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Семёнова Н.В., Мадаева И.М., Колесникова Л.И.

АКТИВНОСТЬ СИСТЕМЫ ГЛУТАТИОНА В КРОВИ ЖЕНЩИН С ИЗБЫТОЧНОЙ МАССОЙ 
ТЕЛА В ПОСТМЕНОПАУЗЕ

ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и репродукции человека», 664003, г. Иркутск, Россия

Одним из важных компонентов системы антиоксидантной защиты является система глутатиона, активность ко-
торой при избыточном весе меняет направленность в зависимости от гендерной и этнической принадлежности. Ре-
зультаты исследований с участием женщин с избыточной массой тела и возрастным дефицитом эстрогенов не пред-
ставляются однозначными. В исследовании приняли участие 61 женщина, находящиеся в постменопаузальном периоде, 
которые после клинико-анамнестического обследования были разделены на 2 группы: контроль (ИМТ = 19-24,9 кг/м2) 
и группа с избыточной массой тела (ИМТ = 25-29,9 кг/м2). Критериями исключения из исследования были: применение 
заместительной гормонотерапии, применение препаратов антиоксидантного ряда, заболевания эндокринного генеза, 
обострение хронических заболеваний, преждевременная ранняя менопауза, хирургическая менопауза. В крови определяли 
параметры липидного профиля с расчетом коэффициента атерогенности; уровни восстановленного и окисленного глу-
татиона с расчетом их соотношения, активность глутатион S-трансферазы и глутатионредуктазы. У женщин с из-
быточной массой тела выявлено повышение уровня триацилглицеролов (p=0,041) и холестерола в липопротеинах очень 
низкой плотности (p=0,044). При оценке активности системы глутатиона у женщин основной группы по сравнению с 
контролем отмечено повышение активности глутатион–S-трансферазы (р=0,023) и глутатионредуктазы (р=0,022), 
однако уровни восстановленного и окисленного глутатиона, а также их соотношение не отличаются от контрольных 
значений. Полученные результаты свидетельствуют об активации ферментативного звена системы глутатиона в от-
вет на изменения липидного статуса у женщин с избыточной массой тела, находящихся в постменопаузальном периоде.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  постменопауза; глутатион; избыточная масса тела.
Для цитирования: Семёнова Н.В., Мадаева И.М., Колесникова Л.И. Активность системы глутатиона в крови женщин с 
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Введение. Менопауза представляет собой естествен-
ный физиологический процесс, являясь при этом крити-
ческим периодом в жизни женщины в связи с инволю-
ционной гормональной перестройкой, прежде всего ги-
поэстрогенией, способствующей развитию целого ряда 
расстройств [1]. Эстрогеновая недостаточность, нарас-
тающая по мере прогрессирования менопаузы, может 
стать причиной увеличения веса, изменения липидного 
профиля [2-4], что в свою очередь может стать причи-
ной интенсификации процессов липопероксидации, для 
инактивации токсичных продуктов которых в организме 
существует система антиоксидантной защиты (АОЗ) [5]. 
Результаты проведенных ранее исследований показали, 
что снижение антиоксидантного статуса в менопаузе 
может быть связано с возрастным снижением уровня 
эстрогенов, мелатонина, витаминов, глутатиона, актив-
ности антиоксидантных ферментов [3, 6–10]. Однако 
есть исследования, результаты которых демонстрируют 
повышение антиоксидантного статуса и снижение окис-
лительного повреждения [11, 12].

Одним из наиболее важных гидрофильных анти-
оксидантов является глутатион. Его антиоксидантное 
действие реализуется за счет участия в работе антиок-
сидантных ферментов путем прямого взаимодействия с 
супероксидными радикалами, конкурируя с супероксид-
дисмутазой, а также самопроизвольно взаимодействуя 
с различными пероксидами и свободными радикалами 
органических соединений, образующихся под действием 
активных форм кислорода [13]. Более того, предполага-
ется, что снижение клеточного глутатиона ниже порого-
вого уровня составляет апоптотический сигнал, который 
инициирует активацию рецептора смерти или передачу 
сигналов митохондрий апоптоза [14]. Глутатион-опос-
редованное восстановление гидропероксидов требует 
ферментативного катализа глутатионпероксидазой. Глу-
татион S-трансферазы детоксифицируют ксенобиотиче-
ские соединения, катализируя конъюгацию глутатиона с 
неполярными субстратами. После восстановления окис-
лителей или детоксикации токсичных веществ глутатион 
переходит в окисленную форму, восстановление которой 
катализируется НАДФН-зависимой глутатионредуктазой 
и системой тиоредоксина [15]. Результаты проведенных 
ранее исследований по изучению активности глутатио-
новой системы при избыточном весе не представляются 
однозначными [16, 17] и требуют дальнейшего исследо-
вания проблемы для последующей разработки методов 
коррекции метаболических нарушений. 

Целью данной работы явилась оценка активности си-
стемы глутатиона в крови у женщин с избыточной мас-
сой тела в постменопаузе. 

Материал и методы. Исследование с участием 
женщин, находящихся в постменопаузальном периоде 
(n=61), было проведено на базе «Научного центра про-
блем здоровья семьи и репродукции человека». Иссле-
дование соответствует этическим нормам Хельсинской 
декларации Всемирной медицинской ассоциации (1964 
г., последний пересмотр Форталеза, Бразилия, 2013 г.). 
Каждая женщина подписала информированное согласие 
на участие в проводимом исследовании.

Всем женщинам было проведено клинико-анамне-
стическое обследование, определение активности ком-
понентов системы глутатиона. Для включения женщин 
в исследование были использованы следующие крите-
рии: возраст старше 50 лет, отсутствие менструальной 
функции более 24 мес, тонкий нефункциональный эндо-
метрий, М-эхо 0,3 см или меньше, отсутствие фоллику-
лярного аппарата яичников, уровень фолликулостиму-
лирующего гормона (ФСГ) >20 мЕд/мл, индекс лютеи-
низирующего гормона /ФСГ<1 [18].

Критериями исключения из исследования были: при-
менение заместительной гормонотерапии, применение 
препаратов антиоксидантного ряда, заболевания эндо-
кринного генеза, обострение хронических заболеваний; 
преждевременная ранняя менопауза, хирургическая ме-
нопауза.  

В зависимости от индекса массы тела (ИМТ) женщи-
ны были разделены на две группы: контрольная (n=21) 
с нормальным весом (ИМТ = 19-24,9 кг/м2) и основная 
(n=40) с избыточной массой тела (ИМТ = 25–29,9 кг/м2).

Для проведения биохимических исследований была 
использована венозная кровь, забор которой проводили 
с 8.00 до 9.00 ч натощак в соответствии с общеприняты-
ми требованиями. Кровь центрифугировали 10 мин при 
1500 об/мин., а эритроциты трижды промывали 0,9% 
NaCl. Определение параметров липидного профиля в 
сыворотке крови проводили немедленно. Плазму крови 
для определения активности глутатионредуктазы, глу-
татион S-трансферазы и эритроциты для определения 
уровня глутатиона хранили замороженными при -40° C, 
но не более одного месяца.

На спектрофлюорофотометре «SHIMADZU RF-1501» 
(Япония) определяли содержание восстановленного и 
окисленного глутатионов (GSH и GSSG, млмоль/л) –  
методом P.J. Hisin и R. Hilf [19]. Активность глутатион-
редуктазы (усл.ед.) определяли спектрофторфотометри-
ческим методом с использованием коммерческих на-
боров «Randox» (Великобритания) на автоматическом 
анализаторе «BTS-330» (Польша). Активность глутатион 
S-трансферазы (нг/мл) определяли иммуноферментным 
анализом с использованием наборов «ImmunDiagnostik» 
(Германия) на анализаторе «BioTek EL × 808» (США). 

Параметры липидного обмена определяли согласно 
рекомендациям В.С. Камышникова [20] на анализаторе 
BTS-330 (Польша) с использованием коммерческих на-
боров Bio Systems (Испания).

Полученные данные обрабатывали в программе 
STATISTICA 10. Данные представлены в виде среднего 
арифметического ± стандартное отклонение (m±σ) (для 
возраста и ИМТ); медианы, первого и третьего квар-
тилей (Ме [Q1;Q3]) (для биохимических показателей). 
При анализе межгрупповых различий для независимых 
выборок использовали критерий Манна-Уитни (U-Test). 
Критический уровень значимости принимался за 5% 
(0,05). 

Результаты. Параметры липидного профиля в ис-
следуемых группах представлены в таблице. У женщин 
с избыточной массой тела выявлено достоверно значи-
мое повышение уровня триацилглицеролов (p=0,039) и 
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Основные характеристики и показатели липидного профиля в исследуемых группах

Показатель Контроль, n=21 Избыточная масса тела, n=40
m ± σ

Возраст, годы 54,24±4,54 55,73±4,02
Рост, м 1,61±0,04 1,62±0,07
Вес, кг 60,16±5,87 70,27±6,35*
ИМТ, кг/м2 22,95±1,63 27,08±1,31*

Ме [Q1;Q3])
Общий холестерол, ммоль/л 4,91 [4,43; 5,33] 4,90 [4,09; 5,89]
Триацилглицеролы, ммоль/л 0,87 [0,65; 1,27] 1,01 [0,63; 1,55]*
Холестерол липопротеинов высокой плотности, ммоль/л 1,24 [1,04; 1,49] 1,15 [0,94; 1,35]
Холестерол липопротеинов низкой плотности, ммоль/л 3,35 [2,66; 3,59] 3,24 [2,67; 3,86]
Холестерол липопротеинов очень низкой плотности, ммоль/л 0,40 [0,30; 0,58] 0,49 [0,39; 0,81]*
Коэффициент атерогенности 2,90 [2,27; 4,44] 3,25 [2,51; 4,15]

П р и м е ч а н и е . *- статистически значимые различия между группами (p<0,05).

Рис. 1. Активность глутатион–S-трансферазы в исследуемых группах. Здесь и на рис. 2: * - статистически значимые различия 
между группами, p<0,05.

Рис.2. Активность глутатионредуктазы в исследуемых группах. 
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холестерола в липопротеидах очень низкой плотности 
(p=0,044).

При оценке активности системы глутатиона у жен-
щин основной группы по сравнению с контролем отме-
чено повышение активности глутатион –S-трансферазы 
(р=0,023) (рис. 1) и глутатионредуктазы (р=0,022) (рис. 2). 

Уровни восстановленного и окисленного глутатио-
на (2,64 [2,49; 3,19] и 1,94 [1,70; 2,41] соответственно) 
в группе женщин с избыточной массой тела не отлича-
лись от контрольных значений (2,59 [2,36; 3,09] и 1,83 
[1,59; 2,18] соответственно). Наравне с этим, не выявле-
но достоверных различий по соотношению GSH / GSSG 
между основной группой и контролем (1,16 [1,09; 1,68] 
и 1,47 [1,36; 1,55] соответственно). 

Обсуждение. Полученные в данном исследовании 
результаты свидетельствуют об изменении липидного 
профиля у женщин с избыточной массой тела в постме-
нопаузе, что согласуется с рядом исследований [2, 3]. К 
настоящему времени было проведено несколько иссле-
дований влияния жировых отложений на антиоксидант-
ный статус и развитие окислительного стресса [21-23]. 
Результаты большинства исследований демонстрируют 
корреляцию высокого уровня жира в организме с низкой 
антиоксидантной активностью и высоким окислитель-
ным стрессом [24-26], хотя в некоторых исследованиях 
показан противоположный эффект или отсутствие раз-
ницы [16,27,28]. Среди представленных работ мы не 
нашли исследований на выборке женщин, находящихся 
в постменопаузальном периоде и имеющих избыточную 
массу тела, что затрудняет сопоставимость полученных 
результатов.

Известно, что результатом окисления полиненасы-
щенных жирных кислот является образование высоко-
токсичных альдегидов, таких как транс-4-гидрокси-2-
ноненаль и транс-4-оксо-2-ноненаль, образующих ад-
дукты белков и ДНК. При избытке жировых отложений 
в организме происходит избыточное образование альде-
гидов, инактивация которых происходит посредством их 
конъюгации с глутатионом. Данная реакция катализиру-
ется глутатион S-трансферазой. Результаты данного ис-
следования демонстрируют активацию ферментов, уча-
ствующих в работе глутатионовой системы, в ответ на 
изменения липидного профиля при избыточной массе 
тела, что может свидетельствовать о возможной интен-
сификации процессов липопероксидации с образовани-
ем токсичных альдегидов. В данном случае повышение 
активности глутатион S-трансферазы необходимо для 
процессов детоксикации, а глутатионредуктазы – для 
своевременного восстановления окисленной формы 
глутатиона. Учитывая контрольные уровни как восста-
новленной, так и окисленной форм глутатиона у жен-
щин с избыточной массой тела в постменопаузе, можно 
предположить, что активность глутатион S-трансферазы 
и глутатионредуктазы достаточна для поддержания ти-
ол-дисульфидного равновесия. Учитывая неотъемлемые 
изменения в липидном метаболизме у женщин с насту-
плением менопаузы возможен факт активации фермен-
тов глутатиона при избыточной массе тела в качестве 
защитной реакции на изменения липидного профиля в 
сторону накопления липопротеинов очень низкой плот-
ности в постменопаузе. Дальнейшее повышение массы 
тела и уровня атерогенных фракций липопротеидов с 
развитием ожирения может повлечь более интенсивное 
образование продуктов липопероксидации, приводящее 
к истощению системы антиоксидантной защиты. Для 

подтверждения этого необходимо провести дополни-
тельное аналогичное исследование с участием группы 
женщин с ожирением, что является лимитацией насто-
ящей работы. 

Bыводы:
1. Изменения липидного профиля у женщин с избы-

точной массой тела в постменопаузе обусловлены по-
вышением уровня триацилглицеролов и холестерола в 
липопротеинах очень низкой плотности. 

