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Петелина Т.И., Мусихина Н.А., Авдеева К.С., Шароян Ю.А., Гапон Л.И., Горбатенко Е.А., Зуева Е.В., Валеева Л.Л.

ГЕНДЕРНЫЕ ОСОБЕННОСТИ ПАРАМЕТРОВ ЛИПИДНОГО ПРОФИЛЯ И МАРКЕРОВ 
СОСУДИСТОГО ВОСПАЛЕНИЯ У ПАЦИЕНТОВ СО СТАБИЛЬНОЙ СТЕНОКАРДИЕЙ  
В ГРУППАХ С НАЛИЧИЕМ И ОТСУТСТВИЕМ САХАРНОГО ДИАБЕТА 2 ТИПА

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

Исследование параметров липидного профиля и маркеров воспалительной реакции сосудистой стенки у больных ста-
бильной стенокардией при наличии или отсутствии сахарного диабета 2 типа (СД2) имеет большое значение для выяв-
ления гендерных особенностей патофизиологических механизмов развития и течения заболеваний, разработки вторич-
ной профилактики осложнений и определения прогноза. Обследованы 194 пациента со стабильной стенокардией (СС), 
однососудистым поражением коронарных артерий, средний возраст 60,3±7,8 лет. Пациенты были распределены на две 
группы: 1-я группа – больные СС без СД2 (n=152), 2-я группа – СС с СД2 (n=42). В каждой группе выделены подгруппы 
мужчин и женщин. Исследование биомаркеров проводилось при поступлении в стационар на фоне терапии, принимае-
мой в амбулаторных условиях. Исследование включало комплекс параметров липидного спектра, маркеров воспалитель-
ной реакции, эндотелиальной дисфункции и углеводного обмена. Сравнительный анализ биомаркеров выявил превышение 
референсных значений атерогенных фракций липидов в обеих группах пациентов независимо от пола пациентов. При 
этом в 1-й группе пациентов, в подгруппе женщин зарегистрировано значимое превышение уровня ОХ, ЛП(а), АпоА-1 по 
сравнению с подгруппой мужчин. Во 2-й группе значимых различий параметров между мужской и женской подгруппой 
не зарегистрировано. Оценка параметров воспалительной реакции выявила в подгруппе женщин с СД2 устойчивую тен-
денцию к превышению уровня вч-СРБ, ФНО-α, гомоцистеина по сравнению как с мужчинами, так и женщинами в группе 
СС без СД2. Методом логистической регрессии выявлены основные биохимические маркеры, влияющие на отягощение 
течения ИБС у женщин с СД2: это уровень мочевой кислоты более 380 ммоль/л – ОШ 11,5 (95% ДИ 1,71-77,69), уровень 
ФНО-α более 8 пг/мл – ОШ 7,5 (95% ДИ 1,07-52,46) и увеличение уровня ТГ – ОШ 3,33 (95% ДИ 1,073-10,335). Таким 
образом, женщины 2-й группы с СС и СД2 характеризуются максимально повышенным уровнем атерогенных фракций 
липидов, маркеров сосудистого воспаления, глюкозы и HbA1c, что может свидетельствовать о наибольшем потенциале 
развития атеротромботических осложнений в данной подгруппе пациентов.
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Зуева Е.В., Валеева Л.Л. Гендерные особенности параметров липидного профиля и маркеров сосудистого воспаления  
у пациентов со стабильной стенокардией в группах с наличием и отсутствием сахарного диабета 2. Клиническая лабора-
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GENDER FEATURES OF LIPID PROFILE PARAMETERS AND VASCULAR INFLAMMATION MARKERS IN 
PATIENTS WITH STABLE ANGINA IN GROUPS WITH PRESENCE AND ABSENCE OF TYPE 2 DIABETES
Tyumen Cardiology Research Center, Tomsk National Research Medical Center RAS, Tomsk 625026, Russia
The study of the parameters of the lipid profile and markers of the inflammatory reaction of the vascular wall in patients with 
stable angina pectoris in the presence or absence of type 2 diabetes mellitus (T2DM) is of great importance for revealing the 
gender characteristics of the pathophysiological mechanisms of the development and course of diseases, developing secondary 
prevention of complications and determining the prognosis. 194 patients with stable angina pectoris (SA), single-vessel 
coronary artery disease, mean age 60.3 ± 7.8 years were examined. Patients were divided into two groups: group 1 – patients 
with SA without diabetes 2 (n = 152), group 2 – with SA and diabetes 2 (n = 42). In each group, subgroups of men and women 
are distinguished. The study of biomarkers was carried out upon admission to the hospital on the background of therapy, 
taken on an outpatient basis. The study included a complex of parameters of the lipid spectrum, markers of the inflammatory 
response, endothelial dysfunction, and carbohydrate metabolism parameters. A comparative analysis of biomarkers revealed 
an excess of reference values ​​of atherogenic lipid fractions in both groups of patients, regardless of patient gender. Moreover, in 
the first group of patients, in the subgroup of women, a significant excess of the level of TC, PL (a), and ApoA-1 was registered 
compared with the subgroup of men. In the second group, there were no significant differences in parameters between the 
male and female subgroups. Evaluation of the parameters of the inflammatory reaction revealed in the subgroup of women 
with T2DM a steady tendency to exceed the level of hs-CRP, TNF-α, homocysteine compared with both men and women in 
the SA group without T2DM. The logistic regression revealed the main biochemical markers that affect the aggravation of 
the course of IHD in women with T2DM: this is a uric acid level of more than 380 mmol / l – OS 11.5 (95% CI 1.71-77.69), 
TNF-α more 8 pg / ml – OR 7.5 (95% CI 1.07-52.46) and an increase in TG – OR 3.33 (95% CI 1.073-10.335). Thus, women of 
the 2nd group with the presence of T2DM are characterized by the highest level of atherogenic fractions of lipids, markers of 
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vascular inflammation, glucose and HbA1c, which may indicate the greatest potential for the development of atherothrombotic 
complications in this subgroup of patients.
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Сахарный диабет (СД) – одно из самых частых ко-
морбидных состояний пациентов с ишемической бо-
лезнью сердца (ИБС), определяющее тяжесть течения 
заболевания, выбор стратегии ведения и прогноз паци-
ента [1]. Эксперты ВОЗ называют СД одной из наиболее 
опасных неинфекционных эпидемий XXI века, а экспер-
ты Международной диабетической Федерации (МДФ) 
– «общемировой социальной катастрофой» [2]. Ситуа-
ция в России по эпидемиологическим показателям рас-
пространенности и смертности от СД и его осложнений, 
в целом, повторяет таковую в экономически развитых 
странах. Общая численность пациентов с СД 2 типа 
(СД2) на 2016 г. составила 4,348 млн человек (2,97% на-
селения России), из них 92% – пациенты с СД2. Доля 
смертности от СД2 в возрасте менее 60 лет в РФ в 2017 г.  
составила 20-40% [2].

Основными причинами высокой смертности больных 
СД2 являются сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ), 
в том числе, способствуя развитию атеросклероза, СД2 
повышает частоту и тяжесть ИБС. Риск развития ИБС у 
больных с СД2 в 2-4 раза выше, а риск развития инфаркта 
миокарда (ИМ) в 6-10 раз выше, чем в общей популяции 
[2, 3]. Согласно данным Американской ассоциации серд-
ца в США 32 млн женщин страдают ИБС (по сравнению 
с 30 млн мужчин). В России у каждой восьмой женщи-
ны в возрасте 45–54 лет выявляется клиническая картина 
ИБС, а после 65 лет клинические признаки ИБС отмеча-
ются уже у 30% женщин [3]. На долю ССЗ приходится 
55% случаев смерти женщин и 43% у мужчин в мире.

По данным крупнейшего мета-анализа, который объ-
единил 698 782 пациентов (средний возраст пациентов 
составляет 52 года, 43% женщины) из 102 проспектив-
ных исследований, выявлено, что риск ИМ у пациентов 
без СД2 составил 20,2%, у пациентов с СД – 45% [4]. 
СД2 повышает риск сердечно-сосудистой смертности в 
2 раза у мужчин и в 4 раза у женщин [4,5]. Установле-
но, что развитие бессимптомного выраженного стеноза 
коронарных артерий у пациентов с СД2 и предиабетом 
было достоверно выше, чем без нарушения углеводного 
обмена – 16,8% и 7%, соответственно [5].

По данным мета-анализа 37 проспективных когорт-
ных исследований, охвативших 447 064 человек в воз-

расте 45-98 лет (45% женщины), выявлено, что распро-
страненность фатальной ИБС была существенно выше 
у пациентов с СД2, чем у лиц без СД – 5,4% и 1,6%, 
соответственно [6]. ИБС начинает встречаться в более 
позднем возрасте у женщин по сравнению с мужчинами 
(10 лет спустя). Исследование FAST-MI показало, что за 
последние 15 лет профиль женщин с ИБС изменился, 
они стали моложе, с сохраненной менструальной функ-
цией, страдают ожирением, обычно курят. Независимо 
от возраста, прогноз у женщин, как правило, хуже, чем 
у мужчин, несмотря на более высокую частоту острого 
коронарного синдрома (ОКС) с ангиографически нор-
мальными коронарными артериями.

При сравнении пациентов с диабетом и без него, бы-
ло выявлено, что у женщин всех возрастов были более 
низкие абсолютные показатели MACE-HF (24,9 против 
19,9 на 1000 человеко-лет) и более высокие относитель-
ные показатели MACE-HF, чем у мужчин [2,8 (довери-
тельный интервал, ДИ 2,9-2,9)] [6]. 

Учитывая большую распространенность СД среди 
населения и высокую смертность больных СД2, связан-
ную с сердечно-сосудистой патологией, изучение меха-
низмов развития макрососудистых осложнений у паци-
ентов с СД, а также гендерных особенностей течения за-
болевания остается одной из наиболее актуальных задач 
кардиологии и диабетологии. В последние десятилетия 
активно обсуждается роль хронического воспалитель-
ного процесса (хронического воспаления низкой интен-
сивности, англ. low-grade inflammation) в развитии СД 
2 типа и его сердечно-сосудистых осложнений [7– 10]. 

По данным научных исследований, пациенты с диа-
бетом отличаются от пациентов без нарушений угле-
водного обмена более интенсивным внутрисосудистым 
воспалением: именно провоспалительные цитокины и 
другие биологически активные вещества запускают про-
цесс дестабилизации атеросклеротической бляшки, про-
грессирование атеросклеротического процесса на ранее 
не пораженных участках сосудистой стенки [11–13]. При 
гистологическом исследовании коронарных артерий у 
больных СД отмечается повреждение эндотелиального 
слоя, депозиты фибрина-фибриногена и иммуноглобули-
на G в интиме и медии. Также отмечено снижение плот-
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ности тучных клеток и повышение объемной плотности 
мононуклеарных клеток [14]. Гипергликемия может при-
вести к эндотелиальной дисфункции через сокращение 
уровня оксида азота, ключевого регулятора сосудистого 
тонуса, и увеличение окислительного стресса. 

Особенности поражения коронарных сосудов при 
СД2 и их связь с лабораторными параметрами были не-
однократно представлены нами в научных публикациях 
[13,15]. Однако, степень активности системного воспа-
ления у пациентов как наиболее важную характеристику 
процессов, приводящих к развитию деструктивных из-
менений атеросклеротической бляшки при гендерном 
рассмотрении вопроса у больных ИБС с наличием и от-
сутствием СД2, хотелось бы выделить отдельно.

Цель исследования: изучить особенности лаборатор-
ных параметров липидного профиля и маркеров воспа-
лительной реакции в группах мужчин и женщин со ста-
бильной стенокардией, с наличием или отсутствием СД 
2 типа, при однососудистом обструктивном поражении 
коронарных артерий. 

Материал и методы. В статье использованы дан-
ные регистра чрескоронарных вмешательств (ЧКВ), 
сформированного на базе отделения неотложной кар-
диологии и блока интенсивной терапии Тюменского 
кардиологического научного центра Томского НИМЦ 
(2012-2013 гг.). В группу исследования включены 333 
пациента со стабильной стенокардией (СС), средний 
возраст 57,41± 8,32 лет, из них мужчин 265 (79,6%), жен-
щин 68 (20,4%). Коронарная ангиография (КАГ) прове-
дена в 100% случаев. 

Диагностика форм ИБС и сопутствующей пато-
логии проводилась в соответствии с действующими 
рекомендациями РКО, ЕSC и EASD. Объем диагно-
стических мероприятий включал: клиническое об-
следование, лабораторные и инструментальные ме-
тоды оценки состояния коронарного кровообращения 
(селективную КАГ). Группы пациентов равноценно 
представлены стабильной стенокардией напряжения 
в рамках II и III функционального класса (ФК). 

Критерии исключения: наличие в анамнезе перене-
сенного в течение последних 6 мес острого коронарного 
синдрома (ОКС) или острого нарушения мозгового кро-
вообращения; хроническая сердечная недостаточность 
(ХСН) функционального класса (ФК) III-IV (по NYHA); 
декомпенсация сахарного диабета; наличие онкологиче-
ских заболеваний.

Протокол исследования одобрен Этическим коми-
тетом учреждения. Перед включением в исследование 
у каждого из участников исследования было получено 
письменное информированное согласие об использова-
нии результатов обследования, в том числе, забранных 
биологических образцов крови в научных целях. Все па-
циенты подписали форму информированного согласия 
для участия в исследовании.

Коронарную ангиографию выполняли из фемораль-
ного доступа по стандартной методике М. Judkins (1967 г.)  
с помощью ангиографических комплексов «Diagnost 
ARC A», «Poly diagnost C», «Integris Allura»-Phillips-
Голландия. Оценивали максимальный процент стенози-
рования пораженных коронарных артерий (КА). 

Взятие крови осуществляли из периферической вены 
натощак при поступлении пациентов перед проведени-
ем КАГ.

Лабораторное исследование включало комплекс пара-
метров липидного спектра, маркеров воспалительной ре-

акции, эндотелиальной дисфункции, углеводного обмена.
Биохимический спектр параметров липидного об-

мена определяли в сыворотке крови на автоматическом 
анализаторе Cobas Integra 400 plus (Швейцария). Опре-
деляли уровни общего холестерина (ОХС), триглицери-
дов (ТГ), липопротеинов высокой, низкой плотностей 
(ЛПВП, ЛПНП) энзиматическим колориметрическим 
методом; концентрации аполипопротеинов А-I (Апо 
А-I), аполипопротеинов В (Апо В), липопротеинов а (Лп 
(а)) – методом иммунотурбидиметрии с помощью ана-
литических наборов и контрольных материалов «Roche 
Diagnostics Gmb» (Германия). Расчетным путем был 
вычислен коэффициент атерогенности (КА) = АпоВ/
АпоА-I.

В качестве маркеров воспаления исследовали кон-
центрацию высокочувствительного С-реактивного 
белка (hs-CРБ) иммунотурбидиметрическим методом, 
с использованием аналитических наборов «C-reactive 
protein hs» (BioSystem, Испания) на полуавтоматиче-
ском анализаторе открытого типа «Clima MC-15» (Ис-
пания). Интерлейкин-1 β (ИЛ-1 β ), интерлейкин-6 
(ИЛ-6), интерлейкин-8 (ИЛ-8), фактор некроза опу-
холи – α (ФНОα), гомоцистеин определяли на ана-
литических наборах: IL-1 β , IL-6, IL-8, TNF- α, гомо-
цистеин на анализаторе «IMMULITE 2000» (Siemens 
Diagnostics, США); растворимый лиганд CD40L ис-
следовали методом «иммуноферментного сэндвича» с 
использованием наборов Human sCD40L Elisa Bender 
MedSystems (Австрия); рецептор CD40 и матриксная 
металлопротеиназа-9 (MMP-9) – Bender MedSystems 
an eBioscience company (Австрия); тканевой ингибитор 
металлопротеиназы -1 (TIMP-1) – Human TIMP-1 Elisa  
K.t Invitrogen (США) на анализаторе Stat Fax (США).

Уровень нитритов определяли на биохимическом 
анализаторе «Humalyzer 2000 Human» (Германия) и эн-
дотелина-1 – на иммуноферментном полуавтоматиче-
ском анализаторе «Stat Fax » (США).

Углеводный обмен оценивали по содержанию глю-
козы, гликированного гемоглобина (НbAlc). Концентра-
цию глюкозы крови определяли гексокиназным методом 
на биохимическом анализаторе Cobas Integra 400 plus. 
Гликированный гемоглобин определяли хроматографи-
ческим методом с помощью анализатора Bio-Rad D10 
(США). 

Статистическая обработка данных. Анализ по-
лученных данных проводился с использованием ста-
тистической программы SPSS for Windows. Нормаль-
ность распределения количественных показателей 
определяли с помощью критериев Колмогорова-Смир-
нова. Данные представлены в виде среднего и стан-
дартного отклонения (M±SD) или медианой и интерк-
вартильным размахом (Ме [25%; 75%]). При нормально 
распределенных данных сравнение групп проводили с 
использованием критерия Стьюдента для независимых 
выборок. Если данные не подчинялись нормальному 
закону распределения, использовали U-критерий Ман-
на-Уитни. Качественные данные сравнивали критери-
ем χ2 или точным критерием Фишера. Корреляционный 
анализ проводили, используя критерии Спирмена или 
Пирсона, в зависимости от распределения данных. Для 
определения параметров, влияющих на отягощение са-
харного диабета у женщин с ИБС, использовали мно-
жественную логистическую регрессию с вычислением 
отношением шансов. За уровень значимости принима-
ли р<0,05. 
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Результаты. Из общих данных пациентов, вклю-
ченных в исследование, на первом этапе мы проана-
лизировали особенности клинико-анамнестических и 
лабораторных маркеров пациентов с ИБС, стабильной 
стенокардией при наличии обструктивного однососу-
дистого поражения коронарных артерий (75% и более), 
с наличием и отсутствием СД2, в группах женщин и 
мужчин. 

По представленным характеристикам из всех паци-
ентов регистра для статистического анализа выделе-
на общая группа в количестве 194 пациентов, средний 
возраст 60,3±7,8 лет. Пациенты распределены на две 
группы: 1-я группа – больные ИБС, стабильной стено-
кардией без СД2 (n=152), 2-я группа – ИБС, стабильной 
стенокардией с СД 2 (n=42). В каждой группе выделены 
подгруппы мужчин и женщин. Исследование лаборатор-
ных параметров сыворотки крови проводилось при по-
ступлении в стационар перед проведением КАГ на фоне 
терапии, принимаемой в амбулаторных условиях. 

Клинико-анамнестическая характеристика пациен-
тов со стабильной стенокардией, однососудистым пора-

жением коронарных артерий в группах женщин и муж-
чин представлена в таблице.

Согласно представленным в таблице данным, мы 
определили, что количество пациентов с СД2, вошедших 
в регистр, составляет 27%, при этом в группе мужчин 
СД2 выявлен у 24%, в группе женщин у 39% пациентов. 
Зарегистрирована достоверная разница пациентов по 
возрасту, пациентки как без СД2, так и с СД2 были стар-
ше мужчин в соответствующих подгруппах. У мужчин 
в подгруппах с наличием СД2 было выявлено превы-
шение процента пациентов с отягощенной наследствен-
ностью по АГ (p=0,041) и повышенным ИМТ (p=0,002) 
по сравнению с мужчинами без СД. В подгруппе жен-
щин с СД2 зарегистрировано достоверное превышение 
(p=0,032) процента пациенток, имеющих в анамнезе 
ОНМК (p=0,032) и более высокий ИМТ (p=0,034), по 
сравнению с подгруппой без СД2. 

По характеристике поражения коронарного русла 
выявлено, что при однососудистом обструктивном по-
ражении коронарных артерий (75% и более) максималь-
ный процент поражения определяется в передней меж-

Клинико-анамнестическая характеристика пациентов со стабильной стенокардией, однососудистым обструктивным поражением 
коронарных артерий в группах женщин и мужчин при отсутствии и наличии СД2

Пациенты со стабильной  
стенокардией 

Мужчины 
р

Женщины 
p

без СД2 с СД2 без СД2 с СД2

Количество больных, n 119 29 33 13

Возраст, годы 54,61±7,99 57,17±5,93 62,85±7,45* 61,69±7,12*

Наследственность по ИБС:

 да 26 (21,8%) 3 (10,3) 9 (27,3%) 3 (23,1%)

 нет 93 (78,2) 26 (89,7%) 24 (72,7%) 10 (76,9%)

Наследственность по АГ:

 да 27 (22,7%) 12 (41,4%) 0,041 7 (21,2%) 4 (30,8%)

 нет 92 (77,3%) 17 (58,6%) 26 (78,8%) 9 (69,2%)

Наследственность по СД:

 да 2 (1,7%) 2 (6,9%) 1 (3,0%) 2 (15,4%)

 нет 117 (98,3%) 27 (93,1%) 32 (97%) 11 (84,6%)

Стаж ИБС, годы 3,15 [0,08;20] 2,42 [0,13;9,20] 4,55 [0,08;17] 4,54 [0,17;15]

Стаж СД, годы 0 7,51[0,1;40] 0 8,0±6,96

АГ в анамнезе:

 да 113 (95%) 29 (100%) 32 (97%) 13 (100%)

 нет 6 (5%) 1 (3%)

Стаж АГ, годы 8,49±7,59 8,83±5,14 13,08±7,78* 15,65±12,25*

САД, мм рт.ст 130,32±14,74 137,24±19,08 136,82±20,87 145,46±20,73

ДАД, мм рт.ст 82,75±8,06 84,10±8,77 83,48±9,72 84,08±10,54

ПАД, мм рт.ст 47,99±9,76 53,14±13,28 53,33±14,67 61,38±17,65

Инсульт в анамнезе:

 да 5 (4,2%) 1 (3%) 3 (23,1%) 0,032

 нет 114 (95,8%) 29 (100%) 32 (97%) 10 (76,9%)

ИМТ, кг/м2 30,26±4,28 33,07±4,42 0,002 32,94±4,54 36,29±6,91 0,034

Примечание. % – процент от общего числа; * – критерий достоверности различий p < 0,05 между мужчинами и женщинами в подгруп-
пах; p – критерий достоверности различий в группе мужчин и женщин со СС при наличии и отсутствии сахарного диабета 2 типа.
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желудочковой ветви (ПМЖВ). У мужчин с ИБС без СД2 
однососудистое поражение ПМЖВ выявлено в 56,1% 
случаев, при ИБС с СД2 – в 54,7% случаев. У женщин 
максимальной процент стенозов был также зарегистри-
рован в ПМЖВ: при ИБС в 67,3% случаев, при ИБС с 
СД2 в 68,4%. Вторым и третьим сосудом по значимости 
поражения у мужчин и женщин с ИБС стали огибающая 
ветвь левой коронарной артерии (ЛКА) и правая коро-
нарная артерия (ПКА) соответственно.

Особенности биомаркеров в группах пациентов со 
стабильной стенокардией с наличием и отсутствием СД 
2 могут определять характер течения стенокардии и раз-
вития нежелательных сосудистых осложнений при на-
личии обструктивного поражения коронарных артерий. 

 Сравнительный анализ лабораторных параметров 
липидного профиля на исходном этапе выявил превы-
шение референсных значений атерогенных фракций в 
обеих группах пациентов независимо от пола пациентов. 
При этом, в 1-й группе пациентов без СД2 в подгруппе 
женщин зарегистрировано значимое превышение уров-
ня ОХ (р=0,027), ЛПВП (р=0,0001), ЛП(а) (р=0,003), 
Апо-А-1(р=0,003) по сравнению с подгруппой мужчин. 
В группе с СД2 значимых различий параметров между 

мужской и женской подгруппой не зарегистрировано. 
Однако следует отметить, что у женщин в подгруппе 
с СД2 уровень триглицеридов превышает, а уровень 
ЛПВП и Апо-А-1 значимо снижен по сравнению с дан-
ными в группе СС без СД2 (p<0,05), рис. 1, а,б.

Клиническая оценка параметров липидного профиля 
при поступлении свидетельствует об исходном отсут-
ствии целевых значений параметров липидного про-
филя в группах исследуемых пациентов, что говорит о 
дефектах либо назначения, либо приема статинов паци-
ентами в амбулаторных условиях. 

Оценка параметров сосудистой воспалительной реак-
ции также показала превышение референсных значений 
при достоверно более высоком уровне ИЛ-1 β (р=0,45), 
уровня мочевой кислоты (р=0,0001) и низком уровне ИЛ-
6 (р=0,043) у мужчин с СС по сравнению с женщинами 
1-й группы (рис. 2, 3). В группе женщин с СД2 зареги-
стрировано превышение уровня вч-СРБ, ФНО-α, ИЛ-1β, 
гомоцистеина, ИЛ6 (р<0,05) по сравнению как с мужчи-
нами, так и женщинами в группе без СД2 и уровня моче-
вой кислоты (р<0,05) по сравнению с 1-й группой жен-
щин. (рис.4). Уровень параметров углеводного обмена 
был закономерно значимо выше у пациентов 2-й группы.

Рис. 1. Сравнительная характеристика показателей липидного профиля в подгруппах женщин со стабильной стенокардией при 
отсутствии и наличии СД2. а – уровень Апо-А1 и Апо-В; б – уровень ТГ и ЛПВП. 
 Примечание. Здесь и на рис. 2, 4: * – критерий достоверности различий между подгруппами p < 0,05. 

Рис. 2. Сравнительная характеристика маркеров воспаления в группах мужчин и женщин со стабильной стенокардией при 
отсутствии СД2.

а б
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Таким образом, из представленных маркеров со-
судистого воспаления женщины с наличием СС и СД2 
характеризуются максимально повышенными уров-
нями атерогенных липидов – ТГ, Апо-В; маркеров со-
судистого воспаления- вч-СРБ, ФНО-α, гомоцистеина, 
ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-8; параметров глюкозы и HbA1c при 
минимальном уровне ЛПВП и Апо-А1, что, независимо 
от наличия в обеих группах пациентов равноценно вы-
раженного однососудистого обструктивного поражения 
коронарных артерий, может свидетельствовать о наи-
большем потенциале развития сосудистых осложнений 
в данной подгруппе пациенток.

Полученные нами результаты в общей группе паци-
ентов с ИБС согласуются с результатами клинических 
и экспериментальных исследований, которые показа-
ли, что воспалительные маркеры, в частности, вч-СРБ, 
гипергомоцистеинемия, гиперцитокинемия ускоряют 
развитие атеросклероза и его осложнений в основном 
из-за токсического воздействия на эндотелий сосудов, 
усиления адгезии тромбоцитов, неблагоприятного воз-
действия на факторы свертывающей системы крови 
[17]. Зарегистрированные корреляционные взаимосвязи 
повышенного уровня мочевой кислоты с концентраци-
ей вч-СРБ (р=0,036, r=0,298), уровнем Апо-В (р=0,017, 

r=0,209); ИЛ-1β с ОХС ( р=0,024, r=0,347) и с ТГ 
(р=0,01, r=0,478); ИЛ8 с ТГ (р=0,017, r=0,346) и глюко-
зой (р=0,024, r=0,478) подтверждают данные о взаимос-
вязи маркеров воспаления с процессом атеросклероза. 
Согласно данным литературы, именно пациенты с СД 
обладают более выраженной степенью эндотелиальной 
дисфункции и повышенным риском прогрессирования 
стеноза коронарных артерий и развития рестеноза у па-
циентов, перенесших ЧКВ [14]. Оценка корреляцион-
ных взаимосвязей между исследуемыми параметрами 
во 2-й группе пациентов выявила наличие прямых кор-
реляций между достоверно высокими показателями ате-
рогенных липидов и повышенным уровнем гликирован-
ного гемоглобина (HbA1c и мочевой кислоты (р=0,001, 
r=0,790), HbA1c и апо-В ( р=0,021, r=0,433), HbA1c и 
ТГ (р=0,049, r=0,376), HbA1c c OХС и ЛПНП (р=0,06, 
r=0,503 и р=0,042, r=0,407), что свидетельствует о важ-
ном значении нарушения углеводного обмена в патоге-
незе коронарного атеросклероза. Взаимосвязь между 
HbA1c и ИЛ 1b (p=0,046, r=0,521) и HbA1c c sCD40L 
(p=0,0001, r=0,628) подтверждает данные о роли интер-
лейкинов и тромбогенных маркеров в прогрессировании 
функционального повреждения не только эндотелия со-
судистой стенки, но и деструкции β-клеток поджелудоч-

Рис. 3. Сравнительная характеристика уровня мочевой кислоты в группах мужчин и женщин со стабильной стенокардией при 
отсутствии СД2.

Рис. 4. Сравнительная характеристика маркеров воспаления в подгруппах женщин со стабильной стенокардией при отсут-
ствии и наличии СД2.
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ной железы при СД2, которые, секретируя ИЛ 1β в ответ 
на повышение глюкозы, вызывают дальнейшее повреж-
дение клеток путем аутокринного воздействия, нарушая 
чувствительность к инсулину.

В группе женщин с СД2 зарегистрированы корреля-
ционные взаимосвязи уровня вч-СРБ с наследственной 
предрасположенностью к АГ и наличием ОНМК в анам-
незе, связь уровня глюкозы с ФНОα (p=0,02, r=0,448) и 
связь уровня HbA1c с мочевой кислотой, ИЛ -1β, уров-
нем нитритов и уровнем сердечного белка, связанного 
с жирными кислотами – СБСЖК (р=0,05-0,01, r=0,608-
0,797), что обусловливает дополнительную вероятность 
развития у женщин нежелательных сердечно-сосуди-
стых осложнений при наличии стенотического пораже-
ния коронарных артерий. 

