Федерации, позволила 
значительно снизить заболеваемость коклюшем и све-
сти до минимума летальность и смертность от этой ин-
фекции [1]. Несмотря на несомненные успехи, проблема 
коклюшной инфекции остается актуальной, поскольку 
сохраняются не только основные характеристики эпиде-
мического процесса коклюша, но и замедляются темпы 
снижения заболеваемости [2, 3]. По данным официаль-
ной статистики в 2019 г. отмечался рост заболеваемости 
коклюшем по сравнению с 2017 г. в 2,6 раза. Показатель 
заболеваемости в 2019 г. составил 9,8 на 100 тыс. насе-
ления против 3,7 в 2017 г. Всего в 2019 г. зарегистриро-
вано 14 406 случаев заболевания коклюшем, из которых 
94% выявлены у детей в возрасте до 17 лет. При этом 
самые высокие интенсивные показатели регистриро-
вались среди детей первого года жизни, что указывает 
на эпидемиологическую значимость этой возрастной 
группы [4]. У непривитых и утративших иммунитет с 
возрастом лиц, восприимчивость к данной инфекции 
также сохраняется высокой [2, 5-7].

В соответствии с действующими нормативными 
документами лабораторное обследование лиц с подо-
зрением на коклюш проводят либо с диагностической 
целью, либо по эпидемическим показаниям для своев-
ременного выявления больных. Начиная с 2013 г. лабо-
раторная диагностика коклюша осуществляется с по-
мощью культурального, молекулярно-генетического, 
серологического методов исследования, выбор кото-
рых определяется сроком заболевания. Культуральное 
исследование проводят в течение первых 2-3 недель бо-
лезни. Молекулярно-генетический метод исследования 
наиболее эффективен на 1-4-й нед от начала заболева-
ния. Серологическую диагностику коклюша методом 
ИФА применяют, начиная с 3 нед болезни, для определе-
ния уровня специфических противококлюшных антител 
классов IgA, IgM, IgG.

Наиболее эффективным методом диагностики ко-
клюшной инфекции является молекулярно-генетиче-
ский. Проведение ПЦР-исследований целесообразно у 
пациентов с различными формами клинического тече-
ния болезни независимо от вакцинального статуса об-
следуемых и прохождения ими курса антибактериаль-
ной терапии [8, 9]. Применение метода ПЦР для иден-

тификации возбудителя коклюша эффективно у детей в 
возрасте до 1 года, у взрослых со стертой клинической 
картиной [10, 11], при обследовании очагов с целью 
установления источника инфекции [12, 13]. В РФ офи-
циально зарегистрирован лишь один набор реагентов 
для выявления и дифференциации ДНК В. pertussis, B. 
parapertussis, B. bronchiseptica методом ПЦР с гибриди-
зационно-флуоресцентной детекцией в режиме реаль-
ного времени [14].

Цель работы - оценить практическую значимость ме-
тода ПЦР в лабораторной диагностике коклюша в Рос-
сии с целью разработки перспективных направлений её 
дальнейшего развития.

Материал и методы. В соответствии с приказом Ро-
спотребнадзора от 01.12.2017 г. № 1116 «О совершенство-
вании системы мониторинга, лабораторной диагностики 
инфекционных и паразитарных болезней и индикации 
ПБА в Российской Федерации» Референс-центром по 
мониторингу за возбудителями кори, краснухи, эпидеми-
ческого паротита, коклюша и дифтерии, действующим на 
базе ФБУН МНИИЭМ им. Г. Н. Габричевского, в период 
с июля по сентябрь 2018 г. в 85 субъектах РФ проведено 
анкетирование клинико-диагностических лабораторий 
(КДЛ) лечебно-профилактических организаций (ЛПО) 
и Центров гигиены и эпидемиологии Роспотребнадзора 
(ЦГиЭ), осуществляющих исследования по выявлению 
возбудителя коклюша методом ПЦР. В рамках выполнения 
функциональных обязанностей Референс-центром подго-
товлена аналитическая справка «Состояние лабораторной 
диагностики коклюшной инфекции в России в 2013-2017 
гг.» с целью проведения заседания проблемной комиссии 
Учёного cовета Роспотребнадзора «Профилактика инфек-
ций, управляемых средствами вакцинопрофилактики». В 
работе использовали методы описательной статистики.

Результаты. Установлено, что на территории РФ в 
2013-2017 гг. внедрение метода ПЦР для видовой иден-
тификации возбудителя коклюша в рутинную работу 
КДЛ медицинских организаций (МО) различной ведом-
ственной принадлежности осуществлялось постепенно. 
В 2013 г. ПЦР-диагностика коклюша проводилась толь-
ко в 33 (38,8%) субъектах РФ (табл. 1). К 2017 г. их число 
увеличилось до 64 (75,3%). На территориях 21 (24,7%) 
субъекта РФ данный вид исследования за анализируе-
мый период не применялся.
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В РФ в период с 2013 г. по 2017 г. в ЛПО по срав-
нению с ЦГиЭ темпы внедрения метода ПЦР для диа-
гностики коклюша в практическую работу лабораторий 
выше. В 2017 г. данный вид исследования в 26 (40,6%) 
субъектах РФ осуществлялся только в лабораториях 
ЛПО, в 16 (25,0%) субъектах - только в лабораториях 
ЦГиЭ, в 22 (34,4%) субъектах - в лабораториях МО раз-
личной ведомственной принадлежности. В федераль-
ных округах (ФО) прослеживаются разнонаправленные 
тенденции (рис. 1).

В Центральном и Северо-Кавказском ФО в период с 
2013  по 2017 гг. для видовой идентификации возбудите-
ля коклюша метод ПЦР использовался преимущественно 
лабораториями ЦГиЭ. В Северо-Западном и Дальнево-
сточном ФО данный вид исследования внедрялся в ру-
тинную работу лабораторий ЛПО и ЦГиЭ в равной степе-
ни. В Южном, Приволжском, Уральском, Сибирском ФО 
отмечается тенденция, аналогичная общероссийской.