2. Избыточная масса тела у женщин в постменопа-
узе сопровождается тиол-дисульфидным равновесием с 
активацией ферментативного звена системы глутатиона.
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Высокая частота встречаемости, неблагоприятный прогноз, отсутствие методов диагностики начальных этапов 
развития острого повреждения почек (ОПП) у пациентов с COVID-19 (coronavirus disease 2019 − коронавирусное за-
болевание 2019) предопределяют актуальность выбранной темы. Целью обзора явился анализ литературы для поиска 
и обоснования выбора маркеров ранней диагностики ОПП на основе механизмов его формирования. Проанализированы 
результаты белее двухсот работ следующих медицинских баз данных: РИНЦ, Scopus, The Cochrane Library, MEDLINE. 
Рассмотрены факторы риска развития и прогрессирования ОПП, такие как гипоксемия, повышение внутригрудного 
давления на фоне острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС), артериальная гипертония (АГ) с эндотелиаль-
ной дисфункцией, сахарный диабет. Раскрыты ключевые звенья патогенеза ОПП при COVID-19 как прямого цитопати-
ческого действием SARS-CoV-2, так и за счёт иммуноопосредованного (цитокининдуцированного) механизма. Обозначе-
ны различные методологические подходы к поиску и определению маркеров на основе анализа протеома и метаболома 
мочи. Выявлены перспективные направления в диагностике начальных этапов ОПП: определение маркеров повреждения 
проксимальных канальцев, как наиболее чувствительных к гипоксии, и метаболитов АТФ, отражающих начальные эта-
пы расстройства энергетического обмена в эпителии канальцев. Для оценки прогноза течения патологии рассмотрена 
возможность одномоментного изучения ряда биомаркёров при помощи неинвазивных методов обследования. Идентифи-
кация высокочувствительных и специфичных маркёров начальных этапов развития ОПП позволит повысить точность 
диагностики, обосновать показания к раннему началу терапии, прогнозировать исход заболевания.
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An relevance of the topic was defined by the high occurrence, unfavorable prognosis, lack of diagnostic techniques for early stages 
of acute kidney injury (AKI) disclosed in patients with COVID-19 (Coronavirus Disease 2019). Screening of medical literature for 
selection of AKI preclinical biomarkers was considered as main aim of this review. More than 200 publications from Russian Science 
Citation Index (RSCI), Scopus, The Cochrane Library, and MEDLINE were reviewed. Such risk factors as hypoxemia, increased 
intrathoracic pressure associated with Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS), hypertension (HT) involving endothelial 
dysfunction, and Diabetes mellitus were considered to be associated with AKI. There were explicated cytopathic and immune-
mediated (cytokine-induced) mechanisms of COVID-19 associated AKI pathogenesis. Multiple methodological approaches were 
defined for detection and identification of the biomarkers based on urine proteome and metabolome screening. Perspective ways 
in the preclinical diagnostics of AKI such as detection of the markers of injury of the hypoxia-sensitive proximal canaliculi and 
the ATP metabolites that reflect first stages of the energy metabolism disorder in the epithelium lining canaliculi were identified 
in this study. The instantaneous and non-invasive investigation of different markers was regarded as possible method of the 
prognostication. The accuracy of the diagnosis on the initial stages of AKI, substantiate for preventive start of therapy, and make 
projections on the disease`s outcome will be improved due to the identification of high-sensitive specific biomarkers.
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Введение. При тяжелых формах поражения лёгких, 
частота которых составила около 25%, основной мише-
нью для действия вируса явились почки [1]. Y. Cheng и 
соавт. [2] установили, что SARSCoV2 приводил к разви-
тию ОПП, которое считали независимым фактором ри-
ска неблагоприятного исхода заболевания. Исследова-
ния показали, что частота ОПП у пациентов, инфициро-
ванных COVID-19, составляла 3-15% [3]. У пациентов с 
тяжелой инфекцией COVID-19 в отделениях интенсив-
ной терапии (ОИТ) данный показатель повышался до 
14,5–50%, а количество нуждающихся в заместительной 
почечной терапии (ЗПТ) − до 25% [4]. По последним 
данным частота ОПП среди поступающих в ОИТ до-
стигала 80-89% [5]. Около 75% пациентов с COVID-19 
госпитализировали уже с признаками ОПП, а именно с 
протеинурией и гематурией. Исключение из исследова-
ния больных с ранее установленным диагнозом «хрони-
ческая болезнь почек» (ХБП), позволило предположить 
вирусную этиологию ОПП [6]. Летальность среди паци-
ентов находившихся на ЗПТ составила около 55%, а по-
требность в гемодиализе после выписки из стационара 
сохранялась у каждого третьего [7]. 

Используемые критерии диагностики нарушения 
почечной функции (повышение уровня креатинина и 
мочевины крови, наличие и уровни протеинурии и ге-
матурии) неспецифичны и указывают на глубокое и 
необратимое поражение почек. Развитие ОПП можно 
предупредить ещё на этапе обратимых изменений, ис-
пользуя неинвазивные методы диагностики. Это позво-
лит уменьшить показатели летальности, снизить число 
пациентов нуждающихся в ЗПТ, и, следовательно, в 
значительной мере снизить нагрузку на медицинских 
работников. Однако медленное внедрение этих мето-
дов диагностики в клиническую практику угрожает не 
только многочисленными человеческими жертвами, но 
и крупными экономическими потерями. 

Цель обзора - поиск потенциальных мишеней для 
ранней диагностики ОПП у пациентов с COVID-19.

Факторы риска развития ОПП у пациентов с CO-
VID-19. S. Peerapornratana и соавт. [8], анализируя ре-
зультаты более двух сотен работ установили, что ОПП 
предопределяет тяжесть и исход любой патологии.

В качестве факторов риска развития ОПП у пациен-
тов с COVID-19 рассматривались: гипоксемия, повы-
шенное внутригрудное давление, обусловленные нару-
шенным газообменом на фоне острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС), артериальная гипертония 
(АГ) и сахарный диабет [9,10]. Эндотелиальная дис-
функция при повышении артериального давления при-
водила к системной вазоконстрикции с последующим 
развитием тяжёлой гипоксии с исходом в некроз [11].

Мнение относительно влияния ингибиторов АПФ 
(ангиотензин-превращающий фермент) на частоту раз-
вития и тяжесть ОПП неоднозначно. W.H. Liang и соавт. 
[10] установили, что ингибиторы АПФ (иАПФ) наруша-
ли регуляцию почечного кровотока, приводя к гиповоле-

мии и возможному формированию преренальной формы 
ОПП. Однако, L.F. Buckley и соавт. [12] определили, что 
прекращение приёма иАПФ усугубляло течение АГ и 
приводило к нарушению функции почек вплоть до раз-
вития ОПП. H.R. Reynolds и соавт. [13] не выявили связи 
между приёмом иАПФ и тяжестью течения COVID-19.

Среди факторов риска развития ОПП у пациентов с 
COVID-19 рассматривали нефротоксическое действие 
рентгеноконтрастных препаратов, однако данный во-
прос до настоящего времени не изучен [14].

Закономерными факторами риска ОПП считали на-
личие у пациента ХБП. Y. Cheng и соавт. [2] установили, 
что частота ОПП у больных с ХБП была достоверно вы-
ше, чем без ХБП. Пациенты, несмотря на благоприят-
ный исход ОПП, нуждались в последующем динамиче-
ском наблюдении с целью своевременной регистрации 
признаков хронизации процесса. Однако более конкрет-
ных данных относительно рассматриваемого вопроса в 
литературе нет.

Учитывая высокие показатели общей летальности у 
пациентов с ОПП на фоне COVID-19, особое внимание 
исследователей направлено на анализ факторов риска 
госпитальной летальности. Q. Ruan и соавт. [15] дока-
зали, что исходно повышенные уровни креатинина и 
мочевины в крови, протеинурия и гематурия – независи-
мые факторы риска данного показателя. G. Pei и соавт. 
[6] определили, что протеинурия и гематурия регистри-
ровались у 65,5% и 41,7% пациентов соответственно. 
При этом смертность больных с ОПП и выявленными 
изменениями в крови и моче была в 5,3 раз, а по некото-
рым данным в 9 раз выше, чем без ОПП. Установлено, 
что неблагоприятный исход возможен и после полного 
купирования лёгочной симптоматики и, вероятно, обу-
словлен повреждением почек, что требовало дальней-
шего наблюдения [6].

Механизмы формирования ОПП у пациентов с CO-
VID-19. Среди причин развития ОПП рассматривали: 1. 
повреждение проксимальных канальцев; 2. гломерулопа-
тии, микротромботическую ангиопатию; 3. пререналь-
ную азотемию и осложнения лечения COVID-19 [9].

Результаты большинства работ указывали на то, 
что наиболее частой причиной развития ОПП (более 
60% всех случаев) явился острый канальцевый некроз 
(ОКН). В одной из работ на долю ОКН, гломерулярной 
ишемии и микротромботической ангиопатии приходи-
лось 75, 15 и 11% соответственно [16]. H. Su и соавт. 
[17] показали, что повреждение канальцев наблюдалось 
во всех образцах почек при аутопсии, тогда как патоло-
гических изменений со стороны гломерул и данных за 
тромбоз капилляров установлено не было. 

Острый канальцевый некроз. ОКН и повреждение 
гломерул могли быть обусловлены как прямым цитотокси-
ческим действием SARS-CoV-2, так и за счёт иммуноопос-
редованного (цитокининдуцированного) механизма [17]. 

Прямое цитопатическое действие вируса. E. Gkog-
kou и соавт. [18], проведя молекулярно- генетическое 
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исследование выявили высокую экспрессю генов ре-
цептора ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2 − анги-
отензин-превращающий фермент 2) и TMPRSS (cellular 
transmembrane serine proteases − трансмембранная сери-
новая протеаза 2) в подоцитах и проксимальных каналь-
цах, которая не уступала уровню экспрессии в других 
органах. Анализ секвенирования РНК тканей человека 
подтвердил высокую коэкспрессию генов ACE2 и TM-
PRSS2 в подоцитах и проксимальных тубулоэпители-
альных клетках (ТЭК) [19]. Экспрессия гена рецептора 
ACE2 в почках была в 100 раз выше, чем в легочной и 
других тканях [19]. Эти данные свидетельствовали о 
высокой тропности SARS-CoV-2 к этим клеткам, что 
позволило рассматривать почки как потенциальную ми-
шень для первичного повреждения при COVID-19, а не 
как осложнение основного заболевания [18]. В 43,9-63% 
случаев инфицирование SARS-CoV-2, в том числе с раз-
витием ОПП сопровождалось выраженной протеинури-
ей, генез которой не установлен [20]

Прямое цитотоксическое действие подтверждено 
обнаружением фрагментов гена РНК SARS-CoV2 при 
помощи иммуногистохимии и гибридизации почечной 
ткани при аутопсии [21]. B. Diao и соавт. [22] подтверди-
ли полученные данные путём обнаружения белка нукле-
окапсида SARS-CoV-2 в почечных канальцах. H. Su et 
al. [17] при помощи электронной микроскопии выявили 
скопления коронавирусных частиц в эпителии почеч-
ных канальцев и подоцитах. Однако J.H. Ng и соавт. [23] 
установили, что SARS-CoV-2 редко идентифицировал-
ся с помощью иммуногистохимии или гибридизации, 
а электронная микроскопия − неинформативный метод 
диагностики. Последний базируется исключительно на 
морфологии и размере вирусных частиц, что создаёт 
сложности в дифференцировке их от нормальных кле-
точных структур. 

Цитокининдуцированный системный воспалитель-
ный ответ. Внутриклеточная вирусная репликация при-
водила к активации инфламмасомы, что сопровожда-
лось массивной секрецией провоспалительных цитоки-
нов. Последние приводили к пироптозу с последующим 
развитием CRS (cytokine release syndrome − синдром 
высвобождения цитокинов или «цитокиновый шторм») 
[24]. X.W. Pan и соавт. [19] подчеркнули, что именно ци-
токины повреждали здоровые ткани других органов, а 
не SARS-CoV-2. 

Каждый из провоспалительных маркёров мог запу-
скать или способствовать прогрессированию эндотели-
альной и канальцевой дисфункции, тем самым участвуя 
в развитии и прогрессировании ОПП у пациентов с 
COVID-19 [26,27]. У этих больных неоднократно была 
выявлена повышенная сывороточная концентрация IL6 
(Interleukin 6 – интерлейкин 6), что указывало на гипер-
воспалительную реакцию в лёгких и почках с высоким 
риском исхода в ПОН [25]. 

Гломерулопатии и микротромботические ангиопа-
тии. S. Kissling и соавт. [26] сообщили об очаговой гло-
мерулопатии и определении в подоцитах вакуолей с мно-
гочисленными сферическими частицами, которые рас-
сматривались в качестве вирусных включений. Z. Varga и 
соавт. [27] при аутопсии обнаружили преимущественную 
локализацию SARS-CoV-2 в эндотелии клубочках, одна-
ко сделать чёткие выводы о первичном повреждении ви-
русом гломерул или их вторичном повреждении на фоне 
ПОН не удалось. Это требовало экспериментальных ра-
бот по изучению биопсийного материала [28].

Исследование биоптатов почек у пациентов с ОПП 
на фоне COVID-19 позволило установить помимо ОКН 
выраженное повреждение гломерул с исходом в скле-
роз [29]. Однако полное отсутствие вирусных частиц в 
структурах нефрона поставило под сомнение существо-
вание прямого цитотоксического действия SARS-CoV-2. 
По всей видимости, патологические эффекты вируса 
осуществлялись посредством провоспалительных цито-
кинов [29]. Генетический анализ и исследование цитоки-
нового профиля сыворотки крови позволили выдвинуть 
предположение, что у данной категории пациентов по-
вреждение гломерул обусловлено генетической предрас-
положенностью (экспрессия гена APOL1 (apolipoprotein 
L1 – аполипопротеин L1) и действием провоспалитель-
ных факторов: IL2, IL6, IL7, (Interleukin 2,6,7 – интерлей-
кин 2,6,7), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) 
[27]. Установлено, что внутрисосудистая коагуляция в 
гломерулярных капиллярах коррелировала с высоки-
ми сывороточными показателями IFN-α (Interferon-α – 
интерферон-α). Последний, в свою очередь, активируя 
экспрессию гена APOL1, приводил к так называемому 
«повторному удару» с массивным повреждением подо-
цитов [29].

Таким образом, доказана важная роль цитокинов в 
инициации, развитии и прогрессировании ОПП у паци-
ентов с COVID-19, что даёт возможность использовать 
их в качестве молекулярных мишеней для ранней диа-
гностики патологии. 

Молекулярная диагностика ОПП у пациентов 
с COVID-19. Процесс должен быть автоматизирован, 
эффективен в соотношении «количество обнаружен-
ных биомаркеров/продолжительность анализа», чув-
ствителен к выбранным молекулам и иметь доступную 
себестоимость. Перспективный биомаркер − сочетать 
высокую специфичность к искомой патологии, иметь 
возможность раннего обнаружения, иметь спектр кон-
центраций, позволяющий определить конкретную ста-
дию повреждения и/или отследить реакцию пациента на 
терапию, быть получен из доступных образцов, взятых 
неинвазивным методом.

На декабрь 2020 г. не существует методов молекуляр-
ной диагностики (МД) почечных заболеваний (в данном 
случае – ОПП), которые бы отвечали всем заявленным 
требованиям [30].

Современные методы диагностики ОПП у пациен-
тов с COVID-19. Отправными точками в диагностике 
ОПП у пациентов с COVID-19 в настоящее время оста-
ются показатели креатинина и мочевины в биохимиче-
ском анализе крови [2]. Креатинин − функциональный 
биомаркер, уровень которого в крови повышается лишь 
спустя сутки после снижения скорости клубочковой 
фильтрации. Кроме того, у пациентов, чья функция по-
чек исходно была снижена, определялось замедление 
роста показателей данного биомаркёра [29]. В ходе изу-
чения роли плазменных факторов в диагностике ОПП, у 
больных с COVID-19 исходно высокий уровень креати-
нина и мочевины крови выявлен лишь в 15,5% и 14,1% 
соответственно [2].

Перспективной биологической жидкостью для опре-
деления повреждения почек является моча. Однако ши-
рокий спектр химического состава и разнообразный 
метаболом, который, во-первых, может быть не связан 
напрямую с исследуемой патологией, а во-вторых − на-
ходится под влиянием внешних и внутренних показате-
лей (питания, образа жизни, водного баланса, возраста и 



589

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021 66(10)
https://dx.doi.org/110.51620/0869-2084-2021-66-10-586-592

БИОХИМИЯ

т.д.) ограничивают её использование. Наиболее распро-
страненным способом обследования пациентов являет-
ся общий анализ мочи. На ОПП при COVID-19 могут 
указывать протеинурия и/или гематурия, которые опре-
делялись в 44% и 26,7% случаев соответственно [2]. 
Однако данные изменения регистрировались на стадиях 
необратимого повреждения и не подходили для ранней 
диагностики.

Перспективные методы диагностики ОПП у па-
циентов с COVID-19. Протеомный анализ. Протеом −  
совокупность белков, транслированных из информаци-
онной РНК, или транскриптома. Протеомный анализ 
играет ведущую роль в поиске маркеров повреждения 
почек при COVID-19, так как большинство из них яв-
ляются белками. Все из приведенных далее маркеров 
обнаруживаются в моче, но зачастую не при использо-
вании масс-спектрометрия (МС), а с помощью ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay − иммунофермент-
ным анализом). 

На данный момент МС − многообещающий и точный 
метод в данной области. Представляет собой инстру-
ментальный метод определения структуры соединений 
посредством перевода вещества в ионизированное со-
стояние, разделения образующихся ионов по величинам 
отношения массы к заряду и регистрации ионов каж-
дого вида [31]. Главным преимуществом МС является 
возможность определять одномоментно большое коли-
чество молекул на множестве проб за небольшой проме-
жуток времени. Следовательно, есть возможность сде-
лать комплексный анализ на все маркеры ОПП, а не на 
ограниченное количество, как в случае с ELISA. Кроме 
того последний метод является дорогим и неавтомати-
зированным.