Методом логистической регрессии выявлены основ-
ные биохимические маркеры, влияющие на отягощение 
СД2 у пациенток с ИБС: это уровень мочевой кислоты бо-
лее 380 ммоль/л – ОШ 11,5 (95% ДИ 1,71-77,69), уровень 
ФНО-α более 8 пг/мл – ОШ 7,5 (95% ДИ 1,07-52,46) и 
увеличение уровня ТГ более 1,7 ммоль/л – ОШ 3,33 (95% 
ДИ 1,073-10,335). Рассчитанные ОШ показывают, что у 
пациентов с СД2 вероятность повышения уровня моче-
вой кислоты выше референсных значений увеличивается 
в 11,5 раза, уровня ФНО-α в 7,5 раза, а вероятность повы-
шения уровня ТГ на 1 ммоль/л увеличивается в 3,3 раза .

Кроме этого, наличие СД2 у женщин обеспечивает 
более высокую, чем у мужчин вероятность повышения 
уровня ИЛ-6 (более референсных значений) в 19,2 раза 
(ОШ 19,2; 95% ДИ 1,9-196,5), определяя высокий риск 
развития сердечно-сосудистых осложнений, т.к. извест-
но, что ИЛ-6 обладает сильным провоспалительным со-
судистым эффектом.

Обсуждение. Проведенное исследование уровня 
биомаркеров у пациентов СС в группах с отсутствием 
и наличием СД показало, что для пациентов как в 1-й 
, так и во 2-й группе характерно повышение уровня 
атерогенных параметров липидного профиля, актив-
ности маркеров сосудистого воспалительного ответа и 
дезорганизации эндотелиновой системы, что определя-
ет клиническую картину заболевания, согласуясь с дан-
ными литературных источников [14,15]. Использование 
гендерного подхода в изучении лабораторных параме-
тров предоставило возможность проанализировать и 
выделить их особенности в группах мужчин и женщин. 
Включение пациентов в регистровое исследование в ус-
ловиях режима реального времени дало возможность 
оценить клинико-анамнестические данные пациентов, 
сопоставить их с данными других исследований. Нами 
было зарегистрировано, что женщины, включенные в 
исследование, были старше мужчин, у них был больше 
выражен процент наследственной предрасположенно-
сти к ИБС, СД, больше стаж гипертонии в анамнезе, что 
согласуется с литературными данными [16]. В нашем 
исследовании у женщин, особенно в подгруппе с СД2, 
были выше уровни АД, атерогенных параметров липид-
ного профиля, параметров локальной и системной со-
судистой воспалительной реакции, в частности. ММП9, 
гомоцистеина, вч-СРБ, ФНО-а, ИЛ-1β, ИЛ-6, мочевой 
кислоты и выраженность абдоминального ожирения. 
Повышенный уровень маркеров локальной воспали-
тельной реакции может являться одним из факторов, 
определяющих особенности формирования и повреж-
дения имеющихся атеросклеротических бляшек в под-
группе женщин с СД2. 

Кроме этого, необходимо отметить, что выраженность 
лабораторных параметров при поступлении в стационар 
в обеих группах пациентов во многом могла определяться 
проводимой на амбулаторном этапе терапией. Женщины 
с СД получали статины в 39% случаев реже по сравнению 
с женщинами без СД, а ацетилсалициловую кислоту в 3 
раза реже мужчин с СД2. По нашему мнению, это может 
являться провоцирующим фактором не только для роста, 
но и для дестабилизации имеющихся уже атеросклероти-
ческих бляшек с развитием острых коронарных событий, 
в частности, атеротромбоза. 

Проблеме женской ИБС всегда уделялось недоста-
точно внимания. Особенности развития ИБС у жен-
щин определяются более поздним манифестированием 
ИБС при наличии физиологического течения климакса, 
достоверным увеличением случаев ИБС при раннем 
наступлением менопаузы, более частыми эпизодами 
безболевой ишемии миокарда, атипичным течением 
стенокардии и становятся причиной несвоевременной 
диагностики ИБС, приводя к большему проценту рас-
пространенности заболевания [16]. 

 Проведенная нами работа позволила уточнить ос-
новные патогенетические звенья коморбидной патоло-
гии у женщин. Методом логистической регрессии выяв-
лены основные биохимические маркеры, влияющие на 
отягощение течения ИБС при СД2 во 2 группе пациен-
ток: это уровень мочевой кислоты, ФНО- α, ТГ и ИЛ-6. 

Заключение. Проведенная работа позволила пока-
зать, что использование лабораторных биомаркеров, 
являясь надежным объективным средством, дает воз-
можность проследить особенности патогенетических 
механизмов развития и течения коморбидных состояний 
с учетом гендерных особенностей. Данное исследова-
ние показало, что женщины со стабильной стенокарди-
ей и СД2 характеризуются максимально повышенным 
уровнем отдельных атерогенных фракций липидов и 
маркеров сосудистого воспаления, что может свиде-
тельствовать о наибольшем потенциале развития у них 
нежелательных сердечно-сосудистых осложнений. Ком-
петентное отношение клиницистов к такой категории 
пациенток позволит обеспечить оптимизацию инвазив-
ной и консервативной терапии, адекватность диспансер-
ного наблюдения, улучшив качество вторичной профи-
лактики и отдаленного прогноза заболевания.
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ской поддержки.
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АВТОМАТИЗИРОВАННЫЕ СИСТЕМЫ VITROS 3600 И COBAS 6000: СРАВНИТЕЛЬНЫЙ 
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Пролактин – полипептидный гормон, который секретируется лактотрофными клетками передней доли гипофиза, и об-
ладает широким спектром биологического действия в организме человека. Точные измерения концентрации пролактина 
имеют важное значение при получении биохимических данных для поддержки клинических решений при диагностике, 
лечении и профилактике заболеваний гипофиза, репродуктивной, иммунной и других систем организма. Целью работы 
было проведение сравнительного анализа результатов определения пролактина в сыворотке крови на анализаторах Vi-
tros ECi 3600 (Ortho-Clinical Diagnostics, Великобритания) и Cobas 6000 (Roсhe, Швейцария). Для исследования были 
использованы образцы сыворотки крови 664 пациентов, проходивших обследование в ФГБУ «НМИЦ эндокринологии» 
Минздрава России. Сравнительный анализ результатов определения пролактина, полученных с использованием различ-
ных технологий (Vitros ECi 3600 и Cоbas 6000), показал, что результаты согласуются между собой с высокой степенью 
(r = 0,89, p<0,05) При первичной диагностике пациента очень важным является выбор метода определения биохими-
ческих параметров, однако ещё более важным является использование одного и того же метода при лечении и долго-
срочном наблюдении пациента.
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Prolactin is a polypeptide hormone secreted by the lactotrophic cells of the anterior pituitary gland and has a wide range of bio-
logical effects in the human body. Accurate measurements of prolactin concentration are essential in obtaining biochemical data to 
support clinical decisions in the diagnosis, treatment and prevention of diseases of the pituitary gland, reproductive, immune and 
other body systems. The aim of our study is to carry out a comparative analysis of the serum prolactin measurement determined 
by the two analytical platforms Vitros ECi 3600 (Ortho-Clinical Diagnostics) and Cobas 6000 (Roсhe). Serum samples from 664 
patients undergoing examination at the Endocrinology Research Center were included in the study. Comparative analysis of se-
rum prolactin measurement showed that results obtained by the two analytical systems are consistent with each other (r = 0.89,  
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 Введение. Одним из основных полипептидных гор-
монов, секретируемых лактотрофными клетками перед-
ней доли гипофиза является пролактин. Он играет важ-
ную роль в регуляции метаболизма в организме челове-
ка [1 - 5]. Под контролем пролактина находятся:

– репродуктивная функция (функция желтого тела и 
процесс лактации у женщин, сперматогенез и продук-
ция тестостерона у мужчин);

– иммунная система (пролиферация Т- и В-лимфо
цитов);
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– водно-солевой обмен (регуляция осмолярности);
– углеводный и жировой обмен (ферментативная ак-

тивность гепатоцитов);
– психологическое поведение (устойчивость к стрес-

сам).
Повышение концентрации пролактина в крови, от-

ражающее усиление секреции его лактотрофами, может 
свидетельствовать о различных физиологических (фи-
зическая нагрузка, беременность или стресс) или пато-
логических процессах (опухоли гипофиза, синдром по-
ликистозных яичников и т.д.).

Клинико-диагностические лаборатории располагают 
различными диагностическими системами для опреде-
ления биохимических показателей крови, в частности, 
пролактина. Каждая компания-производитель разраба-
тывает свой вариант тест-системы, что затрудняет их 
стандартизацию. Это одна из причин расхождения в 
результатах определения гормонов. Важное значение 
имеет наличие метод-специфичных референсных ин-
тервалов, которые следует валидировать в лаборатории. 
Различия между методами анализа приводят к необхо-
димости при первичной диагностике и последующем 
наблюдении пациента проводить измерения с исполь-
зованием одной и той же автоматизированной системы.

В настоящей работе проведено сравнение результа-
тов определения пролактина в сыворотке крови женщин, 
мужчин и детей различных возрастных групп, получен-
ных с помощью автоматизированных систем Vitros ECi 
3600 (Ortho-Clinical Diagnostics, Великобритания) и Co-
bas 6000 (Roсhe, Швейцария).

Материал и методы. В ретроспективное одноцен-
тровое исследование было включено 664 образца сыво-
роток условно здоровых субъектов, направленных для 
обследования в НМИЦ эндокринологии Минздрава РФ. 
Были отобраны результаты пациентов с нормальными 
показателями биохимических, гематологических и гор-
мональных анализов, то есть находившие в стадии пол-

ной клинической ремиссии. Выборка была произведена 
произвольным способом. Уровень пролактина был про-
анализирован в 355 сыворотках пациентов женского по-
ла (от 5 до 83 лет) и 309 сыворотках пациентов мужского 
пола (от 5 до 80 лет). Сбор крови проводили стандарт-
ным способом: из локтевой вены утром натощак (8.00-
10.00). У девушек и женщин образцы крови были взяты 
в фолликулиновую фазу цикла. Затем кровь центрифу-
гировали (3000 об/мин и 40С) и сыворотку хранили при 
-20ºС до измерения в ней содержания пролактина.

Концентрацию пролактина определяли тест-сис
темой для количественного определения пролактина в 
сыворотке и плазме крови человека VITROS Immunodi-
agnostic Products Prolactin для автоматического анализа-
тора Vitros ECi 3600 (Ortho-Clinical Diagnostics) методом 
конкурентного усиленного хемилюминесцентного им-
муноанализа [6].

Для сравнения в тех же образцах сыворотки опре-
деляли содержание пролактина тест-системой Elecsis 
Prolactin II для автоматического анализатора Cobas 6000 
(Roshe) методом двухступенчатого («сэндвич») электро-
хемилюминесцентного анализа на микрочастицах [7].

Статистическую обработку полученных данных осу-
ществляли с помощью компьютерной программы STA-
TISTICA 13.3 (StatSoft, IncUSA) непараметрическим 
методом. Достоверность различий между показателями 
рассчитывалась с помощью теста Манна-Уитни, корре-
ляция данных, полученных двумя методами, оценива-
лась по методу Спирмена (р<0.05). Данные представ-
лены в виде медианы и интерпроцентильного размаха 
между 5% и 95 % процентилями.

Результаты. Сравнительное изучение результатов 
определения пролактина в сыворотке женщин и муж-
чин, полученных с помощью автоматизированных си-
стем Vitros и Cobas, показало систематический сдвиг: 
уровень пролактина при всех интервалах концентраций 
был ниже при использовании Cobas (рис. 1, 2). Диапа-

Рис. 1. Сравнение показателей определения пролактина у женщин разного возраста (от 5 до 83 лет).
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зоны концентраций устанавливались по результатам, 
полученным с помощью Vitros. Исключение составлял 
интервал высоких концентраций (более 550 мЕд/л), ког-
да уровни пролактина были сравнимы между собой при 
определении двумя методами или превышали при опре-
делении системой Cobas. 

Гистограммы распределения количества пациентов 
в зависимости от полученных концентраций (рис.3, 
4) также показали, что наблюдается систематическое 
уменьшение показателей при определении системой 

Cobas. Содержание пролактина почти у трети женщин 
приходилось на интервал 100-199 мЕд/л при опреде-
лении Cobas и на интервал 200-299 мЕд/л при опреде-
лении Vitros (33,5% и 34,9%, соответственно). Такое 
же соотношение и у мужчин (45,3% и 35,8%, соответ-
ственно).

Были сформированы возрастные интервалы, отража-
ющие изменения физиологического развития пациентов 
на протяжении жизни [8,9]. У девочек и женщин было 
выделено 7 интервалов: детство (5-6 лет), период адре-

Рис. 2. Сравнение показателей определения пролактина у мужчин разного возраста (от 5 до 80 лет).

Рис. 3. Гистограмма распределения содержания пролактина по концентрациям в сыворотке девочек и женщин. 
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нархе (7-9 лет), начало полового созревания (препубер-
тат, 10-13 лет), становление половой функции (пубертат, 
14-17 лет), репродуктивный возраст (18-45 лет), пре-
менопауза (46-55 лет), постменопауза (старше 55 лет). 
Хорошо заметно, что во всех возрастных интервалах 
показатели, полученные с помощью Cobas, ниже, чем 
аналогичные показатели, полученные с помощью Vitros 
(табл. 1).

У мальчиков и мужчин было выделено 6 интервалов: 
детство (5-7 лет), период адренархе (8-9 лет), начало по-
лового созревания (препубертат, 10-12 лет), становление 
половой функции (пубертат, 13-16 лет), репродуктивный 
возраст (17-60 лет), пожилые (старше 60 лет). Как и у 
женщин, у мужчин показатели, полученные с помощью 
Cobas, ниже, чем аналогичные показателя, полученные 
с помощью Vitros (табл. 2).

В зависимости от диапазонов нормальных значе-
ний уровня пролактина (табл. 3) нами было рассчита-
но распределение показателей для мужчин и женщин 
репродуктивного возраста (рис. 5, 6). Оказалось, что у 
женщин это распределение практически одинаково для 
обоих методов: около 90% случаев находилось в преде-

лах нормальных значений. Вместе с тем, количество 
мужчин с нормальным содержанием пролактина было 
меньше, а с повышенным уровнем пролактина боль-
ше при определении с помощью системы Cobas. Такая 
разница обусловлена установленными производителем 
диапазонами нормальных концентраций для собствен-
ной выборки. Производители аналитических систем 
рекомендуют каждой лаборатории устанавливать свой 
референсный диапазон на своей выборке. 

При сравнительном анализе показателей уровня про-
лактина, определенных с использованием различных 
технологий (Vitros ECi 3600 и Cоbas 6000), оказалось, 
что результаты согласуются между собой с высокой сте-
пенью (r = 0,89, p <0,05) (рис. 7).

Обсуждение. Лабораторные исследования явля-
ются неотъемлемой частью процесса принятия кли-
нических решений. Поэтому точность измерений и 
правильность интерпретации приобретает особое 
значение. Большинство предлагаемых для практи-
ческого применения методов основаны на принципе 
антиген-антитело, однако, все они различаются по 
участкам распознавания молекул, источникам полу-

Рис. 4. Гистограмма распределения содержания пролактина по концентрациям в сыворотке мальчиков и мужчин. 

Т а б л и ц а  1
Сравнение результатов определения пролактина в различные возрастные периоды у девочек и женщин  

(данные представлены в виде медианы (мЕд/л) и 5%-95% просентилями)

Возраст, годы n Vitros Cobas Коэффиент корреляции
(r)

Достоверность раз-
личий, p

Детство, 5-6 24 237,7 [139;2537,1] 193,7 [112,6;485,0] 0,96 < 0,001
Адренархе, 7-9 48 267,6 [121,2;680,8] 225,2 [101,8;784,9] 0,93 < 0,001
Препубертат, 10-13 50 249,6 [149,1;536,5] 213,8 [109,6;490,1] 0,93 < 0,001
Пубертат. 14-17 45 324,5 [161,3;563,3] 286,6 [125,6;613,7] 0,92 0,011
Репродуктивный возраст, 18-45 131 307,1 [154,2;652,9] 281,2 [119,6;737,8] 0,91 < 0,001
Пременопауза, 46-55 26 269,8 [134,7;717,8] 226,4 [89,5;612,6] 0,92 0,015
Постменопауза, старше 55 31 193,8 [102,9;503,8] 171,3 [95,0;425,4] 0,99 < 0,001
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чения антител, характеру используемой метки и т.д. 
В связи с этим, предлагаемые разными производите-
лями методы имеют различную специфичность и чув-
ствительность. Следовательно, сравнение показате-
лей определения биомаркеров в одних и тех же сыво-
ротках, полученных разными системами, показывает 

Т а б л и ц а  2
Сравнение результатов определения пролактина в различные возрастные периоды у мальчиков и мужчин  

(данные представлены в виде медианы (мЕд/л) и 5%-95% процентилями)

Возраст, годы n Vitros Cobas Коэффиент корре-
ляции (r)

Достоверность 
различий, p

Детство, 5-7 29 249,0 [118,9;424,9] 188,9 [94,6;504,7] 0,96 0,002
Адренархе, 8-9 20 196,0 [61,4;329,8] 148,6 [34,6;306,8] 0,94 < 0,001
Препубертат, 10-12 30 220,3 [117,9;671,0] 163,7 [94,4;647,2] 0,93 < 0,001
Пубертат, 13-16 62 310,0 [169,9;664,3] 248,1 [132,8;603,9] 0,92 < 0,001
Репродуктивный возраст, 17-60 144 224,9 [128,3;489,9] 195,0 [92,4;434,5] 0,90 < 0,001
Пожилые, Старше 60 24 199,9 [123,4;446,1] 175,0 [100,4;503,6] 0,86 0,027

Рис. 5. Pаспределение уровней пролактина в сыворотке крови женщин репродуктивного возраста, в %.

Рис. 6. Pаспределение уровней пролактина в сыворотке крови мужчин репродуктивного возраста, в %.

заметный систематический сдвиг, что мы и наблюда-
ем в нашем исследовании. Более низкие средние зна-
чения пролактина, полученные на анализаторе Cobas 
и наблюдаемая систематическая разница (см. рис. 1, 
2) могут быть объяснены разными аффинными свой-
ствами антител, выбранных производителями. Кроме 
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того, разная кинетика реакций и применяемые методы 
регистрации сигнала, использованные при разработ-
ке двух процедур анализа, сами по себе объясняют 
разные референсные диапазоны для каждой системы 
наборов (табл.3). Более высокое значение верхней 
границы референсного диапазона системы Cobas для 
женщин объясняет тот факт, что около 90% случаев 
распределения показателей пролактина (см. рис. 5) 
находится в пределах нормальных значений для обоих 
методов. Для мужчин производители Cobas установи-
ли более низкое значение верхней границы референс-
ного диапазона, чем установлено для Vitros, поэтому 
при анализе распределения показателей количество 
мужчин с нормальным содержанием пролактина ока-
залось меньше для анализатора Cobas (см. рис. 6).

Не вызывает сомнений правильность и точность 
определения пролактина обоими автоматическими ана-
лизаторами. Сравнительный анализ показателей уровня 
пролактина, определенных с использованием различ-
ных технологий (Vitros ECi 3600 и Cоbas 6000), показал 
высокую степень корреляции методов (r = 0,89, p <0,05) 
(см. рис.7). Однако, правильная интерпретация полу-
чаемых результатов полностью зависит от метод-спец-
ифичных референсных диапазонов, обязательно вали-
дируемых в лаборатории. Производители рекомендуют 
устанавливать свои референсные интервалы на своей 
популяции.

Исходя из полученных данных, важно отметить, что 
при мониторинге лечения пациента обязательным усло-

вием является использование одного и того же метода 
определения пролактина. Результаты, получаемые с по-
мощью любой тест-системы, носят вспомогательный 
характер и интерпретируются врачом в совокупности с 
клиническими симптомами болезни.

Заключение. По результатам исследования обе авто-
матизированные системы, Cobas 6000 (Roсhe) и Vitros 
ECi 3600 (Ortho-Clinical Diagnostics) 6000, могут быть 
рекомендованы для определения уровня пролактина. 
Необходимым условием является наличие метод-спец-
ифичных референсных интервалов, а также использова-
ние одного и того же метода при длительном наблюде-
нии пациента.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Сафроненко А.В., Косенко В.А., Демидова А.А., Нажева М.И.

ЛАБОРАТОРНЫЙ КОНТРОЛЬ ОСТЕОРЕЗОРБТИВНОГО ДЕЙСТВИЯ 
ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ У БОЛЬНЫХ ЯЗВЕННЫМ КОЛИТОМ 

ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 344022, Ростов-на-Дону, Россия

Целью исследования явилась разработка информативного способа лабораторного контроля остеорезорбтивного дей-
ствия при системном приеме глюкокортикоидов у больных язвенным колитом. Обследованы 54 пациента с язвенным 
колитом в возрасте от 18 до 44 лет: 35 (64,8%) мужчин и 19 (35,2%) женщин. У пациентов клинической группы до и 
после проведения первого, второго, третьего курса глюкокортикостероидов, а также при формировании стероидной 
зависимости в сыворотке крови и десневой жидкости одновременно определяли концентрацию маркера остеорезорбции 
катепсина К методом иммуноферментного анализа. Концентрацию остеомаркера сопоставляли с параметрами денси-
тометрической плотности поясничных позвонков L1-L4 при рентгенологическом исследовании. Установлено, что при 
системном применении глюкокортикоидов у больных язвенным колитом концентрация катепсина К в десневой жидкости 
повышалась раньше, чем в сыворотке крови. Выявлено, что при повышении концентрации катепсина К в десневой жид-
кости более 2,6 пмоль/л в условиях системного приема глюкокортикостероидов, риск развития остеопороза повышался с 
диагностической чувствительностью 81,8% и специфичностью 74,4% (p=0,0001). Диагностическая точность состави-
ла 78,1%. При повышении концентрации катепсина К в десневой жидкости выше дифференциального разделительного 
уровня (2,6 пмоль/л) риск развития остеопороза возрастал в 3,2 раза (p=0,0001). По итогам исследования разработан 
методический и информационный алгоритм по неинвазивному контролю стероидного остеопороза у больных язвенным 
колитом при системном применении глюкокортикоидов путем оценки концентрации катепсина К в десневой жидкости.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  катепсин К; сыворотка крови; десневая жидкость; остеорезорбция; глюкокортикоиды.
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зорбтивного действия глюкокортикоидов у больных язвенным колитом. Клиническая лабораторная диагностика. 2021; 
66 (6): 340-344. DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-6-340-344
Safronenko A.V., Kosenko V.A., Demidova A.A., Nazheva M.I.
LABORATORY CONTROL OF THE OSTEORESORPTIVE EFFECTS OF GLUCORCORTICOIDS 
IN PATIENTS WITH PURPOSE COLLITIS
Rostov state medical university of Ministry of Health of the Russian Federation, 344022, Rostov-on-Don, Russia
The aim of the work was to develop an informative method for laboratory monitoring of osteoresorbent action during systemic 
administration of glucocorticoids in patients with ulcerative colitis. The study included 54 patients with ulcerative colitis aged 18 
to 44 years: 35 (64,8%) men and 19 (35,2%) women. In patients of the clinical group before and after the first, second, third courses 
of glucocorticosteroids, as well as during the formation of steroid dependence, the concentration of the osteoresorption marker 
cathepsin K was determined simultaneously in the blood serum and gingival fluid by enzyme immunoassay. The concentration 
of the osteomarker was compared with the parameters of the densitometric density of the lumbar vertebrae L1-L4 during X-ray 
examination. It was found that with the systemic use of glucocorticoids in patients with ulcerative colitis, the concentration of 
cathepsin K in the gingival fluid increased earlier than in the blood serum. It was found that with an increase in the concentration 
of cathepsin K in the gingival fluid of more than 2,6 pmol/l in conditions of systemic administration of glucocorticosteroids, 
the risk of osteoporosis increased with a diagnostic sensitivity of 81,8% and a specificity of 74,4% (p=0,0001).The diagnostic 
accuracy was 78,1%. With an increase in the concentration of cathepsin K in the gingival fluid above the differential separation 
level (2,6 pmol/l), the risk of developing osteoporosis increased 3,2 times (p= 0,0001). The study developed a methodological 
and informational algorithm has been developed for the non-invasive control of steroidal osteoporosis in patients with ulcerative 
colitis with systemic use of glucocorticoids by assessing the concentration of cathepsin K in the gingival fluid.
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Введение. Больные с воспалительными заболева-
ниями кишечника имеют повышенный риск развития 
остеопороза по сравнению с населением в целом. Рас-
пространенность остеопороза у пациентов с язвенным 
колитом составляет от 13% до 42% [1]. Генез снижения 
минеральной плотности костной ткани у пациентов с 
воспалительными заболеваниями кишечника считает-
ся многофакторным и связан с хроническим воспале-
нием, использованием кортикостероидов при лечении, 
дефектами питания больных и изменением всасывания 
в кишечнике [2]. При изменении минеральной плотно-
сти костной ткани на одно стандартное отклонение от 
средней величины нормы относительный риск перелома 
увеличивается в 1,6-2,6 раз [3]. 

Согласно современным клиническим рекомендаци-
ям по лечению язвенного колита и болезни Крона разра-
ботаны принципы скрининга пациентов с воспалитель-
ными заболеваниями кишечника на остеопению/остео-
пороз [4 – 6]. Тем не менее, во многих исследованиях 
констатируется, что соблюдение вышеупомянутых реко-
мендаций по скринингу остеопороза соблюдается недо-
статочно часто, что приводит к осложненному течению 
остеопороза ввиду развития переломов [7, 8].

При системном и длительном приеме глюкокортикои-
дов при аутоиммунных заболеваниях, включая язвенный 
колит, у 50% больных развивается стероидассоцииро-
ванный остеопороз [9], механизм которого опосредуется 
глюкокортикоидными рецепторами, экспрессирующими-
ся в остеокластах и остеобластах [10]. При остеопорозе, 
индуцированном приемом глюкокортикоидов, страдает 
не только прочность кости, обусловленная ее минераль-
ной плотностью, что хорошо визуализируется при прове-
дении остеоденситометрии, но и качество костной ткани. 
Это связанно с развитием дисбаланса в функционирова-
нии остеокластов и остеобластов [11]. Глюкокортикоиды 
подавляют адгезивные свойства остеобластов и их спо-
собность прикрепляться к структурам костного матрикса, 
что ведет к снижению активности синтеза коллагена типа 
1 и ослаблению минерализации кости. Угнетение экс-
прессии молекул адгезии остеобластов, лейкоцитов, эпи-
телиальных клеток является одним из следствий приема 
глюкокортикоидов [12]. Между тем, именно от качества 
реализации адгезивных процессов и прочности прикре-
пления клеток зависит межклеточная кооперация, взаи-
модействие с тканевыми элементами и реализация функ-
ций клеток, в том числе и лейкоцитов [13]. Кроме того, 
под воздействием кортикостероидов усиливается актив-
ность остеокластов и их способность разрушать колла-
ген за счет протеолитических ферментов [12]. В резуль-
тате этого в костной ткани остеорезорбтивные процессы 
начинают преобладать над синтетическими. Развитие 
остеопороза при применении глюкокортикоидов пред-
ставляет опасность для пациентов и требует разработки 
действенных мер профилактики этого нежелательного 
побочного эффекта. Клиническая практика нуждается в 
неинвазивном лабораторном контроле остеорезорбтивно-
го действия глюкокортикостероидов путем определения 
остеомаркеров деструкции костной ткани в легко доступ-
ных биологических жидкостях. 

Целью исследования явилась разработка информа-
тивного способа лабораторного контроля остеорезорб-
тивного действия при системном приеме глюкокортико-
идов у больных язвенным колитом. 

Материал и методы. Обследованы 54 пациента с 
язвенным колитом в возрасте от 18 до 44 лет: 35 (64,8%) 

мужчин и 19 (35,2%) женщин. Критериями включения 
в исследование явились: подтвержденный эндоскопиче-
ски диагноз левостороннего или тотального язвенного 
колита средней степени активности; рецидив заболева-
ния; длительность заболевания не менее 12 месяцев; на-
личие в анамнезе не менее двух рецидивов; показание 
для системного введения глюкокортикоидов (отсутствие 
эффективности двухнедельного применения 5-амино-
салициловой кислоты). Критерии исключения: деком-
пенсация сопутствующих соматических заболеваний, 
постменопауза у женщин, заболевания пародонта. Все 
пациенты подписывали добровольное информирован-
ное согласие для участия в исследовании. Исследование 
одобрено Локальным этическим комитетом Ростовского 
государственного медицинского университета.

Больным язвенным колитом первый курс преднизо-
лона в дозе 60 мг перорально назначали в период ремис-
сии заболевания с постепенным поэтапным снижением 
до 5 мг и последующей отменой. При снижении дозы 
глюкокортистероидов, эквивалентной 30-40 мг предни-
золона, дополнительно подключали месалазин с после-
дующим переходом на поддерживающую терапию этим 
препаратом. При рецидиве язвенного колита средней 
тяжести на фоне поддерживающей терапии месалази-
ном, 25 больным повторно назначали глюкокортико-
стероиды вторым курсом в сочетании с азатиоприн/6-
меркаптопурином. Поэтапное снижение дозы и отмена 
преднизолона аналогичны тактике при первой атаке. 
При рецидиве, возникшем на фоне поддерживающей 
терапии тиопуринами, повторно назначали глюкокорти-
коиды третьим курсом. Стероидозависимую подгруппу 
больных составили 20 пациентов, у которых согласно 
стандартным критериям при снижении дозы преднизо-
лона ниже 10 мг/сут наблюдали обострение заболевания 
или рецидив в течение 3 мес после прекращения гормо-
нального лечения [14].