В РФ за анализируемый период методом ПЦР всего 
обследовано 50 860 лиц с подозрением на коклюш и вы-
полнено 62 740 исследований. По сравнению с 2013 го-
дом в 2017 г. на территории РФ отмечалось увеличение 
числа проведённых тестов в 1,8 раза (рис. 2). В лабора-
ториях ЛПО данный параметр вырос в 2 раза, в лабора-
ториях ЦГиЭ - только в 1,3 раза. В РФ наблюдается тен-
денция к росту количества исследований по выявлению 
возбудителя коклюша методом ПЦР.

Данная тенденция отмечается во всех ФО, кроме 
Уральского, на территории которого в 2017 г. зафикси-
ровано снижение числа тестирований методом ПЦР в 
1,4 раза по сравнению с 2013 г. В Сибирском и Дальне-
восточном ФО объём осуществляемых исследований в 
период с 2013 г. по 2017 г. увеличился в 12,7 и в 27 раз 
соответственно (рис. 3).

Проведённый анализ данных показал, что между ФО 
выявляются выраженные отличия по числу выполнен-
ных в период с 2013 по 2017 г. ПЦР-исследований на 
коклюш. В Центральном ФО выполнено 35,4% анализов 
от общего количества, в Приволжском - 17,7%, в Юж-
ном - 14,5%, в Северо-Западном - 9,6%, в Уральском - 
7,8%, в Северо-Кавказском - 5,8%, в Сибирском - 5,4%, 
в Дальневосточном - 3,8%.

Аналогичная закономерность прослеживается и вну-
три ФО. В Центральном ФО более 70% от общего объ-
ёма исследований проведено в 3 субъектах РФ из 14, в 
Приволжском - в 3 из 12, в Южном - в 1 из 5, в Северо-
Западном - в 2 из 10, в Уральском - в 1 из 5, в Северо-
Кавказском - в 1 из 3, в Сибирском - в 3 из 9, в Дальнево-
сточном - в 3 из 6. Из 64 субъектов РФ, на территориях 
которых осуществляется диагностика коклюша методом 
ПЦР, лишь в 17 (26,6%) данный вид исследования при-
меняется активно.

Определён процент тестирований, сделанных при 
обследовании лиц с подозрением на коклюш и при 

Т а б л и ц а  1
Субъекты РФ, на территориях которых с 2013 по 2017 г. г. для видовой идентификации возбудителя коклюша применялся метод 

ПЦР

Федераль-
ный округ

Всего субъектов РФ Из них количество субъектов РФ, на территориях которых ПЦР-исследования на коклюш начали проводить
абс. % в 2013 г. в 2014 г. в 2015 г. в 2016 г. в 2017 г.

ЦФО 14 77,8 11 1 1 − 1
СЗФО 10 90,9 8 − 1 − 1
ЮФО 5 62,5 2 − 2 − 1
СКФО 3 42,9 1 1 − 1 −
ПФО 12 85,7 4 2 3 3 −
УФО 5 83,3 1 3 − 1 −
СФО 9 75,0 3 2 1 1 2
ДФО 6 66,7 3 2 − 1 −
РФ 64 75,3 33 11 8 7 5

Рис. 1. Число субъектов РФ, на территориях которых в 2013-2017 гг. ПЦР-диагностика коклюша проводилась в лабораториях 
ЛПО и/или ЦГиЭ.
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ским показаниям в лабораториях как ЛПО, так и ЦГиЭ 
(рис. 5).

За 5-летний период среди протестированных образ-
цов выявлено 11911 (19%) положительных, в которых в 
94,4% случаев обнаружена ДНК B. pertussis (рис. 6).

С 2013  по 2017 гг. среди положительных образцов 
доля проб, содержащих ДНК B. pertussis, ежегодно 
уменьшалась на 1-2% (табл. 2). Доля образцов, в кото-
рых выявлялась ДНК других представителей рода Bor-
detella, каждый год увеличивалась на 1-2%.

За анализируемый период при обследовании с диа-
гностической целью обнаружено 11781 (98,9%) поло-
жительных проб. В этих образцах выделялась ДНК В. 
pertussis, B. parapertussis, B. bronchiseptica, Bordetella 
spp. (рис. 6). При обследовании контактных лиц в очагах 
коклюша выявлено 130 (1,1%) положительных проб, в 
которых в 96,9% случаев детектирована ДНК В. pertussis 
и в 3,1% случаев - ДНК B. parapertussis.

Обсуждение. К настоящему времени разработано 
большое количество методик на основе амплификаци-
онных технологий, в том числе ПЦР в формате «муль-
типлекс» с детекцией в режиме реального времени, 
позволяющих выявлять в биологическом материале и 

обследовании контактных в очагах. В 2013-2017 г. г. с 
диагностической целью проведено 59 790 (95,3%) ПЦР-
исследований, из которых 47 377 (79,2%) выполнено в 
лабораториях ЛПО. По эпидемическим показаниям сде-
лано 2 950 (4,7%) ПЦР-анализов, из них 2 648 (89,8%) 
протестировано в лабораториях ЦГиЭ. Метод ПЦР чаще 
всего применяется при обследовании лиц с подозрением 
на коклюш именно с диагностической целью для вери-
фикации клинического диагноза. Подобная ситуация на-
блюдается и в ФО (рис. 4).

В РФ метод ПЦР при обследовании контактных лиц 
в очагах коклюша используется ограниченно. За анали-
зируемый период исследования по эпидемическим по-
казаниям проводились только в 17 (26,6%) субъектах РФ 
из 64. Наибольшее (41,2%) их количество сконцентриро-
вано в Центральном и Северо-Западном ФО. Активное 
применение метода ПЦР при обследовании контактных 
отмечается лишь на территории 1 субъекта РФ, входя-
щего в состав Приволжского ФО, в котором в 2013-2017 
гг. проведено 948 тестирований, что составило 32,1% от 
общего количества по РФ. В РФ наблюдается тенденция 
к росту числа ПЦР-исследований, осуществляемых не 
только с диагностической целью, но и по эпидемиче-

Рис. 2. Количество ПЦР-исследований на коклюш, проведённых на территории РФ в 2013-2017 гг.