Наибольший интерес представляет исследование 
полимеров с массой до 20-25 kDa, позволяющие на-
блюдать спектры высокого разрешения и не требующие 
предварительного фракционирования и очищения про-
бы от других низкомолекулярных соединений.

Среди известных полимеров, особое значение уделя-
ют маркёрам повреждения проксимальных канальцев, 
как наиболее чувствительных к гипоксии [32]: цистатин 
С, NGAL (neutrophil gelatinasae-associated lipocalin −  
липокалин, ассоциированный с желатиназой нейтрофи-
лов), TIMP-2 (tissue inhibitor of metalloproteinases-2 − тка-
невой ингибитор металлопротеиназы-2), KIM-1 (Kidney 
Injury Molecule-1 − молекула повреждения почек-1), L-
FABP (liver-type fatty acid–binding protein − протеин пе-
ченочного типа, связывающий жирные кислоты), IL-18 
(interleukin-18 – интерлейкин-18), IGFBP-7 (insulin–like 
growth factor binding protein − инсулиноподобный бе-
лок-7, связывающий фактор роста), NAG (N-ацетил-β-
D-глюкозаминидаза).

Цистатин С − внеклеточный ингибитор цистеиновых 
протеаз, полипептид, состоящий из 120 аминокислотных 
остатков и синтезирующийся всеми ядросодержащими 
клетками организма. Цистатин С свободно фильтруется 
через клубочковую мембрану, однако в норме, в отличие 
от креатинина, полностью метаболизируется прокси-
мальными ТЭК. Цистатин С плазмы крови является био-
маркером дисфункции гломерулярного аппарата, а ци-
статин С мочи − дисфункции проксимальных ТЭК [33]. 
Так, H. Fattah и соавт. [33] показали, что данный фактор –  
оптимальный индикатор гломерулярной дисфункции 
при определении его в сыворотке крови. Однако повы-
шение уровня цистатина С в биологических средах мог-

ло быть ассоциировано не только с ОПП, но и сепсисом 
и неблагоприятным клиническим исходом [34].

NGAL, также известный как липокалин-2, в норме 
стимулирует дифференцировку и структурную реорга-
низацию эпителия канальцев [35]. Уровень данного про-
теина значительно повышался в моче (uNGAL) в ответ 
на ишемическое и токсическое повреждение почки. При 
ОПП uNGAL, синтезированный в дистальных частях 
нефрона, ингибировал бактериальный рост, связывал 
ионы железа, стимулировал пролиферацию клеток в 
данном сегменте и угнетал их апоптоз. NGAL, фильтру-
ясь в гломерулах, реабсорбировался в проксимальных 
канальцах путем эндоцитоза с последующим расщепле-
нием в лизосомах. Таким образом, увеличение концен-
трации данного маркёра в моче могло указывать на по-
вреждение проксимальных канальцев. Установлено, что 
уровни NGAL в сыворотке и моче коррелировали как с 
ОПП, так и с сепсисом и другими состояниями [35].

TIMP-2 с молекулярной массой 21 kDa – фермент, ко-
торый экспрессируется преимущественно в клубочках и 
канальцах почки и участвует в блокировке клеточного 
цикла на уровне G1-фазы. Деление клеток почечных 
канальцев останавливалось на данном этапе преиму-
щественно после ишемического повреждения, что под-
тверждалось высокой экспрессией TIMP-2 при ОПП 
[36]. 

TIMP-2 в биологических средах определялся вместе 
с IGFBP-7. Последний − белок, являющийся маркером 
стресса клетки в раннюю фазу повреждения канальцев. 
IGFBP-7 также может инициировать остановку G1-
фазы, что блокирует деление потенциально поврежден-
ной клетки. Возможен также и паракринный сигналь-
ный эффект данного фактора на соседние клетки. Таким 
образом, данные белки, являясь маркёрами остановки 
клеточного цикла, отражают острое и необратимое по-
вреждение ТЭК. F. Husain-Syed и соавт. [36] установи-
ли, что IGFBP-7 и TIMP-2 могут выступать в качестве 
факторов риска прогрессирования ОПП у пациентов с 
COVID-19. Авторы доказали, что на начальной стадии 
ОПП мочевые уровни IGFBP- 7 и TIMP-2 не отличались 
от нормальных показателей. Регистрация низких моче-
вых концентраций данных маркёров у пациентов без 
последующего прогрессирования ОПП подтверждало 
возможную распространенность субклинического по-
вреждения почек при COVID-19 и требовало дальней-
шего исследования. У пациентов со 2 и 3 стадией ОПП 
регистрировались высокие показатели этих маркёров. В 
ходе работы доказано, что у всех пациентов с исходны-
ми мочевыми уровнями TIMP-2 и IGFBP7 более 2 нг/мл 
1 стадия ОПП неизбежно прогрессировала до 3-й ста-
дии и требовала ЗПТ, менее 0,3 нг/мл – прогрессирова-
ния не наблюдалось [36]. 

Kidney injury molecule-1 (KIM-1) − трансмембран-
ный гликопротеин, который не обнаруживается в нор-
мальных тканях почек, однако высоко экспрессируется 
эпителием проксимальных канальцев при ишемии или 
токсическом повреждении. Гликопротеин является фос-
фатидилсериновым сквенджер-рецептором, который 
трансформирует эпителиальные клетки проксимальных 
канальцев в «полупрофессиональные» фагоциты для 
очистки просвета канальцев от апоптотического дебри-
са. Рост уровня мочевого KIM-1 регистрируется даже 
при небольшом повреждении почек (включая нефро-
токсическое действие), что позволяет использовать его 
для ранней диагностики ОПП. S.G. Coca и соавт.. [37] в 
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ходе изучения биомаркеров повреждения почек (NGAL, 
IL-18, KIM-1 и L-FABP) в моче установили повышение 
только уровня KIM-1, что позволило им сделать выводы 
о решающем значении данного фактора в прогнозирова-
нии течения ОПП и исхода заболевания. 

T. Luther и соавт. [38] помимо КIМ-1 в моче опреде-
ляли содержание цистатина С, NGAL и TIMP-2. Авторы 
выявили, что при поступлении уровень цистатина С был 
повышен в моче в 75% случаев, NGAL – 25%, КIМ-1 и 
TIMP-2 − 67% и 50% соответственно. Таким образом, 
исходные мочевые показатели всех вышеуказанных био-
маркёров были повышены у большинства пациентов, 
однако это не позволяло достоверно судить о степени 
повреждения почек. У пациентов находящихся в ОРИТ 
повышение концентрации этих маркёров в моче корре-
лировало с тяжестью ОПП [38]. 

L-FABP (12-16 kDa) – белок, который экспрессирует-
ся в тканях с активным метаболизмом жирных кислот. 
У здорового человека он практически не обнаружива-
ется в моче. В почечной ткани L-FABP экспрессируется 
в проксимальных канальцах и появляется в моче в от-
вет на гипоксию. D. Katagiri и соавт. [39] показали, что 
L-FABP − биомаркер ОПП и ХБП. Уровень протеина в 
моче резко возрастал у пациентов с тяжёлой степенью 
повреждения почек, требующих ЗПТ или непосред-
ственно перед летальным исходом.

NAG (140 kDa) − лизосомальный фермент, локали-
зованный преимущественно в почечных канальцах и 
расщепляющий химические связи гликозидов и амино-
сахаров. NAG не проходит через мембрану клубочка из-
за высокой массы, а обнаружение его в моче свидетель-
ствует о повреждении канальцев, либо о высвобожде-
нии лизосомальных ферментов без разрушения клеток. 
Прямая корреляция между повышением индекса NAG/
креатинин и тяжестью течения ОПП указывала на воз-
можность использования данного маркёра в качестве 
фактора риска формирования и прогрессирования пато-
логии [40].

IL-18 − провоспалительный цитокин, который секре-
тируется различными антиген-презентирующими клет-
ками. IL-18 − медиатор ишемического повреждения, 
который полностью метаболизируется в проксималь-
ных канальцах и появляется в моче при их дисфункции. 
Мочевой уровень цитокина возрастает при ОКН и пред-
ставляет собой предиктор неблагоприятного исхода в 
кардиохирургической практике. L.M. LeBlanc и соавт. 
[41] установили, что изменение количества цитокина в 
моче позволяло констатировать ОПП за 24 часа до подъ-
ема креатинина в сыворотке и прогнозировать потреб-
ность в ЗПТ. Однако другими авторами установлено, 
что повышение концентрации IL-18 в моче указывало 
на низкий риск формирования ОПП, а также было ха-
рактерно для сепсиса без повреждения почек [35]. 

Помимо вышеуказанных протеомных маркёров, осо-
бое внимание в диагностике ОПП уделяется определе-
нию в моче таких белков, как UMA (urine microalbumin −  
микроальбумин мочи), A1M (α1- microglobulin − α1- ми-
кроглобулин), u-Tr (urine transferrin − трансферрин мочи).

UMA (~ 21 kDa) − маркер для мониторинга прогрес-
сирования диабетической болезни почек. Повышенный 
уровень UMA может указывать на повреждение прокси-
мальных канальцев. Однако отсутствие специфичности 
для ОПП может ограничить его полезность.

A1M (~27 kDa) − плазменный протеин, который син-
тезируется в печени и выполняет роль иммунорегуля-

тора и антиоксиданта. A1M свободно проникает через 
гломерулярный фильтр и примерно на 99% реабсорби-
руется в проксимальных канальцах, где и метаболизиру-
ется. Таким образом, протеин может указывать на дис-
функцию проксимальных канальцев [42].

u-Tr (~76.5 kDa) − β-глобулин, отвечающий за транс-
порт железа в организме. Синтезируется преимуще-
ственно в печени в виде апотрансферрина и обладает 
умеренным предиктивным значением в отношении ту-
булоинтерстициального склероза и атрофии канальце-
вого эпителия, а также является маркером нарушения 
клубочковой проницаемости. 

X.W. Hong и соавт. [43] у пациентов с COVID-19 по-
казали повышение уровней МА, A1M, Tr, Ig мочи при 
увеличении сывороточного креатинина и азота моче-
вины крови. Эти маркеры могут быть полезными для 
мониторинга функции почек. Однако из-за малого ко-
личества изученных в исследовании образцов требуется 
дальнейшее изучение их диагностической значимости.

Метаболомный анализ. Метаболом − совокупность 
всех низкомолекулярных (не более 1,5 kDa) веществ, 
входящих в состав клетки. Подходят для ранней диагно-
стики ОПП при использовании МС, однако у пациентов 
с COVID-19 они менее специфичны и чувствительны по 
сравнению с протеомными показателями. Таким обра-
зом, целесообразно исследовать их в комплексе.

Для анализа метаболома, помимо МС, подходит и 
ЯМР-спектроскопия (спектроскопия ядерного магнит-
ного резонанса) − метод, основанный на поглощении 
радиочастотного электромагнитного излучения ядрами 
образца с ненулевым магнитным моментом, помещен-
ного в постоянное магнитное поле. К преимуществам 
последнего относятся простота подготовки образцов и 
быстрота анализа. Недостатком − относительно низкая 
чувствительность в сравнении с МС. 

Среди низкомолекулярных мочевых маркёров, осо-
бое внимание уделяется: креатинину, мочевой кислоте, 
ADMA (аsymmetric dimethylarginine − асимметричный 
диметиларгинин), АМФ (аденозинмонофосфат), гипок-
сантину, инозину.

Креатинин (~113 Da) − продукт распада креатинфос-
фата в мышечной ткани. Креатинин свободно проходит 
через гломерулярный фильтр и при минимальной реаб-
сорбции экскретируется без значительных метаболиче-
ских изменений [2]. Отслеживание уровня применяется 
для оценки функционального состояния почек. Однако 
изменение концентрации при ОПП происходит поздно и 
наблюдалось при других состояниях. 

Мочевая кислота (~168 Da) − конечный продукт 
пуринового метаболизма, который подвергается клу-
бочковой фильтрации. Снижение содержания мочевой 
кислоты в моче свидетельствует о нарушении данной 
функции.

ADMA (~202 Da) − метилированный аналог аргинина, 
который высвобождается в процессе метаболизма белка. 
Он элиминируется из крови путем экскреции в мочу и 
деградации под действием ферментов. Снижение уров-
ня маркера в моче из-за нарушенной элиминации обу-
словливает повышение его содержания в крови. ADMA 
− эндогенный ингибитор NO-синтазы. Отрицательный 
эффект на NO-синтазу является причиной повышения 
ADMA в крови, что свидетельствует об эндотелиаль-
ной дисфункции и прогрессировании повреждения по-
чек при COVID-19. Более того, ADMA накапливается в 
почках во время оксидативного стресса и путем ингиби-
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рования NO-синтазы обостряет ишемическое повреж-
дение. Основным субстратом для выработки NO явля-
ется L-аргинин [44]. При эндотелиальной дисфункции 
концентрация L-аргинина намного превышает концен-
трацию NO-синтазы, однако при введении L-аргинина 
извне происходит увеличение скорости кровотока, на-
блюдается так называемый «L-аргининовый парадокс». 
Этот феномен осуществляется при наличии в клетках 
определенных концентраций свободного асимметрич-
ного ADMA, который в условиях in vivo конкурирует с 
аргинином на уровне транспортера NO-синтаз [44].

Относительно показателей истощения АТФ (АМФ, 
гипоксантин, инозин, цАМФ) известно, что гипоксия и 
нефротоксические агенты могут вызывать истощение 
внутриклеточного АТФ. Метаболиты АТФ посредством 
диффузии свободно выходят из проксимальных эпите-
лиальных клеток, поэтому могут быть использованы в 
качестве маркеров нарушения метаболизма АТФ при 
ОПП. Кроме того, цАМФ, который продуцируется в 
почках в ответ на недостаток энергии, является мощным 
индуктором апоптоза [45].