У пациентов клинической группы до и после про-
ведения первого, второго и третьего курса глюкокор-
тикостероидов, а также при формировании стероидной 
зависимости в сыворотке крови и десневой жидкости 
(512 проб биологического материала) одновременно 
определяли концентрацию маркера остеорезорбции ка-
тепсина К. Концентрацию остеомаркера сопоставляли с 
параметрами денситометрической плотности пояснич-
ных позвонков L1-L4 при рентгенологическом исследо-
вании. Рентгеновскую остеоденситометрию проводили 
на двухэнергетическом рентгеновском костном денси-
тометре «Lunar Prodigy» (США). Согласно критериям 
ВОЗ, значения минеральной плотности костной ткани, 
отклоняющиеся от возрастной нормы по Т–критерию, 
менее чем на –1 SD (стандартное отклонение), расцени-
вали как норму, от –1 SD до –2,5 SD – остеопению, пре-
вышающие –2,5 SD – остеопороз.

Для получения десневой жидкости в зубодесневую 
борозду пинцетом помещали бумажный эндодонтиче-
ский штифт размером №25 для впитывания содержи-
мого на 10 секунд. Определяли разницу веса эндодон-
тического штифта до и после сорбции жидкости путем 
взвешивания. Штифт вносили в пробирку с фосфатно-
солевым буферным раствором и путем центрифугиро-
вания выделяли супернатант, который переливали в по-
липропиленовые пробирки с последующим хранением 
при температуре –80ºС до двух месяцев. Перед исследо-
ванием пробирки выдерживали 20 мин при комнатной 
температуре и разводили в 200 раз. Образцы сыворотки 
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крови получали стандартным способом. Катепсин К в 
десневой жидкости и сыворотке крови определяли ме-
тодом иммуноферментного анализа с использованием 
набора реактивов Cathepsin K (CTSK) (Human) ELISA 
Kit (Cloud-Clone Corp., США). Учет результатов прово-
дили с помощью иммуноферментного анализатора Lisa 
(«Эрба Лахема с.р.о.», Чехия).

Статистический анализ результатов осуществляли с 
применением программы Statistica 12.0 (StatSoft, США). 
Размер выборки рассчитывали для статистической мощ-
ности 80%, нормальность распределения вариант оце-
нивали с помощью критерия Шапиро-Уилка. Результаты 
представляли в виде медианы и межквартильного диа-
пазона, доверительного интервала с 95% вероятностью. 
Использовали методы описательной статистики, корре-
ляционного анализа и ROC-анализа.

 Результаты. У пациентов при ремиссии заболева-
ния до проведения 1 курса лечения медиана катепсина К 
в сыворотке крови составила 4,8 пмоль/л, а в десневой 
жидкости – 1,7 пмоль/л (табл. 1). 

После проведения 1 курса лечения преднизолоном 
колебания содержания катепсина К в биологических 
жидкостях были несущественными. После 2 курса – 
статистически значимое отличие изучаемого лаборатор-
ного показателя в сыворотке крови отсутствовало (5,1 
пмоль/л), а в десневой жидкости статистически значимо 
повышалось до 2,7 пмоль/л. После проведения 3 курса 
терапии глюкокортикостероидами возрастание концен-

трации катепсина К наблюдали как в сыворотке крови 
(6,3 пмоль/л), так и в десневой жидкости (3,1 пмоль/л). 
При формировании стероидной зависимости выявили 
повышенные концентрации катепсина К в сыворотке 
крови (6,3 пмоль/л) и в десневой жидкости (4,2 пмоль/л).

Остеоденситометрические параметры у больных яз-
венным колитом при системном приеме глюкокортикои-
дов поэтапно снижались по мере повышения кратности 
курсов приема глюкокортикостероидов с формировани-
ем статистической значимости различий уже после 2 
курсового приема преднизолона (табл. 2).

Исходно среди пациентов клинической группы чис-
ло больных с остеопенией составило 4/54 (7,4%). После 
проведения 1 курса лечения глюкокортикоидами доля 
пациентов с остеопенией и остеопорозом соответство-
вала 6/54 (11,1%) и 2/54 (3,7%), после 2 курса – 13/54 
(24,1%) и 7/54 (13%), после 3 курса – 21/54 (38,9%) и 
11/54 (20,4%) соответственно. В стероидозависимой 
подгруппе выявили 9/20 (45%) больных с остеопенией 
и 7/20 (35%) – с остеопорозом.

У пациентов с язвенным колитом корреляция меж-
ду концентрацией катепсина К в десневой жидкости и 
денситометрической плотностью костной ткани (коэф-
фициент корреляции 0,81, р=0,003) более выражена по 
сравнению с теснотой связи содержания катепсина К в 
сыворотке крови и плотностью костной ткани пояснич-
ных позвонков L1-L4 (коэффициент корреляции 0,61, 
р=0,007). 

Т а б л и ц а  1
Концентрация катепсина К в сыворотке крови и десневой жидкости у больных язвенным колитом при системном приеме глюко-

кортикоидов 

Период Сыворотка крови, пмоль/л Десневая жидкость, пмоль/л
Me [25;75] ДИ Me [25;75] ДИ

Исходно (n=54) 4,8 [4,4;5,2] 4,1-5,5 1,7 [1,5;2,0] 1,3-2,2
После 1 курса (n=54) 5,1 [4,7;5,5] 4,3-5,8 2,2 [1,8;2,4] 1,6-2,8
После 2 курса (n=54) 5,3 [4,9;5,7] 4,7-6,1 2,7 [2,4;3,1] 2,2-3,5
После 3 курса (n=54) 6,3 [5,8;6,6] 5,2-6,9 3,1 [2,8;3,6] 2,5-3,9
Стероидозависимая подгруппа (n=20) 6,4 [6,0;6,9] 6,0-7,4 4,2 [3,7;4,6] 3,5-5,7
p р1=0,74

р2=0,17
р3=0,03

рсз-исх=0,01

р1=0,65
р2=0,04

р3=0,008
рсз-исх=0,002

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 2: n – число больных; р1 – уровень доверительной вероятности различий после 1 курса лечения по 
сравнению с исходными величинами, р2 – после 2 курса, р3 – после 3 курса, между параметрами стероидзависимой подгруппы и исходных 
величин. р1- р3 – по критерию Вилкоксона, рсз-исх – по критерию Манна-Уитни. Me – медиана, [25;75] – межквартильный диапазон, ДИ – до-
верительный интервал.

Т а б л и ц а  2
Параметры остеоденситометрии у больных язвенным колитом при системном приеме глюкокортикоидов 

Период
L2-L4

Т-критерий
Me [25;75] ДИ

Исходно (n=54) -0,92 [-0,72;-1,14] -0,63;-1,28
После 1 курса (n=54) -1,08 [-0,81;-1,47] -0,76;-1,63
После 2 курса (n=54) -1,44 [-1,25;-1,75] -1,13;-1,97
После 3 курса (n=54) -1,57 [-1,34;-1,90] -1,20;-2,36
Стероидозависимая подгруппа (n=20) -1,72 [-1,53;-2,36] -1,35;-2,68
p р1=0,47

р2=0,04
р3=0,02

рсз-исх=0,004
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На следующем этапе исследования устанавливали 
диагностическую информативность определения кон-
центрации катепсина К в десневой жидкости для оцен-
ки риска развития остеопороза при системном приеме 
глюкокортикоидов. Больные с диагностированным осте-
опорозом по результатам остеоденситометрии получа-
ли ранг 1, а без остеопороза – 0. Поскольку корреляция 
между минеральной плотностью костной ткани была 
более тесной с концентрацией катепсина К в десневой 
жидкости, то учитывали содержание изучаемого фер-
мента именно в этой биологической жидкости. Анализ 
проводили непосредственно после проведения 2 курса 
лечения глюкокортикоидами, когда зафиксировано ста-
тистически значимое изменение показателя. В результа-
те установлено, что при повышении концентрации ка-
тепсина К в десневой жидкости более 2,6 пмоль/л в ус-
ловиях системного приема глюкокортистероидов, риск 
развития остеопороза повышался с диагностической 
чувствительностью 81,8% и специфичностью 74,4% 
(z=4,78, p=0,0001). Диагностическая точность состави-
ла 78,1%. При повышении концентрации катепсина К в 
десневой жидкости выше установленного дифференци-
ального разделительного уровня (2,6 пмоль/л) риск раз-
вития остеопороза возрастал в 3,2 раза (p=0,0001).

Величины диагностической чувствительности и 
специфичности для прогноза развития остеопороза при 
различных уровнях катепсина К в десневой жидкости у 
больных язвенным колитом при системном приеме глю-
кокортикоидов представлены в табл. 3.

Таким образом, в исследовании разработан методи-
ческий и информационный алгоритм по неинвазивному 
контролю стероидного остеопороза у больных язвенным 
колитом при системном применении глюкокортикоидов 
путем оценки концентрации катепсина К в десневой 
жидкости и сопоставления индивидуальных значений 
концентрации с критической величиной лабораторного 
показателя.

Обсуждение. В диагностике остеопороза на совре-
менном этапе клинической практики центральное место 
занимает остеоденситометрическое ультразвуковое или 
рентгенологическое исследование. Однако, при стероид-
ном остеопорозе страдает не только минеральная плот-
ность костной ткани, но и межклеточный органический 
матрикс кости [11]. Следствием данного обстоятельства 

является развитие переломов костей у лиц с аутоиммун-
ными заболеваниями при формировании стероидной 
зависимости уже при показаниях денситометрии, соот-
ветствующих остеопении и потере костной массы всего 
на 10-12% [10]. В связи с этим клиницисты нуждаются в 
информативной неинвазивной лабораторной поддержке 
для контроля остеорезорбтивного побочного действия 
глюкокортикостероидов. Перспективным в этом отно-
шении может явиться определение протеолитического 
потенциала ферментов органического матрикса кости в 
доступных биологических жидкостях.

Основным поставщиком катепсина К являются акти-
вированные остеокласты. Катепсин К могут секретиро-
вать также активированные макрофаги, поскольку осте-
окласты постоянно образуются из макрофагов с после-
дующим приобретением функции разрушения костного 
матрикса путем образования лакун. Остеокласты спо-
собны закислить среду в прелакунарном пространстве 
до рН 3 всего за несколько минут [12]. Закисление среды 
в резорбционной лакуне способствует растворению кри-
сталлов гидроксиапатита и протеолизу белков матрикса 
кости. После закисления среды в резорбционную ла-
куну остеокластами секретируются протеолитические 
ферменты. Одним из ферментов, играющих ключевую 
роль в резорбции костной ткани, и является катепсин К 
[15]. Катепсин К вызывает деградацию коллагеновой со-
ставляющей кости. Активность катепсина К очень вы-
сока и превосходит активность катепсина L и панкреа-
тической эластазы. В результате действия катепсина К 
из зоны резорбции кости в кровоток попадают большие 
фрагменты коллагена. Секреция и синтез катепсина К 
остеокластами стимулируются воспалительными цито-
кинами, которые высвобождаются из зоны воспаления и 
тканевого повреждения [15]. 

В исследовании установлено, что при системном 
применении глюкокортикоидов у больных язвенным ко-
литом концентрация катепсина К в десневой жидкости 
повышалась ранее, чем в сыворотке крови. Это связа-
но с тем, что костная ткань пародонта и десневая жид-
кость находятся в тесном взаимоотношении. Нарушение 
костного метаболизма, включая альвеолярные отростки 
челюстей, приводит к изменению биохимического со-
става десневой жидкости с более коротким латентным 
периодом, чем изменения сыворотки крови. Активация 

Т а б л и ц а  3
Результаты ROC-анализа прогностической значимости концентрации катепсина К в десневой жидкости у больных язвенным коли-

том для развития остеопороза при системном приеме глюкокортикоидов

Катепсин К в десневой  
жидкости, пмоль/л ДЧ, % ДИ ДЧ, % ДС, % ДИ ДС, % ОШ

>2,2 100,00 71,5 - 100,0 30,23 17,2 - 46,1 1,43
>2,3 90,91 58,7 - 99,8 37,21 23,0 - 53,3 1,45
>2,5 90,91 58,7 - 99,8 65,12 49,1 - 79,0 2,61
>2,6 * 81,82 48,2 - 97,7 74,42 58,8 - 86,5 3,20
>2,7 72,73 39,0 - 94,0 81,40 66,6 - 91,6 3,91
>2,8 54,55 23,4 - 83,3 86,05 72,1 - 94,7 3,91
>2,9 45,45 16,7 - 76,6 86,05 72,1 - 94,7 3,26
>3 27,27 6,0 - 61,0 90,70 77,9 - 97,4 2,93
>3,1 18,18 2,3 - 51,8 97,67 87,7 - 99,9 7,82
>3,2 9,09 0,2 - 41,3 97,67 87,7 - 99,9 3,91
>3,3 0,00 0,0 - 28,5 100,00 91,8 - 100,0 3,78

П р и м е ч а н и е .  ДЧ – диагностическая чувствительность, ДС – диагностическая специфичность, ДИ – доверительный интервал, ОШ 
– отношение шансов, * – дифференциально разделительный уровень показателя.
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остеокластов под воздействием глюкокортикоидов при-
водит к усилению синтеза протеолитических ферментов 
[11]. Безусловно, повышение функциональной актив-
ности остеокластов наступает раньше, чем изменение 
остеоденситометрических показателей. В связи с этим 
развитие остеопороза можно прогнозировать ранее по 
изменению протеолитического потенциала десневой 
жидкости и активации остеорезорбтивных процессов в 
кости. Повышение концентрации катепсина К – одного 
из мощных ферментов активированных остеокластов в 
десневой жидкости и сыворотке крови как предиктора 
развития остеопороза ранее в медицинских исследова-
ниях не рассматривалось, что свидетельствует об ак-
туальности проведенного исследования. Повышение 
концентрации катепсина К в содержимом зубодеснево-
го желобка выше дифференциального разделительного 
уровня является предиктором последующего развития 
остеопороза при системном приеме глюкокортикоидов. 
Высокий риск развития изучаемого осложнения ставит 
под сомнение целесообразность дальнейшего курсового 
назначения глюкокортикоидов при лечении язвенного 
колита и является основанием для назначения альтерна-
тивных способов подавления воспалительного аутоим-
мунного процесса в кишечнике, например препаратами 
генной инженерии. Таким образом, оценка концентра-
ции катепсина К в десневой жидкости имеет как диагно-
стическую, так и клиническую значимость при лечении 
язвенного колита. 

Заключение. Для лабораторного контроля остеоре-
зорбтивного действия при системном приеме глюкокор-
тикоидов у больных язвенным колитом рекомендуется 
определять активность катепсина К иммунофермент-
ным методом в десневой жидкости. При концентрации 
катепсина К в десневой жидкости более 2,6 пмоль/л 
после проведения 2 курса системного приема глюко-
кортистероидов риск развития остеопороза у больных 
язвенным колитом повышается в 3,2 раза с диагности-
ческой точностью 78,1% (р=0,0001). Таким образом, в 
результате исследования разработан методический и ин-
формационный алгоритм по неинвазивному контролю 
стероидного остеопороза у больных язвенным колитом 
при системном применении глюкокортикоидов путем 
оценки концентрации катепсина К в десневой жидкости.

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
ской поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Гематологические и иммунофенотипические исследования проведены у 30 пациентов с первично выявленным хрони-
ческим лимфолейкозом (ХЛЛ), 122 больных – на фоне терапии ибрутинибом и 20 доноров. Субпопуляционный состав 
Т-лимфоцитов (Th, Tcyt, Treg, T-NK, наивные Т-хелперы, Т-хелперы памяти, TCRγδ клетки, активированные Т-лимфоциты) 
и НК-клеток оценивали на проточном цитометре (FACSCanto II (BD)) с использованием следующей панели монокло-
нальных антител: CD45, CD19, CD3, CD4, CD5, CD8, TCRγδ, CD127, CD16, CD56, CD57, CD45RA, CD45R0, HLA-DR, 
CD25. Анализ изучаемых клеточных популяций показал увеличение абсолютного числа Т-лимфоцитов, НК-клеток и их 
субпопуляций, Т-хелперов (преимущественно за счет Т-клеток памяти), цитотоксических Т-лимфоцитов, регуляторных 
Т-клеток, TCRγδ-Т-лимфоцитов, активированных Т-лимфоцитов, повышение цитотоксического потенциала НК-клеток 
у пациентов с первично выявленным ХЛЛ по сравнению с показателями доноров. У пациентов на терапии ибрутинибом 
регистрировалась положительная динамика восстановления субпопуляционного состава Т-лимфоцитов и НК-клеток. 
При ХЛЛ отмечаются как количественные, так и функциональные изменения субпопуляционного состава Т-лимфоцитов 
и НК клеток, что свидетельствует о дисрегуляции иммунного ответа, высоком риске развития инфекций. Мониторинг 
иммунологических показателей при терапии ибрутинибом позволит оценить действие препарата на адаптивный им-
мунный ответ при ХЛЛ. 
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SPECIFIC FEATURES OF T- AND NK-CELLULAR IMMUNITY IN CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA
1Russian Medical Academy of professional continuous education, 125284, Moscow, Russian Federation; 

2SP Botkin Municipal Clinical Hospital, 125284, Moscow, Russian Federation;

3Research Institute of emergency by Sklifosovsky, 129090, Moscow, Russian Federation
Profound immunological dysfunction is the key factor determining the development of infectious complications in chronic 
lymphocytic leukemia (CLL). The aim of this work is to assess the features of the subpopulation composition of T-lymphocytes 
(T-helpers (Th), cytotoxic T-lymphocytes (Tcyt), T regulatory cells (Treg), T-NK cells, naive Th, Th-memory, activated T-lymphocytes, 
TCRγδ cells) and NK cells in peripheral blood of patients with newly diagnosed chronic lymphocytic leukemia (CLL) and receiving 
ibrutinib therapy.
Hematological and immunophenotypic studies have been performed in 30 patients with previously untreated CLL, 122 patients on 
ibrutinib therapy and 20 healthy donors. The subpopulation composition of T-lymphocytes (Th, Tcyt, Treg, T-NK, naive T-helpers, 
memory T-helpers, TCRγδ cells, activated T-lymphocytes) and NK cells has been assessed on flow cytometer (FACSCanto II (BD)) 
using the following panel of monoclonal antibodies: CD45, CD19, CD3, CD4, CD5, CD8, TCRγδ, CD127, CD16, CD56, CD57 
CD45RA, CD45R0, HLA-DR, CD25. Compared to controls all CLL samples were found to have higher the absolute number 
of T-lymphocytes, NK cells and their subpopulations, T-helpers (especially of memory T-cells), cytotoxic T-cells, regulatory 
T-cells, TCRγδ T-cells, activated T-lymphocytes, increased cytotoxic potential of NK cells in previously untreated CLL patients. 
Patients who received ibrutinib therapy have registered a positive trend towards recovery of the subpopulation composition of 
T-lymphocytes and NK-cells. CLL patients have been found to have quantitative and functional changes in the subpopulations of 
T-lymphocytes and NK cells, indicating dysregulation of the immune response, and a high risk of developing infections. Monitoring 
of immunological parameters for ibrutinib therapy make possible to estimate impact of ibrutinib on the adaptive anti-CLL immune 
response.
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Введение. Иммунологическая дисфункция является 
ключевым фактором, определяющим развитие инфек-
ционных осложнений при хроническом лимфолейкозе 
(ХЛЛ), являющихся основной причиной в структуре 
смертности этих пациентов. По данным датского реги-
стра, который включал 10 455 пациентов с ХЛЛ в те-
чение почти 50-летнего периода наблюдения, инфекции 
являлись основной причиной смерти у 10-20% больных 
[1]. По данным других исследований она колеблется от 
30 до 50% [2 – 4]. Восприимчивость к инфекционным 
заболеваниям при ХЛЛ выявляется на ранних стадиях 
заболевания, еще до развития значительной инфильтра-
ции органов и тканей клетками ХЛЛ, гипогаммаглобу-
линемии и проведения химиотерапии. Частота тяжелых 
инфекций у пациентов рефрактерных к иммунохимио-
терапии высокая и достигает около 80% [5]. Характер 
инфекционных осложнений может быть разный – бак-
териальный, вирусный, грибковый и смешанный [2, 6]. 

При ХЛЛ клеточно-опосредованный иммунитет всег-
да нарушен, а частота и тяжесть инфекций коррелируют 
с прогрессирующей иммунологической дисфункцией. 
Ключевым фактором, определяющим эту дисфункцию, 
является влияние клеток ХЛЛ на стромальное микро-
окружение, которое с одной стороны поддерживает 
пролиферацию опухолевых клеток, с другой – изменяет 
функции нормальных B- и Т-лимфоцитов, макрофагов и 
других клеток стромы [7]. Очевидно, этим же обуслов-
лены многочисленные дефекты, как со стороны спец-
ифической (Т- и В-лимфоциты), так и неспецифической 
иммунной системы (НК-клетки, дисфункция нейтрофи-
лов и моноцитов, активность системы комплемента). 

Введение моноклональных антител в терапию ХЛЛ, 
в частности ритуксимаба, дополнительно увеличивает 
иммуносупрессию, повышая риск возникновения ин-
фекций, которые чаще возникали у пациентов с перси-
стирующей нейтропенией [8 – 10]. В последние годы 
одним из ведущих препаратов в лечении ХЛЛ является 
ибрутиниб – ингибитор тирозинкиназы Брутона (BTK). 
BTK является центральным звеном передачи сигнала 
через В-клеточный рецептор (BCR) и активирует мно-
жество других сигнальных путей, включая NFkB (транс-
крипционный фактор каппа би). Ибрутиниб связывается 
необратимо с BTK за счет формирования ковалентной 
связи с цистеином 481 около активного сайта BTK. 
При ХЛЛ ибрутиниб подавляет жизнеспособность кле-
ток в клеточных культурах, независимо от присутствия 
стромальных клеток и цитокинов. Он также снижает 

содержание хемокинов CCL3 и CCL4 в плазме крови, 
повышение которых, как предполагают, есть результат 
активной передачи сигналов через BCR в клетках ХЛЛ, 
находящихся в микроокружении лимфатических узлов. 
Ингибирование BTK ибрутинибом блокирует поступле-
ние клеток ХЛЛ в пролиферативные центры лимфати-
ческих узлов и способствует их выходу в циркуляцию, 
что объясняет временный лимфоцитоз в крови после 
назначения ибрутиниба [11,12]. В последующих иссле-
дованиях было установлено, что ибрутиниб ингибирует 
пролиферацию и индуцирует каспазозависимый апоптоз 
опухолевых клеток ХЛЛ ex vivo [13]. Терапия ибрути-
нибом вызывает вопросы, касающиеся его воздействия 
на уже имеющийся иммунодефицит – происходит ли 
дальнейшая иммуносупрессия или наоборот, ибрути-
ниб частично восстанавливает иммунный дефект при 
ХЛЛ. В соответствии с этим, изучение субпопуляцион-
ного состава клеток специфической и неспецифической 
иммунной защиты у нелеченых пациентов ХЛЛ и в ди-
намике лечения ибрутинибом является актуальным для 
выявления дефектов иммунной системы и установления 
влияния таргетной терапии на изменения показателей 
иммунной системы. 

Материал и методы. Материалом исследования 
служила цельная венозная кровь, стабилизированная 
антикоагулянтом К2-ЭДТА. Взятие крови осуществля-
лось после подписания пациентами добровольного ин-
формированного согласия. Все образцы исследовались 
в течение двух часов после взятия крови.

В исследование включены 152 пациента с ХЛЛ, на-
блюдавшихся с января 2018 г. по декабрь 2020 г. в днев-
ном стационаре «Московского городского гематологи-
ческого центра» ДЗ г. Москвы. Диагноз ХЛЛ установлен 
в соответствии с рекомендациями ВОЗ (2016 г.) [14].

Среди 152 обследованных пациентов с ХЛЛ неле-
ченные больные с первично установленным диагнозом 
составили 30 человек (I группа). Во II группу включены 
122 пациента, получавших ибрутиниб, с длительностью 
заболевания от 1 до 20,5 лет. Число предшествующих 
линий терапии (разные флюдарабин-содержащие схе-
мы, лейкеран и др.) во II группе пациентов составляло 
от 0 до 12 (медиана – 2,5), длительность приема ибрути-
ниба – от 8 до 58 недель (медиана – 28,9 нед). Контроль-
ную группу составили 20 доноров. 

Всем пациентам проводилось исследование обще-
го анализа крови на гематологическом анализаторе 
ВС6800 (фирма Mindray). Среди пациентов I-й группы 
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(не получавших терапию) число лейкоцитов колеба-
лось в диапазоне от 8,5*109/л до 153,0*109/л (медиана 
– 21,1*109/л), абсолютное число лимфоцитов состави-
ло от 5,6*109/л до 145,3*109/л (медиана – 16,4*109/л). 
Для пациентов II-й группы (на терапии ибрутинибом) 
колебания числа лейкоцитов составили от 2,3*109/л 
до 87,2*109/л (медиана- 8,1*109/л), абсолютного чис-
ла лимфоцитов – от 0,8*109/л до 81,2*109/л (медиана 
– 3,9*109/л). У доноров значения лейкоцитов были от 
4,6*109/л до 9,1*109/л (медиана 6,7*109/л), абсолютного 
числа лимфоцитов – от 1,1*109/л до 2,6*109/л (медиана 
1,9*109/л). Иммунофенотипирование лимфоцитов пе-
риферической крови выполнялось с использованием 
8-цветной панели моноклональных антител на проточ-
ном цитометре FACSCanto II (BD Biosciences, США). 
Панель моноклональных антител включала: CD19 PE, 
CD3 FITC, CD4 PerCP-Cy5-5, CD8 PerCP-Cy5-5, TCRγδ 
FITC, CD127 APC, CD16 PE-Cy7, CD56 PE, CD57 Pa-
cific Blue, CD45RA PE-Cy7, CD45R0 APC, HLA-DR PE, 
CD25 PE-Cy7, CD45 APC производства BD Biosciences 
и Beckman Coulter. В ходе данного исследования опре-
деляли субпопуляции Т-лимфоцитов: Т-хелперы (Th), 
цитотоксические Т-лимфоциты (Tcyt), Т-регуляторные 
клетки (Treg), Т-НК-клетки (T-NK), Т-хелперы наивные 
и памяти, активированные Т-лимфоциты и НК-клетки 
по экспрессии антигенов (табл. 1). 

Пересчет абсолютного числа субпопуляций лимфо-
цитов осуществлялся двух- платформенным методом, 
исходя из абсолютного количества лимфоцитов в гемо-
грамме и относительного числа субпопуляций лимфо-
цитов, определяемого методом многоцветной проточ-
ной цитометрии. 

Обработка статистических данных выполнялась с 
использованием программы GraphPad Prism (GraphPad 
Software, Inc., США). Для каждого массива данных 
проводилась оценка нормальности распределения с 
использованием критериев Колмогорова-Смирнова и 
Шапиро-Уилка. При нормальном распределении дан-
ных использовались параметрические методы (средне-
го значения, стандартного отклонения и 95% довери-
тельного интервала). В группах непрерывных данных с 
парными выборками при числе сравниваемых групп 3 
и более – статистический критерий ANOVA повторных 
измерений. Распределение данных по субпопуляциям 
Т-лимфоцитов и НК-клеток не соответствовало нор-
мальному закону распределения. В этом случае резуль-
таты исследования представлялись в виде медианы, 10% 
и 90% процентиль и для анализа значимости различий 
использовались непараметрические методы. В группах 
непрерывных данных с парными выборками при числе 
сравниваемых групп 3 и более применялся статистиче-
ский анализ с использованием теста Краскела-Уоллиса. 
Критический уровень достоверности нулевой гипотезы 
принимался равным 0,05.

Результаты. Оценка субпопуляционного соста-
ва лимфоцитов периферической крови показала, что в 
дебюте ХЛЛ (I группа пациентов), несмотря на замет-
ное снижение относительного числа Т-лимфоцитов и 
НК-клеток, отмечается достоверное значительное уве-
личение по сравнению с донорами абсолютного коли-
чества как Т-лимфоцитов (p˂0,0001), так и НК-клеток 
(p=0,0007), а также субпопуляций НК-клеток (p=0,0142 
и p=0,0345, соответственно) (табл. 2, 3). Абсолютное 
число Т-НК-клеток существенно не менялось и остава-
лось в пределах нормальных значений.

У пациентов II группы, получавших терапию ибру-
тинибом, происходит снижение по сравнению с па-
циентами I группы абсолютного числа Т-лимфоцитов 
(p=0,0006), НК-клеток (p˂0,0001), цитолитических НК-
клеток (p˂0,0001), цитокинпродуцирующих НК-клеток 
(p˂0,0001) и увеличение абсолютного количества субпо-
пуляции Т-НК-клеток (p=0,0007) (см.табл.2,3). При этом 
значения вышеперечисленных субпопуляций достовер-
но не отличаются от показателей доноров (рис.1). 

Увеличение абсолютного количества Т-лимфоцитов 
у пациентов I группы происходило как за счет повыше-
ния числа цитотоксических Т-лимфоцитов (р˂0,0001), 
так и за счет Т-хелперов (р=0,0044). Более выраженное 
увеличение цитотоксических Т-лимфоцитов по срав-
нению с Т-хелперами приводило к снижению иммуно-
регуляторного индекса (ИРИ). Субпопуляционный со-
став Т-хелперов отличался повышением числа Т-клеток 
памяти (р=0,023), в то время как абсолютные значения 
наивных Т-хелперов достоверно не отличались от та-
ковых у доноров. У пациентов II группы по сравнению 
с пациентами I группы наблюдалось снижение общего 
числа Т-хелперов (р˂0,0001), значения которых при-
ближались к нормальным (различия с донорами недо-
стоверны), при этом показатели наивных Т-хелперов 
достоверно снижались ниже нормы (р=0,0003). Коли-
чество цитотоксических Т-лимфоцитов у пациентов II 
группы недостоверно снижались по сравнению с паци-
ентами I группы, оставаясь выше показателей доноров 
(р=0,0003), приводя к инверсии ИРИ (р˂0,0001) (рис.2). 