Рис. 3. Количество исследований по выявлению возбудителя коклюша методом ПЦР, выполненных в Уральском, Сибирском, 
Дальневосточном ФО в 2013-2017 гг.
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дифференцировать до вида разных представителей ро-
да Bordetella [15-22]. В качестве мишеней предложены 
специфические участки промоторной области коклюш-
ного токсина, гена порина, гена аденилатциклазы, ин-
серционных элементов [18, 19, 23-26]. Использование 
упомянутых в литературе подходов и генов-мишеней 
сопряжено с рядом трудностей, так как все они наряду 
с определёнными достоинствами имеют и недостатки.

В последние годы за рубежом появились многочис-
ленные данные, указывающие на увеличение циркуляции 
штаммов B. holmesii в популяции. Случаи заболевания, 
этиологическим агентом которых является B. holmesii, за-
регистрированы в Австралии, Северной и Южной Аме-
рике, Азии, Африке, Европе [26-33]. Наибольшее число 
заболевших выявлено в 2010 г. в США в штате Огайо, 
где примерно у трети обследованных взрослых и детей 

Рис. 4. Соотношение числа ПЦР-анализов на коклюш, проведённых с диагностической целью и по эпидемиологическим по-
казаниям в ФО в 2013-2017 гг.

Рис. 5. Количество ПЦР-исследований на коклюш, выполненных в 2013-2017 гг. в лабораториях ЛПО и ЦГиЭ с диагностиче-
ской целью (А) и по эпидемическим показаниям (Б).

Рис. 6. Частота выявления в биологическом материале больных ДНК возбудителей коклюша и коклюшеподобных заболеваний 
на территории РФ в 2013-2017 гг.
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в возрасте 11-18 лет выделен этот возбудитель [26]. Во 
Франции у подростков и взрослых с коклюшеподобными 
симптомами в 20% случаев заболевание вызвано инфи-
цированием B. holmesii [27]. В Испании за период 2013-
2016 гг. среди пациентов с лабораторно подтверждённым 
коклюшем обнаружено 4,1% больных, в биологическом 
материале которых выявлена B. holmesii, при этом чис-
ло заражений данным патогенном увеличилось с 3,9% в 
2015 г. до 8,8% в 2016 г. [28]. В Марокко описаны случаи 
выделения B. holmesii в семейных очагах у младенцев и 
их матерей [29], в Японии – у детей, посещавших одно 
образовательное учреждение [30], что свидетельствует о 
возможности передачи возбудителя от человека к челове-
ку воздушно-капельным путём при тесном и длительном 
контакте. В течение последних лет появились сообщения 
о циркуляции B. holmesii среди населения ряда стран, на-
пример Нидерландов, где ранее этот возбудитель не выяв-
лялся [31]. По мнению зарубежных авторов, обусловлен-
ная B. holmesii респираторная инфекция часто классифи-
цируется как «Коклюш, вызванный B. pertussis» [34]. При 
этом опубликованные данные свидетельствуют о том, что 
в странах с высоким уровнем охвата профилактическими 
прививками подъём заболеваемости может быть связан с 
циркуляцией B. holmesii [26-28, 31]. За рубежом разрабо-
тано большое количество диагностических тестов на ос-
нове метода ПЦР, позволяющих идентифицировать ДНК 
разных представителей рода Bordetella, в том числе и B. 
holmesii, что значительно расширяет возможности ПЦР-
диагностики коклюшной инфекции [18, 19, 26, 32, 35].

Проведённый анализ показал, что в РФ наблюдается 
положительная динамика роста числа лиц с подозрением 
на коклюшную инфекцию, обследование которых осу-
ществляется методом ПЦР. Большинство исследований 
выполняется с диагностической целью. При этом отме-
чается увеличение доли лиц, обследуемых по эпидеми-
ческим показаниям. В субъектах РФ степень внедрения 
метода ПЦР в практическую работу лабораторий МО раз-
лична, в связи с чем, объём проводимых исследований 
сильно варьирует. Выявлены регионы, на территориях ко-
торых ПЦР-тестирование на коклюш не осуществляется. 
Полученные данные показали, что при обследовании лиц 
с подозрением на коклюшную инфекцию среди обнару-
женных положительных образцов наравне с уменьшени-
ем доли проб, содержащих ДНК B. pertussis, отмечается 
увеличение доли образцов, в которых идентифицируется 
ДНК других представителей рода Bordetella, в том числе 
и Bordetella spp. Все образцы такого типа выявлялись ис-
ключительно при выполнении исследований с диагности-
ческой целью. В случае выделения из биологического ма-
териала пациента ДНК Bordetella spp. у врача отсутствуют 
сведения о видовой принадлежности возбудителя, в связи 

с чем, при наличии характерной клинической картины за-
болевания ставится диагноз «Коклюш неуточнённый». С 
целью расширения возможностей обследования больных 
с подозрением на коклюш и коклюшеподобные заболева-
ния и повышения информативности ПЦР-исследований в 
РФ, целесообразно совершенствование ПЦР-диагностики 
за счёт включения в диагностические тест-системы генов-
мишеней, позволяющих идентифицировать ДНК разных 
представителей рода Bordetella, в том числе и B. holmesii. 
Предлагаемое направление будет способствовать поддер-
жанию санитарно-эпидемиологического благополучия на-
селения РФ по коклюшной инфекции.

Заключение. В РФ наблюдается выраженная тен-
денция к росту числа исследований методом ПЦР при 
обследовании лиц с подозрением на коклюшную инфек-
цию, осуществляемых как с диагностической целью, 
так и по эпидемическим показаниям. Показана целесо-
образность совершенствования ПЦР-диагностики в на-
правлении расширения возможностей по идентифика-
ции представителей рода Bordetella, являющимися акту-
альными на сегодняшний день возбудителями коклюша 
и коклюшеподобных заболеваний.
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Годы Всего положительных 
образцов

Из них содержащие ДНК
B. pertussis B. parapertussis B. bronchiseptica Bordetella spp.