Заключение. Высокая частота развития ОПП у па-
циентов с COVID-19 напрямую коррелирует с показа-
телями госпитальной летальности, и требуют особого 
внимания к вопросам его диагностики. Существующие 
методы определения острого нарушения функции почек 
позволяют установить её снижение только на этапе кли-
нических проявлений и необратимых изменений в более 
чем 50 % функционирующих нефронов. Установлено, 
что ведущая роль в индукции и прогрессировании ОПП 
при COVID-19 принадлежит цитокинопосредован-
ным механизмам. Учитывая вовлечение в процесс всех 
структур нефрона, исследование протеома и метаболома 
мочи с применением неинвазивных методов диагности-
ки даст возможность идентифицировать как отдельные 
маркёры ОПП так и молекулярные комплексы. Продол-
жается активный поиск потенциальных молекулярных 
мишеней для регистрации начальных этапов развития 
ОПП у данной категории пациентов. Разработка пане-
ли высокочувствительных и специфичных биомаркёров 
повреждения почек позволит диагностировать ранние 
этапы ОПП, оценивать эффективность проводимой те-
рапии и прогнозировать течение патологии. 
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Медико-социальная значимость сахарного диабета определяется быстрым ростом частоты заболевания, а также 
ранним развитием инвалидизирующих и снижающих качество жизни макро- и микрососудистых осложнений в частно-
сти, развитием диабетической нефропатии (ДН), которая развивается у трети больных СД 1 и 2 типа. Она занимает 
лидирующие позиции среди причин смерти, уступая лишь заболеваниям сердечно-сосудистой системы и онкологии. В 
связи с этим выявление ДН на доклинической стадии представляет собой важную задачу, как с позиций профилактики, 
так и более благоприятного прогноза течения СД.  В настоящем обзоре представлены данные о возможностях ранней 
диагностики ДН с использованием биомаркеров крови и мочи, а также информация об их диагностической и прогности-
ческой ценности. Проведен анализ интерпретации показателя микроальбуминурии при СД 1-го и 2-го типа. Кроме того, 
приводятся литературные данные последних лет об информативности определения маркеров повреждения подоцитов, 
о роли продуктов окислительного стресса, иммунновоспалительных факторов, фактора роста эндотелия сосудов в про-
цессе возникновения и развития ДН. Обсуждается возможность их практического использования для диагностики ДН 
в клинической практике. Поиск литературы при написании настоящего обзора осуществляли по базам данных РИНЦ, 
CyberLeninka, Scopus, Web of Science, MedLine, PubMed за период с 2011 по 2021 гг. с использованием следующих ключевых 
слов: сахарный диабет, диабетическая нефропатия, маркеры диабетической нефропатии; повреждение почек, ранняя 
диагностика диабетической нефропатии.
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The medical and social significance of diabetes mellitus is determined by a progressive increase in the incidence of the disease, 
as well as the development of disabling and reducing the quality of life of macro- and microvascular complications in patients of 
working age, in particular, with the development of diabetic nephropathy (DN), which develops in one third of patients with type 
1 and 2 diabetes. DN is the third leading cause of death after diseases of the cardiovascular system and oncological pathologies. 
In this regard, the identification of DN at the early stages is an important task both from the standpoint of prevention and a more 
favorable prognosis of the course of diabetes. This review presents data on the possibilities of early diagnosis of DN using blood 
and urine biomarkers, as well as information on their diagnostic and prognostic value. The analysis of the interpretation of the 
indicator of microalbuminuria in type 1 and 2 diabetes was carried out. In addition, the literature data of recent years on the infor-
mative value of determining markers of podocyte damage, on the role of oxidative stress products, immune-inflammatory factors, 
and vascular endothelial growth factor in the process of the onset and development of DN are presented. The possibility of their 
practical use for the diagnosis of DN in clinical practice is discussed. The literature search for this review was carried out using 
the databases of the RSCI, CyberLeninka, Scopus, Web of Science, MedLine, PubMed for the period from 2011 to 2021. using the 
following keywords: diabetes mellitus, diabetic nephropathy, markers of diabetic nephropathy; kidney damage, early diagnosis of 
diabetic nephropathy.
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Введение. Сахарный диабет (СД) является широко 
распространенным заболеванием. Прошлое столетие 
вошло в историю диабетологии как период интенсивно-
го развития представлений о патогенезе и этиологии, а 
также модернизации методов лечения СД [1]. Но, несмо-
тря на это, в настоящее время, СД и его макро- и микро-
сосудистые осложнения, в частности, диабетическая 
нефропатия (ДН), считаются хроническими неинфекци-
онными заболеваниями, которые по скорости роста рас-
пространенности приобрели характер неинфекционной 
эпидемии [2,3]. Гломерулосклероз, развивающийся при 
диабетической нефропатии (ДН), вызывает нарушение 
фильтрационной функции почек, терминальной стадией 
развития которой является хроническая почечная недо-
статочность [4,5]. В связи с этим ранняя диагностика 
ДН на доклинической стадии представляет собой зада-
чу, важность которой обусловлена определяющей ролью 
для профилактики, эффективности лечения и прогноза 
течения СД.  

Существует несколько теорий, объясняющих патоге-
нез ДН: метаболическая, гемодинамическая и генетиче-
ская [6]. Однако большинство исследователей сходятся 
во мнении о том, что важную роль в ее возникновении 
и прогрессии играет перманентная гипергликемия. Она, 
запуская “порочный круг” событий, являющихся клю-
чевым звеном в возникновении и развитии ДН и вклю-
чающий нарушения, обусловленные процессами гли-
козилирования белков, реакции окидативного стресса, 
а также субклиническое воспаление [3]. В настоящее 
время ДН не относится к фатальным осложнениям диа-
бета, поскольку ее развитие можно предупредить [5]. 
Тем не менее, еще несколько десятилетий назад ее выяв-
ляли у каждого второго больного СД. Развитие протеи-
нурии являлось первым лабораторным показателем ДН 
и свидетельствовало о необратимости патологическо-
го процесса в почках. При этом отсутствовали методы 
ее ранней диагностики [6]. В 1969 г. в своей работе H. 
Keen и соавт. [7] описал ДН на «до-протеинурической» 
стадии. Он впервые использовал термины «микроальбу-
минурии» (МАУ), т.е. увеличение экскреции альбумина 
с мочой в отсутствие протеинурии в клинических ана-
лизах мочи, и «макроальбуминурии», соответствующей 
понятию протеинурии. Также, им был предложен метод 
измерения альбуминурии (АУ), однако, в мировой прак-
тике он получил признание, как метод ранней диагно-
стики ДН, лишь в 1980 году. 

К настоящему времени разработано и стандартизи-
ровано достаточное количество способов лабораторной 
оценки экскреторной и фильтрационной способности 
почек. Тем не менее, ранняя диагностика ДН является 

актуальной проблемой современной медицины. В по-
следние годы исследования протеома мочи с исполь-
зованием методов капиллярного электрофореза и масс-
спектрометрии позволили идентифицировать в ней 
биомаркеры, прогнозирующие развитие ДН у больных 
СД на 5 лет раньше, появления АУ. В настоящее время 
получен набор высокочувствительных и специфических 
биомаркеров, который позволяет оценить функцию по-
чек и прогнозировать развитие ДН [8,9].

В этой связи целью настоящего обзора являлось рас-
смотрение патогенетической и диагностической значи-
мости маркеров ДН.

В процессе написания статьи использовались следу-
ющие базы данных: РИНЦ, CyberLeninka, Scopus, Web 
of Science, MedLine, PubMed за период с 2011 по 2021 гг. 
Поиск проводился по ключевым словам: сахарный диа-
бет, диабетическая нефропатия, маркеры диабетической 
нефропатии; повреждение почек, ранняя диагностика 
диабетической нефропатии.

Микроальбуминурия при СД 1 и 2 типа. В настоя-
щее время значительно расширились возможности диа-
гностики ДН на доклинической стадии. И, хотя, МАУ по-
прежнему является главным клиническим показателем и 
«золотым стандартом» лабораторной диагностики воз-
никновения и прогрессирования ДН при СД (особенно 
при СД 1 типа), тем не менее, ее диагностическая значи-
мость весьма ограничена. Все чаще в научной литературе 
появляется информация о более специфичных, чем МАУ 
биомаркерах-предикторах поражения почек при СД [3]. 
Ограниченная прогностическая ценность МАУ связана, 
прежде всего, с тем, что ее высокий уровень не всегда 
специфичен для повреждения почек, поскольку на кон-
центрацию белка влияет множество не ренальных факто-
ров (интенсивные физические нагрузки, диета с высоким 
содержанием белка, недостаточность кровообращения, 
артериальная гипертензия, инфекции мочевыделитель-
ного тракта и др.) [10]. Так, интерпретация показателя 
МАУ при СД 2 типа претерпела значительные изменения. 
Научно доказано, что при СД 2 типа МАУ не является 
специфическим тестом ДН, а свидетельствует о развитии 
эндотелиальной дисфункции и сердечно-сосудистой па-
тологии [5]. Также, при СД 2 типа была продемонстри-
рована высокая вариабельность мочевой экскреции аль-
бумина при последовательно выполненных измерениях, 
и было доказано, что его выделение с мочой не всегда 
ассоциировано с изменением фильтрационной функции 
почек, о чем свидетельствует низкая скорость клубочко-
вой фильтрации (СКФ) на фоне нормоальбуминурии [11]. 

Давно ведутся споры о том, что точнее описывает 
функциональное состояние почек: проницаемость по-
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чечного фильтра или состояние фильтрационной функ-
ции почек. A. Krolewski [12] в своей работе показал, что 
у диабетических больных быстрое снижение СКФ на 
стадии нормоальбуминурии является маркером-преди-
ктором развития терминальной стадии ДН. Определить 
патогенетическую первопричину раннего прогрессиро-
вания ДН довольно трудно. Это предопределяет необхо-
димость поиска и внедрения в практику маркеров-пре-
дикторов, позволяющих проводить раннюю диагности-
ку ДН и мониторировать ее терапию и течение. Также, 
специалистами возлагаются определенные надежды на 
современные протеомные, пептидомные и метаболом-
ные исследования мочи у диабетических больных, ко-
торые помогут выявить высокоспецифичные и чувстви-
тельные биомаркеры ДН [13].

Авторы предлагают различные классификации био-
маркеров ДН [8,9], в соответствии с которыми можно 
выделить: 1) маркеры тубулярного повреждения; 2) 
гломерулярные маркеры и продукты обмена внеклеточ-
ного матрикса; 3) иммуновоспалительные факторы; 4) 
маркеры оксидативного стресса; 5) другие биомаркеры. 
Для ранней диагностики почечной дисфункции весьма 
перспективным является определение концентрации 
данных веществ в биологических жидкостях человека 
(кровь и моча).

Маркеры тубулярного повреждения. Определение 
в крови и моче концентрации маркеров тубулярного 
повреждения может быть весьма полезно в оценке по-
вреждения почек на доклинической стадии развития 
ДН, поскольку эти маркеры позволяют диагностиро-
вать нарушение функции канальцевого аппарата почек 
вследствие развития ДН на доклинической стадии, т.е. 
до появления МАУ [14], а также хорошо зарекомендо-
вали себя у пациентов с нормоальбуминурической ДН.

Цистатин С – это белок синтезируемый всеми 
клетками организма. Малая молекулярная масса по-
зволяет ему легко проходить через почечный фильтр и 
полностью выводиться почками. На уровень цистатина 
С в биологических жидкостях не оказывают влияние 
возраст, пол и мышечная масса [15]. Его уровень в крови 
коррелирует с тяжестью ренальной патологии [16]. До-
казано, что цистатин С является более чувствительным 
маркером, по сравнению с креатинином, отражающим 
нарушение фильтрационной функции почек [8], особен-
но в случае умеренного снижения СКФ, когда отсутству-
ет пропорциональность между креатинином и СКФ [16]. 
В этом случае используют формулы, позволяющие оце-
нивать СКФ по концентрации цистатина С в крови, а не 
по уровню креатинина [16, 17]. 

При повреждение тубулярного аппарата весьма ин-
формативно определение уровня содержания цистатина 
С в сыворотке крови [9], в то время как повышение его 
концентрации в моче указывает на нарушение реабсорб-
ции в проксимальных канальцах [15]. 

Данные о повышении уровня цистатина С у пациен-
тов с МАУ, по сравнению с пациентами с нормоальбу-
минурией представили авторы в работе [14]. На осно-
вании полученных результатов был сделан вывод о том, 
что цистатин С может быть использован в качестве про-
гностического маркера прогрессии ДН.

При СД 2 типа на стадии нормоальбуминурии мо-
чевой уровень цистатина С может быть использован в 
качестве, свидетельствующего о нарушении ренальной 
функции [15]. Другими авторами в работе [8] показана 
корреляция между содержанием цистатина C в сыво-

ротке крови, NAG в моче, активностью лактатдегидро-
геназы, щелочной фосфатазы и уровнем креатинина в 
сыворотке. 

Таким образом, определение цистатина С в сыворот-
ке и моче является весьма информативным показателем 
ранней диагностики нефропатии при СД 2 типа [14].

N-ацетил-β-D-глюкозаминидаза (NAG, N-acetylbe-
ta-D-glucosaminidase) – это лизосомальный фермент с 
молекулярной массой порядка 150 кДа, обнаруживае-
мый во многих тканях организма. В почках NAG секре-
тируется эпителием проксимальных канальцев и уча-
ствует в разрушении внеклеточного матрикса. Высокая 
молекулярная масса не позволяет NAG проходить через 
почечный фильтр. Повреждение тубулярного аппарата 
почек вызывает увеличение концентрации фермента в 
моче и коррелирует с тяжестью его повреждения [6]. 

Повышение уровня мочевой экскреция NAG на фо-
не нормоальбуминурии и прогрессивное ее увеличение 
до проявления МАУ показана у пациентов СД 2 типа 
[17,18]. При СД 1 типа низкая мочевая экскреция NAG 
на фоне МАУ свидетельствует о регрессе альбумину-
рии до нормы, в то время как повышенное содержание 
NAG в моче является предиктором прогрессии МАУ до 
макроальбуминурии [14,15,18]. Таким образом, при СД 
1 типа определение уровня NAG в моче служит инфор-
мативным маркером развития ДН. В работе [17] была 
показана положительная взаимосвязь между уровнем 
мочевой экскрецией NAG, продолжительностью СД, 
уровнем гликированного гемоглобина и уровнем глюко-
зы крови натощак. 

Нейтрофильный желатиназо-ассоциированный 
липокаин (NGAL, Neutrophil gelatinase-associated 
lipocalin) – это белок семейства липокалинов весом 24 
кДа, ассоциированный с желатиназой нейтрофилов. В 
физиологических условиях NGAL синтезируется раз-
личными клетками организма. Он проходит через по-
чечный фильтр и реабсорбируется в проксимальных 
канальцах. NGAL оказывает стимулирующий эффект 
на почечный эпителий при его повреждении, а также 
оказывает протекторный эффект при бактериальных 
инфекциях. Повреждение почечной ткани вызывает по-
вышение уровня NGAL в крови, которое коррелирует 
с тяжестью патологии. С мочой экскретируется NGAL 
синтезируемый в дистальных отделах нефрона [15]. По-
вреждение почек ишемического и токсического генеза 
приводит к многократному увеличению экспрессии и 
экскреции NGAL с мочой, опережая на 24–48 часов по-
вышение концентрации сывороточного креатинина. Это 
дало основание авторам предложить NGAL в качестве 
биомаркера острого почечного повреждения и преди-
ктора возможной трансформации его в хроническую 
форму [19]. 

Мочевой уровень NGAL используют для оценки по-
вреждения канальцев при СД. Повышение его экспрес-
сии наблюдается у пациентов на доклинической стадии 
ДН на фоне нормоальбуминурии [15]. 

При СД 1 типа высокий уровень NGAL в моче пред-
шествует МАУ [20,21]. Повышение уровня NGAL в моче 
также наблюдается у пациентов, страдающих СД 2 типа на 
стадии нормоальбуминурии, МАУ и макроальбуминурии 
[15]. У пациентов с преддиабетом повышение мочевого 
уровня NGAL свидетельствует о развитии повреждения 
тубулярного аппарата почек [22]. При СД 2 типа определе-
ние концентрации NGAL в моче может быть весьма цен-
ным прогностическим маркером развития ДН [8].
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Молекула повреждения почек-1 (Kidney Injury 
Molecule-1, KIM-1) – это трансмембранный белок эпи-
телия проксимальных канальцев, впервые описанный в 
1998 г. Характерной особенностью KIM-1 является низ-
кий уровень экспрессии в интактной почке и повышение 
экспрессии в первые 12 часов ишемического поврежде-
ния [9]. При этом его повышение не всегда ассоциирова-
но с увеличением концентрации азота мочевины и кре-
атинина в сыворотке крови [23]. Таким образом, КIM-1 
— это маркер острого почечного повреждения, отража-
ющий степень тубулярного нарушения. В настоящее 
время KIM-1 исследуется в качестве маркера повреж-
дения почек при различных хронических заболеваниях. 

Результаты исследований мочевой экскреции KIM-1 
при СД неоднозначны. Так, при СД 2 типа наблюдает-
ся повышенное мочевое содержание KIM-1, при этом 
у пациентов с МАУ концентрация KIM-1 в моче выше, 
чем у пациентов с нормоальбуминурией [24, 25]. Другие 
авторы в работе [14] продемонстрировали отсутствие 
прогностической ценности определения KIM-1 в моче 
у больных СД 2 типа. Однако, у пациентов с СД 1 типа 
и МАУ низкий уровень KIM-1 и NGAL в моче являлись 
предикторами последующего регресса альбуминурии 
[8]. 