Проведенные нами исследования указывают на 
достоверное увеличение числа Т-регуляторных кле-
ток (р˂0,0001), субпопуляции TCRγδ-Т-лимфоцитов 
(р=0,0128) в I группе пациентов по сравнению с до-
норами, в то время как во II группе больных наблюда-
лось достоверное снижение по отношению к пациентам 
I группы числа Т-регуляторных клеток (р˂0,0001) и 
TCRγδ-Т-лимфоцитов (р=0,0215). Различия по данным 

Т а б л и ц а  1
Иммунофенотипическая характеристика исследуемых субпопу-

ляций лимфоцитов 

Субпопуляции лимфоцитов CD-маркеры
Т-лимфоциты CD3+
Т-НK-клетки CD3+CD16,56+
Т-хелперы/индукторы CD3+CD4+
Цитотоксические Т-лимфоциты CD3+CD8+
Иммунорегуляторный индекс CD3+CD4+/CD3+CD8+
Наивные Т-хелперы CD3+CD4+СD45RA+
Т-хелперы памяти CD3+CD4+CD45R0+
Регуляторные Т-лимфоциты CD4+CD25+CD127dim-to-neg

Активированные Т-лимфоциты 
(поздняя активация)

CD3+HLA-DR+

Активированные Т-лимфоциты  
(ранняя активация)

CD3+CD25+

TCRγδ Т-клетки CD3+TCRγδ+
Цитотоксический потенциал (ЦТП) 
CD8+клеток

CD3-CD8+CD57+

НK-клетки: CD3-CD16,56+
НК-клетки цитолитические
НК-клетки цитокинпродуцирующие

CD3-CD16+CD56-
CD3-CD56+CD16-

Цитотоксический потенциал (ЦТП) 
CD16+клеток

CD3-CD16+CD57+
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показателей у доноров (р=0,0007 – для CD3+CD25+-
клеток и р=0,0079 – CD3+HLA-DR+-клеток). Изменение 
ЦТП НК-клеток в данной группе пациентов статистиче-
ски значимо не отличалось от нормы (рис. 3). 

Обсуждение. ХЛЛ – В-клеточная опухоль, характе-
ризующаяся выраженной иммунной дисрегуляцией в 
клеточном и гуморальном звене иммунитета, включая 
дисфункцию Т-лимфоцитов. Степень подавления им-
мунитета у нелеченых пациентов ХЛЛ повышается со 
временем после установления диагноза и связана с про-
грессированием заболевания.

показателям по сравнению с донорами являются стати-
стически недостоверными. Кроме того, в I группе паци-
ентов нами выявлено достоверное повышение абсолют-
ного числа активированных Т-лимфоцитов с маркером 
ранней активации (CD3+CD25+, р˂0,0001), и поздней 
активации (CD3+HLA-DR+, р˂0,0001), а также увеличе-
ние цитотоксического потенциала НК-клеток (р=0,0167). 
Во II группе пациентов отмечалось достоверное сниже-
ние по сравнению с I группой Т-лимфоцитов с маркера-
ми ранней и поздней активации (р˂0,0001), но при этом 
значения этих популяций оставались достоверно выше 

Т а б л и ц а  2 
Сравнение субпопуляционного состава Т-лимфоцитов и НК-клеток в исследуемых группах пациентов ХЛЛ и доноров

Субпопуляции лимфоцитов

Абсолютное число клеток (*109/л)

рХЛЛ (I группа)
(n=30)

Me (P10 – P90)

ХЛЛ (II группа) 
(n=122)

Me (P10 – P90)

Доноры
(n=20)

Me (P10 – P90)

Т-лимфоциты (CD3+)
3,59

(1,35-5,23) 
1,85

(0,74-4,05)
1,48

(1,02-1,88)
I/II – 0,0006
I/Д < 0,0001

II/Д – NS

Т-НK-клетки (CD3+CD16,56+)
0,13

(0,03-1,02)
0,44 

(0,10-1,62)
0,195 

(0,02-0,47)
I/II = 0,0007

I/Д – NS
II/Д = 0,0018 

НK-клетки (CD3-CD16,56+)
0,65 

(0,29-1,79)
0,23

 (0,07-0,82)
0,28 

(0,09-0,47)
 I/II < 0,0001
I/Д = 0,0007

II/Д – NS

НК-клетки цитолитические (CD3-
CD16+CD56-)

0,48
 (0,16-1,72)

0,17 
(0,04-0,69)

0,25 
(0,05-0,38)

I/II < 0,0001
I/Д – 0,0142

II/Д – NS   

НК-клетки цитокинпродуцирующие (CD3-
CD56+CD16-)

0,37 
(0,18-1,06)

0,20 
(0,04-0,57)

0,22 
(0,07-0,43)

I/II < 0,0001
I/Д – 0,0345

II/Д – NS   

Т-хелперы/индукторы (CD3+CD4+)
1,54 

(0,75-4,13)
0,77 

(0,34-1,98)
0,83

 (0,61-1,19)
I/II < 0,0001
I/Д – 0,0044

II/Д – NS

Т-хелперы наивные (CD3+CD4+СD45RA+)
0,53

(0,18-1,96) 
0,13

 (0,04-0,45)
0,31

 (0,21-0,58)
I/II <0,0001

I/Д – NS
II/Д – 0,0003

Т-хелперы памяти (CD3+CD4+CD45R0+)
0,89 

(0,41-2,11)
0,57

 (0,27-1,31)
0,49

 (0,41-0,74)
I/II – 0,0235
I/Д – 0,0230

II/Д – NS

цитотоксические Т-лимфоциты 
(CD3+CD8+)

1,43
 (0,38-2,54)

1,05 
(0,35-2,92)

0,53
 (0,33-0,84)

I/II – NS
I/Д < 0,0001
II/Д – 0,0003

ИРИ (CD3+CD4+/CD3+CD8+)
1,36

 (0,60-3,11) 
0,79 

(0,41-1,62)
1,65 

(0,89-2,88)
I/II – 0,0003

I/Д – NS
II/Д < 0,0001

Т- регуляторные (CD4+CD25+CD127dim-to-neg)
0,33

(0,05-1,08)
0,01 

(0,0-0,08)
0,01 

(0,0-0,05)
I/II < 0,0001
I/Д < 0,0001

II/Д – NS

Активированные Т-лимфоциты 
(CD3+CD25+)

0,56
 (0,16-1,3) 

0,12
 (0,04-0,34)

0,04 
(0,02-0,13)

I/II < 0,0001
I/Д < 0,0001
II/Д – 0,0007

Активированные Т-лимфоциты (CD3+HLA-
DR+)

0,56 
(0,21-1,71) 

0,21
 (0,07-0,48)

0,11 
(0,05-0,21)

I/II < 0,0001
I/Д < 0,0001
II/Д – 0,0079

CD3+TCRγδ+
0,16

 (0,04-1,09) 
0,07 

(0,001-0,38)
0,07 

(0,02-0,16)
I/II – 0,0215
I/Д – 0,0128

II/Д – NS

В-лимфоциты (CD19+)
29,7

(3,59-75,72)
6,82

(0,1-19,02)
0,27

(0,098-0,52)
I/II < 0,0001
I/Д < 0,0001
II/Д – 0,0055

П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде: Me-медиана, P10 – 10% процентиль, P90- 90% процентиль, n – объем выборки ; р – уровень 
значимости отличий; «I/II» – между показателями пациентов I-й и II-й групп, I/Д – между показателями пациентов I-й группы и донорами; 
II/Д – между показателями пациентов II-й группы и донорами ; NS – отличия статистически незначимы.
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При ХЛЛ отмечается увеличение абсолютного числа 
Т-лимфоцитов, среди которых регистрируются измене-
ния как в субпопуляционном составе, так и функцио-
нальной активности. Роль Т-лимфоцитов в патогенезе 
ХЛЛ остается до конца не изученной. С одной стороны, 
Т-клетки способны продуцировать сигналы, способ-
ствующие пролиферации и выживаемости опухолевых 
В-лимфоцитов, с другой стороны они имеют признаки 
активации и «истощения», включая сверхэкспрессию 

ингибирующих молекул, подобных PD-1, CTLA-4 [15].
Согласно нашим данным, у первичных пациен-

тов с ХЛЛ в периферической крови отмечается увели-
чение Т-лимфоцитов, Т-хелперов, цитотоксических 
Т-лимфоцитов и натуральных киллеров, что может 
быть вызвано разными факторами, в том числе и реак-
цией на аутоантитела, продуцируемых патологическим 
клоном ХЛЛ [16 – 19]. При ХЛЛ как Т-хелперы, так и 
цитотоксические Т-лимфоциты отличаются повыше-

Т а б л и ц а  3
Оценка цитотоксического потенциала цитотоксических Т-лимфоцитов и НК-клеток

Субпопуляции лимфоцитов

Абсолютное число клеток (*109/л)

pХЛЛ (I группа) (n=30)
Mean (SD)

ХЛЛ (II группа)
(n=122)

Mean (SD)

Доноры
(n=20)

Mean (SD)
Цитотоксический потенциал CD8+клеток
(CD3-CD8+CD57+)

0,057
(0,056)

0,059
(0,092)

0,038
(0,07)

I/II – NS
I/Д – NS
II/Д – NS    

Цитотоксический потенциал CD16+клеток 
(CD3-CD16+CD57+)

0,153
(0,169)

0,094
(0,130)

0,023
(0,018)

I/II – NS
I/Д – 0,0167

II/Д – NS    
П р и м е ч а н и е . Данные представлены в виде: Mean-среднее значение, SD- стандартное отклонение, n- объем выборки.  р – уровень 

значимости отличий: I/II – между показателями пациентов I-й и II-й групп;  I/Д – между показателями пациентов I-й группы и донорами; II/Д 
– между показателями пациентов II-й группы и донорами; NS – отличия статистически незначимы.

Рис. 1. Соотношение Т-лимфоцитов, Т-НК-клеток, НК-клеток и их субпопуляций в исследуемых группах.  Данные представ-
лены в виде медианы и размаха от 24-го до 75-го процентиля.

Рис. 2. Соотношение Т-хелперов, Т-хелперов наивных, Т-хелперов памяти, цитотоксических Т-лимфоцитов и ИРИ (иммуно-
регуляторный индекс) в исследуемых группах. Данные представлены в виде медианы и размаха от 24-го до 75-го процентиля.
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нием эффекторной дифференцировки со снижением 
числа наивных Т-клеток и экспансией эффекторных 
субпопуляций Т-клеток памяти вне зависимости от ак-
тивации Т-клеток антигенами. Показано, что при ХЛЛ 
происходит увеличение всех субпопуляций Т-хелперов 
– Th1, Th2, Tfh, Treg. Увеличение Th2 коррелирует с 
прогрессированием ХЛЛ, что предположительно свиде-
тельствует о их значении в поддержании пролиферации 
опухолевых клеток [18,21]. Изменение фенотипической 
дифференцировки Т-лимфоцитов обусловлено прямым 
влиянием на них опухолевых клеток, так же, как и из-
менения в экспрессии генов, которые индуцируются при 
культивировании нормальных Т-лимфоцитов с клетка-
ми ХЛЛ [18 – 22]. 

Результаты нашего исследования показали, что суб-
популяционный состав Т-хелперов изменялся у пер-
вичных больных ХЛЛ за счет повышения как наивных 
T-хелперов, так и Т-хелперов памяти по сравнению с 
контрольной группой. В этой же группе пациентов отме-
чалось увеличение абсолютного числа Т-регуляторных 
клеток, которые играют важную роль в снижении про-
тивоопухолевого иммунитета, а также субпопуляции 
TCRγδ-Т-лимфоцитов [22 – 28]. Сходные изменения бы-
ли получены другими авторами, изучавшими регулятор-
ные Т-клетки в крови и лимфатических узлах больных 
ХЛЛ, которые отметили их увеличение, что коррелиро-
вало с опухолевой нагрузкой [22 – 28]. 

Количество активированных Т-лимфоцитов, име-
ющих маркеры ранней и поздней активации, а также 
цитотоксических Т-лимфоцитов увеличивалось у не-
леченых пациентов ХЛЛ, что приводило к снижению 
иммунорегуляторного индекса. Цитотоксический по-
тенциал этих клеток был также повышен. Несмотря на 
повышение числа CD3+CD8+ клеток при ХЛЛ, много-
численными исследованиями показано, что эти клетки 
не способны формировать иммунологический синапс 
с таргетными клетками, характеризуются снижением 
пролиферативной и секреторной активности. Показано, 
что CD3+CD8+ клетки при ХЛЛ имеют повышенную 
экспрессию ряда ингибирующих молекул на своей мем-
бране, таких как PD-1, CD160, CD244 и других молекул, 
которые вовлечены в нарушение формирования имму-
нологического синапса. Дисфункция Т-лимфоцитов, вы-
званная влиянием опухолевых клеток ХЛЛ, приводит к 

подавлению Т-клеточного иммунного ответа и неадек-
ватному контролю за опухолью [15].

Оценка НК-клеточного звена неспецифического им-
мунитета при ХЛЛ показала, что у всех исследованных 
пациентов отмечалось повышение абсолютного числа 
НК- клеток. Эта популяция лимфоцитов выполняет важ-
ные функции в противоопухолевой и противовирусной 
защите. Данные по изучению НК-клеток при ХЛЛ не-
многочисленны. Известно, что их повышение корре-
лировало с хорошим прогнозом течения ХЛЛ, в то же 
время есть данные, согласно которым клетки ХЛЛ спо-
собны избегать цитотоксического эффекта НК-клеток. 
Клетки ХЛЛ могут также нарушать баланс между ак-
тивирующими и ингибирующими сигнальными моле-
кулами, продуцируемыми НК-клетками, что приводит 
к ускользанию и снижению противоопухолевого ответа. 
Однако, по сравнению с нарушенной функциональной 
активностью Т-лимфоцитов, цитотоксическая функция 
НК-клеток, как считают ряд авторов, не изменена [18]. 
При изучении субпопуляций НК-клеток нами было по-
казано повышение как НК клеток с цитолитической, так 
и цитокинпродуцирующей активностью, что свидетель-
ствует о повышенной функциональной активности НК- 
клеток при ХЛЛ. Полученные нами результаты могут 
свидетельствовать об активации иммунной системы в 
ответ на опухолевую экспансию клеток при ХЛЛ. Не-
смотря на это, эффективность активации иммунного от-
вета может быть нарушена в результате снижения экс-
прессии костимулирующих антигенов на опухолевых 
клетках (CD28, CD80/CD86). Имеются данные, что при 
ХЛЛ нарушение функции Т-клеток является следствием 
не только нарушения формирования иммунного синап-
са, но и приобретения клетками «истощенного» фено-
типа [15]. 

Ибрутиниб – ингибитор BTK, применяется преиму-
щественно у пациентов с рефрактерным ХЛЛ, делецией 
17р, а также со значительным числом предшествую-
щих линий терапии. Известно, что ибрутиниб спосо-
бен также подавлять, индуцируемую ИЛ-2 тирозинки-
назу в Т-лимфоцитах, которая имеет большое значение 
в развитии и функционировании Т-клеток [29]. В ряде 
работ показано позитивное влияние ибрутиниба на 
Т-клеточные компартменты, в том числе снижение ре-
гуляторных Т-клеток и «псевдо-истощенных» эффек-

Рис. 3. Соотношение Т-регуляторных клеток, активированных Т-лимфоцитов (CD25+ и HLA-DR+), TCRγδ-клеток и ЦТП 
CD8+ и CD16+ лимфоцитов. Данные представлены для 1-4 графиков в виде медианы и размаха от 24-го до 75-го процентиля, 
для 5 и 6 в виде среднего значения и стандартного отклонения.
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торных Т-лимфоцитов, восстановление пролифератив-
ной Т-клеточной активности, снижение ингибирующих 
молекул, таких как PD-1, CTLA-4, повышение активно-
сти популяции Th1. В результате терапии ибрутинибом 
восстанавливалось формирование иммунологического 
синапса, цитотоксичность Т-лимфоцитов по отноше-
нию к клеткам ХЛЛ in vitro [18]. Согласно данным I. G. 
Solman и соавт. [30] улучшение эффекторных функций 
Т-лимфоцитов при лечении ибрутинибом может при-
водить к снижению частоты инфекций при ХЛЛ и/или 
поддержке адаптивного иммунного ответа. Полученные 
нами данные показали, что терапия ибрутинибом при-
водила не только к снижению числа В-лимфоцитов, но 
одновременно наблюдались значительные изменения в 
субпопуляционном составе Т- и НК-клеток. Отмечалось 
достоверное снижение общего числа Т-лимфоцитов, 
абсолютного числа Т-хелперов, в особенности наи-
вных Т-хелперов, которые снижались ниже нормаль-
ных значений. Абсолютное число цитотоксических 
Т-лимфоцитов имело тенденцию к снижению, тем не 
менее, оставаясь выше, чем в контрольной группе. На 
фоне приема ибрутиниба наблюдалось снижение акти-
вации Т-лимфоцитов, резкое увеличение числа Т-НК 
клеток и значительное снижение ИРИ. Такие же изме-
нения регистрировались и в популяции НК-клеток, аб-
солютное число которых, также, как и их субпопуляций, 
приближалось к показателям доноров. Анализ измене-
ний со стороны регуляторных Т- клеток показал поло-
жительную динамику в сторону снижения их абсолют-
ного числа, что свидетельствует о повышении противо-
опухолевого ответа при терапии ибрутинибом.

 Заключение. Таким образом, эффективное лечение 
ибрутинибом устраняет имеющийся при ХЛЛ имму-
нологический дисбаланс, что подтверждается норма-
лизацией показателей клеточного и неспецифического 
иммунитета, а, следовательно, снижает число инфекци-
онных осложнений. 
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РАЗРАБОТКА ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ ТЕСТ-СИСТЕМЫ НА ОСНОВЕ 
МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ И ИММУНОМАГНИТНЫХ ЧАСТИЦ ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ 
КЛЕТОК F. TULARENSIS

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 142279, 
Оболенск, Россия

Туляремия – особо опасное заболевание, вызываемое грамотрицательной бактерией Francisella tularensis. Заболевание 
относится к природно-очаговым инфекциям, и находится под постоянным контролем со стороны карантинных служб. 
При осуществлении своей деятельности они используют целый спектр диагностических средств. Цель работы – разра-
ботка иммуноферментной тест-системы на основе высоко специфичных моноклональных антител и иммуномагнитных 
частиц для мониторинга возбудителя туляремии. Для получения гибридом мышей иммунизировали клетками вакцинного 
штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ. После слияния иммунных спленоцитов и миеломных клеток отбор ги-
бридом проводили в твёрдофазном иммуноферментном анализе (ИФА) с использованием липополисахарида (ЛПС) туля-
ремийного микроба. Получены две гибридомы 1С2 и 3F5. Наработку асцитной жидкости гибридом проводили в мышах 
линии BALB/c, очищали МКАт с помощью аффинной хроматографии на белок А сефарозе. Моноклональные антитела 
использовали для конъюгирования с магнитными частицами и биотинилирования с последующим подбором пары для 
создания ИФА-теста. Наилучшие результаты при детекции туляремийных клеток показала пара ИМЧ с МКАт 3F5 и 
биотинилированные МКАт FB11-x. Использование этой пары МКАт в ИФА тесте позволяло выявлять 105 микробных 
клеток/мл в образце объёмом 4 мл и 5×103 микробных клеток/мл в образце объёмом 45 мл. Взаимодействие с клетками 
F. tularensis subsp. novicida Utah112 отсутствовало.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  туляремия; иммуномагнитные частицы; магнитная сепарация; моноклональные антитела; 
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Tularemia is an especially dangerous infection caused by the gram-negative bacterium Francisella tularensis. It belongs to 
natural focal infections, and therefore is under continuous control by quarantine services. When carrying out their activities 
they use a whole range of diagnostic tools. The objective of this research is to develop an enzyme immunoassay based on 
highly specific monoclonal antibodies and immunomagnetic particles for monitoring the tularemia pathogen. To produce 
hybridomas mice were immunized with cells of the vaccine strain F. tularensis subsp. holarctica 15 NIIEG. After cell fusion 
hybridomas were selected by a solid-phase enzyme immunoassay (ELISA) using lipopolysaccharide (LPS) of the tularemia 
microbe. As a result, two hybridomas, 1C2 and 3F5, were produced. MABs of the hybridomas were obtained by using BALB 
/ c mice. The MABs were purified by sepharose A affinity chromatography and used for conjugation with magnetic particles, 
and for biotinylation followed by matching a pair for ELISA. The pair of IMPs and MABs 3F5 as well as biotinylated FB11-x 
MABs was the best in detecting tularemia cells. The use of this MAB pair in ELISA allowed the identification of 105 microbial 
cells/ml in a 4 ml sample and 5×103 microbial cells/ml in a 45ml sample. Interaction with F. tularensis subsp. novicida 
Utah112 cells was absent.
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Введение. Туляремия относится к карантинным при-
родно-очаговым инфекциям и встречается практически 
на всей территории Российской Федерации. Вызываю-
щая туляремию грамотрицательная бактерия Francisella 
tularensis, благодаря высокой вирулентности и контаги-
озности, отнесена в группу особо опасных инфекций. 
Среди подвидов F. tularensis наибольшей вирулентно-
стью обладает подвид F. tularensis subsp. tularensis, под-
виды F. tularensis subsp. holarctica и mediasiatica обла-
дают меньшей вирулентностью, F. tularensis subsp. novi-
cida маловирулентна для человека [1]. Инфицирующая 
доза F. tularensis subsp. tularensis для человека составля-
ет около 10 бактерий. Возбудитель туляремии остается 
одним из вероятных агентов для использования в каче-
стве рецептуры для биологического оружия и средств 
биотерроризма.

Обеспечение отечественными высокочувствитель-
ными диагностикумами санитарно-эпидемиологиче-
ских служб и лабораторий лечебных учреждений позво-
лит эффективно контролировать не только эпидемиоло-
гическую обстановку природного очага туляремии, но и 
своевременно выявлять заболевших в зоне риска.

За последние десятилетия разработан целый ряд им-
мунологических и молекулярных методов диагностики 
патогенов с высоким уровнем чувствительности и спец-
ифичности, основанных на использовании иммунофер-
ментного анализа (ИФА), полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), иммунобиосенсоров, масс-спектрометрии, 
петлевой изотермической амплификации, геномного 
секвенирования [2].

Из современных методических подходов в диагно-
стике туляремии можно выделить три основных направ-
ления разработки тест-систем: ПЦР-анализ [3-5], ИФА –  
для выявления специфических антител [6], иммунох-
роматография для выявления специфических антител 
[7–9]. Представляется актуальной разработка методов, 
использующих концентрирование туляремийных бакте-
рий из исследуемых образцов с применением иммуно-
магнитных частиц (ИМЧ), обеспечивающее повышение 
чувствительности диагностики [10, 11]. Применение 
поликлональных ИМЧ для выделения возбудителя ту-
ляремии из крови инфицированных мышей ускоряло на 
два дня получение результатов исследования чувстви-
тельности к антибиотикам [12]. Описана биосенсорная 
система на основе усиленного поверхностью Рама-
новского рассеивания (SERS) с использованием двой-
ных флюоресцентных зондов, позволяющая выявлять  
F. tularensis с пределом обнаружения до 102 клеток/мл [13].

Исследования по комплексному использованию им-
муномагнитной сепарации ряда бактерий и их маркёров 
описаны для ряда современных методов диагностики, 
в частности ИФА [14-16], иммунохроматографии [17], 
изотермической амплификации [18], ПЦР [19].

Цель работы – разработка иммуноферментной тест-
системы на основе высоко специфичных моноклональ-
ных антител и иммуномагнитных частиц для монито-
ринга возбудителя туляремии.

Материал и методы. Штаммы бактерий. Вак-
цинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ 
и природный штамм F. tularensis subsp. novicida Utah112 
получены из Государственной коллекции патогенных ми-
кроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск» 
ФБУН ГНЦ ПМБ (п. Оболенск, Московская обл.).

Условия культивирования. Культуры микроорга-
низмов выращивали при температуре 37°С на плотной 
питательной среде состава: эритрит-агар – 3,8%, высу-
шенная кровь крупного рогатого скота – 1%, глюкоза – 
1%, цистеин – 0,05%, тиамин хлорид – 0,0025%, pH 7,2 
(ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Московская обл.). Стан-
дартные суспензию клеток (5×109 КОЕ/мл для штамма 
F. tularensis 15 НИИЭГ и 1×109 КОЕ/мл для штамма 
F. tularensis subsp. novicida Utah112) готовили в забу-
ференном физиологическом растворе: 0,15 М натрия 
хлористого и 0,015 М калий-натриевого фосфатного 
буфера, pH 7,4 (ЗФР) с использованием стандарта мут-
ности (ОСО 42-28-85-2012, Научный центр экспертизы 
средств медицинского применения – НЦЭСМП). Обез-
зараживание микробных клеток проводили прогревани-
ем бактериальных суспензий на кипящей водяной бане 
в течение 30 минут.

ЛПС F. tularensis получали водно-фенольной экс-
тракцией по методу Вестфаля (W-экстракция) [20].

Иммунизацию мышей линии BALB/c шестинедель-
ного возраста проводили убитыми нагреванием клетка-
ми F. tularensis (штамм 15 НИИЭГ) по следующей схе-
ме: подкожное введение мышам по 109 клеток F. tularen-
sis в несколько точек в неполном адъюванте Фрейнда; 
через 28 сут – повторное введение мышам по 109 клеток 
F. tularensis в несколько точек в неполном адъюванте 
Фрейнда; через 28 сут – внутривенная инъекция мышам 
по 107 клеток F. tularensis в физиологическом растворе.

Через 3 суток после последней инъекции проводили 
проверку титров сывороток мышей с использованием ИФА 
с ЛПС туляремийного микроба. Все стадии исследования 
соответствовали законодательству РФ, международным 
этическим нормам и нормативным документам учрежде-
ния, одобрены комиссией по биоэтике ФБУН ГНЦ ПМБ.

Гибридизация клеток и выделение гибридом-про-
дуцентов МКАт. Гибридизацию иммунных селезёноч-
ных лимфоцитов и клеток мышиной миеломы линии 
P3-X63-Ag8.653 проводили по стандартной методике 
[21] при помощи 50% полиэтиленгликоля 4000 (Merk, 
США). После слияния клеточную суспензию переноси-
ли в лунки пяти 96-ти луночных планшетов с фидерным 
слоем макрофагов на селективную среду DMEM с 20% 
фетальной сыворотки телёнка, 2 мМ L-глютамина, 27,22 
мкг/мл гипоксантина, 7,6 мкг/мл тимидина и 0,352 мкг/
мл аминоптерина (двукратная ГАТ-среда). В течение 
следующих двух недель культивирование гибридных 
клеток осуществляли на однократной ГАТ-среде. Каж-
дые 3-4 дня проводили замену 1/2 объёма питательной 
среды в каждой лунке. Начиная с 14-х суток культиви-
рования, ГАТ-среду заменяли на ГТ-среду (без аминоп-
терина), а с 21-х сут – на обычную питательную среду. 
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Скрининг гибридных клеток проводили в твёрдофазном 
ИФА. Клетки из положительно работающих лунок кло-
нировали методом лимитирующих разведений на план-
шетах с макрофагальным питающим слоем.

Наработка МКАт к возбудителю туляремии. Для 
наработки МКАт гибридомы культивировали in vitro в 
720 мл флаконах на среде DMEM с 10% сыворотки плода 
коровы в течение 5 сут при температуре 370 С и 5% СО2. 
Клетки из культуральной жидкости осаждали на центри-
фуге (Eppendorf 5810 R, ротор А-4-62) при 300g 15 мин, 
ресуспендировали в физиологическом растворе и вводили 
внутрибрюшинно мышам линии BALB/c, предварительно 
обработанным пристаном (Sigma, США). Асцитную жид-
кость мышей, содержащую МКАт, отбирали через 7-10 
суток. Клетки из асцитной жидкости удаляли на центри-
фуге (Eppendorf 5810 R, ротор F-34-6-38) при 10 000 об./15 
минут. Иммуноглобулины из супернатанта высаливали 
сульфатом аммония 50% насыщения и осаждали на цен-
трифуге (Eppendorf 5810 R, ротор F-34-6-38) при 10 000 об. 
/15 минут. Осадок растворяли в 0,1 М ФБ pH 8,6 и удаля-
ли сульфат аммония гель-фильтрацией на колонке PD-10 с 
сефадексом G-25, уравновешенной 0,1 М ФБ pH 8,6 с 0,02 
% NaN3. Очистку МКАт проводили на колонке с белок-А 
сефарозой объёмом 7 мл. Колонку уравновешивали 0,1 М 
ФБ pH 8,6, содержащую иммуноглобулины фракцию на-
носили на колонку со скоростью 10 мл/час. Иммуноглобу-
лины элюировали 0,1 М лимонной кислотой pH 3.0 и сразу 
же переводили в 0,1 М ФБ pH 7,4 с 0,2% NaN3 на колонке 
PD-10 с сефадексом G-25. Концентрацию полученных им-
муноглобулинов рассчитывали по формуле С=А280×0,77. 
Титр очищенных МКАт определяли в твёрдофазном ИФА. 
Для определения изотипа МКАт использовали коммерче-
ский набор «IsoQuick» (Sigma, США).