абс. % абс. % абс. % абс. %
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2017 2 047 1 864 91,1 87 4,2 11 0,5 85 4,2
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Серикова Е.Н.1, Семенов А. В.1,2,3, Останкова Ю. В.1, Тотолян Арег А. 1,2

МЕТОД ВЫЯВЛЕНИЯ ВИРУСА ГЕПАТИТА В В ПЛАЗМЕ КРОВИ ПРИ НИЗКОЙ ВИРУСНОЙ 
НАГРУЗКЕ С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ПЦР В РЕЖИМЕ РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ

1 ФБУН «Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера» Федеральной службы по 
надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека, 197191, Санкт-Петербург, Россия; 
2 ГБОУ ВПО «Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика И. П. Павлова» 
Минздрава РФ, 197022, Санкт-Петербург, Россия; 
3 ГБОУ ВПО «Северо-Западный государственный медицинский университет им. И. И. Мечникова» Минздрава РФ, 
191015, Санкт-Петербург, Россия

Разработан метод выявления ДНК ВГВ в периферической крови при низкой вирусной нагрузке с помощью ПЦР в режиме 
реального времени и оценена его значимость при идентификации HBsAg-негативного вирусного гепатита В. При разра-
ботке метода использованы образцы плазмы крови и биопсийного материала ткани печени 128 больных, проживающих 
на территории Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а также в странах Средней Азии. Использованы также 
образцы плазмы крови от 96 беременных женщин и 37 пациентов гемодиализного центра, проживающих в СЗФО, 199 
иностранных граждан, проходящих медицинское освидетельствование для получения разрешений на работу в Управле-
нии по вопросам миграции в СЗФО, 397 условно-здоровых лиц, проживающих в Социалистической Республике Вьетнам. 
ВГВ выявляли методом «гнездовой» ПЦР. Аналитическую чувствительность проверяли методом поэтапного разведе-
ния. Согласно разработанному нами методу, на первом этапе проводится амплификация ДНК ВГВ с использованием 
на первом этапе олигонуклеотидов, фланкирующих участок генома 2932-3182…1-1846 нт., а на втором этапе двух пар 
олигонуклеотидов к двум регионам (ген S и ген Х) генома вируса и соответствующих олигонуклеотидных флуоресцент-
но меченых зондов, комплементарных участкам амплифицируемых фрагментов, несущих на 5’-конце флуорофоры, а 
на 3’-конце не флуоресцентные тушители. По каналу, соответствующему флуорофору FAM, детектируется продукт 
амплификации ДНК ВГВ S-региона, а по каналу, соответствующему флуорофору ROX, детектируется продукт ампли-
фикации ДНК ВГВ Х-региона. Чувствительность метода при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы составила 10 МЕ/мл, 
получение порогового цикла Ct только по одному флуорофору FAM или ROX может свидетельствовать о наличии ДНК 
ВГВ в образце в нагрузке менее 10 МЕ/мл, выявление ВГВ при этом возможно при повторном ПЦР-исследовании соот-
ветствующего образца с экстракцией ДНК ВГВ из увеличенного объема плазмы (200-1000 мкл). Разработанный метод 
позволяет идентифицировать различные геноварианты ВГВ как характерные, так и редко встречающиеся на террито-
рии РФ, циркулирующие в других регионах мира. Метод может быть использован для выявления ВГВ в группах риска, в 
популяции, а также при скринировании доноров крови в целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хронический вирусный гепатит В; скрытый гепатит В; низкая вирусная нагрузка; метод иден-
тификации.
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B в плазме крови при низкой вирусной нагрузке с использованием ПЦР в режиме реального времени. Клиническая лабо-
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METHOD FOR DETECTING HEPATITIS B VIRUS IN BLOOD PLASMA AT LOW VIRAL LOAD USING  
REAL-TIME PCR
1 Saint-Petersburg Pasteur Institute, 197191, Saint Petersburg, Russia; 
2 Saint-Petersburg State Medical University n.a. acad. I. P. Pavlov, 197022, Saint Petersburg, Russia; 
3 North-West State Medical University n.a. I. I. Mechnikov, 191015, Saint Petersburg, Russia
A method for detecting HBV DNA in peripheral blood at low viral load using real-time PCR was developed and its significance in 
identifying HBsAg-negative viral hepatitis B was evaluated. When developing the method, blood plasma samples and liver tissue 
biopsy material were used from 128 patients living in St. Petersburg, in various regions of the Russian Federation, as well as in 
the Central Asia countries. We also used blood plasma samples from 96 pregnant women and 37 hemodialysis center patients 
living in Northwestern Federal District, 199 foreign citizens undergoing medical examination to obtain work permits at the 
Directorate for Migration in the Northwestern Federal District, 397 conditionally healthy people living in the Socialist Republic of 
Vietnam. HBV was detected by nested PCR. Analytical sensitivity was tested using the stepwise dilution method. According to the 
method developed by us, at the first stage, the HBV DNA is amplified using at the first stage oligonucleotides flanking the genome 
region 2932-3182 ... 1-1846 nt., and at the second stage two oligonucleotides pairs to the genome virus regions (gene S and gene 
X) and corresponding oligonucleotide fluorescently labeled probes complementary to the amplified fragments regions carrying 
fluorophores at the 5’-end, and non-fluorescent quenchers at the 3’-end. The channel corresponding to the FAM fluorophore 
detects the HBV DNA S-region amplification product, and the channel corresponding to the ROX fluorophore detects the HBV 
DNA X-region amplification product. The method sensitivity for DNA extraction from plasma with a 100 μl volume was 10 IU/ml.  
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Obtaining a threshold cycle Ct for only one FAM or ROX fluorophore may indicate the HBV DNA presence in a sample at a load 
of less than 10 IU / ml, HBV detection in this case is possible with a repeated PCR study of the corresponding sample with HBV 
DNA extraction from an increased plasma volume (200-1000 μl). The developed method makes it possible to identify various HBV 
genovariants, both characteristic and rare in the Russian Federation, circulating in other world regions. The method can be used 
to detect HBV in risk groups, in the population, as well as in screening blood donors in order to ensure the blood transfusions 
safety.
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Введение.  Ежегодно от цирроза печени и гепатоцел-
люлярной карциномы (ГЦК), явившихся следствием за-
ражения вирусом гепатита В (ВГВ), умирают примерно 
887  000 человек, в то время как более 240 миллионов 
человек больны хроническим вирусным гепатитом В 
(ХВГВ)  [1].