Альфа-1-микроглобулин (A1M) представляет собой 
белок с молекулярной массой 27 кДа, обнаруживаемый 
в различных жидкостях организма. Он свободно про-
ходит через клубочковый барьер, и большая его часть 
реабсорбируется в проксимальных канальцах. Поэто-
му повышенный уровень A1M в моче является ранним 
признаком поражения проксимальных канальцев почек 
[9]. В частности показано [8,17], повышение мочевого 
уровня А1М при СД на фоне нормоальбуминурии по 
сравнению со здоровыми лицами, что свидетельствует о 
возможности использования A1M мочи в качестве мар-
кера-предиктора развития ДН до стадии альбуминурии. 
Также было показано [27,28], что высокий уровень A1M 
в моче у больных СД положительно коррелирует с кон-
центрацией альбумина мочи и цистатина С сыворотки 
крови и отрицательно с СКФ [28, 29]. На уровень A1M в 
моче оказывает влияние длительность течения диабета 
и гликемический контроль [9]. Повышение концентра-
ции A1M в моче предшествует возникновению альбуми-
нурии, это свидетельствует о том, что A1M можно ис-
пользовать в диагностике возникновения и развития ДН 
у пациентов СД 2 типа [26]. Т.о., определение мочевого 
уровня A1M представляет собой неинвазивную диагно-
стическую альтернативу для диагностики и мониторин-
га заболеваний мочевыводящих путей, то есть для ран-
него выявления канальцевых нарушений при ДН. 

Ретинол-связывающий белок (RBP, retinol binding 
protein) и В-2-микроглобулин (В2-microglobulin) пред-
ставляет собой белок складчатой структуры, способный 
специфически связывать ретиноиды, в частности вита-
мин А. В2-микроглобулин – это поверхностный белок-
антиген клеточных ядер [26]. В2-микроглобулин при-
нимает участие в регуляции пролиферации лимфоцитов 
[18]. В связи с тем, что оба пептида реабсорбируются в 
проксимальных канальцах, в нормальных условиях их 
содержание в моче минимально [26]. 

Увеличение мочевой экскреции данных пептидов 
наблюдается при повреждении тубулярного аппарата 
почек [18]. В частности, показана прямая зависимость 
между уровнем содержания B2-микроглобулина и сте-
пенью ДН при СД 1 и 2 типов [8, 29]. В исследовании 

[30] показано повышение мочевого уровня RBP и В2-
микроглобулина при СД 1 типа по сравнению с концен-
трацией данных белков в моче у здоровых лиц, а также 
ассоциация между их мочевой концентрацией и продол-
жительностью диабета и уровнем гликемии.

Белок, связывающий жирные кислоты, печеноч-
ная форма (LFABP, liver-type fatty acid-binding protein) –  
это транспортный белок с молекулярной массой поряд-
ка 15 кДа. Он экспрессируется гепатоцитами и эпите-
лием проксимальных и дистальных канальцев почек и 
участвует во внутриклеточном метаболизме и транс-
порте жирных кислот [18]. Предполагают, что LFABP 
в почках играет роль эндогенного антиоксиданта, по-
давляющего тубулоинтерстициальные нарушения [8]. 
Повреждение клеток проксимальных канальцев вы-
зывает активацию гена LFABP, что приводит к уве-
личению его экспрессии вследствие чего усиливается 
экскреция LFABP с мочой [18]. При иммуногистохи-
мическом окрашивании образцов биоптатов почек при 
люпус-нефрите и ДН было показано, что выделение в 
мочу LFABP связано со структурным и функциональ-
ным нарушением канальцев [8, 9]. 

Экспериментально была продемонстрирована, кор-
реляция между мочевой концентрацией LFABP и сте-
пенью тубулоинтерстициального повреждения при СД 
[18]. По мнению ряда авторов [8,17,18], мочевой уровень 
LFABP может быть полезен для прогнозирования тече-
ния острого почечного повреждения и перехода его в 
хроническую форму. Значительное повышение мочево-
го уровня этого белка при ДН позволяет рассматривать 
его в качестве маркера ранней диагностики почечной 
патологии при СД [9,31]. Показано, что LFABP, является 
более чувствительным, по сравнению с KIM-1 и NGAL, 
маркером снижения фильтрационной функции почек и 
не зависит от уровня альбуминурии [19,31]. R. Maeda 
и соавт. [18] показали, что мочевой уровень LFABP, а 
также соотношение альбумин/креатинин в моче может 
быть весьма полезно в оценке риска развития сердечно-
сосудистых поражений на фоне ДН у пациентов с СД 2 
типа, поскольку данные показатели положительно кор-
релировали с повышением сердечных маркеров и с от-
клонениями электрокардиограммы.

Гломерулярные биомаркеры и продукты обмена 
внеклеточного матрикса. Перманентная гиперглике-
мия лежит в основе нарушения превращения компо-
нентов внеклеточного матрикса, что в итоге приводит 
к развитию гломерулосклероза. Также нарушение де-
градации этих компонентов является патогенетической 
основой развития фиброза. В связи с этим, пристальное 
внимание исследователей приковано к продуктам обме-
на внеклеточного матрикса и они активно изучаются в 
качестве маркеров ДН. 

Трансферрин мочи – это белок с молекулярной мас-
сой 76,5 кДа, который легко фильтруется через гломеру-
лярный барьер почек [9]. 

Установлена взаимосвязь между мочевой экскрецией 
трансферрина и прогрессией ДН, а также положительная 
корреляция с альбумино-креатининовым соотношением 
и отрицательная с СКФ [8]. Повышенная концентрация 
этого маркера наблюдается при инсулинорезистент-
ности, плохом гликемическом контроле и повышенном 
уровне триглицеридов [17].

В работе [14] показано, что у пациентов с МАУ моче-
вой уровень трансферрина был выше, чем у пациентов с 
нормоальбуминурией [8]. В тоже время показано, что у 
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пациентов с исходно высоким уровнем экскреции транс-
феррина с мочой МАУ развивалась чаще, чем у пациен-
тов с нормальным его уровнем [8]. Другими авторами 
в работе [32] продемонстрировано повышение мочевого 
уровня трансферрина у пациентов с СД 2 типа на фоне 
нормоальбуминурии, которое коррелировало с высокой 
концентрацией церулоплазмина и IgG, что дало основа-
ние авторам рассмотреть трансферрин в качестве мар-
кера-предиктора ДН. Повышение содержания трансфер-
рина в моче у пациентов с СД 2 типа также наблюдалось 
при сосудистой патологии: артериальной гипертензии и 
диабетической ретинопатии [32]. 

Иммуноглобулин G (IgG) в моче. Антитела IgG –  
представляют собой анионные белки плазмы с моле-
кулярной массой порядка 150 кДа, которые трудно 
фильтруются гломерулярным аппаратом почки [8]. В 
исследовании [26] у пациентов с СД 2 типа на фоне нор-
моальбуминурии была показана повышенная мочевая 
экскреция IgG, церулоплазмина, трансферрина и оро-
сомукоида по сравнению со здоровыми лицами. Про-
демонстрировано [17], что при СД повышенная мочевая 
экскреция IgG коррелировала с клинической стадией 
ДН. У пациентов при нормоальбуминурическом диабе-
те 2 типа повышение мочевой экскреции IgG являлось 
предиктором развития МАУ [8]. При этом, следует отме-
тить, что скорость прогрессии МАУ была значительно 
выше у пациентов с повышенным уровнем IgG в моче, 
чем у пациентов с нормальным его содержанием, это 
свидетельствует о том, что определение концентрации 
IgG в моче может быть использовано в качестве марке-
ра-предиктора развития ДН у нормоальбуминурических 
пациентов с диабетом 2 типа. Но, экскреция IgG с мочой 
может также наблюдаться и до стадии МАУ. Так,  ав-
торами в исследовании [33] обнаружено, что уровни 
трансферрина, церулоплазмина и IgG в моче у паци-
ентов СД с нормоальбуминурией были повышены, по 
сравнению со здоровыми лицами. Это указывает на то, 
что комплексное определение мочевого уровня альбу-
мина, трансферрина, церулоплазмина и IgG может быть 
использовано в качестве чувствительного к изменениям 
фильтрационной функции почек комплекса маркеров на 
до-протеинурической стадии развития ДН. 

Иммуноглобулин M (IgM) и фибронектин в моче. 
Фибронектин — это высокомолекулярный белок, ко-
торый является компонентом внеклеточного матрикса 
клубочкового аппарата почек [14]. IgM секретируется 
плазматическими клетками и является самым тяжелым 
антителом (молекулярный вес порядка 990 кДа) в кро-
ви у человека. Из-за большого молекулярного веса по-
явление IgM в моче указывает на серьезный дефект се-
лективности по размеру в стенке капилляров клубочков 
[34]. Результаты исследований мочевой экскреции IgM 
и фибронектина неоднозначны и требуется дальнейшее 
изучение информативности данных показателей и их 
вклада в патогенез нефропатии при СД. Однако, в ряде 
работ [8,9] была показана корреляция между наруше-
нием функции почек у больных СД и высоким уровнем 
IgM и фибронектина в моче. 

Церулоплазмин мочи. Церулоплазмин — это отри-
цательно заряженный медь-транспортирующий сыво-
роточный белок, который с трудом фильтруется через 
почечный фильтр [14]. Поэтому повышенное содержа-
ние в моче церрулоплазмина у пациентов с СД 2 типа 
с нормоальбуминурией дает основание рассмотреть его 
наряду с мочевым трансферрином и IgG в качестве мар-

кера-предиктора ДН [8,9,35]. По данным авторов работы 
[35] скорость мочевой экскреции церулоплазмина взаи-
мосвязана с прогрессией альбуминурии. 

Коллаген IV типа (Type-IV collagen) – это фибрил-
лярный белок с молекулярной массой порядка 540 кДа, 
участвующий в формировании мезангиального матрик-
са гломерулярного аппарата почек. Из-за большой мас-
сы коллаген не может преодолеть почечный фильтр. Из-
вестно 28 типов коллагена, но в качестве маркера-преди-
ктора ДН большинство авторов рассматривает коллаген 
IV типа [36]. 

Гипергликемия запускает каскад метаболических, 
гемодинамических, иммуновоспалительных и профи-
брогенных процессов, способствующих избыточному 
накоплению коллагена IV типа, что вызывает склерози-
рование клубочкового аппарата почек. При этом показа-
на тесная взаимосвязь между уровнем мочевой экскре-
ции коллагена и фильтрационной функцией почек [14], 
а также степенью морфологических изменений тубу-
лярного, гломерулярного аппарата почек и интерстиция 
[8,9]. Гистологическое исследование образцов биопта-
тов почек продемонстрировало [8,17], что накопление 
коллагена IV типа наиболее характерно для диабетиче-
ского гломерулосклероза, чем для гломерулопатий дру-
гой этиологии. Показано, что аккумуляция коллагена IV 
типа предшествует развитию гипертрофии клубочков 
и гиперфильтрации на ранних стадиях ДН [8,37]. Так-
же продемонстрировано увеличение его мочевой экс-
креции при СД [26, 8] и показана прямая взаимосвязь 
между уровнем мочевой экскреции коллагена IV типа и 
клинической стадией ДН [8,18]. По мнению ряда авто-
ров, коллаген IV типа может быть более специфичным 
маркером ДН, чем МАУ, развитие которой связывают не 
только с ДН, но и с рядом других не ренальных патоло-
гий [9, 17].

Ламинин в моче. Ламинин это компонент клубочко-
вой базальной мембраны. Его мочевая экскреция повы-
шается при СД 2 типа даже на стадии нормоальбуми-
нурии и коррелирует с мочевым уровнем NAG, A1M и 
коллагена IV типа [39].

Гликозаминогликаны в моче. Гликозаминоглика-
ны – это компоненты базальной мембраны клубочков. 
Наибольший интерес из семейства глизаминогликанов 
при развитии почечной патологии представляет гепа-
рансульфат. Отрицательно заряженные молекулы ге-
парансульфата препятствуют диффузии через почечный 
фильтр одноименно заряженного альбумина. Повреж-
дение клубочкового аппарата почек и снижение уровня 
гепарансульфата приводит к потере отрицательного за-
ряда мембраной и, как следствие, она становится про-
ницаемой для альбумина и других белков. У пациентов 
с СД даже при нормоальбуминурии увеличивается со-
держание в моче гликозаминогликанов [40]. В работе [8] 
у больных СД продемонстрирована корреляция между 
концентрацией гепарансульфата в моче и мочевым уров-
нем уромодулина. 

Простагландин-D-синтаза липокалинового типа 
(L-PGDS) — это биомаркер, отражающий повышенную 
проницаемость капилляров стенки клубочков [8]. Мно-
гими авторами он рассматривается в качестве маркера-
предиктора поражения почек, а не в качестве раннего 
маркера ДН [41] 

Матриксные металлопротеиназы (MMP, Matrix 
metalloproteinases) – это ферменты семейства цинк-
зависимых эндопептидаз, участвующих в процессах 
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деградации внеклеточного матрикса. В настоящее 
время изучено более 30 MMP, которые характеризу-
ются определенной молекулярной структурой, тка-
невой и субстратной специфичностью. Наиболее из-
ученными являются MMP-2 и MMP-9. Они участвуют 
в разрушении компонентов внеклеточного матрикса и 
коллагена IV типа в почках. Ферментативная актив-
ность MMP регулируется тканевыми ингибиторами 
металлопротеиназ (TIMP). Нарушение баланса в си-
стеме синтеза и разрушения ММР служит патогене-
тической основой возникновения и развития целого 
ряда острых и хронических ренальных патологий [8, 
17]. Длительное протекание диабета и неадекватный 
гликемический контроль вызывает снижение актив-
ности и скорости синтеза MMP [17]. Это в свою оче-
редь провоцирует снижение скорости катаболизма 
продуктов внеклеточного матрикса и создает основу 
для фиброзного перерождения клубочкового аппарата 
и интерстиция почек [15]. 

В работах [42, 43] показана корреляция между мо-
чевой экскрецией MMP-2 и MMP-9 и нарастанием ак-
тивности хронического гломерулонефрита. Экспери-
ментально на грызунах было продемонстрировано по-
вышение мочевой экскреции MMP-2 при СД, однако не 
было выявлено связи между повышением активности 
фермента и развитием альбуминурии [9]. У пациентов 
СД 1 типа показана повышенная активность MMP-2 в 
моче, которая коррелировала с наличием гиперфильтра-
ции и МАУ. В другом исследовании [42] при СД 1 типа 
с ДН было продемонстрировано повышение активности 
MMP-8 и MMP-14 в моче по сравнению со здоровыми 
лицами. На грызунах с индуцированным СД экспери-
ментально было показано увеличение мочевой концен-
трации MMP-9 и NGAL, которое предшествовало раз-
витию альбуминурии [43].

Таким образом, продемонстрирован сложный меха-
низм взаимодействия в системе ММР и их специфиче-
ских ингибиторов, лежащий в основе регуляции дегра-
дации компонентов внеклеточного матрикса, нарушение 
которого, особенно в условиях гипергликемии, способ-
ствует развитию и прогрессии фиброза клубочков и ту-
булоинтерстиция почек.

Иммуновоспалительные факторы.  В последние 
годы показано, что в патогенезе ДН играют важную роль 
иммуновоспалительные реакции [9]. Современное по-
нимание формирования и протекания воспалительного 
процесса основывается на изучении патогенетической 
роли в нем клеточных медиаторов воспаления, а именно 
цитокинов, которые играют ключевую роль в процессах 
воспаления и регенерации тканей, клеточной пролифе-
рации и апоптоза [9,44,47]. Так, в последние годы при-
стальное внимание исследователей привлекает тесная 
взаимосвязь уровня провоспалительных цитокинов в 
крови и моче и выраженность изменений в почках при 
СД [8, 44].

Цитокины (cytokines) представляют собой неболь-
шие пептидные молекулы, которые осуществляют ко-
роткодистантную регуляцию межклеточных и межси-
стемных взаимодействий. К цитокинам относятся раз-
личные типы интерлейкинов (IL, interleukins). 

В 1991г. G. Hasegawa и соавт. [44] впервые доказа-
ли участие провоспалительных цитокинов в патогенезе 
ДН. Авторы продемонстрировали, что перитонеальные 
макрофаги, культивируемые с базальными мембранами 
клубочков от диабетических крыс, продуцировали бо-

лее высокий уровень провоспалительных цитокинов, а 
именно, фактора некроза опухоли альфа (ФНО-α) и IL-
1, по сравнению с теми, которые культивировались с 
базальными мембранами клубочков от здоровых крыс. 
При этом наблюдалась взаимосвязь между уровнем ци-
токинов и прогрессией нефропатии, а также была обна-
ружена независимая корреляция между воспалением и 
экскрецией альбумина с мочой, что позволило предпо-
ложить участие этих цитокинов в патогенезе ДН. 