Твёрдофазный ИФА. Липополисахарид туляремий-
ного микроба в концентрации 10 мкг/мл сорбировали в 
лунки 96-луночного планшета (Sigma, США) в объёме 
100 мкл на лунку в 0,1 М фосфатном буферном растворе 
pH 7,2 при температуре 4º С в течение ночи. Оставши-
еся места неспецифической сорбции планшета убирали 
инкубированием с 1% раствором БСА в 0,1 М фосфат-
ном буферном растворе pH 7,2 при температуре 37º С в 
течение 30 мин (объём 150 мкл на лунку). Культураль-
ные жидкости при скрининге гибридом и препараты 
антител в серийных разведениях с двукратным шагом 
в фосфатно-солевым буфером рН 7,2 с добавлением 
0,05% Твин-20 (ФСБ-Т) вносили по 100 мкл в лунки 
планшетов и инкубировали 1 ч при температуре 37º С. В 
отмытый трёхкратно ФСБ-Т планшет добавляли конъ-
югат антимышиных кроличьих иммуноглобулинов с 
пероксидазой хрена в рабочем разведении в объёме 100 
мкл и инкубировали при температуре 37º С в течение 
60 минут. После пятикратной отмывки ФСБ-Т в лунки 
вносили раствор тетраметилбензидина (Sigma, США). 
Ферментативную реакцию останавливали после раз-
вития окраски через 5 мин добавлением 0,5 М серной 
кислоты и регистрировали оптическую плотность рас-
твора при λ=450 нм с помощью планшетного фотометра 
«Униплан» (Пикон, Россия).

Индекс аддитивности МКАт определяли в твёрдо-
фазном ИФА с ЛПС туляремийного микроба и рассчи-
тывали по формуле:

[(2А1+2/(А1+А2))–1]×100%,
где А1, А2 и А1+2 – оптическое поглощение при λ=450 нм 
при насыщающих концентрациях двух МКАт по отдель-
ности и в смеси [22].

Получение иммуномагнитных частиц. Для полу-
чения ИМЧ использовали карбоксилированные маг-
нитные частицы диаметром 400 нм производства «Mag-
sphere» (США). Карбоксильные группы активировали 
карбодиимидным методом с использованием 10 мМ 
1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида и 20 
мМ N-гидроксисукцинимида (Sigma, США). К 100 мкл 
исходной суспензии МЧ, содержащей 2,5% по массе 
твёрдой фазы, добавляли 1 мл 10 мМ карбодиимида в 0,1 
М буферном растворе натриевой соли 2-(N-морфолино)
этансульфоновой кислоты pH 6,0 (MES). Активацию ве-
ли при комнатной температуре с постоянным перемеши-
ванием 30 мин. Затем частицы трижды отмывали и до-
бавляли 1 мл раствора 20 мМ N-гидроксисукцинимада в 
буферном растворе MES. Выдерживали при комнатной 
температуре с перемешиванием 30 минут. После актива-
ции и отмывки на магнитном штативе к 100 мкл суспен-
зии частиц в MES добавляли растворы МКАт по 50 мкг 
каждого антитела в 900 мкл ФСБ и инкубировали при 
комнатной температуре с перемешиванием два часа. Для 
блокирования оставшихся активных групп к суспензии 
частиц добавляли 100 мкл 1% раствора БСА в ФСБ и 
продолжали инкубирование ещё 30 минут. Готовые су-
спензии ИМЧ трижды отмывали на магнитном штативе 
и переводили в 1 мл ФСБ с 0,1% Triton X-100 и 0,01% 
азида натрия.

Биотинилирование МКАт проводили с использова-
нием N-гидроксисукцинимидного эфира биотина (Sig-
ma, США) в соответствии с инструкцией изготовителя. 
Раствор антител переводили в 0,1 М карбонатно-бикар-
бонатный буфер pH 9,6 гель-фильтрацией на колонке с 
сорбентом Сефадекс G-25. Конечная концентрация ан-
тител 2 мг/мл. Готовили раствор сукцинимидного эфи-
ра биотина (Sigma, H1759, США), растворяли в ДМСО 
(AppliChem, Германия) с концентрацией 22 мг/мл.  
К 1 мл раствора антител добавляли 100 мкл раствора 
эфира биотина. Инкубировали в темноте при комнатной 
температуре 4 часа. Для нейтрализации оставшегося 
активного эфира биотина к раствору антител добавля-
ли 100 мкл 0,5 М трис-глицинового буферного раство-
ра pH 7,4. Инкубировали 30 минут. Биотинилированные 
МКАт отделяли от непрореагировавших остатков эфира 
биотина с помощью гель-фильтрационной хроматогра-
фии на носителе сефадекс G-25 с переводом в ФСБ.

«Сэндвич» ИФА с моноклональными ИМЧ. В про-
бирках на 5 и 50 мл с завинчивающейся крышкой готови-
ли разведения клеток F. tularensis 15 НИИЭГ с концентра-
циями 102, 103, 104 и 105 микробных клеток на мл в объёме 
4 и 45 мл ФСБ-Т. К готовым суспензиям добавляли по 
10 и 30 мкл ИМЧ соответственно. Инкубировали с пере-
мешиванием на программируемом ротор-миксере «Multi 
Bio RS 24» (BioSan, Латвия) 13 оборотов/мин при комнат-
ной температуре в течение 60 минут. Пробирки помещали 
на магнитный штатив, осаждали ИМЧ и переносили их 
в микропробирки объёмом 1,5 мл. Промывали четырёх-
кратно ФСБ-Т по 1 мин с использованием ротора-миксе-
ра и магнитного штатива, добавляли биотинилированные 
МКАт в рабочем разведении. Пробирки инкубировали на 
ротор-миксере 30 минут. Иммуномагнитные частицы от-
мывали четырёхкратно и вносили по 1 мл рабочего разве-
дения конъюгата стрептавидина с пероксидазой в ФСБ-Т. 
После 30 мин инкубации на ротор-миксере ИМЧ отмы-
вали 5 раз, переносили в лунки 96 луночного планшета, 
установленного на планшетный магнитный штатив, и 
добавляли раствор пероксидазного субстрата 3,3’,5,5’-те-
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траметилбензидина (Sigma, США). Ферментативную 
реакцию останавливали через 5 мин добавлением 0,5 М 
серной кислоты и регистрировали оптическую плотность 
раствора при λ=450 нм с помощью планшетного фотоме-
тра «Униплан» (Пикон, Россия).

Результаты и обсуждение. Для гибридизации ис-
пользовали спленоциты мышей с титрами иммунной 
сыворотки в ИФА с ЛПС F. tularensis 15 НИИЭГ не ме-
нее 1:10000. При проверке в твёрдофазном ИФА культу-
ральной жидкости из 165 лунок гибридизации в десяти 
лунках с хорошим ростом гибридов обнаружена положи-
тельная активность взаимодействия с ЛПС F. tularensis. 
В результате клонирования и реклонирования клеток из 
положительно реагирующих лунок методом предельных 
разведений отобраны и криоконсервированы стабиль-
ные гибридомы 1C2 (IgG1) и 3F5 (IgG1), продуцирующие 
моноклональные антитела к ЛПС F. tularensis 15 НИИЭГ. 
Полученные МКАт не взаимодействовали в твёрдофаз-
ном ИФА с клетками F. tularensis subsp. novicida Utah112.

Моноклональные антитела 1C2 конкурировали с вы-
сокоспецифичными МКАт FB11-x [23] за места связы-
вания на ЛПС. Индекс аддитивности для МКАт FB11-x 
и МКАт 3F5 составлял 53%, что, вероятно, свидетель-

ствует о том, что эпитопы, к которым они направлены, 
частично перекрываются.

Диагностически значимые МКАт 1С2 и 3F5 против 
ЛПС возбудителя туляремии использовали для получе-
ния ИМЧ и биотинилированных антител (бАТ). Моно-
клональные антитела FB11-x применяли в качестве 
контрольных в ИФА-тестах для детекции возбудителя 
туляремии.

В ИФА определены оптимальные пары МКАт в си-
стеме клетки F. tularensis (105 и 106 микробных клеток на 
мл) – ИМЧ (10 мкл) – биотинилированные антитела (в 
рабочем разведении). Наилучшие результаты показали 
пары: ИМЧ 3F5 – бАТ 3F5, ИМЧ FB11-x – бАТ FB11-x, 
ИМЧ 3F5 – бАТ FB11-x, ИМЧ FB11-x – бАТ 3F5. Значе-
ния ОD450 превышало 3,0. При этом ОD450 контрольных 
образцов (отсутствие бактериальных клеток F. tularen-
sis) находились в пределах 0,19-0,25 (см.таблицу).

Определение клеток F. tularensis 15 НИИЭГ в систе-
ме ИМЧ 3F5 и бАт FB11-x в объемах 4 и 45 мл. ОП450 – 
оптическое поглощение при λ-450 нм.

На рисунке представлены результаты определения 
в ИФА клеток F. tularensis 15 НИИЭГ в системе ИМЧ 
3F5 и бАт FB11-x. В качестве контрольных образцов ис-

Отбор оптимальной пары МКАт для детекции клеток F. tularensis

ИМЧ
106 клеток на мл F. tularensis 105 клеток на мл F. tularensis

ОD450 (бАт 1С2) ОD450 (бАт 3F5) ОD450 (бАт FB11-x) ОD450 (бАт 1С2) ОD450 (бАт 3F5) ОD450 (бАт FB11-x)
1С2 1,201 (±0,097) 0,889 (±0,079) 2,726 (±0,089) 1,759 (±0,105) 0,603 (±0,097) 1,017 (±0,093)
3F5 1,811 (±0,086) 3,301 (±0,107) 3,433 (±0,096) 1,289 (±0,083) 3,255 (±0,092) 3,349 (±0,099)
FB11-x 0,728 (±0,093) 3,276 (±0,095) 3,276 (±0,098) 0,717(±0,091) 3,139 (±0,088) 2,121 (±0,113)

Контроль
1С2 0,246 (±0,059)
3F5 0,191 (±0,063)
FB11-x 0,229 (±0,051)

Пара МКАт 3F5 и FB11-x имели наибольший индекс аддитивности, они отобраны для разработки ИФА тест-системы (МКАт 
ИМЧ 3F5 – бМКАт FB11-x).
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пользовали клетки F. tularensis subsp. novicida Utah112 
в концентрации 106 клеток на мл. Предел чувствитель-
ности ИФА для образца объёмом 4 мл составил 105

 кле-
ток на мл, для образца объёмом 45 мл – 5×103 клеток на 
мл. Контрольные образцы в ИФА показали значения на 
уровне фона. Увеличение времени инкубации ИМЧ с об-
разцом объёмом 45 мл с 60 мин до 120 мин не показало 
увеличения чувствительности определения.

Разработанная ИФА тест-система на основе МКАт 
ИМЧ 3F5 и бАт FB11-x проста в применении, не требует 
дорогостоящего оборудования. Использование МКАт в 
тест-системе обеспечивает высокую специфичность вы-
явления возбудителя туляремии в образцах и стандарт-
ность основных её компонентов.

Финансирование. Работа выполнена в рамках от-
раслевой научно-исследовательской программы Роспо-
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ческого надзора за инфекционными и паразитарными 
болезнями».
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Гистатины являются наиболее значимыми антимикробными пептидами (АМП) слюны человека, их насчитывается 12 
видов. Молекулы гистатинов содержат относительно высокий процент остатков гистидина и тирозина. Это свой-
ство позволяет применить известную из органической химии реакцию Паули для определения уровня связанных с белком 
остатков гистидина и тирозина (СГТ), что, по сути, характеризует суммарное содержание всех гистатинов в слюне. 
Цель работы – сравнение этого показателя с антимикробной активностью фракции АМП слюны при воспалитель-
ных заболеваниях верхних дыхательных путей (ВЗВДП). Обследованы 28 человек с диагнозами: хронический фарингит 
(n=11), хронический тонзиллит (n=7), назофарингит (n=5), поллиноз (n=5). Степень выраженности клинических при-
знаков воспаления оценивали в баллах. Алгоритм проведения анализа СГТ включал следующие стадии: замораживание-
оттаивание слюны; удаление микрочастиц осаждением; получение фракции ниже 100 кДа; диализ – удаление свободных 
аминокислот; проведение реакции Паули. Антимикробную активность цельной слюны и её низкомолекулярных фракций 
оценивали в отношении культуры Candida albicans методом спектрофотометрии. Анализ осадков слюны на наличие кок-
ковой микробиоты проводили методом ПЦР. Впервые метод Паули адаптирован для оценки уровней гистатинов слюны 
у пациентов с ВЗВДП. Уровень гистатинов (СГТ) коррелировал с выраженностью воспалительного процесса (r=0,975) 
и активностью низкомолекулярной фракции слюны (АМП) (r=0,824), содержащей АМП. Соотношение АМП/СГТ, т. 
е. противомикробная активность, приходящаяся на «единицу» гистатинов, снижалась по мере роста выраженности 
клинических признаков воспаления (r=-0,944). Значительных различий по частоте встречаемости кокковой микробио-
ты в зависимости от диагноза не выявлено. Частота встречаемости S. aureus не связана ни с выраженностью вос-
палительного процесса (r=0,118), ни с концентрацией гистатинов (СГТ) в слюне (r=0,318). Частоты встречаемости S. 
pyogenes и S. pneumoniae находились в обратной взаимосвязи по отношению к данным показателям (r=-0,627/-0,614) и 
(r=-0,827/-0,864). Возможно при острых формах течения ВЗВДП рост S. pyogenes и S. pneumoniae сдерживается за счет 
высоких уровней гистатинов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гистатины; слюна; реакция Паули; антимикробная активность; воспалительные заболевания 
верхних дыхательных путей.
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Введение. Антимикробные пептиды и белки (АМП) 
содержатся практически во всех биологических жид-
костях человека и животных. В организме человека 
насчитывают порядка 15 классов АМП, 14 из которых 
содержатся в слюне [1]. В значимых концентрациях в 
слюне представлены следующие АМП: гистатины, ли-
зоцим, кальпротектин, псориазин, лактоферрин. Гиста-
тины впервые обнаружены именно в слюне, причём эта 
группа АМП насчитывает 12 видов гистатинов [2]. Ги-
статины, в отличие от прочих АМП, содержат высокий 
процент аминокислот гистидина (отсюда и их название) 
и тирозина. К гистатинам относят и статерины. Три ги-
статина составляют 70-80% от всего гистатинового пула 
– гистатин 1, гистатин 3, гистатин 5 [3]. Эти АМП ак-
тивны против оппортунистических дрожжевых грибов 
разных видов, что дало толчок к разработке антифун-
гальных препаратов на их основе [4]. Изучается роль 
гистатинов при заболеваниях полости рта, однако, нет 
публикаций, касающихся их значения при заболеваниях 
верхних дыхательных путей [1]. Методы определения 
гистатинов позволяют оценить уровень только гистати-
нов определённого типа, тогда как в реальных условиях 
эти АМП действуют совокупно, нарушая целостность 
мембран микроорганизмов. Известный из органической 
химии метод Паули позволяет определять связанные ги-
стидин и тирозин в составе белков [5]. Использование 
данного метода для оценки суммарного количества этих 
аминокислот во фракции АМП слюны и соотнесение 
этого показателя с антимикробной активностью фрак-
ции может дать информацию об относительной актив-
ности гистатинов при воспалительных заболеваниях 
верхних дыхательных путей (ВЗВДП) с различной сте-
пенью выраженности симптомов.

Материал и методы. Пациенты. Группа пациен-
тов с ВЗВДП состояла из 28 человек в возрасте от 7 до 
62 лет, обследованных в КДЦ при ФГБНУ НИИВС им. 
И. И. Мечникова, со следующими диагнозами: хрони-
ческий фарингит (ХФ код заболевания по МКБ10 J31.2, 
n=11), хронический тонзиллит (ХТ, j35.0, n=7), острый 
назофарингит (НФ, j00, n=5), поллиноз, аллергический 
ринит, вызванный пыльцой растений, в качестве группы 
сравнения (П, j34.1, n=5). Постановка диагноза осущест-
влялась врачом-специалистом на основании стандартов 
обследования. Разработана шкала оценки активности 
локального воспалительного процесса ротоглотки. Для 
этой оценки использовали следующие критерии: ги-
перемия слизистой оболочки задней стенки глотки и 
нёбных миндалин, патологический налёт на слизистой 
оболочке глотки, реакция регионарных лимфатических 

узлов, гипертрофия нёбных миндалин. Каждый крите-
рий оценивали по балльной системе: 0 баллов – отсут-
ствие изменений, 1 балл – незначительные изменения, 2 
балла – умеренные; 3 балла – выраженные. Активность 
местного воспаления рассчитывали  по сумме баллов 
для каждого пациента.

Критерии включения: наличие диагноза, поставлен-
ного впервые или имевшегося в анамнезе; информиро-
ванное согласие пациента или его родителей на участие 
в исследовании; отсутствие тяжёлых психических и со-
матических заболеваний.

Критерии исключения: участие в иных медицинских 
исследованиях, приём топических и системных проти-
вовоспалительных, антибактериальных препаратов ме-
нее 7 сут, иммунотропных препаратов в анамнезе менее 
28 сут до включения в исследование.

Сбор проб слюны. Слюну собирали в стеклянные 
флаконы и замораживали порциями при – 250 С. Перед 
проведением анализа слюну размораживали и отделяли 
от макрочастиц путём центрифугирования при 16 тыс. 
об/мин в течение 5 мин. Осадки использовали для ПЦР 
анализа на кокковую микробиоту. Получение низкомо-
лекулярных фракций проводили путём центрифугиро-
вания супернатантов со скоростью 16 тыс. об/мин в те-
чение 10 мин с использованием фильтрующих насадок 
(«Amicon ultra», фирмы «Merсk», Германия) с размером 
пор 10 кДа и 100 кДа.

Определение противомикробной активности 
фракций слюны. Метод разработан ранее [6]. В каче-
стве модели использовали Candida albicans № 927 из 
коллекции Лаборатории физиологии грибов и бактерий 
ФГБНУ НИИВС им. И. И. Мечникова. Клеточную су-
спензию готовили из 20-ти часовой культуры Candida 
albicans № 927, выращенной на плотной глюкозо-пеп-
тон-дрожжевой среде с антибиотиком. 300 мкл образцов 
слюны (общей фракции, полученной в результате уда-
ления микрочастиц, или низкомолекулярных фракций) 
соединяли с 50 мкл суспензии клеток дрожжей плотно-
стью 1010 КОЕ/мл и инкубировали при 320 С на шейкере 
в течение 2 час, после чего центрифугировали в течение 
5 мин со скоростью 16 тыс. об/мин. Полученный осадок 
инкубировали с 300 мкл бромкрезолового пурпурного, 
pH 4,6 в тех же условиях, после чего клетки отделяли 
центрифугированием в течение 5 мин со скоростью 16 
тыс. об/мин. Супернатант разбавляли калий-фосфат-
ным буфером (pH 4,6) в 50 раз и измеряли оптическую 
плотность на спектрофотометре «Genesys 10S UV-Vis» 
(США) при длине волны 440 нм. Активность АМП вы-
ражали как процент красителя, поглощенного убитыми 
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клетками тест-культуры C. albicans, по следующей фор-
муле:

А=(ОПконтр.–ОПопыт. )*100/ОПконтр.,%,  где:
ОПконтр – ОП в контрольном варианте с физ. раство-

ром вместо слюны;
ОПопыт .- ОП в варианте со слюной.
Определение СГТ в низкомолекулярных фракциях 

слюны. Для удаления свободного гистидина фракции 
слюны с содержанием белков массой ниже 100 кДа (500 
мкл) диализовали против дистиллированной воды на хо-
лоду в течение 20 час в диализных пробирках EasyDial-
M объёмом 800 мкл (Orange Scientific, Бельгия). Затем 
в полученных диализатах определяли СГТ по диазоре-
акции Паули [5]: к 600 мкл свежеприготовленного диа-
зореактива (1% раствор сульфаниловой кислоты в 2% 
растворе соляной кислоты и равный объём 5% раствора 
нитрита натрия) добавляли 400 мкл диализата слюны и 
400 мкл дистиллированной воды, после перемешивания 
вносили 500 мкл 10% раствора карбоната натрия. Смесь 
выдерживали в течение 20 мин при комнатной темпе-
ратуре, после чего измеряли оптическую плотность на 
спектрофотометре «Genesys 10S UV-Vis» (США) при 
длине волны 425 нм. Калибровочную кривую строили 
по гистидину (хч). Фоновую концентрацию свободных 
гистидина/тирозина вычитали из полученных для каж-
дой пробы значений. Аналогично определяли содер-
жание СГТ во фракциях с содержанием белков массой 
ниже 10 кДа.

Идентификация кокковой микробиоты слюны 
методом ПЦР. Экстракцию ДНК из образцов осадков 
проводили с помощью ДНК-экспресс (Литех, Россия). 
В пробирку с осадком вносили 100 мкл реагента, тща-
тельно перемешивали на микроцентрифуге-встряхива-
теле в течение 10 сек, помещали пробирку в твёрдотель-
ный термостат и инкубировали при температуре +95о 

С в течение 5 мин. После завершения инкубации про-
бирки центрифугировали со скоростью 13 тыс. об/мин 
при комнатной температуре (+18…+25° С) в течение 1 
мин. Полученный супернатант использовали в качестве 
исследуемого образца ДНК для постановки реакции ам-
плификации. Очищенную ДНК хранили при температу-
ре –20° С.

Обнаружение ДНК S. pneumoniae в клиническом 
материале проводили методом ПЦР с гибридизацион-
но-флуоресцентной детекцией с помощью набора ре-
агентов «АмплиСенс N. meningitidis / H. influenzae / S. 

pneumoniae-FL» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспо-
требнадзора, Россия) согласно инструкции к набору. 
Амплификацию ДНК и визуализацию результатов про-
водили на приборе «Rotor-Gene Q» (Qiagen, Германия).

Обнаружение ДНК S. pyogenes и S. aureus проводи-
ли с помощью набора формата Флуоропол-КТ (Литех, 
Россия) согласно инструкции к набору. После оконча-
ния амплификации переносили пробирки в детектор и 
проводили измерения по соответствующим пороговым 
значениям.

Статистическую обработку данных проводили с по-
мощью программы, вложенной в Microsoft Excell. Для 
оценки значимости различий между выборками прово-
дили расчет U-критерия Манна-Уитни [7].

Результаты. Данные литературы по наиболее пред-
ставленным АМП слюны и основанном на этих данных 
расчёте содержания в этих АМП связанных гистидина и 
тирозина представлены в табл. 1. Для сравнения приве-
дены данные по амилазе – самому обильному полипеп-
тиду с молекулярной массой 60 кДа, который очевидно 
должен содержаться во фракции слюны ниже 100 кДа. 
Именно гистатины должны вносить наибольший вклад 
в развитие окраски при проведении реакции по методу 
Паули: вклад не гистатиновых полипептидов в гисти-
дин-тирозиновую долю составляет всего 6,8%. 

Очевидно, что использование данного метода для 
определения суммарного содержания гистатинов оправ-
дано.

Пациентов разделили на 4 группы в зависимости от 
концентрации СГТ во фракции слюны ниже 100 кДа. 
Медианы содержания СГТ, общей антимикробной ак-
тивности слюны и активности её низкомолекулярной 
фракции во взаимосвязи со степенью выраженности 
воспалительного процесса представлены в табл. 2. Все 
четыре показателя менялись согласованно. Если общая 
активность показала умеренную положительную кор-
реляцию с выраженностью воспаления, то АМП актив-
ность и СГТ – высокую. Имела место заметная положи-
тельная корреляция между СГТ и общей активностью, 
высокая – между СГТ и АМП активностью. Отношение 
между АМП активностью и концентрацией СГТ снижа-
лось по мере увеличения тяжести течения заболевания.

Из 100 кДа фракций слюны собраны 2 пула – один 
с минимальной концентрацией СГТ, другой – с макси-
мальной, после чего в них определена антимикробная 
активность. Часть этих пулов фильтровали через мем-

Т а б л и ц а  1 
Сравнение содержания гистидина и тирозина в наиболее представленных АМП слюны и амилазе

АМП
Мол. 

масса, 
кДа

Число амино-
кислот на  

1 молекулу 
[17]

Число  
гистидино-

вых остатков 
на 1 молекулу

% 
гисти
дина

Число ти-
розиновых 
остатков на 
1 молекулу

% тиро-
зина

Максимальное 
содержание 

данного АМП в 
слюне, мкг/мл

Соответствую-
щее содержа-

ние гистидина, 
мкг/мл 

Соответствую-
щее содержа-
ние тирозина, 

мкг/мл
Гистатин 1 4,9 57 7 12,3 5 8,8 88  [ 4 ] 19,5 16,3
Гистатин 3 4,0 51 7 13,7 4 7,8 191  [ 4 ] 51,8 34,6
Гистатин 5 3,0 24  7 28 2 8 106  [ 4 ] 38,3 12,8
Статерин 5,4 62 0 0 7 11,3 1   [11] 0 0,24
Псориазин 11,5 101 3 3,0 3 3,0 15   [12] 0,61 0,71
Лизоцим 14,5 148 1 0,7 4 2,7 13   [13] 0,14 0,65
Кальпротектин 36,0 93 4 4,3 3 3,2 41   [14] 0,71 0,62
Лактоферрин 80,0 711 8 1,1 19 2,67 8   [15] 0,12 0,34
Амилаза 60,0 511 9 1,8 18 3,5 100    [16] 2,3 5,4
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Паули прост в исполнении, но для его осуществления 
требуется удаление из слюны соответствующих сво-
бодных аминокислот. Алгоритм проведения анализа на 
сумму гистатинов включал следующие стадии: 1) замо-
раживание-оттаивание слюны; 2) удаление микрочастиц 
осаждением; 3) получение из супернатанта фракции 
ниже 100 кДа; 4) диализ – удаление свободных амино-
кислот; 5) проведение реакции Паули. Самым обильным 
белком (гликопротеином) слюны является муцин (мол. 
масса свыше 200 кДа), от которого избавлялись на 2 и 
3 стадиях. Самым представленным белком фракции ни-
же 100 кДа является амилаза, которая не вносит значи-
тельного вклада в СГТ. Проводя данный анализ, мож-
но определить сумму связанных гистидина и тирозина, 
принадлежащих в основном гистатинам.

Проведение анализа на 28 образцах слюны пациен-
тов с ВЗВДП показало следующее: несмотря на то, что 
ранжирование образцов проводили по концентрации 
СГТ, отмечена прямая взаимосвязь этого показателя с 
выраженностью воспалительного процесса (см. табл. 2). 
Активности фракций ниже 100 кДа и ниже 10 кДа пря-

брану с размером пор 10 кДа, собирая таким образом 
фракции, содержащие только гистатины; в них также 
определили активность (рис. 1). Различия в активно-
сти 100 кДа фракций между 1 и 2 пулом достоверны 
(p≤0.01), как и различия между активностями 10 кДа 
фракций пулов (p≤0.01). Величины активности 100 кДа 
и 10 кДа фракций каждого пула незначительно разли-
чаются между собой (p>0.05), как и величины общей 
активности и соответствующей активности 100 кДа 
фракции (p>0.05) (табл. 2). Эти данные свидетельствуют 
о том, что вклад 100 кДа фракции в общую активность 
весьма значителен, причём активность данной фракции 
обусловлена именно активностью гистатинов, сосредо-
точенных во фракции ниже 10 кДа.

На основании данных ПЦР рассчитана частота встре-
чаемости трёх представителей кокковой микробиоты – 
S. aureus, S. pyogenes, S. pneumoniae – в осадках, полу-
ченных при центрифугировании цельной слюны (табл. 
2). В случае обнаружения указанных микроорганизмов 
их обилие одинаково высоко. Носительство S. aureus 
не связано ни с выраженностью воспалительного про-
цесса ВЗВДП, ни с концентрацией гистатинов в слюне. 
Частота встречаемости S. pyogenes  находилась в замет-
ной обратной корреляции, S. pneumoniae – в значимой 
обратной корреляции по отношению к данным показа-
телям. Частота встречаемости данных микроорганизмов 
при различных диагнозах показана на рис. 2. Значимые 
различия имели место только в отношении S. aureus в 
группе пациентов с хроническим тонзиллитом по от-
ношению к прочим группам. Более важную роль играет 
степень выраженности клинических признаков воспале-
ния ВЗВДП, а не диагноз.

Обсуждение. В научной литературе публикации о 
гистатинах касаются одного или нескольких из них [3, 
8], тогда как в организме функционирует целый спектр 
этих АМП. 

Из данных табл. 1 следует, что СГТ более чем на 90% 
принадлежат гистатиновому пулу. Имея метод опреде-
ления суммы СГТ, можно с большой долей вероятности 
определять пул гистатинов. Такой метод найден среди 
известных в органической химии методов оценки гисти-
дина и тирозина, входящих в состав белков [5]. Метод 

Т а б л и ц а  2 
Связь между выраженностью клинических признаков воспаления, антимикробной активностью фракций слюны и содержанием 

СГТ.