Серологическая выявляемость поверхностного анти-
гена гепатита В (HBsAg) обычно используется для опре-
деления распространенности активной инфекции ВГВ 
в различных географических регионах по всему миру. 
Распространенность HBsAg ≥ 8%, 5 -7%, 2-4% и <2% 
определяется как высокоэндемичные, высоко промежу-
точные, низко промежуточные и низкоэндемичные рай-
оны, соответственно [2]. Лабораторное подтверждение 
диагноза инфекции ГВ зависит от обнаружения серо-
логических маркеров, например, антител анти-HBCore 
IgG и IgM, анти-HBs IgG, анти-HBe IgG и других, ко-
торые могут использоваться для мониторинга инфек-
ции и оценки иммунного ответа. Однако одной из форм 
естественного течения ХВГВ является скрытый или 
оккультный ХВГВ (окГВ), который определяется как 
наличие репликативно компетентной ДНК вируса, то 
есть ковалентно замкнутой кольцевой ДНК (ккзДНК) 
в печени при недетектируемом уровне  HBsAg в пери-
ферической крови вне зависимости от того, выявляется 
или нет ДНК ВГВ методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) в периферической крови [3]. При этом встре-
чается как серопозитивный, так и серонегативный по 
другим маркерам инфицирования HBsAg-негативный 
ВГВ. Более того, скрытая инфекция ВГВ может быть 
выявлена у пациентов с серологическими маркерами ре-
конвалесценции, свидетельствующими о перенесенной 
инфекции [4]. Несмотря на то, что элиминации вируса 
не происходит, экспрессия генов и репликация вируса в 
большинстве случаев подавлены, стандартными метода-
ми выявить ВГВ в периферической крови больного не 
представляется возможным из-за крайне низкой вирус-
ной нагрузки [4]. 

Таким образом, окГВ не может быть идентифициро-
ван во всех случаях с помощью тестирования на HBsAg 
и ДНК ВГВ при использовании наиболее распростра-

ненных коммерческих наборов с чувствительностью 
100 МЕ/мл [5]. 

Несмотря на низкую вирусную нагрузку, при окГВ 
сохраняются те же факторы риска, что и при HBsAg-
позитивной форме течения ХВГВ [6]. Так, показана роль 
HBsAg-негативного ВГВ в развитии фиброза печени и 
гепатоцеллюлярной карциномы [7]. При ВИЧ-инфекции 
и других состояниях с подавленным иммунитетом окГВ 
может ускорить прогрессирование хронического гепа-
тита до цирроза, ГЦК и терминальной стадии пораже-
ния печени. Наличие ВГВ при ВИЧ-инфекции связано 
также с более низким вирусологическим ответом и бо-
лее частыми побочными эффектами в ходе антиретро-
вирусной терапии (АРВТ) [8]. Необходимо отметить и 
возможность реактивации ХВГВ при тяжелой иммуно-
супрессии [9]. Показана возможность внутриутробного 
инфицирования ребенка HBsAg- и HBeAg-негативной 
матерью [10], возможность инфицирования реципиен-
та переливанием крови или ее компонентов от донора 
со скрытым ВГВ, при этом минимальная инфекцион-
ная доза составляет приблизительно 16-100 копий [11], 
а также возможность передачи ВГВ при тесном быто-
вом контакте от пациента со скрытой формой течения 
заболевания с дальнейшим проявлением у реципиента 
HBsAg-позитивной инфекции [12].

ОкГВ зарегистрирован среди здоровых бессимптом-
ных доноров крови, пациентов с хроническим заболе-
ванием печени и пациентов с гепатоцеллюлярной кар-
циномой [13]. Распространенность HBsAg-негативного 
ВГВ в мире варьирует и, вероятнее всего, коррелирует с 
распространенностью HBsAg-позитивной формы ВГВ в 
том или ином регионе [14]. При этом общая распростра-
ненность окГВ в Западной Европе и Северной Америке 
достигает 28% среди лиц без хронического заболевания 
печени и 35% у пациентов с хроническим заболеванием 
печени, 51% у анти-HBc-позитивных и 19% у анти-HBc-
негативных больных [15]. Некоторые группы пациентов 
– группы риска – подвергаются более высокому риску 
заражения окГВ вне зависимости от их географическо-
го положения, например, лица с хроническим вирусным 
гепатитом С (ХВГС) и/или ВИЧ-инфекцией, подвергаю-
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щиеся гемодиализу, трансплантации печени, потребите-
ли инъекционных наркотиков [16, 17].

Различные данные о встречаемости окГВ в одних и 
тех же географических регионах и/или сходных группах 
риска могут быть связаны не только с биологическими 
особенностями вируса и частотой встречаемости ВГВ 
на той или иной территории, но и с отличающимися 
методами выявления вируса, их чувствительностью и 
специфичностью [18].

Идентификация и количественная оценка кольцевой 
ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в ткани печени мето-
дом ПЦР или гибридизации in situ остается «золотым 
стандартом» и практически единственным достоверным 
методом лабораторной диагностики скрытого ВГВ и 
позволяет не только с высокой точностью обнаружить 
окГВ, но и предварительно оценить уровень репликации 
вируса в гепатоцитах [19]. Однако необходимость инва-
зивного вмешательства позволяет предложить метод 
только в качестве дополнительной диагностики в случа-
ях, когда пункционная биопсия печени осуществляется 
по клиническим показаниям, но не дает возможности 
использовать его для широкого скрининга популяций, 
доноров крови или отдельных групп пациентов.