Установлено, что у больных СД 1 типа на стадии 
МАУ, повышается экскреция IL-1β [39]. В исследовании 
[44] показано, что у больных СД 1 типа с нормоальбу-
минурией и МАУ мочевая экскреция IL-8 повышается 
по мере снижения функции почек. Показано, что у па-
циентов повышенный в несколько раз уровень экскре-
ции двух или более провоспалительных цитокинов, по 
сравнению с пациентами с нормальным уровнем их экс-
креции, свидетельствует о высоком риске раннего сни-
жения СКФ [8].

ФНО-α – это цитокин, который продуцируется 
моноцитами, макрофагами, Т-клетками, а также ме-
зангиальными, гломерулярными, эндотелиальными, 
тубулярными и дендритными клетками. ФНО-α играет 
ключевую роль в возникновении и развитии реакции 
воспаления. Активация ядерного фактора транскрип-
ции под действием ФНО-α, вызывает увеличение экс-
креции эндотелина-1 мезангиальными клетками почек, 
что в свою очередь приводит к активации процессов 
пролиферации и склероза в почечной ткани [45]. В 
мезангиальных клетках ФНО-α индуцирует активные 
формы кислорода, что приводит к изменению барьер-
ной функции гломерулярной капиллярной стенки и по-
вышает ее проницаемость для альбумина [46]. В экс-
периментальной модели ДН у крыс выявлено повыше-
ние экспрессии мРНК, кодирующей ФНО-α, и высокое 
содержание белка в гломерулярных клетках и клетках 
проксимальных канальцев [44]. Эти данные свидетель-
ствуют о важной роли ФНО-α в возникновении и раз-
витии ДН. Также, ФНО-α способен вызывать повреж-
дение почечной ткани, апоптоз и некроз клеток [46], 
изменять внутриклубочковый кровоток, СКФ за счет 
гемодинамического дисбаланса между вазоконстрик-
торами и вазодилататорами, а также изменять прони-
цаемость эндотелия. 

Хемокины (Сhemokines). Моноцитарный хемо-
аттрактантный белок-1 (MCP-1, monocyte chemo-
attractant protein-1): ишемия почечной паренхимы при 
ДН запускает субклинический воспалительный процесс 
с возможным его исходом в нефросклероз. MCP-1 обе-
спечивает миграцию мононуклеаров и лейкоцитов в 
область воспаления, а также участвует в инициации и 
поддержании воспаления путем стимуляции выработ-
ки провоспалительных цитокинов. Так, показана по-
вышенная экспрессия MCP-1 при СД обоих типов [17]. 
При СД 1 типа на фоне МАУ наблюдается повышенное, 
по сравнению со здоровыми лицами и диабетическими 
пациентами на стадии нормоальбуминурии, содержание 
MCP-1 в крови [47]. Также показана повышенная моче-
вая экскреция МСР-1 при СД 1 типа даже на фоне нор-
мальбуминурии и ее корреляция с клинической стадией 
АУ [48]. Таким образом, мониторинг мочевой экскреции 
MCP-1 может быть использован для оценки процесса 
фиброгенеза в интерстиции почек как при хронических 
нефропатиях, так и при их травматическом поражении 
[9, 26].
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Орозомукоид (или альфа-1-кислый гликопротеин, 
UOER) — это гликопротеин, участвующий в воспали-
тельных реакциях. Мочевой уровень орозомукоида зна-
чительно повышен у пациентов с ДН по сравнению со 
здоровыми лицами [9] и наблюдается прямая корреляция 
между его мочевой экскрецией и клинической стадией 
ДН [8]. Кроме того, показана прямая взаимосвязь между 
мочевой экскрецией орозомукоида и альбумина, а так-
же сывороточным уровнем креатинина и С-реактивного 
белка [17]. Ряд авторов полагают [8,9], что повышенный 
мочевой уровень орозрмукоида свидетельствует о высо-
ком риске развития ДН.

4. Биомаркеры оксидативного стресса. Оксидатив-
ный стресс (ОС) — это состояние дисбаланса между 
про- и антоксидантами в биологических системах (клет-
ках, тканях и органах) в сторону преобладания оксидан-
тов. Он способствует возникновению и развитию раз-
личных патологических состояний. В настоящее время 
является общепризнанным факт того, что ОС, иниции-
рованный гипергликемией, является важным патогене-
тическим звеном, в возникновении и развитии диабети-
ческих сосудистых осложнений. В частности, доказано, 
что ОС является ключевым звеном в патогенезе и про-
грессии ДН [49].

8-оксо-7,8- дигидро-2’-деоксигуанозин (8-oxodG) – 
это маркер ОС. Известно, что при диабете ОС играет 
важную роль в прогрессии и самого СД, и его сосуди-
стых осложнений, например таких как ДН [9,49]. Пред-
ставляют интерес данные о корреляции между содер-
жанием 8-oxodG, продукта окислительного разрушения 
ДНК в моче и лейкоцитах и тяжестью развития ДН [18]. 
В исследовании [49] авторы изучали, связано ли содер-
жание 8-oxodG в моче или лейкоцитах с прогрессией 
ДН. Полученные ими экспериментальные данные под-
твердили предположение о важной роли ОС в патогене-
зе ДН и о том, что уровень содержания 8-oxodG в моче 
может быть использован для прогнозирования развития 
и прогрессии ДН у больных СД. 

5. Другие биомаркеры. Исследователями было пред-
ложено большое количество маркеров мочи для оценки 
ранних проявлений ДН. Некоторые из них введены в 
употребление только в последнее время. 

Подоциты и маркеры их повреждения. Повреж-
дение клеток-подоцитов, которые являются основными 
компонентами щелевой диафрагмы клубочков, вызыва-
ет повышение мочевой экскреции специфических подо-
цитарных белков — нефрина и подоцина. В работе [9] 
исследовалась нефринурия и подоцинурия у больных 
СД 1 и 2 типов на разных стадиях ДН. Было показано 
увеличение мочевой экскреции нефрина и подоцина у 
больных СД даже при нормоальбуминурии, по сравне-
нию со здоровыми лицами. Имеются данные свидетель-
ствующие о том, что при СД подоциты повреждаются 
раньше, чем нарушается проницаемость клубочкового 
фильтра [5]. Следовательно, определение концентрации 
в моче нефрина и подоцина может использоваться для 
диагностики ДН на доклинической стадии, а также для 
и мониторинга дисфункции гломерулярного аппарата 
при СД [32,55].

Фактор роста эндотелия сосудов (VEGF, vascu-
lar endothelial growth factor). СД вызывает поврежде-
ние тканей гипоксического генеза, что запускает про-
цесс ремоделирования сосудистого русла в пораженном 
участке, которое в данном случае выполняет адаптив-
ную функцию. Одним из важнейших регуляторов ан-

гиогенеза является VEGF. Это цитокин, который играет 
ключевую роль в физиологическом ангиогенезе, одно-
временно принимает участие в процессах неоваскуля-
ризации при патологии [51,52] и увеличивает проница-
емость эндотелия [18]. На экспрессию VEGF оказывает 
влияние множество проангиогенных ростовых факторов 
(эпидермальный ростовой фактор, тромбоцитарный ро-
стовой фактор и IL-1 и др.), а также на его продукцию 
влияет рН, уровень глюкозы, липопротеидов и другие 
метаболические факторы [53]. При СД доказано отрица-
тельное влияние VEGF на барьерную функцию клубоч-
кового аппарата почек, за счет повышения его проницае-
мости для белков и, таким образом, усугубления течения 
протеинурии [14]. Так, у пациентов с СД наблюдается 
повышенная мочевая экскреция VEGF даже на стадии 
нормоальбуминурии [8,9]. На стадии микро- и МАУ у 
пациентов с диабетом типа 1 наблюдается значитель-
ное увеличение экскреции VEGF с мочой [18]. Также, 
при СД 2 типа показано увеличение мочевой экскреции 
VEGF по мере прогрессии ДН [14]. В работе [54], ав-
торами было показано повышение продукции VEGF у 
грызунов с экспериментальным СД. 

Хроническая гипергликемия инициирует образо-
вание гипергликозилированных конечных продуктов 
(advanced glycosylation end products, AGE), которые 
накапливаются в почках и выделяются в мочу [9]. D. 
Walcher и соавт. [49]. установили, что связывание AGE 
с рецептором (RAGE) приводит к выделению провос-
палительных цитокинов эндотелиоцитами, что вызыва-
ет развитие микро- и макроангиопатий. Продукты AGE 
при ДН оказывают системное повреждение действие 
на эндотелий, что способствует снижению его барьер-
ной функции для низкомолекулярных веществ, а также 
усиленному синтезу и экскреции прокоагулянтных фак-
торов, которые вызывают тромботическую окклюзию 
капилляров и способствуют развитию коагулопатий [8]. 
Таким образом под действием AGЕ происходит наруше-
ние внутрипочечной гемодинамики, что провоцирует 
возникновение и развитие гиперфильтрации [49]. В ра-
боте [14] проводили оценку диагностической значимо-
сти экскретируемых с мочой продуктов AGE, в качестве 
биомаркеров ДН у пациентов с СД 1 и 2 типа. Так, была 
установлена ассоциация между степенью альбуминурии 
и уровнем AGЕ, что позволило сделать вывод о том, что 
выделяемые в мочу продукты AGЕ, могут быть исполь-
зованы в качестве биомаркеров, коррелирующих с аль-
буминурией при СД 1 или 2 типа, но не с гломерулярны-
ми нарушениями почечной функции.

Микро-РНК – это короткие (21–25 нуклеотидов) 
некодирующие молекулы РНК. Они выполняют функ-
цию регулирования посттранскрипционной экспрессии 
генов и блокировании трансляции белков и/или спо-
собствуют разрушению матричной РНК (мРНК). В на-
стоящее время известно пять специфичных для реналь-
ной патологии микро-РНК, которые классифицируются 
по месту синтеза – преимущественно в корковом слое 
и преимущественно в мозговом. Их количественное 
определение в в моче и крови может быть использовано 
для ранней диагностики ДН [55]. Молекулярные меха-
низмы, инициирующие развитие ДН, у разных пациен-
тов различны, поэтому для специалистов представляет 
определенный интерес исследование у каждого пациен-
та индивидуального профиля микро-РНК, поскольку это 
может способствовать развитию персонифицированно-
го подхода к диагностике и мониторингу лечения ДН.
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M. Каtо и соавт. [56] в своей работе впервые показал 
взаимосвязь между уровнем микро-РНК и развитием 
ДН. Им было экспериментально установлено, что уро-
вень микро-РНК-192 у животных со стрептозотоцин-ин-
дуцированным СД выше, чем у здоровых особей [56]. 
Более подробное исследование молекулярных механиз-
мов, лежащих в основе регуляции ренальной функции 
позволило использовать микро-РНК в качестве маркера, 
отражающего нарушение функции почек, в т.ч. при СД, 
на ранней доклинической стадии [55]. 

Было показано [35], что при СД 2 типа на фоне ДН 
уровень мочевой экскреции микро-РНК-133b, микро-
РНК-342 и микро-РНК-30a повышен и, при этом, на-
блюдалась прямая зависимость между повышенной 
экспрессией данных микро-РНК и высоким уровнем 
гликированного гемоглобина, холестерина липопротеи-
нов низкой плотности, креатинина, систолического АД, 
соотношением альбумин/креатинин в моче и расчетной 
СКФ. Изменение экспрессии микро-РНК в экзосомах 
мочи свидетельствовало об изменениях на молекуляр-
ном уровне, которые предшествовали появлению альбу-
минурии.

Разработка и внедрение новых методов лечения СД 
и ДН на основе регуляции синтеза отдельных белков 
(инсулина, провоспалительных цитокинов, факторов 
роста и др.), которое возможно осуществить с помощью 
микро-РНК многим специалистам представляются весь-
ма перспективными [56].

Заключение. В настоящее время возможности диа-
гностики и прогнозирования развития диабетического 
поражения почек существенно расширились и позво-
ляют диагностировать их на доклинической стадии. 
Теперь, используя методы молекулярной диагностики 
можно прогнозировать риск развития нефропатии до 
появления МАУ (эталонного маркера ДН). При этом для 
повышения точности ранней диагностики, персонифи-
цированной терапии и профилактике ДН клиническое 
обследование пациентов должно включать оптималь-
ную комбинацию биомаркеров, которая отображает 
патологические процессы в гломерулярном и/или тубу-
лярном отделах почек, либо свидетельствует о пораже-
нии интерстиция. Вместе с тем клиническая значимость 
некоторых потенциальных маркеров ДН нуждается в 
уточнении. Усилия по диагностике ДН на доклиниче-
ской стадии необходимы для выделения среди пациен-
тов с СД групп высокого риска развития нефропатии 
для того, чтобы была возможность выбора эффективной 
превентивной персонализированной терапии с исполь-
зованием современных сахароснижающих препаратов с 
нефропротекторным эффектом.
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ОПТИМИЗАЦИЯ ПРОТОКОЛА ОБРАБОТКИ ПРЕПАРАТОВ ЭЯКУЛЯТА  
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Одной из причин спонтанного прерывания беременности, бесплодия, рождения детей с нарушениями и пороками разви-
тия являются хромосомные аномалии (ХА), а также спонтанные анеуплоидии в гаметах у фенотипически нормальных 
родителей. Зачастую супружеские пары c репродуктивными проблемами, а также супруги, один из которых является 
носителем ХА, прибегают к использованию программ вспомогательных репродуктивных технологий (ВРТ) для преим-
плантационной оценки хромосомного статуса зигот. Зачастую для оценки уровня спонтанной анеуплоидии в рамках 
программ ВРТ проводят исследование родительских гамет. Как правило, наиболее доступным для анализа материалом 
являются клетки эякулята. Для исследования полученных из эякулята препаратов гамет мужчин, используют метод 
флуоресцентной in situ гибридизации (FISH). Однако такой FISH-анализ сопряжен с рядом ограничений и трудностей из-
за особенностей строения головки сперматозоидов, а именно сверхконденсированного состояния хроматина хромосом. 
Для повышения качества анализа и эффективности гибридизации необходимо проводить предгибридизационную обра-
ботку препаратов. С целью оптимизации протокола FISH были использованы пять различных протоколов предгибриди-
зационной обработки препаратов эякулята, полученного от девяти фенотипически нормальных мужчин. В результате 
проведенного сравнительного анализа эффективности гибридизации показано, что наиболее эффективным для по-
следующего молекулярно-цитогенетического исследования является протокол с использованием трис(2-карбоксиэтил)
фосфингидрохлорида (TCEP) в качестве деконденсирующего агента. Разработанный гибридный протокол, сочетающий 
протеолитическую предобработку, длительное инкубирование в растворе 2xSSC, TCEP и тепловую деконденсацию мо-
жет быть использован в случаях, когда другие протоколы предгибридизационной обработки препаратов эякулята не 
эффективны.
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OPTIMIZATION OF THE SPERM PROCESSING PROTOCOL FOR SUBSEQUENT MOLECULAR 
CYTOGENETIC STUDIES
Research Centre for Medical Genetics, 115522, Moscow, Russian Federation
One of the causes of spontaneous pregnancy termination, infertility, and birth of children with development delay and malformations 
are chromosomal abnormalities (CA) as well as spontaneous aneuploidies in gametes of phenotypically normal parents. Often 
couples with reproductive problems, as well as spouses one of whom is a carrier of CA, turn to the programs of assisted 
reproductive technologies (ART) for preimplantation evaluation of the zygote chromosomal status. As part of ART programs, 
parental gametes are examined to assess the level of spontaneous aneuploidy. As a rule, the most accessible material for analysis 
is the ejaculate. Fluorescent in situ hybridization (FISH) is used to examine male gametes obtained from the ejaculate. However, 
this FISH-analysis has a number of limitations and difficulties because of the peculiarities of the sperm head structure, namely 
the supercondensed state of chromosome chromatin.  In order to optimize the FISH protocol, five different protocols were used 
for pre-hybridization processing of ejaculate samples obtained from nine phenotypically normal men. A comparative analysis of 
hybridization efficiency showed that the protocol using tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP) as a decondensation 
agent was the most effective for subsequent molecular cytogenetic studies. The developed hybrid protocol combining proteolytic 
pretreatment, TCEP and thermal decondensation can be used when other protocols for pre-hybridization treatment of ejaculate 
preparations are not effective.
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Введение. Нарушение фертильности является гло-
бальной проблемой, которая затрагивает около 15% 
супружеских пар и, согласно статистике, примерно в 
50% случаев причиной бесплодия является нарушение 
фертильности у мужчин [1-3]. Снижение мужской фер-
тильности может быть результатом врожденных и при-
обретенных аномалий мочеполовой системы, инфек-
ций, повышенной температуры мошонки, эндокрин-
ных нарушений, иммунологических и генетических 
факторов [1, 4]. Генетическими причинами бесплодия 
и репродуктивных проблем являются сбалансирован-
ные ХА, а также спонтанные анеуплоидии в гаметах, 
возникшие de novo [5, 6]. Анеуплоидии, т.е. наруше-
ние числа отдельных хромосом в виде наличия допол-
нительной гомологичной хромосомы (трисомия) или 
отсутствия одной из гомологичных хромосом (моно-
сомия), являются наиболее частыми ХА у доимплан-
тационных эмбрионов [7, 8]. Основными механизмами 
формирования клеток с анеуплоидией является хромо-
сомное нерасхождение или анафазное отставание хро-
мосом в родительском мейозе [8 – 10]. Возникновение 
одной из этих ошибок в гаметах родителей может при-
вести к формированию зиготы как с моносомией, так 
и с трисомией, что, в свою очередь, может привести к 
спонтанному прерыванию беременности или к рожде-
нию ребёнка с хромосомной патологией. Вероятность 
возникновения гамет с хромосомным дисбалансом 
увеличивается также в случае родительского носитель-
ства сбалансированных ХА [11]. Кроме того, показано, 
что при носительстве ХА наблюдается так называемый 
межхромосомный эффект, т.е. повышенный уровень 
спонтанной анеуплоидии по хромосомам, не вовле-
ченным в ХА, что определяет важность и целесообраз-
ность проведения молекулярно-цитогенетического ис-
следования гамет при использовании программ ВРТ у 
пациентов с бесплодием и/или репродуктивными про-
блемами [12, 13].