Группы

Число 
обследо-
ванных, 

n

Степень вы-
раженности 
клинических 

признаков вос-
паления, баллы 

(медиана) 

Активность 
общая, % 
(медиана)

Активность 
фракции 

ниже 100 кДа 
(АМП), % 
(медиана)

СГТ,  
мкг/мл 

(медиана)

Отноше-
ние: АМП 

/СГТ

Частота встречаемости, %

S. aureus S. pyogenes S. pneumoniae

1 7 1,5 13,7 13,0 26,8 0,429 28,6 42,9 85,7

2 7 2 24,5 16,1 51,5 0,312 42,9 14,3 85,7

3 7 3 19,7 14,4 62,9 0,183 14,3 0 85,7

4 7 4 21,7 21,0 98,7 0,154 42,9 14,3 42,9

  r 1 - 0,420 0,824 0,975 -0,944 0,118 -0,627 -0,827

  r 2 0,975 0,569 0,917 - -0,914 0,318 -0,614 -0,864
П р и м е ч а н и е .   r 1 – коэффициент корреляции Пирсона, характеризующий наличие взаимосвязи данного показателя со степенью вы-

раженности клинических признаков воспаления;  r 2  – коэффициент корреляции Пирсона, характеризующий наличие взаимосвязи данного 
показателя с СГТ.

Рис. 1. Антимикробная активность во фракциях пулов слюны 
с крайними значениями СГТ.
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мо связаны с концентрацией СГТ (см. рис. 1). Соотно-
шение между АМП активностью и концентрацией СГТ 
снижалось по мере увеличения степени воспалительной 
реакции. На основании этих данных можно заключить, 
что общее количество гистатинов растёт по мере уве-
личения остроты ВЗВДП, тогда как их удельная актив-
ность, т. е. активность, приходящаяся на «единицу» этих 
АМП, снижается. Организм пытается нивелировать вос-
палительный процесс выработкой дополнительных ко-
личеств гистатинов, но сами они менее активны, чем в 
норме.

Преобладающими обитателями ротоглотки являются 
S. aureus (57,7%), Enterococcus spp. (49,2 %), S. agalactiae 
(32,8%), Neisseria spp. (14,3%), S. pyogenes (13,8%) [9]. 
Бактерии рода Enterococcus spp. являются нормальными 
обитателями ротоглотки, а S. pyogenes, можно отнести 
к оппортунистическим видам, выделяемым при респи-
раторных инфекционно-воспалительных заболевани-
ях (РИВЗ) [10]. При этом значимой корреляции между 
тяжестью течения РИВЗ и встречаемостью S. aureus не 
обнаружено, что подтвердилось и в настоящем исследо-
вании. К числу изучаемых в работе видов добавлен S. 
pneumoniae, поскольку, несмотря на относительно ред-
кую высеваемость (2,65%), этот вид часто детектируют 
методом ПЦР. Полученные данные подтвердили этот 
тезис – частота встречаемости среди изученной группы 
пациентов S. pneumoniae варьирует от 42,9% до 85,7%. 
Частоты встречаемости S. pyogenes и S. pneumoniae 
обратно коррелируют со степенью выраженности вос-
палительного процесса и концентрацией гистатинов 
(СГТ). На основании полученных результатов можно за-
ключить, что при острой форме воспаления слизистой 
оболочки глотки развитие S. pyogenes и S. pneumoniae 
сдерживается в определённой степени благодаря высо-
ким уровням гистатинов.

Выводы:
1. Метод определения связанных гистидина и ти-

розина (СГТ) с помощью реакции Паули адаптирован 
для оценки уровней гистатинов слюны у пациентов с 
ВЗВДП.

2. Уровень гистатинов (СГТ) коррелирует со сте-
пенью воспаления слизистой оболочки верхних дыха-
тельных путей, общей противомикробной активностью 
слюны и активностью её низкомолекулярной фракции, 
содержащей антимикробные пептиды.

3. Противомикробная активность, приходящаяся на 
«единицу» гистатина (т. е. АМП/СГТ), снижается по 
мере роста выраженности клинических признаков вос-
паления.

4. Значительных различий в частоте встречаемости 
кокковой микробиоты в зависимости от диагноза не 
выявлено; при острых формах течения ВЗВДП рост S. 
pyogenes и S. pneumoniae сдерживался, по-видимому, из-
за высоких уровней гистатинов.
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Введение. На долю первичных злокачественных эпи-
телиальных опухолей печени у взрослых приходится 
85% гепатоцеллюлярных карцином (ГЦК) [1], метаста-
тические поражения печени превышают в 30 раз первич-
ные случаи рака данной локализации. Они встречаются 
у каждого третьего пациента с онкопатологией незави-
симо от локализации первичного очага и составляют до 
95 % от всех злокачественных опухолей [2,3].

При обследовании больных с опухолями печени в 
первую очередь используют методы визуализации, пре-
имущественно лучевые: рентгеновская компьютерная то-
мография (РКТ), магниторезонансная томография (МРТ) 
и ультразвуковое исследование (УЗИ) [4]. Тонкоигольная 
аспирационная биопсия (ТИАБ) очаговых образований 
печени под контролем УЗИ стала незаменимой в первич-
ной морфологической верификации патологического про-
цесса, что экономически оправдано ввиду доступности 
данного метода для большинства лечебных учреждений 
и низкой себестоимости исследования [5]. На сегодняш-
ний день отмечен большой интерес к цитологическому 
методу как малоинвазивному, способному предоставить 
дополнительную информацию в диагностическом поис-
ке, особенно в тех случаях, когда возможности гистоло-
гического исследования ограничены [6-9].

По данным литературы информативность образцов 
ТИАБ при цитологическом исследовании колеблется 
от 50% до 98%. В работе, выполненной в 1999-2003 гг. 
в ГБУЗ «ОКД №1 ДЗМ» г. Москвы, отмечена высокая 
частота получения информативного цитологического 
материала при ТИАБ очаговых образований печени 330 
пациентов – 95,4% [10].

В работе Л.С.Болговой и соавт. [11] при изучении ди-
агностической ценности 1015 ТИАБ печени было пока-
зано, что только в 55,1% наблюдений материал был ин-
формативен для цитологического исследования. Авторы 
отмечали, что при наличии информативного материала 
цитологическое исследование имело высокую чувстви-
тельность – 81%. Однако четких критериев адекватно-
сти цитопрепаратов в литературе не представлено.

В 2007 г. Норвежскими учеными были опубликованы 
данные пятилетней работы хирургического отделения 
клиники г. Берген, где были обследованы 175 пациентов 
с новообразованиями печени. Неинформативный мате-
риал для цитологического исследования при ТИАБ оча-
говых поражений печени был получен в 13,5% (n=26). 
В случае информативного материала правильный диа-
гноз карциномы печени цитологически был выставлен 
в 80,2% (n=89). Общая точность в цитологической ве-
рификации карцином печени составила 87,5%, чувстви-
тельность – 79,5%, специфичность – 100%. Прогности-
ческие значения положительных и отрицательных ре-
зультатов были соответственно 100% и 75,8% [12].

Цель работы – oценить возможности цитологиче-
ского метода в диагностике эпителиальных опухолей 
печени, определить цитоморфологические критерии в 
дифференциальной диагностике карцином печени.

Материал и методы. В 2016-2017 гг. в ГБУЗ НО 
«Нижегородский областной клинический онкологиче-
ский диспансер» было проведено 551 цитологическое 
исследование 273 пациентам с объемными образова-
ниями печени. Материал был получен из узловых об-
разований печени, подозрительных по результатам УЗИ 
в отношении злокачественного поражения. Гендерное 
распределение было следующим: мужчин 138 (50,5%), 
женщин – 135 (49,5%). Возраст пациентов варьировал 
от 26 до 84 лет (возрастной интервал от 60 до 69 лет на-
блюдался в большинстве случаев и составил 39%).

Материал получали двумя способами: ТИАБ и core-
биопсия. В случае ТИАБ пункционный материал распре-
деляли на 2 обезжиренных предметных стекла и готовили 
тонкие традиционные мазки, фиксируя их высушивани-
ем. Остаток материала путем многократной аспирации 
шприца помещали в центрифужную или Эппендорф – 
пробирку с транспортной средой (10% раствор спирта 
на среде Хенкса) в V=2-4 мл для последующего приго-
товления клеточного блока. При получении core-биопсии 
материал распределяли на предметные стекла в виде маз-
ков-отпечатков, а оставшуюся порцию столбика ткани от-
правляли на гистологическое исследование.

Общее число цитологических препаратов, приготов-
ленных традиционным способом – 420, приготовленных 
методом жидкостной цитологии (ЖЦ) на цитоцентрифу-
ге Cellspin II – 131. Критериями адекватности цитологи-
ческого материала в препаратах были условно приняты 
мазки, в которых определялось не менее 8 скоплений, 
содержащих 8-10 эпителиальных клеток. Все цитологи-
ческие препараты окрашивали красителем MGG (Bio-
Opticа, Италия). Распределение диагностического мате-
риала в зависимости от способа получения следующее: 
мазки отпечатки со столбика core-биопсии 61,2% наблю-
дений (n=167), ТИАБ – 38,8% (n=106).

Результаты. Полноценный материал для цитоло-
гического исследования в виде мазков-отпечатков с 
core-биопсии и ТИАБ получен в 75,4% (n=126) и 95,2% 
(n=101) соответственно. Клетки рака в информативном 
материале определялись в мазках-отпечатках с матери-
ала core-биопсии в 88,8% (n= 112), при ТИАБ в 87,1% 
(n=88). Сопоставление результатов двух методов полу-
чения материала представлены в табл.1.

Очевидно, что при ТИАБ частота получения инфор-
мативного материала для цитологического исследова-
ния выше, чем в отпечатках с сorе-биопсии на 19,8%.

Анализ различных гистологических форм карцином 
показал, что первичные опухоли печени выявлены у  
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9 (4,5%) пациентов, метастатическое поражение печени –  
у 191(95,5%). У мужчин первичная опухоль печени вы-
явлена в 7 (77,8%) из 9 наблюдений, у женщин в 2 (22,2%)
из 9. Вторичные поражения печени в большинстве своем 
были представлены аденокарциномами (АК) – 173 (91%), 
мелкоклеточный рак был выявлен в 13 (6.5%) наблюдени-
ях, плоскоклеточный в 5 (2.5%) (табл. 2).

Среди метастазов АК в печень наиболее часто на-
блюдались метастазы колоректального рака (КРР), на 
втором месте по частоте встречаемости – АК легкого, на 
третьем – рака молочной железы.

Цитоморфологический анализ включал:
– изучение клеточности образца,
– оценку взаимного расположения клеток, образова-

ния структур,
– характеристику цитоплазмы, ядер и ядерной мем-

браны, нуклеол, цитоплазматических включений,
– анализ фона, наличие элементов некроза, призна-

ков дегенерации клеток.
Особенности цитоморфологических критериев пер-

вичных и метастатических карцином печени представ-
лены в таблице 3. В зависимости от степени выражен-
ности полиморфизма клеток, образований структур в 
комплексах, а также наличия митозов и характерных 

морфологических признаков, соответствующих опреде-
ленным типам карцином, все наблюдения были условно 
дифференцированы на высоко-, умеренно- и низкодиф-
ференцированные.

Первичный рак печени был диагностирован в 9 (4,5%) 
наблюдениях. Аспираты ГЦК в 7 из 9 наблюдений отли-
чались высокой клеточностью с характерными трабеку-
лярными структурами в зависимости от степени диффе-
ренцировки опухоли. Во всех 9 препаратах также при-
сутствовали разрозненно лежащие опухолевые клетки, в 
том числе в виде «голых» ядер. Опухолевые клетки в ци-
тологических препаратах округлой и неправильной по-
лигональной формы, превышающие размеры типичного 
гепатоцита в 1,5-2 раза. Ядра гиперхромные, округлые 
или угловатые, средних или крупных размеров с глыбча-
тым хроматином и мелкими ядрышками. 8 из 9 наблюде-
ний характеризовались наличием двуядерных клеток. В 
3 наблюдениях присутствовали внутриядерные включе-
ния. Цитоплазма неопластических гепатоцитов в 8 из 9 
случаев содержала гранулы желчных пигментов. Ядер-
но-цитоплазматическое соотношение увеличено. При 
снижении дифференцировки опухоли в 3 наблюдениях 
наблюдалось нарастание численности атипичных кле-
ток, в том числе многоядерных клеток и клеток в состоя-
нии митоза. Сопоставить результаты цитологического и 
гистологического исследований при ГЦК удалось в 6из9 
наблюдений. В 3 из 6 наблюдений было полное совпа-
дение цитологических и гистологических результатов. 
В 3 из 6 наблюдений было расхождение диагнозов: ре-
зультат цитологического исследования – ГЦК, результат 
гистологического исследования – аденома (2 наблюде-
ния), гиперплазия гепатоцитов (1 наблюдение). Учиты-
вая четкие цитологические признаки карциномы в по-
следних 3-х наблюдениях и невозможности клинически 
исключить первичную карциному печени, был произве-
ден повторный забор материала. Результат повторного 
гистологического исследования: высокодифференциро-
ваный гепатоцеллюлярный рак во всех 3 наблюдениях. 
В остальных 3 из 9 случаях отсутствовала возможность 
взятия материала для гистологического исследования и 
с учетом клинических данных и результатов ИЦХ цито-
логически была установлена ГЦК.

Метастазы АК выявлены в 173 (86.5%) наблюдениях. 
Наиболее часто отмечены метастазы при КРР – 27%, АК 
легкого – 13,5% и раке молочной железы – 12,5%. Диа-
гноз высоко-, умеренно-дифференцированной адено-
карциномы в большинстве случаев трудностей не пред-
ставлял. Клеточные элементы новообразования рас-
полагались в железистоподобных, микропапиллярных, 
ацинарных структурах или разрозненно в зависимости 
от дифференцировки. Отмечалась гиперхромия ядер с 
неровными бугристыми контурами ядерной мембраны, 
в 149 случаях из 173 выявлялись нуклеолы. Цитоплазма 
по своей структуре и окраске отличалась разнообрази-
ем: грубозернистая, иногда пенистая, мелко- или круп-
но вакуолизированная. Как правило, при рутинном ис-
следовании по цитологической картине предположить 
первичный очаг опухоли было сложно ввиду отсутствия 
характерных цитологических признаков.

В 54 (27%) наблюдениях диагностированы метастазы 
КРР. Для высоко- и умеренно-дифференцированной аде-
нокарциномы кишечного типа в 48 наблюдениях из 54 
характерны железистые структуры с сохранением мор-
фологии клеток кишечного типа: клеточные элементы 
имели вытянутую форму с вытянутыми по большой оси 

Т а б л и ц а  1
Сопоставление информативности двух методов получения 

цитологического материала

Показатели Способ получения  
цитологического материала

Мазки-  
отпечатки с 

сorе-биопсии

ТИАБ

n % n %
Информативный материал 126 75,4% 101 95,2%
Поставлен диагноз  карциномы 112 88,8% 88 87,1%
Количество исследований 167 61,2% 106 38,8%

Т а б л и ц а  2
Распределение больных по гистологическим формам карцином 

печени

Первичные и вторичные карциномы печени Число 
больных, n %

Метастазы

Колоректальный рак 54 27%
Аденокарцинома легкого 27 13,5%
Рак молочной железы 25 12,5%
Аденокарцинома желудка 19 9,5%
Рак поджелудочной железы 15 7,5%
Аденокарцинома  
без органоспецифичности

13 6,5%

Мелкоклеточный рак 13 6,5%
Серозная аденокарцинома 
яичника

8 4%

Рак почки 6 3%
Плоскоклеточный рак 5 2,5%
Рак предстательной железы 3 1,5%
Муцинозная аденокарцинома 2 1%
Аденокистозный рак  
слюнной железы

1 0,5%

Гепатоцеллюлярная карцинома 9 4,5%
Всего 200 100%
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ядрами, полиморфными ядрышками. Ядра в комплексах 
располагались в виде полисадоподобных структур в 27 
из 54 наблюдений. Микропапиллярные структуры отме-
чались редко. Опухолевые клетки относительно моно-
морфные, чаще всего овальной формы, имели достаточно 
светлые ядра, содержащие 1-2 ядрышка. При низкодиф-
ференцированном раке характерные цитоморфологиче-
ские черты были менее выражены, несмотря на то, что 
при этом именно такие клетки ведут себя более агрессив-
но и являются причиной вторичного поражения печени.

В 38 (70,4%) наблюдениях использование цитомор-
фологических критериев и клинических данных позво-
лило диагностировать метастаз КРР в печень. В 16 на-
блюдениях первичный очаг был определен с помощью 
применения иммуноцитохимического исследования 
(ИЦХ), что совпало с данными гистологического иссле-
дования на операционном материале.

По частоте встречаемости метастаз рака молочной 
железы занял второе место – 25 (12,5%) наблюдений. 

Считается, что наиболее характерным структурным 
признаком для рака молочной железы является много-
клеточные комплексы в виде округлых шаровидных ско-
плений. Однако, такое структурообразование наблюда-
лось редко, по нашим данным не более чем в 25% и в 
9% при опухолях других локализаций. С учетом клини-
ческих данных в 17 наблюдениях удалось цитологиче-
ски утвердительно подтвердить метастазы рака молоч-
ной железы в печень. В 8 наблюдениях при отсутствии 
данных о первоисточнике опухоли подтвердить природу 
метастазов удалось с помощью ИЦХ, маммографии а 
также при гистологическом исследовании операционно-
го материала.

У 13 (6,5%) пациентов диагностированы метастазы 
МР в печень: в 6 наблюдениях из легкого, в 4 – без вы-
явленного первичного очага, по одному наблюдению 
из поджелудочной, молочной желез и ободочной киш-
ки. Опухоль характеризовалась наличием мелких кле-
ток округлой или слегка вытянутой формы со скудной 

Т а б л и ц а  3
Цитоморфологические критерии первичных и метастатических карцином печени

Цитоморфологические  
критерии

Гепатоцеллюлярная 
карцинома

ГЦК
(n=9)

Метастазы карцином в печень
Плоскоклеточный 

рак (ПР)
(n=5)

Мелкоклеточный 
рак (МР)

(n=13)
Аденокарцинома (АК) (n=173)

Струк-
турные 
признаки

Железистые  
структуры

Нередко встречают-
ся трабекулярные 

структуры

Не встречаются Не встречаются Протоковый рак молочной железы, аде-
нокарцинома легкого, желудка, пред-
стательной и поджелудочной железы

Ацинарные- 
микропапилляр-
ные структуры

Не встречаются Не встречаются Не встречаются Серозный рак яичников, папиллярный 
рак щитовидной железы, папиллярные  
раки других локализаций (поджелудоч-

ной, молочной железы, легкого) 
Наличие ядерных молдингов 
(фасеток)

Не характерно Не характерно Характерно Низкодифференцированная аденокар-
цинома легкого, и комбинированный 

вариант АК и рака с нейроэндокринной 
дифференцировкой

Изолированно лежащие  
опухолевые клетки

Характерно Характерно Характерно Низкодифференцированная аденокар-
цинома, почечноклеточный и светло-
клеточный рак разных локализаций

Размер клеток Вариабельный Вариабельный 
зависит от степе-
ни дифференци-

ровки

Мелкий, средний Вариабельный в зависимости от типа 
АК и степени дифференцировки

Наличие признаков внеклеточ-
ной и внутриклеточной слизи

Не характерно Не характерно Не характерно Муцинозный  рак любой локализации 

Псаммомные тельца Не характерно Не характерно Не характерно Серозный рак яичников, папиллярный 
рак щитовидной железы

Наличие перстневидноклеточ-
ной морфологии клеток

Не характерно Не характерно Не характерно АК любой локализации

Клетки высокой  
цилиндрической формы

Не характерно Не характерно Не характерно Колоректальный рак

Веретеновидные клетки Не характерно Высокодиффе-
ренцированный 
ПР, саркомопо-
добный вариант 

ПР

Не характерно Саркомоподобный рак отдельных  
локализаций (легкое, молочная железа)

Внутриядерные энуклеации 
цитоплазмы

Возможны Не характерно Не характерно Папиллярный рак щитовидной железы, 
бронхиолоальвеолярный рак

Клетки, содержащие  пигмент Характерно  
наличие гранул 

желчных пигментов

Не характерно Не характерно Не характерно

Жировая вакуолизация  
цитоплазмы

Возможна Возможна Не характерно Светлоклеточный рак любой  
локализации, липидсекретирующий рак 

молочной железы
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цитоплазмой. Клетки МР располагались в небольших 
группах в виде однослойных и многослойных скопле-
ний, пластов, коротких рядков, округлой и неправиль-
ной формы комплексов, иногда состоящие из одних 
«голых» ядер. В части наблюдений определялся краш-
синдром. Именно для этого типа карцином характерно 
образование ядерных молдингов (фасеток): расположе-
ние в виде «дорожек», «тел позвонков». Свободно ле-
жащие клетки чаще имели округлую форму. Ядра зани-
мали почти всю клетку, располагаясь центрально, реже 
эксцентрически, цитоплазма практически не определя-
лась. Рисунок хроматина светлый, мелкозернистый по 
типу «соль-перец». Обнаружение выше перечисленных 
цитологических признаков опухоли позволило в 9 слу-
чаях подтвердить принадлежность метастатической 
опухоли печени к ранее известному первичному очагу 
(6 из 13 наблюдений из легкого, 1 из 13 наблюдений 
из поджелудочной железы, 1 из 13 наблюдений из мо-
лочной железы, 1 из 13 из ободочной кишки), в 4 на-
блюдениях цитологический диагноз был подтвержден 
ИЦХ. В 4 наблюдениях сопоставить данные цитологии 
с гистологическим диагнозом не удалось ввиду отсут-
ствия возможности получения материала для гистоло-
гического исследования.

В 8 (4%) наблюдениях диагностирован метастаз се-
розного рака яичника. Цитопрепараты во всех наблю-
дениях характеризовались обилием клеток опухоли, в 
большинстве случаев расположенных в виде микропа-
пиллярных структур и содержащих вакуоль, занимаю-
щую не редко практически всю цитоплазму (рис. 1). Для 
3 случав высокодифференцированного серозного рака 
яичников характерным явилось присутствие секретиру-
ющих клеток с расположением специализированных ор-
ганелл на поверхности мембраны клеток (цилии) – апо-
криновый тип секреции. Важным признаком послужило 
в 6 из 8 наблюдений явилось обнаружение псаммомных 
телец. Морфологические критерии серозного рака по-
зволили в 3-х наблюдениях подтвердить принадлеж-
ность вторичной опухоли печени к ранее известному се-
розному раку яичника, в 5-х наблюдениях диагноз был 
выставлен только цитологически, подтвержден клини-
ческими данными и ИЦХ.

В 6 (3%) случаях выявлены метастазы почечно-кле-
точного рака. Цитологическая картина светлоклеточно-
го почечно-клеточного рака также достаточно характер-
на. Клетки этой опухоли отличаются небольшими раз-

мерами и обильной цитоплазмой (рис. 2). Ядра средних 
размеров, округлой формы, содержат крупное, интен-
сивно окрашенное ядрышко или несколько ядрышек. 
Цитоплазма светлая с неровными, «кружевными» кра-
ями, пенистая за счет содержания большого количества 
липидов. Клетки формируют своеобразные структуры в 
виде «пера». Характерные морфологические критерии 
почечно-клеточного рака позволили во всех 6 наблюде-
ниях определить метастаз данной опухоли при ранее из-
вестном почечно-клеточном раке.

В 5 (2,5%) наблюдениях диагностированы метастазы 
АК перстневидно-клеточного типа в печень. Характер-
ным для этого типа карцином явилось наличие крупной 
секреторной вакуоли, занимающей практически всю 
клетку и оттесняющей ядро к периферии, при этом клет-
ки имели вид перстня (рис. 3). Морфологические крите-
рии перстневидно-клеточного рака позволили в 4 наблю-
дениях подтвердить принадлежность вторичной опухоли 
печени к ранее известному перстневидно-клеточному 
раку желудка и в одном наблюдении к ранее известному 
перстневидно-клеточному раку ободочной кишки.

Метастаз муцинозного рака в печени диагностиро-
ван в 2 (1%) наблюдениях. Данный тип опухоли можно 
заподозрить при наличии обильной гомогенной внекле-
точной слизи или муцинозных масс, а так же эпители-
альных опухолевых клеток бокаловидной или цилин-
дрической формы с укрупненными ядрами с достаточно 
выраженной цитоплазмой, содержащей вакуоли слизи. 
Характерные морфологические критерии муцинозного 
рака позволили в одном наблюдении определить при-
надлежность к ранее известному муцинозному раку 
яичника и в одном к ранее известному муцинозному ра-
ку сигмовидной кишки.

При низкодифференцированных железистых карци-
номах, как правило, установить железистую природу 
опухоли по традиционным цитологическим препаратам 
не представляет затруднений, однако установить источ-
ник метастазов практически невозможно (рис. 4). В на-
шем случае это 75 (43,4%) наблюдений.

Метастаз плоскоклеточного рака в печени диа-
гностирован в 5 (2,5%) наблюдениях. Наиболее часто 
первичный очаг определяли в легком, а именно в 3 на-
блюдениях из 5, и в двух наблюдениях – в пищеводе. 
Клеточные элементы опухоли имели различную мор-
фологию. Наиболее распознаваемыми были клетки 
высокодифференцированного плоскоклеточного рака с 

Рис. 1. Цитограмма метастаза серозного рака яичников в 
печень. Окраска азур-эозином, об. х 20.

Рис. 2. Метастаз светлоклеточного рака почки в печень. 
Окраска азур-эозином, об. х 100.
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ороговением, даже если они определялись в небольшом 
количестве. Клетки неправильной округлой, полиго-
нальной или вытянутой формы с гиперхромными ядра-
ми – центральным расположением, грубым рисунком 
хроматина и неровным контуром ядерной мембраны 
(рис. 5). Отмечалось наличие пикнотичных ядер непра-
вильной формы в 4 наблюдениях из 5. Цитоплазма раз-
личной степени базофилии, опалесцирующая, скудная, 
либо широкая и обильная с признаками кератинизации. 
При ороговевающих формах рака отмечались признаки 
дегенерации в цитоплазме. При плоскоклеточном уме-
ренно- и, особенно, низкодифференцированном раке, 
опухолевые клетки группировались в мелкие солидные 
комплексы, сходные со структурами железистого рака, 
при этом характерный признак центрального располо-
жения ядер в части клеток сохранялся. Фон цитопре-
паратов, как правило, содержал элементы некроза опу-
холи. Морфологические критерии плоскоклеточного 
рака с ороговением и без ороговения позволили в трех 
наблюдениях подтвердить принадлежность вторичной 
опухоли печени к ранее известному плоскоклеточному 
раку легкого, и в двух случаях к плоскоклеточному ра-
ку пищевода.

К сожалению, метастазы плоскоклеточного и мелко-
клеточного рака не имеют специфических морфологи-

ческих и иммуноцитохимических признаков, позволяю-
щих определить первичную локализацию опухоли.

В одном наблюдении (0,5 %) отмечен метастаз аденоки-
стозного рака слюнной железы. Цитопрепараты метастаза 
карциномы в печени были представлены многочисленны-
ми комплексами из мелких мономорфных клеток базало-
идного типа, в центре которых отмечалось шарообразное 
оксифильное вещество (Рис. 6). Этот клинический случай 
интересен тем, что изначально был диагностирован мета-
стаз аденокистозного рака в печени без первично выявлен-
ного очага. При тщательном осмотре больного в верхней 
трети шеи слева обнаружено опухолевидное образование, 
при пункции которого установлен диагноз аденокистозно-
го рака слюнной железы, подтвержденный впоследствии 
гистологически на операционном материале.

Выводы:
1. Неадекватный материал для цитологического ис-

следования, полученный со столбика при сorе- биопсии 
составил 24,6%, при ТИАБ – 4,8%.

2. При оценке онкопатологии образований печени 
показаны большие возможности цитоморфологической 
диагностики информативных образцов. Утвердитель-
ный диагноз о наличии первичных или метастатических 
поражений печени поставлен в 88,8% по материалу маз-
ков отпечатков сorе-биопсии и в 87,1% при ТИАБ.

Рис. 3. Метастаз перстневидноклеточной АК в печень. Окра-
ска азур-эозином, об. х 20.

Рис. 4. Метастаз низкодифференцированной АК в печень. 
Окраска азур-эозином, об. х 100.

Рис. 5. Метастаз плоскоклеточного рака в печень. Окраска  
азур-эозином, об. х 20.

Рис. 6. Метастаз аденокистозного рака в печень. Окраска 
азур-эозином, об. х 100.
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3. Характерные цитоморфологические критерии ме-
тастатических аденокарцином печени в 56,6% позволи-
ли определить происхождение первичной опухоли.

Таким образом, характерные цитоморфологические 
критерии первичных и метастатических карцином пе-
чени позволили в большинстве случаев не только уве-
ренно поставить цитологический диагноз, но и указать 
клиницистам локализацию первичного источника мета-
стазирования.

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

Финансирование. Исследование не имело спонсор-
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В XXI веке человечество отмечает крупные успехи в сни-
жении смертности детей до 5-летнего возраста, регистрируя 
спад почти на 60%: с 12,5 млн в 1990 г. до 5,2 млн в 2019 г. 
Причины, ведущие к летальному исходу в этой возрастной 
группе, остаются прежними: пневмония, диарея, малярия 
[1]. Несмотря на видимые достижения, масштаб проблемы 
инфекционных диарей у детей того же возраста остаётся 
угрожающим: в 2016г. зарегистрировано 446 тыс. летальных 
исходов, глобальное количество эпизодов диареи достигло 1 
105 406 865 [2]. Наиболее сложная ситуация в развивающих-

ся странах, но и в экономически развитых государствах ши-
рокое распространение кишечных патогенов также возмож-
но, благодаря путешествиям населения, импорту продуктов 
питания из различных стран мира, массовому посещению 
детских дошкольных учреждений, наличию учреждений по 
уходу за престарелыми людьми [3].