Разработанный нами ранее метод выявления ДНК 
ВГВ в периферической крови позволяет обнаруживать 
вирус при низкой вирусной нагрузке, согласно рекомен-
дациям Таорминского консенсуса о необходимости для 
подтверждении обнаружения скрытого ВГВ выявления 
как минимум двух участков генома вируса [3]. Однако 
широкое применение метода затруднительно в связи с 
необходимостью электрофоретического анализа про-
дуктов амплификации второго этапа ПЦР и дальней-
шего секвенирования с последующим использованием 
генетического анализатора (секвенатора), что требует 
соответствующей приборной базы и квалификации спе-
циалистов. 

Целью нашей работы являлось: разработать метод 
выявления ДНК ВГВ в периферической крови при низ-
кой вирусной нагрузке с использованием ПЦР в режиме 
реального времени и оценка его значимости при иденти-
фикации HBsAg-негативного вирусного гепатита В.

 Материал и методы. В работе были использованы 
плазма крови и образцы биопсийного материала тка-
ни печени 128 больных, проживающих на территории 
Санкт-Петербурга, в различных регионах РФ, а также в 
странах Средней Азии без ХВГВ и с ранее подтвержден-
ным ХВГВ, в том числе методом выявления кольцевой 
ковалентно-замкнутой ДНК ВГВ в тканях печени [19]. 
Использованы также образцы плазмы крови от 96 бере-
менных женщин и 37 пациентов гемодиализного цен-
тра, проживающих в СЗФО, 199 иностранных граждан 
из стран ближнего зарубежья, проходящих медицинское 
освидетельствование для получения разрешений на ра-
боту в Управлении по вопросам миграции в СЗФО, 397 
условно-здоровых лиц, проживающих в Социалистиче-
ской Республике Вьетнам.

Экстракцию ДНК проводили с помощью комплекта 
реагентов для выделения РНК/ДНК из клинического 
материала «РИБО-преп» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), со-
гласно инструкции производителя.

Вирусную нагрузку в плазме крови предваритель-
но измеряли с помощью стандартизированного набора 
для количественного определения ДНК ВГВ в клиниче-
ском материале методом полимеразной цепной реакции 
(ПЦР) с гибридизационно-флуоресцентной детекцией 

в режиме «реального времени» «АмплиСенс® HBV-
Монитор-FL» (ФБУН ЦНИИЭ, Москва), согласно ин-
струкции.

ВГВ при низкой вирусной нагрузке выявляли мето-
дом «гнездовой» ПЦР с использованием олигонукле-
отидов и соответствующих олигонуклеотидных флуо-
ресцентно меченых зондов (табл. 1). Регистрировали 
полученные результаты посредством гибридизацион-
но-флуоресцентной детекции с помощью программно-
го обеспечения используемого прибора для проведения 
ПЦР c детекцией в режиме «реального времени». 

Для ПЦР в общем виде использовали следующий 
состав амплификационной смеси: 10 пM каждого оли-
гопраймера и 3 пM каждого зонда, 0,6-1,0 мМ каждого 
дезоксинуклеотида, 6,7 мМ MgCl2, 1 ед. рекомбинант-
ной Taq ДНК-полимеразы (Fermentas), буфер для Taq 
ДНК-полимеразы (750 мМ Трис-HCl, (рН 8,8), 200 мМ 
(NH4)2SO4, 0,1% (v/v) твин 20), 1 мкг матрицы, вода без 
нуклеаз до конечного объема 30 мкл. 

На первом этапе проводили ПЦР с использованием 
прямого и обратного праймеров HBV SX (табл. 1) при 
указанных (табл. 2) условиях.

На следующем этапе для повышения чувствитель-
ности проводили вторую ПЦР с использованием про-
дукта амплификации первого этапа, а также внутренних 
(вложенных, гнездовых) олигонуклеотидов и зондов для 
двух регионов ВГВ в одной пробирке – HBV SrtF2, HBV 
SrtR2, HBV Srt-Z, HBV XrtF2, HBV XrtRd2, HBV Xrt-Z 
(табл. 1) – при указанных в таблице 3 условиях. 

Т а б л и ц а  1
Нуклеотидные последовательности праймеров и зондов, ис-

пользованные для выявления ДНК ВГВ в плазме при низкой 
вирусной нагрузке на основе двухэтапной ПЦР в режиме реаль-

ного времени

Праймер Нуклеотидная последовательность
HBV SXF1 5’-AATCCAGATTGGGACTTCAA-3’
HBV SXR1 5’-AGAGATGATTAGGCAGAGGTG-3’
HBV SrtF2 5’-CACCTGTATTCCCATCCCATC-3’
HBV SrtR2 5’-AGCCCTACGAACCACTGAACA-3’
HBV Srt-Z 5’-FAM - AAACGGACTGAGGCCCACTCCCA - 

BHQ1/RTQ1-3’
HBV XrtF2 5’-GTCTGTGCCTTCTCATCTGCC-3’
HBV XrtRd2 5’-GTCGGTCGTTGACATTGCAG-3’
HBV Xrt-Z 5’-ROX - TGTGCACTTCGCTTCACCTCTGC - 

BHQ2/RTQ2-3’

Т а б л и ц а  2
Параметры программы амплификации первого этапа  

на планшетном амплификаторе CFX96

Цикл Температура, °С Время Кол-во циклов
1 95 5 мин 1

2
95 20 с

2050 30 с
72 2 мин 30 с

3 72 7 мин 1

4
95 20 с

2050 30 с
72 2 мин 30 с

5 72 7 мин 1
6 10 Хранение
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Анализировали кривые накопления флуоресцентно-
го сигнала по двум каналам: по каналу для флуорофора 
FAM – сигнал, свидетельствующий о накоплении про-
дукта амплификации фрагмента ДНК ВГВ S-региона, 
по каналу для флуорофора ROX – о накоплении про-
дукта амплификации фрагмента ДНК ВГВ X-региона. 
Результаты интерпретировали на основании наличия 
(или отсутствия) пересечения кривой флуоресценции с 
установленной на соответствующем уровне пороговой 
линией (устанавливается в середине линейного участка 
прироста флуоресценции положительного контроля в 
логарифмической шкале), что определяло наличие (или 
отсутствие) для данной пробы значения порогового цик-
ла Ct в соответствующей графе в таблице результатов.