В 40-60% случаев снижения мужской фертильно-
сти единственным этиологическим фактором являют-
ся аномалии морфологии сперматозоидов и качество 
спермы: олигозооспермия, астенозооспермия и тера-
тозооспермия. Обычно эти аномалии объединяются 
и описываются как ОАТ-синдром (олигоастенотера-
тозооспермия). При этом известно, что у пациентов 
c нарушениями сперматогенеза достоверно значимо 
повышаются средние значения частоты анеуплоидии 
в сперматозоидах в сравнении с мужчинами с нор-
мальными показателями спермограммы [14-16]. Так, 
например, у пациентов с олигозооспермией отмеча-
ется статистически значимое повышение доли клеток 

с анеуплоидией по хромосоме 21, составляющей в 
среднем 1,3%, а также повышение уровня дисомии по 
половым хромосомам – в среднем 1,4% в сравнении 
с 0,8% и 0,6%, соответственно, у пациентов с нормо-
спермией [14]. 

Для оценки частоты возникновения аномальных 
клеток, как правило, используют метод флуоресцент-
ной in situ гибридизации (FISH) [17-19]. Это исследо-
вание показано мужчинам с носительством структур-
ных хромосомных перестроек и мужчинам, у которых 
в браке регистрировались повторные случаи невына-
шивания беременности у супруги [1,20]. FISH-анализ 
позволяет получать не только достоверные значения 
частот встречаемости гамет с различными варианта-
ми патологической мейотической сегрегации ХА, но 
и позволяет оценить уровень спонтанной анеупло-
идии у носителя хромосомной перестройки. Приме-
нение этого молекулярно-цитогенетического метода 
исследования сделало возможным анализ большого 
количества клеток и проведение гибридизации на 
любых свежеприготовленных препаратах спермато-
зоидов. Однако, несмотря на перечисленные достоин-
ства FISH-метода, были обнаружены и некоторые его 
ограничения. Так, на достоверность получаемых ре-
зультатов анализа влияет степень эффективности ги-
бридизации. Максимальная, близкая к 100%, эффек-
тивность гибридизации достигается при оптимальной 
подготовке препаратов сперматозоидов к проведению 
FISH, позволяющей ДНК-зонду комплементарно вза-
имодействовать с ДНК-мишени. В течение спермато-
генеза замещение гистонов протаминами приводит 
к сверхконденсации хроматина [21]. Хроматин спер-
матозоидов локализован в ядре, которое занимает 
большую часть головки, при этом он примерно в 10 
раз превышает плотность хроматина соматических 
клеток, что может существенно повлиять на проведе-
ние FISH-исследования [22-25]. Качество анализа и 
эффективность гибридизации в труднопроницаемом, 
сверхплотно конденсированном хроматине головок 
сперматозоидов значительно повышается за счет об-
работки препарата эякулята различными реагентами, 
которые позволяют ремоделировать хроматин, обе-
спечивая возможность проникновения ДНК-зонда к 
ДНК-мишени, сохраняя при этом важные морфоло-
гические особенности клеток. Ремоделирование ядер 
сперматозоидов подразумевает восстановление дис-
ульфидных связей (S-S) и замещения протаминов ги-
стонами [26, 27].

Широкое распространение получила предвари-
тельная обработка препаратов сперматозоидов с ис-
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пользованием окислительно-восстановительного 
агента дитиотреитола (ДТТ), который восстанавли-
вает дисульфидные связи в ядрах сперматозоидов, 
что приводит к искусственной деконденсации in vitro 
сперматозоидов млекопитающих [28-30]. Однако при-
менение этого реагента в качестве деконденсанта хро-
матина сопряжено с определёнными трудностями и 
ограничениями. Оптимизация протокола деконденса-
ции хроматина сперматозоидов является первоочеред-
ной задачей в исследовании мейотической сегрегации 
хромосом в сперматогенезе.

Материал и методы. Было проведено молекулярно-
цитогенетическое исследование препаратов из эякулята 
9 фенотипически нормальных мужчин. FISH проводили 
с использованием локус-специфичных ДНК зондов на 
хромосомы 13 и 21 – PN 13(13q14) / 21(21q22), мече-
ных флуорохромами SpectrumGreen и SpectrumOrange, 
соответственно, по протоколу производителя (Kreatech, 
Нидерланды). В каждом случае было проанализировано 
не менее 3000 клеток. Анализ осуществляли на эпифлу-
оресцентном микроскопе «AxioImager M.1» (CarlZeiss, 
Германия) c соответствующим набором светофильтров 
и использованием компьютерной программы обработки 
цифровых изображений «Isis» (MetaSystems, Германия). 
Полученные данные обрабатывали в программе Excel из 
пакета программ Microsoft Office 2007. 

С целью разработки оптимального протокола для 
последующего исследования мейотической сегрегации 
сперматозоидов, был проведен сравнительный анализ 
препаратов из эякулята без деконденсации хроматина 
сперматозоидов, с тепловой деконденсацией хроматина, 
деконденсированных препаратов с использованием ди-
тиотреитола (ДТТ) и деконденсированных препаратов 
с использованием трис(2-карбоксиэтил)фосфингидрох-
лорида (tris(2-carboxyethyl)phosphine – TCEP), а также 
препаратов, деконденсированных по гибридному прото-
колу, разработанному в нашей лаборатории для работы с 
образцами с низкой эффективностью гибридизации при 
использовании других протоколов деконденсации хро-
матина сперматозоидов. 

Методика приготовления препаратов из эякуля-
та для FISH-анализа. Образец эякулята инкубирова-
ли при 37°С в течение 30 мин с последующим разведе-
нием в натрий-фосфатном буфере (phosphate buffered 
saline – PBS) в соотношении 1:9. Центрифугировали 
7 мин при 1850g. Элиминировали надосадочную жид-
кость, добавляли охлажденный фиксатор Карнуа (мета-
нол/ледяная уксусная кислота в соотношении 3:1). За-
фиксированную взвесь помещали на 60 мин на -20°С. 
Фиксатор меняли дважды, суспензию раскапывали на 
охлажденные влажные стекла.

Протоколы молекулярно-цитогенетического 
исследования

Протокол тепловой деконденсации хроматина 
сперматозоидов. Тепловую деконденсацию проводили 
в соответствии с ранее описанным протоколом [31]. На 
препаратах эякулята, приготовленных для FISH, денату-
рацию проводили при +90°С 10 минут, последующую 
гибридизацию в течение ночи проводили при +42°С.

Протокол деконденсации хроматина сперматозо-
идов с использованием ДТТ. Препараты, приготовлен-
ные для FISH, помещали в 5 мМ раствор ДТТ (Helicon) 
в 0.1M Tris и 1% Triton-X на 5-7 мин при +37°С, после 

чего промывали в растворе 2xSSC 3 мин и дегидратиро-
вали в серии спиртов возрастающей концентрации по 1 
минуте. Наносили на стекло 3,7% раствор формальдеги-
да в PBS на 10 мин, промывали в растворе PBS 3 мин и 
дегидратировали в серии спиртов восходящей концен-
трации по 1 минуте. 

Денатурацию проводили при 77°С, 7 мин с последу-
ющей гибридизацией в течение ночи при +37°С.

Протокол деконденсации хроматина спермато-
зоидов с использованием раствора TCEP. Препараты, 
приготовленные для FISH, помещали в раствор 2хSSC 
на 10-20 мин, на стекло наносили 13 мМ раствор TCEP 
(Applichem) на 3 мин, промывали в растворе 2хSSC 5 
мин, наносили на стекло раствор 1% формалина в PBS 
на 3,5 минут. Препараты инкубировали в растворе 
2хSSC 5 мин, после чего дегидратировали в серии спир-
тов восходящей концентрации по 1 минуте и сушили на 
воздухе.

Денатурацию проводили при 77°С, 7 мин с последу-
ющей гибридизацией в течение ночи при +37°С.

Гибридный протокол деконденсации хроматина 
сперматозоидов с использованием раствора пепси-
на и TCEP. Препараты помещали в 4% формальдеги-
де 10 минут, после чего отмывали в PBS дважды по 
5 минут. Подготовленные таким образом препараты 
инкубировали в 0,3% растворе пепсина в течение 20 
мин при 37°С, после чего отмывали в PBS дважды по 
5 мин, дегидратировали в серии спиртов восходящей 
концентрации по 1 мин и сушили на воздухе. Затем 
препараты инкубировали в растворе 2хSSC в течение 
20 мин при +37°С, после чего на стекло наносили 13 
мМ раствор TCEP на 3 мин, промывали в 2хSSC 5 мин, 
наносили на стекло 1% раствор формалина в PBS на 
3,5 минут. Препараты инкубировали в растворе 2хSSC 
в течение 5 мин, после чего дегидратировали в серии 
спиртов восходящей концентрации по 1 мин и сушили 
на воздухе.

Денатурацию проводили при +90°С, 10 мин с после-
дующей гибридизацией в течение ночи при +42°С.

Результаты. Был проведен FISH-анализ препаратов 
эякулята, полученного от 9 фенотипически нормальных 
мужчин, и подготовленных для FISH с использованием 
различных протоколов предобработки. Для выявления 
оптимального протокола использовали такие критерии 
как оценка эффективности гибридизации с локус-спец-
ифическими ДНК-зондами на хромосомы 13 и 21, т.е. 
определение частоты клеток с гибридизационными сиг-
налами, а также соотношение «шум»/сигнал, который 
определяли как отношение фоновой гибридизации к ин-
тенсивности гибридизационного сигнала. 

Результаты сравнительной оценки различных про-
токолов предобработки клеток эякулята представлены 
в табл. 1 и на рисунке. Всего было проанализировано  
79 488 клеток.    

Обсуждение. Эффективность гибридизации, т.е., 
процент клеток с гибридизационными сигналами, на 
препаратах эякулята без деконденсации была самой низ-
кой и в среднем составляла 23%. Фоновая гибридизация 
(«шум») была высокой, а обнаруженные сигналы слабые 
(см. рисунок, а). Низкая эффективность гибридизации, 
преобладание фоновой гибридизации не позволили ни в 
одном случае провести корректный подсчет гибридиза-
ционных сигналов.

В препаратах, которые были подвергнуты тепло-
вой деконденсации, эффективность гибридизации ва-
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Т а б л и ц а  1 
Эффективность гибридизации в клетках эякулята при использовании различных протоколов  

деконденсации хроматина ядра сперматозоидов

Показатели Эффективность гибридизации 
(%) ±SD «Шум»/сигнал Всего проанализировано

клеток

Без деконденсации 23,1±2,2 +/- 18751

Тепловая обработка 78,8±8,2 +/+ 13246

ДТТ 73,8±1,2 -/+ 16346

TCEP 93,4±1,5 -/+ 15467

Гибридный протокол 67,8±9,7 +/+ 15678

П р и м е ч а н и е . ±SD – стандартное отклонение; + - наличие шума/сигнала; ― - отсутствие шума/сигнала.

Результаты проведения молекулярно-цитогенетического исследования FISH с локус-специфичными ДНК-зондами на хромо-
сомы 13 и 21. а – без обработки; б – тепловая обработка; в – протокол с использованием ДТТ; г – протокол с использованием 
TCEP;  д – гибридный протокол.

рьировала от 70 до 90%, составляя в среднем 78,8%. 
Такая обработка позволяет полностью сохранить мор-
фологические особенности сперматозоидов и отлича-
ется быстротой выполнения процедуры. Однако дан-
ный протокол чувствителен как к качеству фиксации 
эякулята (недостаточное время фиксации, недоста-
точно низкая температура фиксатора, много белковой 
составляющей во взвеси), так и к качеству использу-
емых предметных и покровных стёкол, что затрудня-
ет воспроизводимость методики. Высокая интенсив-
ность фоновой гибридизации, нестабильность тепло-
вой обработки в целом определяют целесообразность 
использования тепловой деконденсации хроматина 
только в случаях, когда при анализе необходимо пол-
ностью сохранить морфологию сперматозоидов (см. 
рисунок, б).

Эффективность гибридизации в клетках, которые 
были деконденсированы с использованием ДТТ ва-
рьировала от 70 до 98%, составляя в среднем 73,8%. 
Наличие ярких дискретных гибридизационных сиг-
налов обеспечило возможность корректного подсчета 

количества гибридизационных сигналов как для хро-
мосомы 13, так и для хромосомы 21 (см.рисунок, в). 
Протокол с использованием ДТТ в качестве деконден-
сирующего агента является стандартным и общепри-
нятым для обработки препаратов сперматозоидов [15, 
31, 32]. Однако работа с раствором ДТТ должна про-
водиться с тщательным соблюдением условий личной 
безопасности, поскольку этот реагент является край-
не летучим и токсичным веществом. Готовый раствор 
нестабилен, приготавливается ex tempore и требует за-
мены не позднее, чем через три часа после приготов-
ления рабочего раствора. Использование в рабочем 
протоколе дитиотреитола требует наличия вытяжного 
шкафа и термостата или водяной бани, а также кон-
троля кислотности раствора, поскольку оптимальный 
pH для дитиотреитола составляет 7,1-8,0. Существен-
ным недостатком является то, что в результате обра-
ботки ДТТ клетки могут изменить свою морфологию. 
Для анализа сегрегации хромосом более значимым 
является высокая эффективность гибридизации (ниже 
85%) и низкий уровень фоновой гибридизации, одна-



607

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2021 66(10)
https://dx.doi.org/110.51620/0869-2084-2021-66-10-603-609

ЦИТОЛОГИЯ

ко при проведении исследований, требующих сохран-
ности морфологии клеток, более предпочтительным 
протоколом предобработки может являться тепловая 
деконденсация с хотя и более высокой фоновой ги-
бридизацией, но меньшими изменениями клеточной 
морфологии [28].