Одним из осложняющих факторов решения данной про-
блемы является полиэтиологичность инфекционных диарей, 
с ежегодно всё более увеличивающейся численностью бак-
териальных, вирусных, грибковых, протозойных патогенов, 
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их вызывающих. Методы диагностики кишечных инфекций 
не совершенствуются столь же быстрыми темпами. Для со-
временных врачей чаще всего доступны бактериологический 
метод, иммунохроматографическая верификация вирусов 
или токсинов бактерий, микроскопия паразитов, молекуляр-
ная диагностика методом ПЦР [4]. Их недостатками являют-
ся трудоёмкость, продолжительность, высокие требования к 
оснащённости лаборатории и обученности персонала. Воз-
можность идентифицировать патогенный микроорганизм, 
выделенный в копрокультуре, составляет от 2,4% до 32%, 
ещё меньше вероятность детекции этиологического агента 
для пациентов отделений интенсивной терапии (0,1%) [5]. 
Наличие новых диагностических методов, способствующих 
постановке диагноза инфекционной диареи и позволяющих 
оценить степень её тяжести, является актуальным.

Внимание исследователей и практических врачей при-
влечено к фекальным биомаркёрам, как неинвазивным и лег-
ко применяемым для диагностики. Областью их основного 
применения является гастроэнтерология и пациенты с вос-
палительными заболеваниями кишечника, при которых ин-
тенсивность воспаления, прогноз рецидивов, эффективность 
лечения можно оценить с помощью продуктов, секретируе-
мых иммунокомпетентными клетками в очаге воспаления в 
слизистой оболочке кишечника. Наиболее исследованными 
фекальными маркёрами являются кальпротектин, лактофер-
рин, S100A12 и ряд других [6]. Их применение в инфектоло-
гии остаётся недостаточно изученным и дискуссионным [3]. 
Ведётся поиск новых фекальных биомаркёров с доказанной 
возможностью их применения  при инфекционных диареях.

Одним из таких фекальных биомаркёров является ли-
покалин-2 (LCN-2) или нейтрофильный желатиназо-ассо-
циированный липокалин (NGAL). LCN-2 является частью 
суперсемейства липокалинов, разделяя с остальными его 
представителями компактную третичную структуру с цен-
тральным гидрофобным ядром для связывания небольших 
липофильных субстанций (рис. 1). 

Этот 25 кДа гликопротеин первоначально выделен из ней-
трофильных гранул, в ковалентно связанном с желатиназой 
состоянии [7]. Синтез липокалина-2 осуществляется на мие-
лоцитной и промиелоцитной стадии гранулоцитоза в костном 
мозге с последующим его накапливанием во вторичных ней-
трофильных гранулах [8]. Синтез и секреция этого гликопро-
теина не ограничивается исключительно нейтрофилами. Для 
NGAL характерна широкая экспрессия различными клетками и 
тканями под воздействием провоспалительных цитокинов: ма-
крофагами, дендритными клетками, эпителием желудочно-ки-
шечного и респираторного трактов, клетками почек, гепатоци-
тами, адипоцитами, эндотелием сосудов, кардиомиоцитами [9]. 
Идентифицированы два мембрано-связанных типа рецепторов 
для LCN-2: мегалин, экспрессируемый на поверхности эпите-
лия почек, участвующий в почечной реабсорбции, и рецептор 
24p3R, относящийся к семейству катионных транспортёров, 
широко распространённый в различных тканях организма [10].

В результате поиска лиганда для NGAL установлена 
функция этого гликопротеина-связывание с сидерофорами 
бактерий[11]. Сидерофоры- низкомолекулярные соедине-
ния, синтезируемые различными бактериями для получе-
ния железа (Fe³+) – жизненно важного для их существова-
ния, единственным внеклеточным источником которого 
являются железосодержащие белки организма-хозяина 
(лактоферрин, ферритин) [10]. Энтеробактин(Ent) – сиде-
рофор, синтезируемый кишечными патогенами семейства 
Enterobacteriaceae(Salmonella enterica, Escherichia coli и др.), 
обладая высоким аффинитетом к Fe³, формирует с ним ком-
плексы, которые, взаимодействуя с Ent-рецепторным протеи-
ном FepA, проникают в бактериальную клетку и обеспечива-
ют её необходимым для существования железом. Выделение 
нейтрофилами LCN-2 позволяет ограничить этот процесс по 
причине его более высокого сродства к комплексу Ent-Fe³+ в 
сравнении с FepA [12] (рис. 2). 

В доказательство этому представлен  ряд исследований 
на животных моделях. В опытах с генно-модифицированны-
ми LCN-2-дефицитными мышами показан их более высокий 
уровень смертности после заражения E. coli в сравнении с 
контрольными мышами [13]. Доказана роль NGAL не толь-
ко, как бактериостатического гликопротеина-хелатора бак-
териальных сидерофоров, но и компонента, модулирующего 
противомикробный иммуный ответ. В эксперименте на генно-
модифицированных LCN-2-дефицитных мышах их нейтрофи-
лы являлись неполноценными, обладали сниженным хемотак-
сисом и подвижностью, макрофаги характеризовались низкой 
способностью к продукции провоспалительных (интерлейкин 
(ИЛ)-6, ИЛ-1β, фактор некроза опухоли (ФНО-α) цитокинов, 
что повышало чувствительность животных к инфекции и спо-
собствовало усиленному размножению бактерий[12].

Способность модифицировать иммунный ответ к бак-
териальным патогенам не только по сидерофор-опосредо-
ванному механизму – важная способность NGAL, так как 
в процессе эволюции паразитизма некоторые патогенные 
штаммы S.enterica, E.coli, Klebsiella pneumoniae приобрели 
способность синтезировать сидерофоры, не позволяющие 
структурно связываться с NGAL. Наличие iroA класте-
ра генов даёт возможность таким штаммам синтезировать 
С-гликозилированный дериват энтеробактина – сальмохе-
лин, который, являясь структурно более объёмным, избегает 
взаимодействия с NGAL и позволяет кишечным патогенам с 
успехом получить доступ к необходимому им железу [14]. В 
этой ситуации возможен плейотропный эффект NGAL, дей-
ствующий не только на внеклеточном, но и на внутриклеточ-
ном уровне, что имеет важное значение при инфицировании 
внутриклеточными патогенами. Salmonella enterica серовар 
Typhimurium, приоритетный этиологический агент 90 млн 
диарей и 155 тыс. смертей, с ними связанных, реализует 
свою вирулентность, реплицируясь в макрофагах организма 
[15]. Показано, что LCN-2 способствует экспорту железа из 
инфицированных сальмонеллой макрофагов, уменьшая его 
внутриклеточную доступность для патогена, редуцирует 
продукцию противовоспалительного цитокина ИЛ-10 и по-
вышает синтез провоспалительных ИЛ-6 и ФНО-α, что ведёт 
к выздоровлению [16].

Рис. 1. Третичная структура NGAL, полученная методом 
ядерно-резонансной спектрометрии (Protein Data Bank 
identification number 1NGL). Рис. 2. Взаимодействие LCN-2 с комплексом Ent – Fe³+.
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Являясь антимикробным гликопротеином системы врож-
дённого иммунитета, NGAL играет важную роль при инфек-
ционно-воспалительных заболеваниях кишечника. Для отве-
та на вопрос, возможно ли использование NGAL как неинва-
зивного биомаркёра при заболеваниях такого рода, проведён 
ряд экспериментов. При химически индуцированном колите 
у подопытных мышей было доказано, что уровень фекально-
го NGAL (fe-NGAL) находится в прямой зависимости от сте-
пени воспаления кишечника, отражает темп восстановления 
его слизистой оболочки в процессе выздоровления, отлича-
ется стабильностью при сохранении при температуре -200 С, 
+40 С, +240 С в течение суток, то есть обладает качественны-
ми характеристиками, необходимыми для биомаркёров [17]. 
Последующие исследования затрагивают и человеческую 
популяцию. Исследована пригодность fe-NGAL в качестве 
маркёра воспалительных заболеваний кишечника (болезнь 
Крона, язвенный колит). Установлена высокая чувствитель-
ность и специфичность fe-NGAL (95,7% и 94,7%, соответ-
ственно) как биомаркёра, позволяющего дифференцировать 
пациентов с активными формами воспалительных заболе-
ваний кишечника от здоровых лиц. Отмечена стабильность 
fe-NGAL при комнатной температуре в течение 7 суток, что 
крайне важно в клинической практике [18].

На современном этапе развития инфектологии исполь-
зование фекальных биомаркёров ограничено, вопреки рас-
пространённости проблемы кишечных инфекций, особенно 
в педиатрии, где наблюдается высокая детская смертность 
по причине острых инфекционных диарей. Это является 
очевидным пробелом, так как могло бы стать дополни-
тельным методом дифференциации кишечных инфекций, 
стратификации степени тяжести, решении вопроса о необ-
ходимости и/или продолжительности антибактериального 
лечения. Для внедрения подобных маркёров в рутинную 
практику врачей-инфекционистов оценены возможности 
фекального кальпротектина, который находит своё место 
при дифференциальной диагностике бактериальных и ви-
русных кишечных инфекций, коррелируя при этом с тяже-
стью заболевания, и являясь дополнительным тестом при 
распознавании Clostridium difficile-энтероколитов, позволяя 
прогнозировать тяжёлые формы данной инфекции [19]. Не-
большое количество исследований на ограниченном кон-
тингенте пациентов пока не позволяет этому биомаркёру 
стать частью алгоритмов диагностики острых диарей. По-
иск и внедрение в практику клинической лабораторной 
диагностики новых неинвазивных, чувствительных и спец-
ифичных маркёров является актуальным и практически по-
лезным. В отличие от кальпротектина, синтезируемого в 
основном нейтрофильными гранулоцитами в условиях вос-
паления, fe-NGAL экспрессируется и клетками кишечника 
в дополнение к клеткам белой крови. Его измерение может 
охарактеризовать различные аспекты воспаления в кишеч-
нике и более точно оценивать скорость репарации слизи-
стой оболочки, и помочь лечащим врачам при решении во-
проса о продолжительности антибактериальной терапии. 
В доступной медицинской литературе отсутствуют данные 
о применении fe-NGAL при диагностике инфекционных 
диарей, что, основываясь на его вышеизложенных антибак-
териальных и иммуномодулирующих свойствах, является 
пробелом и нуждается в дальнейшем изучении.
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Цель исследования – оценка эффективности проведения контроля качества транспортных сред в соответствии с тре-
бованиями отечественных и международных стандартов с использованием аэробных и факультативно-анаэробных 
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Методика, описанная в МУК 4.2.2316, вызывает ряд технических трудностей, ведущих к невоспроизводимым результа-
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Введение. Инфекционные заболевания и связанная с ни-
ми смертность по-прежнему представляют серьёзную опас-
ность для здоровья и жизни людей во всем мире. В XXI веке 
появились новые болезни, приводящие к эпидемиям и даже 
пандемиям, вызванные неизвестными ранее патогенами [1, 
6]. Не снижают своей роли известные «старые» инфекции: 

туберкулёз, менингиты, внебольничные пневмонии, вызыва-
ющие наиболее тяжёлые расстройства здоровья, приводящие 
к хроническим нарушениям, инвалидности и даже смерти 
[6]. В Российской Федерации сохраняется высокий уровень 
заболеваемости кишечными инфекциями и наносимого ими 
экономического ущерба [2].
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Сложившаяся эпидемиологическая ситуация ставит пе-
ред лабораториями, выполняющими микробиологические 
исследования, задачи по повышению качества лаборатор-
ной диагностики инфекций с целью более эффективного ис-
пользования результатов в лечебном процессе [3]. Качество 
лабораторного теста рассматривается как достоверность и 
возможность его воспроизведения. К одним из основных 
факторов, влияющих на достоверность и воспроизводимость 
результатов лабораторного анализа, относятся качество ла-
бораторных материалов [4,5], к которым относятся транс-
портные системы и их составляющие: транспортная среда и 
устройство для взятия аналита.

Бактериологические лаборатории всё чаще получают 
пробы инфицированного материала на тампонах, помещён-
ных в сухую пробирку или в транспортную среду. Многие 
врачи предпочитают отбор и транспортирование проб в 
транспортных системах из-за простоты использования, низ-
кой стоимости и доступности.

Влияние типа транспортной системы и её составляющих 
на результаты исследований часто недооценивается. Вероят-
но, это связано с безоговорочной верой в то, что требования, 
предъявляемые к транспортным средам, обязательно выпол-
няются. Исходя из определения, транспортная среда в отли-
чие от питательной среды должна обеспечивать сохранение 
жизнеспособности микроорганизма и обязана предупредить 
или в значительной степени лимитировать размножение ми-
кроорганизмов.

Оценке качества транспортных систем, транспортных 
сред и тампонов посвящено большое количество публика-
ций, в основном, зарубежных исследователей [7-12]. В ме-
дицинских учреждениях часто используется только один 
тип тампона и транспортной среды для удовлетворения всех 
потребностей в микробиологическом анализе, например, в 
скрининговых тестах на статус бактериального носитель-
ства, для диагностики инфекций кожи и слизистых оболочек 
или конъюнктивы глаз или для получения образцов во время 
операций и др.

Доступными являются коммерческие транспортные 
системы, содержащие различные транспортные среды и 
устройства для взятия аналита. Транспортные среды пред-
ставлены, в основном, полужидкими средами Кэри-Блэра, 
Стюарта (с углём или без угля), Эймса (с углём или без угля), 
жидкими средами – модифицированной средой Эймса и спе-
циальными средами, предназначенными конкретно для раз-
ных видов клинического материала. Устройства для взятия 
аналита представляют тампон на палочке (зонд-аппликатор), 
называемые в англоязычной литературе transport swab, в не-
мецкой tupfer, по-русски – тампон-зонд, зонд-тампон и др. 
Тампоны в этих устройствах в классическом варианте изго-
товлены из хлопкового или вискозного волокна. Современ-
ные тампоны, укомплектованные с жидкими транспортными 
средами, изготовлены из вспененного полиуретана или ней-
лонового флок-волокна. Объём, удерживаемый тампонами, 
может различаться. Зонды-аппликаторы отличаются исполь-
зуемым материалом (деревянные, пластиковые, алюминие-
вые) или формой (алюминиевые стандартные, алюминиевые 
мягкие, алюминиевые витые и др.).

Выбор оптимальной транспортной системы осуществля-
ют с использованием тест-штаммов микроорганизмов в со-
ответствии с требованиями современных стандартов.

Цель исследования – оценка эффективности проведе-
ния контроля качества транспортных сред в соответствии с 
требованиями отечественных и международных стандартов 
с использованием аэробных и факультативно-анаэробных 
микроорганизмов.

Материал и методы. Использованы тест-штаммы 
Haemophilus influenzae ATCC 10211, Haemophilus influenzae 
ATCC 49247, Streptocoсcus pneumoniae ATCC 6305, Strepto-
coccus pyogenes ATCC 19615, Staphylococcus aureus ATCC 

25923, Shigella flexneri 1a 8516, Escherichia coli АТСС 25922, 
Pseudomonas aeruginosa АТСС BAA – 427, Pseudomonas 
aeruginosa АТСС 27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, 
Moraxella catarrhalis ATCC 25238, полученные из Государ-
ственной коллекции патогенных микроорганизмов и клеточ-
ных культур «ГКПМ-Оболенск»; транспортная среда Эймса 
сухая производства ФБУН ГНЦ ПМБ. Оболенск, РУ № РЗН 
2018/7437, приготовленная в соответствии с инструкцией 
производителя и разлитая в стеклянные пробирки с завин-
чивающимися пробками; тампоны-зонды полимерные с ви-
скозным наконечником стерильные в индивидуальной упа-
ковке производства Ningbo Greetmed Medical Instruments Co. 
LTD, China, серия 20012018, годен до 19.01.2023.

H. influenzae засевали на шоколадный агар с ростовой до-
бавкой (РУ № ФСР 2012/13081), S. pneumoniae, S. pyogenes, 
K. pneumoniae, M. catarrhalis на кровяной агар, приготовлен-
ный на основе колумбийского агара (РУ № РЗН 2020/12505), 
S. aureus, S. flexneri, E. coli, P. aeruginosa на питательную сре-
ду № 1 ГРМ (РУ № ФСР 2011/ 11415). Посевы инкубирова-
ли при температуре 35±20 С. Культивирование H. influenzae,  
S. pneumoniae, S. pyogenes осуществляли в капнофильной ат-
мосфере, обогащенной 5% СО2.

Для определения сохранения жизнеспособности микро-
организмов в транспортных средах согласно рекомендациям 
МУК 4.2.2316-08 готовили суспензии соответствующих тест-
штаммов в стерильном 0,85% растворе хлорида натрия по 
стандартному образцу мутности 10 ЕД (ОСО 10 МЕ) c кон-
центрацией приблизительно 1,0×109 микробных клеток/мл.  
Согласно требованиям МУК, необходимо внести в 4 про-
бирки с транспортными средами по 1 мл суспензии из раз-
ведений 10-5 и 10-6. Из двух засеянных пробирок сразу после 
посева (0 проба), тщательно перемешав содержимое, произ-
вести высев по 0,1 мл взвеси на чашки Петри с шоколадным 
агаром и инкубировать посевы в соответствующих условиях. 
Остальные пробирки с посевами выдержать при температуре 
(18-24)0 C в течение 24 ч, затем высеять на чашки Петри с со-
ответствующими средами аналогично посеву 0 пробы.

Согласно стандарту M40-A2, готовили суспензии тест-
штаммов бактерий в стерильном 0,85% растворе хлорида на-
трия по ОСО 10 МЕ. Для «Roll plate» метода использованы 
суспензии тест-штаммов из разведений 10-3-10-5. По 0,1 мл 
каждого разведения вносили в 3 стерильные пробирки, поме-
щали в них стерильные тампоны-зонды, выдерживали их 10 с  
до полного впитывания тампоном суспензии и погружали в 
пробирки с транспортной средой так, чтобы тампон не дохо-
дил до дна пробирки 1,5-2,0 см и не касался стенок пробирки. 
Тампоны хранили в транспортной среде при регулируемой 
комнатной температуре (20-25)0 C и при температуре (4-8)0 С 
в течение 0, 24, 48 часов. После соответствующего времени 
хранения, включая 0 ч (через 10-15 с после инокуляции) для 
каждого разведения микроорганизмов, тампоны извлекали 
из транспортной среды и производили посев вращательными 
движениями тампона во всей поверхности соответствующих 
питательных сред (как бы прокатывая тампон). После инку-
бации посевов визуально учитывали результаты. Для получе-
ния достоверных результатов подсчёт колоний производили 
только на чашках, где росло от 25 до 250 колоний.

При использовании «Swab Elution» метода процедура 
приготовления суспензий тест-штаммов, их разведений, 
внесение тампонов-зондов в транспортные среды проводи-
ли аналогично «Roll plate» методу, но используя только одно 
разведение суспензии 10-3. Концентрация инокулята, внесён-
ного с тампоном-зондом в транспортную среду, составляла 
105 КОЕ/мл.

По окончании времени экспозиции (0 ч, 24 ч, 48 ч) там-
поны извлекали из транспортных сред, помещали в пробир-
ку с 1 мл стерильного 0,85% раствора хлорида натрия. Со-
держимое пробирок энергично перемешивали на вихревой 
мешалке типа Vortex в течение 15-20 с, готовили три деся-
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тикратных разведения в 0,85% растворе хлорида натрия. По 
0,1 мл суспензий из всех полученных разведений высевали 
на чашки Петри с соответствующей питательной средой. По 
окончании инкубации подсчитывали количество выросших 
колоний, учитывая посевы, где наблюдался рост от 25 до 250 
колоний. Количество жизнеспособных микроорганизмов по-
сле хранения в транспортной среде выражали в виде сред-
него значения, полученного для трёх образцов, вычисляли 
десятичный логарифм (lg) изменения концентраций жизне-
способных микроорганизмов относительно их количества в 
нулевой пробе (0 ч).

При использовании метода контроля качества полужид-
ких транспортных сред, описанного в ГОСТ ISO 11133-2016, 
транспортную среду инокулировали тест-штаммами H. influ-
enzae ATCC 10211 и P. aeruginosa АТСС BAA-427 с концен-
трацией инокулята 2-3×105 КОЕ /мл. Тампон-зонд помещали 
в 0,1 мл суспензии тест-штамма на 10 с, затем инокулирова-
ли им транспортную среду. Инокулированную транспортную 
среду инкубировали при температуре (20-25)0 C и при темпе-
ратуре (4-8)0 С в течение 24 и 48 часов. По окончании инку-
бации пересевали на соответствующие питательные среды и 
инкубировали посевы в необходимых условиях. После инку-
бации визуально отмечали наличие роста микроорганизмов.

Результаты и обсуждение. Процедура контроля каче-
ства транспортных сред (систем) регламентирована отече-
ственными и международными нормативными документами. 
К ним относятся:

МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бактериологических 
питательных сред», рекомендованные для контроля качества 
питательных сред, в том числе транспортных для клиниче-
ской и санитарной микробиологии [13]. В методических 
указаниях раздел 7.11. посвящён определению показателей 
сохранения жизнеспособности и стабильности основных 
биологических свойств микроорганизмов в транспортных 
средах;

ГОСТ ISO 11133-2016 «Микробиология пищевых про-
дуктов, кормов для животных и воды. Приготовление, про-
изводство, хранение и определение рабочих характеристик 
питательных сред», предназначенный для контроля качества 
питательных сред (включая транспортные среды), использу-
емых в санитарной микробиологии [14]. С 2016 г. в ГОСТе 
впервые появился раздел 9.3 «Метод испытания транспорт-
ных сред»;

Международный стандарт CLSI М40-А2 «Quality control 
of Microbiological Transport systems» (Контроль качества ми-
кробиологических транспортных систем) специально пред-
назначен для контроля качества микробиологических транс-
портных систем [15].

Существуют национальные стандарты других стран, на-
пример, германский DIN 58942-4-2003 «Medical microbio
logy – Culture media – Part 4: Transport systems for specimens 
containing bacteria» и DIN 58942-4-2003 Beiblatt 1 «Medical 
microbiology – Culture media – Part 4: Transport systems for 
specimens containing bacteria – Systems, media and conditions 
for the transport of selected pathogens in clinical specimens».

В России действуют два документа МУК 4.2.2316-08 и 
ГОСТ ISO 11133-2016. В иностранных публикациях ссыла-
ются на использование методов контроля, описанных в пер-
вом или втором издании CLSI М40-А или CLSI М40-А2.

При сравнении методик контроля качества, приведён-
ных в перечисленных документах, следует отметить, что 
они отличаются по процедуре и по оценочным критериям.  
В соответствии с требованиями МУК 4.2.2316-08 анализ про-
водится с помощью 5 штаммов микроорганизмов (S. aureus 
ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, H. influenzae ATCC 49247, 
S. pneumoniae ATCC 49619, Candida albicans ATCC 24433), 
количество которых в транспортной среде после хранения в 
течение 24 ч при комнатной температуре (18-240 С) не долж-
но отличаться от первоначального более чем в 10 раз.

В соответствии с требованиями ГОСТ ISO 11133-2016 
для полужидких транспортных сред проводится качествен-
ный контроль, для жидких – подсчитывается количество 
микроорганизмов после хранения в транспортной среде, 
которое должно находиться в пределах ±30% от первона-
чального количества. Оценка качества проводится в услови-
ях, принятых на практике или установленных в конкретном 
стандарте. В качестве тестируемых выбирают те виды ми-
кроорганизмов, для транспортировки которых используется 
контролируемая транспортная среда.

Международный стандарт CLSI М40-А2 предназна-
чен для производителей и для лабораторий, использующих 
транспортные системы, контейнеры для мочи и фекалий. Для 
гарантии чувствительности устройств и их надёжности про-
изводителям рекомендуется осуществлять контроль полуко-
личественным методом посева тампоном (Roll-plate method) 
и количественным методом элюции тампона (Swab Elution 
method), при температуре (20-25)0 С и (2-8)0 С через 24 и 48 ч 
хранения с помощью 10 штаммов: P. aeruginosa ATCC BAA-
427; S. pyogenes ATCC 19615; S. pneumoniae ATCC 6305; H. 
influenzae ATCC 10211; N. gonorrhoeae ATCC 43069; B. fra-
gilis ATCC 25285; P. anaerobius ATCC 27337; F. nucleatum 
ATCC 25588; P. acnes ATCC 6919; P. melaninogenica ATCC 
25845.

Лабораториям при валидации транспортной системы ре-
комендовано использовать оба метода или любой из них. В 
стандарте подробно описано проведение исследований для 
обоих методов, которые, несмотря на трудоёмкость выпол-
нения, обеспечивают точность и надёжность результатов [8].

Для количественного метода оценки стандартом M40-A2 
обозначены следующие критерии: для образцов, хранившихся 
при 40 C или комнатной температуре, допускается снижение 
КОЕ не более чем на 3 lg, в случае избыточного роста для об-
разцов, хранившихся при 40 C, допускается увеличение КОЕ не 
более чем на 1 lg. Для качественного метода оценки допускает-
ся такое же увеличение КОЕ для образцов, хранившихся при 
40 C. Стандартом не регламентируется увеличение количества 
КОЕ для образцов, хранившихся при комнатной температуре.

На примере полужидкой среды Эймса проведены сравни-
тельные исследования по оценке качества с использованием 
различных методик. Оценка качества по методике, рекомен-
дованной МУК 4.2.2316-08, вызывает ряд трудностей, свя-
занных с невозможностью равномерно перемешать среду 
Эймса с суспензией тест-штаммов и отобрать пробу для по-
сева из-за высокого содержания агара в среде, равной 4 г/л. 
При использовании данной методики получить воспроизво-
димые результаты не удается. Данный метод подходит для 
контроля качества только жидких транспортных сред.

Методика контроля качества полужидких транспортных 
сред, предлагаемая ГОСТ ISO 11133-2016, является качест
венной. При её использовании зарегистрировано наличие ро-
ста обоих тест-штаммов микроорганизмов после хранения в 
транспортной среде при обеих температурах через 24 и 48 ч,  
причём рост P. aeruginosa АТСС BAA-427 более интенсив-
ный, чем рост H. influenzae ATCC 10211.

Количественная оценка выживаемости микроорганизмов 
в транспортной среде, обеспечивающая воспроизводимость 
результатов, получена только при использовании обоих ме-
тодов – Roll plate и Swab Elution. Результаты исследований с 
использованием 11 тест-штаммов аэробных и факультатив-
но-анаэробных микроорганизмов, приведены в табл. 1 и 2.

В процессе хранения в среде Эймса может происходить 
гибель или усиленный рост тест-штаммов в зависимости от 
вида микроорганизма и условий хранения. Концентрации 
микроорганизмов со сложными питательными потребно-
стями, таких как H. influenzae, S. pyogenes, S. pneumoniae, 
S. aureus, M. catarrhalis снижается на 1-2 lg. Такое поведе-
ние требовательных к условиям роста микроорганизмов со-
гласуется с опубликованными результатами исследований 



377

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021; 66(6)
DOI: http://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-6-374-378

МИКРОБИОЛОГИЯ

Т а б л и ц а  1
Количество жизнеспособных микроорганизмов после хранения в среде Эймса при различных температурах в течение 24 ч и 48 ч 

при использовании Swab Elution метода

№ 
п/п Тест-штаммы

Концентрация микроорганизмов  
в образце (КОЕ/мл)

Десятичный логарифм (lg) измене-
ния концентраций жизнеспособных 
микроорганизмов относительно 0 ч

0 ч
4-80 C 20-250 C 4-80 C 20-250 C

24 ч 48 ч 24 ч 48 ч 24 ч 48 ч 24 ч 48 ч
1. Haemophilus influenzae ATCC 

10211 8,70×104 6,45×104 8,45×103 6,53×103 8,40×102 -0,11 -1,00 -1,11 -2,00

2. Haemophilus influenzae ATCC 
49247 1,05×105 6,80×104 8,86×103 5,40×104 3,42×103 -0,17 -1,04 -0,27 -1,47

3. Streptococcus pyogenus ATCC 
19615 5,32×104 4,55×104 1,05×104 4,08×103 9,10×102 -0,07 -0,70 -1,12 -1,76

4. Streptocoсcus pneumoniae 
ATCC 6503 1,40×105 5,95×104 7,95×103 6,10×103 2,30×103 -0,38 -1,26 -1,36 -1,77

5. Staphylococcus aureus ATCC 
25923 2,00×105 1,85×105 1,24×105 1,40×105 9,82×104 -0,04 -0,20 -0,14 -0,31

6. Moraxella catarrhalis ATCC 
25238 1,72×104 1,32×104 1,20×10 1,25×104 4,05×103 -0,11 -0,14 -0,13 -0,62

7. Pseudomonas aeruginosa АТСС 
BAA - 427 1,30×105 3,74×105 6,90×105 6,55×106 8,15×107 +0,46 +0,73 +1,69 +2,78

8. Pseudomonas aeruginosa АТСС 
27853 1,15×105 1,86×105 3,55×105 8,15×106 9,40×107 +0,26 +0,49 +1,84 +2,91

9. Escherichia coli АТСС 25922 1,17×105 1,94×105 7,16×105 2,75×106 8,86×107 +0,24 +0,78 +1,38 +2,88
10. Shigella flexneri 1a 8516 1,27×105 1,50×105 2,05×105 1,05×10 2,00×107 +0,04 +0,26 +0,91 +2,12
11. Klebsiella pneumoniae ATCC 

700603 1,30×105 1,47×105 9,77×105 2,55×105 8,05×106 +0,04 +0,88 +0,30 +1,79

Т а б л и ц а  2
Количество жизнеспособных микроорганизмов после хранения в среде Эймса при различных температурах в течение 24 ч и 48 ч, 

определенное Roll plate методом

№ 
п/п Тест-штаммы

Концентрация микроорганизмов  
в образце (КОЕ/мл)

Десятичный логарифм (lg) измене-
ния концентраций жизнеспособных 
микроорганизмов относительно 0 ч

0 ч
4-80 C 20-250 C 4-80 C 20-250 C

24 ч 48 ч 24 ч 48 ч 24 ч 48 ч 24 ч 48 ч
1 Haemophilus influenzae ATCC 

10211 4,10×104 2,80×104 3,00×103 3,22×103 3,88×102 -0,17 -1,14 -1,11 -2,03

2. Haemophilus influenzae ATCC 
49247 6,15×104 3,72×104 4,25×103 2,40×104 1,15×102 -0,23 -1,15 -0,42 -2,71

3. Streptococcus pyogenus ATCC 
19615 2,98×104 2,17×104 6,55×103 2,65×103 5,72×102 -0,14 -0,65 -1,04 -1,71

4. Streptocoсcus pneumoniae ATCC 
6503 8,20×104 3,24×104 5,20×103 4,50×103 1,10×102 -0,39 -1,20 -1,26 -2,86

5. Staphylococcus aureus ATCC 
25923 1,55×105 1,10×105 8,80×104 9,15×104 9,27×104 -0,14 -0,25 -0,23 -0,24

6. Moraxella catarrhalis ATCC 
25238 1,10×104 8,85×103 8,40×103 7,25×103 2,85×103 -0,07 -0,12 -0,11 -0,58

7. Pseudomonas aeruginosa АТСС 
BAA - 427 9,16×104 3,22×105 5,30×105 5,70×106 6,95×107 +0,46 +0,76 +1,79 +2,85

8. Pseudomonas aeruginosa АТСС 
27853 8,75×104. 1,05×105 2,37×105 6,00×106 6,85×107 +0,07 +0,43 +1,83 +2,89

9. Escherichia coli АТСС 25922 7,95×104 1,15×105 5,80х105 1,58х106 6,70×107 +0,14 +0,86 +1,30 +2,92
10. Shigella flexneri 1a 8516 8,85×104 9,30×104 1,70×105 8,25×105 1,60×107 +0,05 +0,28 +0,96 +2,25
11. Klebsiella pneumoniae ATCC 

700603 9,22×104 9,85×104 8,64×105 1,78×105 7,15×106 +0,04 +0,96 +0,30 +1,83

ряда зарубежных авторов, в которых описано даже полная 
гибель микроорганизмов при их хранении в некоторых 
транспортных системах [16]. Хранение P. aeruginosa и E. 
coli сопровождалось усиленным ростом на 2-3 lg особенно 
при комнатной температуре. Наиболее заметные изменения 

концентраций жизнеспособных микроорганизмов наблюда-
лись через 48 ч хранения в транспортной среде. Хранение 
тест-штаммов S. aureus ATCC 25923, S. flexneri 1a 8516 в 
транспортной среде не вело к заметным изменениям кон-
центраций.
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Более высокие концентрации жизнеспособных микроорга-
низмов после хранения в транспортной среде, определённые 
количественным методом Swab Elution, объясняются техникой 
проведения исследования. При выполнении данного метода 
извлечение микроорганизмов, адсорбированных на тампоне, 
производилось на вихревой мешалке типа Vortex, при Roll 
plate методе извлечение микроорганизмов происходит при 
контакте тампона с поверхностью питательной среды.