В качестве дополнительного контроля для исключе-
ния контаминации секвенировали нуклеотидные после-
довательности генома ВГВ выявленных анализируемых 
образцов при помощи генетического анализатора ABI 
PRISM 3500 (Applied Biosystems, США), использовали 
набор реагентов ABI PRISM BigDye Terminator v3.1. 
(Applied Biosystems, США), согласно инструкции про-
изводителя.

Результаты и обсуждение. Для выявления ВГВ в 
плазме крови при низкой вирусной нагрузке был раз-
работан способ обнаружения ДНК ВГВ на базе ранее 
предложенной нами методики [20].

В настоящей работе, согласно разработанному нами 
методу, на первом этапе проводится амплификация ДНК 
ВГВ с использованием на первом этапе олигонуклеоти-
дов, фланкирующих участок генома 2932-3182…1-1846 
нт., согласно представленному в международной базе 
данных GenBank изоляту Mart-B47 (HE974377.1) [21], а 
на втором этапе двух пар олигонуклеотидов к двум реги-
онам (ген S и ген Х) генома вируса и соответствующих 
олигонуклеотидных флуоресцентно меченых зондов, 
комплементарных участкам амплифицируемых фраг-
ментов, несущих на 5’-конце флуорофоры, а на 3’-конце 
не флуоресцентные тушители (см. табл. 1). По каналу, 
соответствующему флуорофору FAM, детектируется 
продукт амплификации ДНК ВГВ S-региона, а по кана-
лу, соответствующему флуорофору ROX, детектируется 
продукт амплификации ДНК ВГВ Х-региона.

Аналитическую чувствительность метода прове-
ряли методом поэтапного разведения. Были выбраны 

10 образцов плазмы крови, содержащие различные 
концентрации ВГВ. Каждый образец поэтапно разво-
дили предварительно проанализированной плазмой 
крови без ВГВ следующим образом: аликвоту образца 
объемом 100 мкл вносили в микропробирку объемом  
1,5 мл, добавляли 100 мкл ВГВ-негативной плазмы, тща-
тельно пипетировали и переносили 100 мкл полученно-
го пула в новую микропробирку, куда снова добавляли  
100 мкл чистой плазмы, пипетировали и 100 мкл нового 
пула переносили в третью пробирку и т. д. до получения 
серии последовательных разведений. После разведения 
осуществляли экстракцию ДНК из каждого пула разве-
дения каждого образца. Полученные образцы ДНК ам-
плифицировали, согласно предложенному методу. 

Образцы считались положительным по содержанию 
ДНК ВГВ, если на каналах FAM и ROX получали зна-
чение порогового цикла Ct, отрицательными – если на 
каналах FAM и ROX отсутствовало значение Ct. 

На рисунке представлены кривые флуоресценции, 
отражающие динамику образования продукта реакции в 
ходе второго этапа предложенного метода. 

На представленном рисунке обозначены кривые об-
разцов №20, №21, №22. Образец №22 представляет со-
бой отрицательный контрольный образец. №20 и №21 
представляют собой результат выявления ДНК ВГВ при 
предположительной концентрации 4 МЕ/мл и 7 МЕ/мл, 
соответственно, при экстракции ДНК из 100 мкл плаз-
мы. При этом не детектировался сигнал по каналу ROX, 
но был сигнал по каналу FAM. При экстракции ДНК 
указанных образцов из увеличенного объема плазмы 
сигналы детектировались и по каналу FAM, и по каналу 
ROX.

Таким образом, получение порогового цикла Ct толь-
ко по одному флуорофору FAM или ROX может свиде-
тельствовать о наличии ДНК ВГВ в образце в нагрузке 
менее 10 МЕ/мл, выявление ВГВ при этом возможно 
при повторном ПЦР-исследовании соответствующего 
образца с экстракцией ДНК ВГВ из увеличенного объ-
ема плазмы (200-1000 мкл).

Для определения специфичности разработанно-
го метода в соответствии с отработанными условиями 
проведения ПЦР были исследованы предварительно 
серологически и молекулярно-генетически охаракте-
ризованные по ВГВ с использованием коммерческих 
тест-систем образцы плазмы крови пациентов 16-70 лет, 
включая беременных женщин, пациентов гемодиализно-
го центра, иностранных граждан, проходящих медицин-
ское освидетельствование для получения разрешений 
на работу в Управлении по вопросам миграции в СЗФО, 
условно-здоровых лиц, проживающих в Социалистиче-
ской Республике Вьетнам. При добавлении в реакцию 
амплификации геномной ДНК/кДНК вируса гепатита А, 
вируса гепатита С, вируса гепатита D, вируса гепатита 
E, вируса гепатита G, вируса иммунодефицита человека, 
вируса Эпштейна-Барр, цитомегаловируса, вируса про-
стого герпеса 1 и 2 типов, вируса герпеса 6 и 8 типов, 
парвовируса В19, вируса клещевого энцефалита, а так-
же геномной ДНК человека.

Оценку специфичности проводили в два этапа. На 
первом этапе последовательно проводили анализ оха-
рактеризованных образцов. На втором этапе проводили 
«слепой» анализ, для чего пробирки с анализируемыми 
негативными образцами объединяли с пробирками, со-
держащими ВГВ-позитивную плазму крови больных, 
пробирки маркировали сквозной нумерацией. Для кон-

Т а б л и ц а  3
Параметры программы амплификации второго этапа на план-

шетном амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США).

Цикл Температура, 
°С Время Измерение 

флюоресценции
Кол-во
 циклов

1 95 5 мин 1

2

95 10 с

750 20 с

72 40 с

3 72 7 мин 1

4
95 10 с

4558 20 с FAM, ROX
72 40 с

5 10 Хранение
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троля анализируемых образцов и ис-
ключения возможной контаминации в 
качестве контрольных ВГВ-позитивных 
образцов использовали плазму, содер-
жащую ВГВ субгенотипов A1, D4, E, 
выявление которых в используемых для 
тестирования специфичности группах 
маловероятно. Результаты тестирования 
специфичности метода выявления ДНК 
ВГВ в крови при низкой вирусной на-
грузке представлены в табл. 4.

При использовании предложенного 
нами метода ДНК ВГВ среди беремен-
ных была выявлена у 2 пациенток. В 
одном случае регистрировались сигна-
лы FAM и ROX, в другом случае реги-
стрировался только сигнал FAM, однако 
при экстракции ДНК из 200 мкл плазмы 
регистрировались оба сигнала. Встреча-
емость ДНК ВГВ среди мигрантов соста-
вила 9,04%, при этом 7,5% случаев отно-
сятся к скрытому (HBsAg-негативному) 
ВГВ, в том числе негативному по всем серологическим 
маркерам.  Среди условно здоровых лиц из Вьетнама с 
учетом HBsAg-позитивных и негативных образцов ДНК 
ВГВ выявили в 26,95%. В том числе идентифицирова-
ли вирус в 58 HBsAg-негативных образцах (в 5 из них 
при экстракции ДНК из 100 мкл плазмы регистрировали 
только сигнал FAM, а в 2 только сигнал ROX, при уве-
личении объема материала во всех 7 случаях регистри-
ровали оба сигнала).

Для позитивных образцов проводили секвенирова-
ние и субгенотипирование ДНК ВГВ. Ни один из ампли-
фицированных фрагментов не относился к ВГВ субге-
нотипов A1, D4, E.

При проведении тестирования образцов ДНК/кДНК 
вышеперечисленных вирусов и ДНК человека неспеци-
фических реакций выявлено не было, что является под-
тверждением специфичности разработанного метода.

Вышеописанный метод был разработан с использо-
ванием в качестве образцов ВГВ, циркулирующих на 
территории РФ и Республики Узбекистан геновариантов 
(D1, D2, D3, A2). Однако известна тенденция к смеще-
нию распределения геновариантов ВГВ в различных 
географических регионах за счет завозов вируса соот-
ветствующих субгенотипов из других стран, в том чис-
ле стран Средней Азии [22]. Предложенный метод по-
зволил выявить и охарактеризовать HBsAg-негативный 
ВГВ среди беременных женщин и пациентов гемодиа-
лизного центра, проживающих в СЗФО, а также среди 
мигрантов из ближнего зарубежья. Метод был апроби-
рован в Социалистической Республике Вьетнам. Бы-
ло показано, что метод позволяет выявлять различные 
геноварианты ВГВ, как широко распространенные 
в Российской Федерации: D1, D2, D3, A2, так и редко 
встречающиеся в России: A1, B2, B4, C1, C2, E (полные 
геномы ВГВ, полученные из образцов с низкой вирус-
ной нагрузкой субгенотипов C2, B2, А2 депонированы 
в международную базу данных GeneBank под номерами 
MT740718-MT740720).

Отметим, что пулирование плазмы крови при выявле-
нии окГВ значительно снижает чувствительность метода. 
Возможность выявления ВГВ при пулировании оцени-
вали с использованием минипулов, включающих по 100 
мкл шести случайных образцов. В каждом случае ДНК 

экстрагировали из 100 мкл, 200 мкл и 300 мкл. Анализ 
проводили слепым методом, при котором исполнитель 
не знал в какие минипулы входят те или иные образцы. 
Всего было проанализировано 10 минипулов. Из них в 
четырех минипулах был показан определяемый пред-
ложенным методом уровень ДНК ВГВ, в то время как в 
двух минипулах ВГВ не удалось обнаружить при объеме 
экстрагируемой плазмы 100 мкл и удалось при объеме 
плазмы 300 мкл, в одном минипуле ВГВ не обнаружен 
даже при увеличении объема плазмы. В указанный мини-
пул были включены пять ДНК ВГВ-негативных образцов 
и один ДНК ВГВ-позитивный образец с предположитель-
ной вирусной нагрузкой менее 15 МЕ/мл. 

Предложенный метод позволит выявлять ВГВ с низ-
кой вирусной нагрузкой у ВИЧ- и ВГС-инфицированных 
пациентов, идентифицировать ВГВ у больных с гепати-
том неясной этиологии. Посттрансфузионная инфекция 
ВГВ представляет собой серьезную проблему и является 
одним из значимых факторов риска инфицирования лю-
дей, риск инфицирования ВГВ после трансфузии выше, 
чем у других передаваемых через кровь вирусов, таких 
как ВИЧ и ВГС. Таким образом, описанный метод может 
быть востребован для совершенствования обеспечения 
инфекционной безопасности крови при трансфузиоло-

Кривые флуоресценции, отражающие динамику образования продукта реакции 
в ходе второго этапа амплификации ДНК ВГВ. Треугольниками обозначены сиг-
налы флуорофора FAM, без дополнительных отметок – ROX.

Т а б л и ц а  4
Результаты тестирования специфичности метода выявления 

ДНК ВГВ в крови при низкой вирусной нагрузке

Наименование 
группы образцов

Количество 
образцов

Положи-
тельные

Отрица-
тельные

Сомни-
тельные

Беременные 
женщины 
(СЗФО)

96 2 94 0

Пациенты 
гемодиализного 
центра (СЗФО)

37 1 36 0

Мигранты 
(страны ближ-
него зарубежья)

199 18 181 0

Условно-здо-
ровые лица 
(Вьетнам)

397 107 290 0
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гических и иных манипуляциях, включая гемотрансфу-
зии при проведении плановых и экстренных хирургиче-
ских операций, что является актуальной медицинской 
проблемой и должно осуществляться в первую очередь 
с целью предупреждения передачи вирусов.

Заключение. Разработанный метод выявления ДНК 
ВГВ в плазме крови при низкой вирусной нагрузке на ос-
нове технологии ПЦР в режиме реального времени позво-
ляет идентифицировать различные геноварианты ХВГВ 
как характерные, так и редко встречающиеся на террито-
рии РФ, циркулирующие в других регионах мира. Метод 
может быть использован для выявления ВГВ в группах 
риска, в популяции, а также при скрининге доноров кро-
ви в целях обеспечения безопасности гемотрансфузий.
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