При анализе полученных результатов с позиций оце-
ночных критериев трёх рассмотренных стандартов, полу-
чается, что по требованиям МУК 4.2.2316-2008, транс-
портная среда не может быть использована в работе, 
поскольку допустимо только изменение концентрации 
соответствующих тест-штаммов в процессе хранения не 
более чем в 10 раз. Качественная оценка по требованиям 
ГОСТ 11133-2016, количественная и полуколичественная 
оценка по требованиям CLSI M40-A2 допускают примене-
ние данной транспортной среды. Необходимо учитывать 
поведение в транспортных средах различных микроорга-
низмов особенно при их совместном присутствии в анали-
те, взятом из нестерильных в норме локусов. Важно объ-
ективно обнаружить именно возбудитель инфекции, а не 
комменсальный микроорганизм.

Заключение. Транспортные системы стали неотъемлемой 
частью рутинной работы микробиологической лаборатории. 
Выбор оптимальной транспортной системы для выполнения 
конкретной задачи в целях стандартизации исследований под-
тверждает необходимость проведения процедуры контроля 
качества транспортной системы.

Среди методов контроля, приведённых в трёх стандартах, 
оптимальными по процедуре исполнении и критериям каче-
ства, являются два метода CLSI M40-A2. Этот стандарт не 
переведён на русский язык и отсутствует в открытом доступе. 
Назрела необходимость в актуализации МУК 4.2.2316 в части 
контроля качества транспортных сред и транспортных систем.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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РАЗРАБОТКА МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ МРНК ГЕНА JAK2 В ВЕНОЗНОЙ КРОВИ И 
ОЦЕНКА ЕГО ДИАГНОСТИЧЕСКОГО ЗНАЧЕНИЯ В ОНКОГЕМАТОЛОГИИ
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Избыточная активность сигнальных путей, опосредованных янускиназой-2 (JAK2), в клетках костного мозга и крови 
определяет высокий уровень готовности к реализации иммунных воспалительные реакции и нарушений гемостаза. Ряд 
мутаций в гене JAK2 действуют как движущие силы патогенеза миелопролиферативной неоплазии (МПН), вовлечены 
в развитие отдельных вариантов острых лейкозов, ряда солидных злокачественных образований, а также кардиоваску-
лярных заболеваний. В качестве маркера, отражающего уровень активности этого фермента, предложено использо-
вать тесты количественного определения мРНК JAK2 в циркулирующих клетках крови.  
Цель: разработка оригинальной методики выявления мРНК JAK2 в венозной крови и оценка возможного диагностическо-
го значения при хронических онкогематологических заболеваниях. Разработка метода ПЦР-РВ для определения экспрес-
сии мРНК гена JAK2 в образцах венозной крови выполнялась в соответствии с требованиями MIQE. Дизайн праймеров 
и TaqMan зондов подбирали, используя программу Primer3 с учетом возможности исключения последующей обработки 
ДНКазой. Оценивалась стабильность исследуемого мРНК в вакутейнерах с разными наполнителями и в зависимости 
от времени хранения образцов. Уровень мРНК JAK2 определяли в лейкоцитах крови 41 пациента с В-ХЛЛ, 16 пациентов 
с ХМЛ, 12 пациентов с множественной миеломой и 39 доноров и здоровых добровольцев. Показано, что значения от-
носительной экспрессии мРНК JAK2 значимо не зависят от используемого антикоагулянта и стабильны в диапазоне 
2 – 7 часов после взятия крови в вакутейнере с ЭДТА. Выявлено снижение уровня мРНК JAK2 в пробах венозной крови у 
пациентов с первичными ХЛЛ и с множественной миеломой, но не при ХМЛ. Уровень маркера у большинства пациентов 
с ХЛЛ после начала терапии приближался к диапазону, характерному для здоровых людей. 
Разработан оригинальный метод ПЦР-РВ для количественного определения мРНК JAK2 в образцах венозной крови, со-
ответствующий требованиям системы MIQE. Определение мРНК JAK2 будет полезным для уточнения особенностей 
патогенеза отдельных заболеваний, вовлекающих нарушение синтеза и активности JAK2, а также может стать до-
полнительным маркером прогноза и оценки эффективности терапии при отдельных онкогематологических заболеваниях.
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org/10.51620/0869-2084-2021-66-6-379-384
Stolyar M.A.1,2, Gorbenko A.S.1,2, Olkhovskiy I.A.1,2, Bakhtina V.I.3, Mikhalev M.A.4, Olkhovik T.I.4, Komarovskiy Yu.Yu.1

DEVELOPMENT OF A METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE JAK2 GENE MRNA IN VENOUS 
BLOOD AND ASSESSMENT OF ITS DIAGNOSTIC VALUE IN ONCOHEMATOLOGY
1Krasnoyarsk branch of the «National Research Center for Hematology» Department of Health, Krasnoyarsk, Russia; 
2Federal Research Center Krasnoyarsk Scientific Center of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 
Krasnoyarsk, Russia; 
3Krasnoyarsk regional clinic Hospital, Krasnoyarsk, Russia; 
4Krasnoyarsk city clinical Hospital №7, Krasnoyarsk, Russia
Overactive JAK pathway signaling is a hallmark of immune diseases and critically affects on inflammation and coagulation. A 
number of mutations in the JAK2 gene act as driving forces of myeloproliferative neoplasms (MPN), the pathogenesis of certain 
variants of acute leukemia, a number of solid malignancies and cardiovascular diseases. Assays for quantifying JAK2 mRNA in 
circulating blood cells can be used as a marker associated with the activity of this enzyme.
Development of an original method for detecting JAK2 mRNA in venous blood and assessment of the possible diagnostic value 
in chronic oncohematological diseases. The development of an RT-PCR method for determining the expression of the JAK2 gene 
mRNA in venous blood samples was carried out in accordance with the MIQE requirements. Primers and TaqMan probes were 
designed using the Primer3 program, taking into account the possibility of excluding subsequent DNase treatment. The stability 
of the investigated mRNA was assessed in vacutainers with different anticoagulants and depending on the storage time of the 
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samples. The study of the expression of JAK2 mRNA in blood leukocytes of 41 patients with B-CLL, 16 patients with CML, 12 
patients with multiple myeloma and 39 donors using the developed “real-time” PCR method. The study revealed a decrease in 
the level of JAK2 mRNA in venous blood samples in patients with primary CLL, but not with CML or with multiple myeloma. The 
level of the marker in the majority of patients with CLL after the start of therapy returned to the range typical for healthy people. 
It has been shown that the values ​​of the relative expression of JAK2 mRNA are most stable in the range of 2 – 7 hours after taking 
blood in a vacutainer with EDTA.
 An original RT-PCR method was developed for the quantitative determination of JAK2 mRNA in venous blood samples, which 
meets the requirements of the MIQE system. Determination of JAK2 mRNA can be useful for clarifying the pathogenesis features 
of certain diseases involving impaired Janus kinase activity and can become a promising marker for prognosis and assessment of 
the effectiveness of therapy.
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Введение. Янускиназа-2 (JAK2) – одна из нерецепторных 
тирозинкиназ семейства янускиназ, инициирующих цитоки-
новый сигнальный каскад JAK/STAT, который играет важную 
роль в клетках иммунной системы, помогая бороться с пато-
генами и опухолевыми клетками и участвует в аутоиммун-
ных процессах [1]. Сигнальный путь JAK/STAT запускается 
через активацию рецепторов эритропоэтина, тромбопоэтина, 
гранулоцитарных факторов роста, а также различных воспа-
лительных цитокинов, включая интерлейкины, интерфероны 
типа I (альфа/бета), интерфероны типа II (гамма), IL-6 и др. 
[2]. Ген JAK2 расположен на хромосоме 9 человека в локусе 
p24.1 и состоит из 25 экзонов, кодирует белок из 1132 амино-
кислот с молекулярной массой 130,7 кДа. В норме наиболее 
активно ген экспрессируется в кроветворных клетках кост-
ного мозга и лимфатических узлов, а его мРНК выявляется в 
циркулирующих лейкоцитах и тромбоцитах [3]. 

 Гиперактивная передача сигналов JAK в клетках крови 
характерна для ряда аутоиммунных заболеваний и крити-
чески влияет на воспаление и коагуляцию, определяя повы-
шенную тромботическую готовность. Показано, что уровни 
экспрессии мРНК JAK2 в мононуклеарах венозной крови у 
пациентов с системной красной волчанкой значительно вы-
ше, чем у здоровых людей [2], однако снижались при систем-
ном склерозе [7]. Повышенная активность JAK2 вовлечена в 
патогенез идиопатического легочного фиброза [8].

Ряд мутаций в гене JAK2 приводят к конститутивной, не-
зависимой от влияния цитокинов активации этого фермента, 
и действуют как движущие силы миелопролиферативной не-
оплазии (МПН), а также участвуют в патогенезе отдельных 
вариантов острых лейкозов и ряда солидных злокачественных 
образований.  Обсуждается их роль и в развитии возраст-ассо-
циированных кардиоваскулярных заболеваний [4-6]. 

Ингибиторы активности JAK находят свое применение 
не только в терапии хронических миелопролиферативных 
заболеваний [9], но также при широком спектре различных 
иммуновоспалительных патологий [10]. Предложено их ис-

пользование при терапии тяжелой инфекции COVID-19 [11]. 
Как и в случае терапии МПН, при этом остаются вопросы 
мониторинга ингибирующего действия препаратов на JAK2.

Исходя из представления о соответствии количества экс-
прессируемых в клетках молекул протеина JAK2 и уровня 
экспрессии мРНК гена JAK2, в качестве маркера, связанного 
с активностью этого фермента, предложено использовать те-
сты количественного определения мРНК JAK2 в циркулиру-
ющих клетках крови [2, 7, 8, 12]. 

Целью настоящей работы явилась разработка оригиналь-
ной методики выявления мРНК JAK2 в венозной крови и 
оценка возможного диагностического значения при хрониче-
ских онкогематологических заболеваниях.

Материал и методы. В работе были использованы об-
разцы венозной крови 39 здоровых добровольцев и доноров 
крови (медиана возраста 43 года, 28 женщин, 11 мужчин) и  
69 пациентов (медиана возраста 64 года, 27 женщин и 42 
мужчины) с подтвержденным диагнозом ХЛЛ –  41 человек, 
ХМЛ – 16 человек и множественная миелома – 12 человек. 
Все исследования выполнялись в рамках научного клиниче-
ского исследования, одобренного локальным этическим коми-
тетом КГБУЗ «Красноярская краевая клиническая больница».

Основную часть образцов крови отбирали в раствор ста-
билизатора РНК (ООО «Формула гена»). С целью сравнения 
результатов часть образцов крови отбирали в вакутейнеры с 
разными антикоагулянтами (ЭДТА, цитрат, гирудин, CTAD), 
а затем выделяли из них лейкоциты после обработки гемо-
лизирующим раствором и повторной отмывки. Оценивали 
также стабильность результатов тестирования в пробах через 
разные временные периоды (3, 6 и 24 час) хранения крови в 
вакутейнере с ЭТДА при  комнатной температуре 18-22°С. 
Выделение РНК осуществляли с использованием набора 
реагентов «Рибо-золь-D» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Обратную транс-
крипцию проводили с использованием набора реагентов 
«Реверта-L» (ФБУН ЦНИИЭ, Россия). 
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Разработка метода количественной оценки уровня экс-
прессии мРНК гена JAK2 методом ПЦР-РВ в образцах ве-
нозной крови выполнялась в соответствии с европейскими 
требованиями MIQE [13]. При разработке оптимальной по-
следовательности праймеров и TaqMan зондов для определе-
ния мРНК JAK2 использовали программу Primer3 [14].

Праймеры и зонды для ПЦР были подобраны с учетом 
структур экзонов и интронов таким образом, чтобы исклю-
чить отжиг на матрице геномной ДНК с целью исключения 
этапа обработки ДНКазой. Амплификацию проводили на 
приборе CFX96 (Bio-Rad, США) в 25 мкл смеси, содержа-
щей: 100 мМ Трис-НСl, pH 8,8, 0,5 М KCl, 0,8% Nonidet 
P-40, 2 мМ MgCl2, 0,2 мМ каждого из дНТФ, 10 мкл кДНК, 
по 0,3 мкМ праймеров и TaqMan зонда, 1 единицу активно-
сти SynTaq ДНК-полимеразы (ООО «НПО Синтол», Россия). 
Режим амплификации соответствовал следующей програм-
ме: предварительный прогрев при 95°C — 5 мин, далее 50 
циклов: 95°C — 15 с, 60°C — 60 с, детекция флуоресцент-
ного сигнала на каждом цикле по каналу FAM. В качестве 
гена «домашнего хозяйства» использовали ген ABL1. Расчет 
уровня относительной экспрессии мРНК гена JAK2 произво-
дили по методу ∆∆Ct [15].

Статистическую оценку полученных результатов прово-
дили с использованием пакета программ R.

Результаты. Пример детекции накопления флуорес-
центного сигнала представлен на рис. 1. 

Линейный диапазон зависимости от разведения пробы с 
максимально высокой концентрацией представлен на рис. 2. 

Вариация между результатами амплификации в повторах 
предварительно полученных проб кДНК составила 25%.  С 
целью определения внутрисерийной аналитической вари-
ации в одной постановке были проведены 10 исследований 
аликвот одной и тоже пробы крови (табл.1). Аналитическая 
вариация метода демонстрирует существенный разброс ре-
зультатов (CV=34,0%), что, однако, сопоставимо с данными 
литературы о вариации результатов количественной детек-
ции большинства мРНК в образцах крови [16].   

Учитывая такой разброс единичных исследований, в 
последующем при выполнении анализа мы использовали 
дублирование проб крови, начиная с процедуры выделения 
РНК, при этом аналитическая вариация между результатами 
дублей составила 27%.

В целом в выборке 39 образцов крови здоровых добро-
вольцев при выполнении тестирования в дублированных по-
становках, медиана полученных значений количества мРНК 
JAK2 относительно экспрессии мРНК ABL составила 1,61 
(C25-C75: 0,96-3,23).

Одновременно исследовали влияние разных наполни-
телей, используемых в системах взятия крови и образцами 
крови, сразу помещенными в стабилизатор РНК. Было ис-

пользовано 10 образцов венозной крови доноров, которые 
параллельно забирались во время кроводачи в разные ваку-
тейнеры и в раствор со стабилизатором. Полученные резуль-
таты (табл. 2) демонстрируют более ранние пороговые циклы 
при использовании в качестве гена сравнения мРНК ABL и 
отсутствие значимого влияния отдельных антикоагулянтов.

В табл. 3 представлены результаты сравнения опреде-
ления уровня мРНК JAK2, полученных при использовании 
8-ми проб венозной крови, помещенной в раствор стабили-
затора РНК через 2-3 ч после взятия и проб лейкоцитарной 
взвеси, параллельно выделенной из тех же образцов веноз-
ной крови. Различий в полученных результатах не выявлено.

Отдельно было исследовано влияние времени хранения 
проб крови в вакутейнерах с ЭДТА до их помещения в стаби-
лизирующий раствор на результаты определения экспрессии 
мРНК JAK2. Представленные в табл. 4 результаты свиде-
тельствуют, что несмотря на то, что пороговые циклы мРНК 
ABL остаются стабильными 24 ч, пороговые циклы мРНК 
гена JAK2 со временем увеличиваются. Расчётные значения 
относительной экспрессии мРНК JAK2 наиболее стабильны 
в диапазоне 2 – 7 ч после взятия крови в вакутейнер с ЭДТА.  

В качестве примера возможного диагностического зна-
чения определения мРНК JAK2 были исследованы образцы 
венозной крови пациентов с онкогематологическими забо-
леваниями. На рис. 3 представлены результаты сравнения 
уровня экспрессии мРНК JAK2 в образцах венозной крови у 

Рис. 1. Пример графиков ПЦР-РВ для ABL и JAK2.
Рис. 2. График зависимости пороговых циклов ПЦР-РВ от 
разведения кДНК JAK2.

Т а б л и ц а  1 
Результаты определения аналитической вариации оценки 

уровня мРНК JAK2 в лейкоцитарных клетках венозной крови 

№ аликвоты Ct ABL Ct JAK2 Уровень мJAK2
1 23,3 23,2 1,09
2 23,4 23,2 1,12
3 22,5 23,7 0,45
4 23,1 23,1 0,97
5 22,0 22,7 0,61
6 22,6 22,8 0,86
7 22,6 22,7 0,95
8 23,0 23,2 0,87
9 22,5 23,5 0,51
10 22,3 23,6 0,41
CV 34,0%
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пациентов с ХМЛ, ХЛЛ и множественной миеломой. В отли-
чие от пациентов с ХМЛ, в лейкоцитах больных ХЛЛ и ми-
еломой наблюдалось значимое снижение экспрессии мРНК 
JAK2. При этом отмечается, что у пациентов с ХЛЛ на фоне 
терапии данный маркер значимо возрастает, хотя и остается 
сниженным относительно уровня контрольных значений.   

Важно отметить, что наблюдаемые сдвиги уровня экс-
прессии мРНК JAK2 не зависят от уровня циркулирующих 
лимфоцитов (рис. 4), что свидетельствует об обусловленном 
лейкомогенезом изменении обмена данной мРНК. 

Обсуждение. В настоящей работе впервые предпринята 
попытка определения количественного уровня мРНК гена 
JAK2 в образцах венозной крови человека методом ПЦР-
РВ. В отличиe от многочисленных исследований экспрессии 
мРНК данного гена в предварительно изолированных клет-
ках, биоптатах или клеточных культурах, непосредственное 
исследование цельной крови является более удобной и до-
ступной процедурой с точки зрения перспектив внедрения 
в практику клинической лабораторной диагностики. Кроме 
того, известно, что сами по себе процедуры предваритель-
ной изоляции отдельных клеток крови могут вызывать су-
щественные сдвиги в уровне экспрессии ряда РНК [16]. Вы-
явление связи данного маркера с функционированием вну-
триклеточных сигнальных систем, зависимых от активности 
янускиназы, позволит выделять отдельные варианты течения 
патологических процессов и проводить мониторинг эффек-
тивности таргетных препаратов.

Вместе с тем, определяемый уровень мРНК JAK2 в крови 
является интегральным показателем, отражающим суммар-
ный вклад разных источников этой мРНК, к которым отно-
сятся ретикулоциты, гранулоциты, моноциты и тромбоциты, 
а также эндотелиальные микровезикулы. Судя по результа-
там сравнительного изучения транскриптома клеток крови, 
максимальный уровень экспрессии JAK2 наблюдается среди 
различных субпопуляций лимфоцитов [17], что, очевидно, 

отражает активное участие данного фермента в трансляции 
цитокиновых сигналов. Поскольку уровень мРНК JAK2 
в разных клетках крови регулируется относительно неза-
висимо, изменение их пропорций в образце цельной крови 
оказывает безусловное влияние на степень биологической 
вариабельности данного маркера. Вместе с тем, данный 
факт нисколько не умаляет перспективной диагностической 
значимости в том случае, если динамика интегрального по-
казателя отражает особенности патогенеза и коррелирует с 
эффектом используемой терапии.

Один из краеугольных вопросов внедрения молекуляр-
но-генетических методов в клиническую практику является 
вопрос их стандартизации и снижения аналитической вари-
ации. В процессе нашей работы было продемонстрировано, 
что для снижения аналитической вариации необходимо ис-
пользовать дублирование проб начиная с этапа выделения 
РНК. Нами также проведена оценка влияния отдельных пре-
аналитических аспектов. Мы не наблюдали существенных 
различий между результатами тестирования проб крови, 
помещенной в течение первых часов после ее взятия в рас-
твор стабилизатора РНК и результатами тестирования лейко-
цитарной взвеси, полученной параллельно в тех же пробах 
после воздействия гемолитика (см. табл. 2, 3). Также не было 
выявлено явного влияния антикоагулянтов, использованных 
в качестве наполнителя систем взятия крови (см. табл. 2).  
Важным фактом для дальнейшей стандартизации метода 
явилось определение влияния времени хранения крови до 
проведения тестирования или до помещения ее в раствор 
стабилизатора (см. табл. 4). Рекомендуемое время тестиро-
вания должно быть ограничено максимально 6 часами после 
взятия крови в вакутейнер с ЭДТА. Альтернативный вариант 
должен предусматривать помещение пробы крови в раствор 
стабилизатора в диапазоне от 30 мин до 6 часов после взя-
тия крови. В соответствии с инструкцией к стабилизатору, 
собранную в него пробу крови необходимо заморозить и хра-

Т а б л и ц а  2 
Влияние наполнителей систем взятия венозной крови на уровень экспрессии мРНК генов- кандидатов в качестве генов «домашнего 

хозяйства» и мРНК JAK2 у доноров крови  

Наполнитель Ct ABL 
(min-max)

Ct TBP 
(min-max)

Ct GUS
(min-max)

Ct JAK2
(min-max)

JAK2
(∆Ct к ABL) 
(Ме, С25-С75)

Стабилизатор РНК 25,8 (24,9-26,0) 31,1 (31,0-31,8) 31,3 (30,9-31,6) 29,9 (29,7-30,2) 0,98 (0,67-2,9)
ЭДТА 25,9 (25,1-26,1) 32,04 (30,3-32,3) 31,7 (29,8-32,4) 30,97 (28,96-32,12) 0,82 (0,47-1,59)
CTAD 26,8 (26,1-27,2) 32,18 (31,9-32,5) 32,18 (31,9-32,4) 31,91 (31,35-32,67) 0,7 (0,43-1,52)
Гирудин 26,14 (25,2-26,7) 32,07 (31,0-32,3) 31,83 (30,8-32,7) 31,04 (30,6-32,1) 0,82 (0,36-1,55)
Цитрат 26,1 (25,7-26,9) 31,8 (31,2-32,0) 31,7 (30,6-32,2) 31,06 (30,0-31,98) 0,8 (0,79-1,2)

Т а б л и ц а  3 
Сравнение результатов определения мРНК JAK2 в пробах цельной крови, помещенной в раствор стабилизатора в течение 2 - 3 ч 

после взятия и результатов параллельного тестирования проб лейкоцитарной взвеси

Показатели Ct ABL (min-max) Ct JAK2 (min-max) JAK2 (Ме, С25-С75) р-уровень
Стабилизатор 24,2 (23,5-29,4) 28,5 (28,0-28,9) 1,7 (0,6-2,6)

0,32
Лейкоциты 22,3 (22,2-22,7) 26,3 (25,7-26,8) 1,4 (1,02-3,3)

Т а б л и ц а  4 
Влияние времени хранения образцов крови в вакутейнере с ЭДТА при комнатной температуре до помещения  

в стабилизирующий раствор

Время после взятия крови Количество проб Ct ABL (min-max) Ct JAK2 (min-max) JAK2 (Ме, С25-С75) р-уровень
5 мин 14 24,9 (23,1-28,9) 30,1 (28,7-37,2) 0,4 (0,01-1,1)
2-3 ч 20 24,9 (22,4-28,0) 31,6 (29,1-37,9) 0,19 (0,01-1,1)
6-7 ч 12 24,5 (22,1-26,4) 31,8 (29,5-39,9) 0,18 (0,01-0,9)
24 ч 22 24,4 (21,9-27,1) 31,78 (28,9-35,5) 0,09 (0,02-1,3) 0,003
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КЛИНИЧЕСКИЕ МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 3. Сравнительные уровни экспрессии мРНК JAK2 в пробах крови пациентов исследуемых групп.

Рис. 4. Отсутствие корреляции уровня лимфоцитов и экспрессии мРНК JAK у пациентов с ХЛЛ.
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нить при -18°С до выполнения теста, при этом не допускает-
ся повторное замораживание.

В качестве примера возможной диагностической значи-
мости метода определения экспрессии мРНК гена JAK2 в 
венозной крови было проведено предварительное исследова-
ние данного маркера у пациентов с тремя разными онкогема-
тологическими заболеваниями: ХМЛ, ХЛЛ и множественная 
миелома.  В пробах крови пациентов с множественной мие-
ломой, и особенно у пациентов с ХЛЛ до начала терапии, на-
блюдается существенное снижение экспрессии мРНК JAK2. 
Данный феномен выявлен впервые и очевидно свидетель-
ствует о нарушении функционирования JAK2-зависимых 
внутриклеточных регуляторных каскадах в онкотрансформи-
рованных лимфоцитах. У большинства пациентов, находя-
щихся на терапии, экспрессия мРНК JAK2 повышалась, хотя 
медиана значений в этой группе все еще оставалась ниже, 
чем у здоровых людей. Дальнейшее изучение диагностиче-
ских возможностей разработанного нами метода предпола-
гает выполнение анализа нескольких последовательных об-
разцов от одних и тех же людей с целью выявления внутри- и 
межиндивидуальной вариации и определение индивидуаль-
ных нормативных значений экспрессии данного гена в клет-
ках крови, а также поиск корреляций сдвигов уровня мРНК 
JAK2 с проявлениями патологических состояний, включаю-
щих нарушения активности янускиназ. 

Выводы:
1. Разработан оригинальный метод ПЦР-РВ для коли-

чественного определения мРНК JAK2 в образцах венозной 
крови, соответствующий требованиям системы MIQE и 
впервые получены значения уровня мРНК JAK2 в цельной 
крови здоровых людей.

2. Показано отсутствие существенного влияния на уро-
вень мРНК JAK2 различных наполнителей систем взятия 
крови: ЭДТА, цитрат, гирудин или CTAD. 

3. Определен оптимальный период времени хранения об-
разцов в пробирках с ЭДТА для сохранения стабильности 
мРНК JAK2, составляющий от 0,5 до 6 часов до начала ис-
следования или до помещения пробы в раствор стабилизато-
ра РНК.

4. Выявлено снижение уровня мРНК JAK2 в пробах ве-
нозной крови у пациентов с первичными ХЛЛ и множествен-
ной миеломой, но не при ХМЛ. Уровень маркера после нача-
ла терапии у пациентов с ХЛЛ значимо повышался, хотя и не 
возвращался в диапазон, характерный для здоровых людей. 

5. Определение мРНК JAK2 будет полезным для уточне-
ния особенностей патогенеза отдельных заболеваний, вовле-
кающих нарушение активности янускиназ и может стать до-
полнительным маркером прогноза и оценки эффективности 
терапии.

Финансирование. Исследование проведено в рамках 
инициативной темы НИР «Исследование диагностическо-
го значения микроРНК miR-155 и ее ассоциации с уровнем 
мРНК HIF 1а и 2а в клетках крови пациентов при ХЛЛ, ХМЛ 
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