Самая высокая эффективность гибридизации была 
отмечена в препаратах сперматозоидов, которые были 
деконденсированы с использованием TCEP, где она в 
среднем составила 93,4% с диапазоном от 89,5 до 98% 
при практическом отсутствии фоновой гибридизации 
(см. рисунок, г). Достоинствами данного протокола яв-
ляется техническая простота его применения, возмож-
ность хранения готового раствора в течение длительного 
времени при температуре -20°С с сохранением стабиль-
ности. Показано, что TCEP эффективно восстанавливает 
дисульфидные связи в широком диапазоне pH (1,5-8,5) 
[33,34]. Единственным условным недостатком данного 
протокола является более высокая, в 2 раза выше, сто-
имость трис (2-карбоксиэтил) фосфингидрохлорида в 
сравнении дитиотреитолом [30].

В одном из девяти случаев эффективность гибриди-
зации не превысила 5% при использовании протоколов, 
описанных выше. С целью повышения эффективности 
гибридизации, нами был разработан гибридный про-
токол денатурации хроматина сперматозоидов, сочета-
ющий протеолитическую обработку с использованием 
раствора пепсина, отмывку в растворе 2xSSC и после-
дующую деконденсацию с TCEP. При Эффективность 
гибридизации в клетках препаратов при использова-
нии гибридного протокола варьировала от 50 до 70% 
и в среднем составляла 67,8%. Следует отметить, что 
использование пепсина в качестве протеолитическо-
го агента позволило несколько улучшить соотношение 
«шум»/сигнал, однако привело к изменению морфоло-
гии сперматозоидов (см. рисунок, д).

Тем не менее несмотря на то, что это самый дли-
тельный по времени выполнения протокол из всех 
представленных с низкой эффективностью гибридиза-
ции и возможным нарушением морфологии клеток, его 
использование позволяет провести анализ даже в тех 
случаях, когда эффективность гибридизации состав-
ляет менее 5%. Таким образом, гибридный протокол 
может стать единственным, благодаря которому воз-
можно провести анализ без необходимости повторного 
сбора материала. 

Таким образом, эффективность гибридизации при 
использовании протокола с TCEP статистически значи-
мо (p<0,05) превышала таковую при всех прочих прото-
колах деконденсации хроматина, что позволяет считать 
TCEP оптимальным для ремоделирования хроматина 
ядер сперматозоидов в целях дальнейшего молекуляр-
но-цитогенетического исследования мужских гамет. 

В табл. 2 суммированы преимущества и недостатки 
всех рассмотренных протоколов деконденсации хрома-
тина сперматозоидов.    

Заключение. С развитием молекулярно-цитогене-
тических методов исследования, таких как флуорес-
центная in situ гибридизация (FISH), стало возможным 
исследовать мейотическую сегрегацию хромосом в 
препаратах эякулята. Однако, в отличие от диффузного 
хроматина соматических клеток, особенности конден-
сации хроматина в сперматозоидах требуют оптимиза-
ции протоколов пробоподготовки к проведению FISH. 
Общепринятым и широко используемым в различных 
лабораториях деконденсирующим реагентом является 
дитиотреитол (ДТТ). Учитывая вышеописанные нега-
тивные свойства ДТТ, в целях оптимизации протокола 
пробоподготовки препаратов сперматозоидов человека 
для FISH-исследования мы использовали деконден-
сирующий реагент трис(2-карбоксиэтил)фосфинги-
дрохлорид (TCEP). При применении такого протокола 

Т а б л и ц а  2
Сравнительная оценка различных протоколов деконденсации сперматозоидов человека.

Показатели Преимущества протокола Недостатки протокола

Без деконденсации -
Низкое качество сигналов

Низкая эффективность гибридизации
Фоновая гибридизация

Тепловая  
деконденсация

Простота выполнения
Скорость выполнения

Сохранность морфологии клеток

Невысокая эффективность гибридизации
Чувствительность к качеству используемых материалов

Фоновая гибридизация

ДТТ Дискретность гибридизационных сигналов
Отсутствие фоновой гибридизации

Невысокая эффективность гибридизации
Токсичность реактива

Узкий диапазон рабочего pH=7.1-8.0
Необходимость изготовления 

ex tempore 
Нарушение морфологии клеток

TCEP

Высокая эффективность гибридизации
Отсутствие фоновой гибридизации

Широкий диапазон рабочего pH=1.5-9.0
Высокое качество сигналов

Возможность долгого хранения рабочего раство-
ра при температуре -20°С

Не отмечено 

Гибридный протокол Позволяет провести анализ в случаях, когда ни 
один другой протокол не эффективен

Фоновая гибридизация
Длительность выполнения

Нарушение морфологии клеток
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деконденсации хроматина сперматозоидов была отме-
чена максимальная эффективность гибридизации при 
наибольшей сохранности морфологии сперматозоидов 
и оптимальном соотношении «шум»/сигнал. Предло-
женный гибридный протокол предгибридизационной 
подготовки сперматозоидов, сочетающий деконденса-
цию хроматина с его протеолизом, позволяет прово-
дить FISH-анализ в тех случаях, когда клетки эякулята 
нечувствительны к более щадящим протоколам декон-
денсации.
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ОСОБЕННОСТИ ИММУНОЛОГИЧЕСКОГО ПРОФИЛЯ КРОВИ И МОЧИ У БОЛЬНЫХ 
ПОСТИНФЕКЦИОННЫМ ГЛОМЕРУЛОНЕФРИТОМ

ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова», 428015, Чебоксары, Россия

Своевременность диагностики и лечения постинфекционного гломерулонефрита (ПИГН) в настоящее время ограничи-
вают стертость, малосимптомность заболевания, что побуждает к поиску информативных биологических маркеров 
заболевания, в роли которых могут выступать иммунологические показатели крови и мочи. Исследование проведено 
с целью установления характерных изменений в иммунологических показателях крови и мочи у больных ПИГН. В ис-
следование включено 60 пациентов с ПИГН из числа больных, госпитализированных в нефрологическое отделение Ре-
спубликанской клинической больницы Министерства здравоохранения Чувашской Республики в 2015-2018 гг. Помимо 
общепринятых методов исследования больным проводили: 1) определение показателей врожденного и приобретенного 
иммунного ответа в крови (СD3+-, СD3+СD4+-, СD3+СD8+-, СD4+СD25+-, СD95+-, СD20+-, СD14+СD282+-, СD14+СD284+ 

– клетки; уровни IgG, IgA, IgM, циркулирующих иммунных комплексов, С3, С4) и мочи (уровни IgG, IgA, IgM, С3, С4); 2) 
определение уровней цитокинов – IL-1β, Ra-IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-17A в сыворотке крови и моче. Полученные 
данные сравнивали с таковыми у группы здоровых лиц. Изменения иммунологических показателей крови, выявленные в 
группе пациентов с ПИГН, свидетельствуют об активации врожденного иммунитета (увеличение числа CD14+TLR2+-
клеток) и гуморального звена адаптивного иммунитета (увеличение числа В-лимфоцитов, гипериммуноглобулинемия 
– повышение уровней IgM и IgA) на фоне уменьшения числа Т (CD3+)-лимфоцитов и регуляторных (CD4+ СD25 high) – 
клеток, гипокомплементемии (снижение уровней С3, С4). В моче обнаружено повышение содержания С3, IgG и IgA. 
Для цитокинового профиля крови у больных ПИГН было характерно повышение уровней про- и противовоспалительных 
цитокинов IL-1β, Ra-IL-1β, IL-2, IL-8, IL-10, IL-17A, за исключением IL-4, сохранявшегося на уровнях здоровых лиц. Ци-
токиновый профиль мочи у больных отличался повышением уровней провоспалительныых цитокинов IL-1β, IL-2, IL-8, 
IL-17A и противовоспалительного цитокина – IL-10 при отсутствии изменений в содержании Ra-IL-1β и IL-4. Обнару-
женные особенности иммунологического профиля крови и мочи у больных ПИГН отражают иммунопатогенетические 
механизмы данного заболевания. 
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Karzakova L.M., Kudryashov S.I., Borisova L.V., Zhuravleva N.V., Komelyagina N.A., Odintsova A.V., Sidorov I.A.
FEATURES OF THE IMMUNOLOGICAL PROFILE OF BLOOD AND URINE IN PATIENTS  
WITH POST-INFECTIOUS GLOMERULONEPHRITIS
The Ulyanov Chuvash State University, Russia, 428015, Cheboksary
The timely diagnosis and treatment of post-infectious glomerulonephritis (PIGN) is currently limited by the erased and low-
symptom nature of the disease, which leads to the search for informative biological markers of the disease, which can be used as 
immunological indicators of blood and urine. The study was carried out in order to establish the characteristic changes in the 
immunological parameters of blood and urine in patients with PIGN. The study included 60 patients with PIGN from among the 
patients, hospitalized in the nephrology department of the Republican Clinical Hospital of Health Care Ministry of the Chuvash 
Republic in 2015-2018. In addition to the generally accepted research methods, the patients underwent: 1) the determination 
of indicators of innate and acquired immune response in the blood (CD3+ -, CD3+ CD4+-, CD3+CD8+-, CD4+CD25+-, CD95+-
, CD20+-, CD14+CD282+-, CD14+CD284+- cells; levels of IgG, IgA, IgM, circulating immune complexes, C3, C4) and urine 
(levels of IgG, IgA, IgM, C3, C4); 2) the determination of the levels of cytokines - IL-1β, Ra-IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-
17A in blood serum and urine. The data obtained were compared with those of the group of healthy individuals. The changes in 
blood immunological parameters, identified in the group of patients with PIGN, indicate the activation of innate immunity (the 
increase in the number of CD14+TLR2+- cells) and the humoral component of adaptive immunity (the increase in the number of 
B-lymphocytes, hyperimmunoglobulinemia - the increase in IgM and IgA levels) against the background of the decrease in the 
number of T (CD3+) - lymphocytes and regulatory (CD4+СD25high) - cells, hypocomplementemia (decreased levels of C3, C4). 
The increase in the content of C3, IgG and IgA was found in the urine. The cytokine profile of blood in patients with PIGN was 
characterized by the increase in the levels of pro- and anti-inflammatory cytokines IL-1β, Ra-IL-1β, IL-2, IL-8, IL-10, IL-17A, 
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with the exception of IL-4, which remained on the levels of healthy individuals. The cytokine profile of urine in patients was 
characterized by the increase in the levels of pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-2, IL-8, IL-17A and anti-inflammatory cytokine 
- IL-10, with no changes in the content of Ra-IL-1β and IL-4. The revealed features of the immunological profile of blood and urine 
in patients with PIGN reflect the immunopathogenetic mechanisms of this disease.
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Введение. Одной из важных проблем современной 
медицины является задача сокращения числа больных 
хронической болезнью почек (ХБП), вызывающей раз-
витие терминальной почечной недостаточности (ТПН), 
на лечение которой расходуются во всем мире колос-
сальные средства [1]. В РФ главной причиной разви-
тия ТПН являются гломерулонефриты (ГН) – группа 
заболеваний, в основе которых лежит иммуновоспа-
лительное поражение почечных гломерул. Родоначаль-
ником гломерулопатий является Брайтова болезнь –  
постстрептококковый гломерулонефрит (ПСГН), свя-
занный с перенесенной стрептококковой инфекцией. 
Коренные сдвиги в эпидемиологии ПСГН произошли 
около три десятка лет назад. Заболеваемость ПСГН 
резко снизилась в промышленно развитых странах бла-
годаря эффективной антибиотикотерапии стрептокок-
ковых инфекций и улучшению санитарных условий, 
однако ПСГН продолжает быть распространенным за-
болеванием в развивающихся странах [2]. Изменилась 
этиологическая структура ГН, связанных с инфекцией. 
Стафилококки (в частности, Staphylococcus aureus) и 
вирусы стали наиболее часто встречающимися при-
чинными факторами ПИГН. С учетом этого, гломеру-
лопатии, развитие которых связано с инфекцией, стали 
именовать «постинфекционными гломерулонефрита-
ми» (ПИГН) [3]. Своевременность диагностики и лече-
ния ПИГН в настоящее время ограничивают стертость 
и малосимптомность заболевания, что побуждает к по-
иску информативных биологических маркеров заболе-
вания, в роли которых могут выступать иммунологиче-
ские показатели крови и мочи. Ранее предпринимались 
исследования по изучению отдельных компонентов 
иммунного статуса у пациентов с ПИГН [4], однако до 
сих пор нет полного представления о характере изме-
нений в иммунологических показателях крови и мочи 
у больных ПИГН. В связи с приведенным целью иссле-
дования явилось установление характерных изменений 
в иммунологических показателях крови и мочи у боль-
ных ПИГН.

Материал и методы. В обсервационное, одноцен-
тровое, одномоментное исследование отбирали паци-
ентов ПИГН, получающих стационарное лечение в не-
фрологическом отделении БУ «Республиканская клини-
ческая больница» Минздрава Чувашской Республики (в 
2015-2018 гг.). Перед началом исследования получали 
от больных и здоровых лиц добровольное информиро-
ванное согласие на исследование в письменной форме. 
Протокол исследования одобрен Этическим комитетом 
при ФГБОУ ВО «Чувашский государственный универ-
ситет имени И.Н. Ульянова» (протокол заседания №3/2 
от 30.11.2015).

В исследование включали больных обоих полов, в 
возрасте от 18 до 65 лет с подтвержденным диагнозом 
ПИГН. Критериями включения служили: 1) установлен-
ный диагноз ГН, развившегося после перенесенной ин-
фекции (острое респираторное заболевание, инфекции 
рото-, носоглотки, кожи, урогенитальная инфекция и 
др.) или в период манифестации данных инфекционных 
заболеваний; 2) дебют ПИГН. ПИГН диагностировали 
при выявлении трех из следующих признаков: 1) кли-
нические или лабораторные признаки предшествующей 
развитию ГН инфекции или наличие инфекции в период 
развития ГН, 2) диффузный эндокапиллярный пролифе-
ративный/экссудативный ГН, 2) снижение содержания в 
сыворотке крови компонентов комплемента – С3 и/или 
С4, 3) отложение в почечных клубочках С3 в сочетании 
с иммунными комплексами или без них, 4) обнаруже-
ние при электронной микроскопии горбикоподобных 
субэпителиальных образований на месте депозитов им-
мунных комплексов [5]. При отборе больных исключали 
из исследования лиц, имеюших сопутствующие забо-
левания (желудочно-кишечные, сердечно-сосудистые); 
вторичные ГН в рамках системных аутоиммунных за-
болеваний; почечную недостаточность (креатинин сы-
воротки крови выше 200 мкг/л, скорость клубочковой 
фильтрации – СКФ ниже 60 мл/мин); возраст больше 
65 лет; беременность. В контрольную группу включа-
ли практически здоровых лиц обоего пола от 18 до 65 
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лет, с нормальными показателями функционального 
состояния почек и артериального давления, у которых 
отсутствовали хронические заболевания и указания на 
острые заболевания в течение последнего месяца. 

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли на гра-
диенте плотности фиколла-верографина (ρ=1,077 г/
см3). Для идентификации лимфоцитов и их субпопуля-
ций проводили иммунофенотипирование МНК мето-
дом прямой иммунофлюоресценции на проточном ци-
тофлюориметре Fc500 («BeckmanCoulter», США). При 
этом использовали моноклональные антитела (МКАТ) к 
дифференцировочным маркерам CD3, CD3/CD4, CD3/
CD8, CD20, CD4/CD25, CD95 (Beckman Coulter) соглас-
но методике производителя МКАТ. Экспрессию диф-
ференцировочных маркеров на МНК оценивали с ис-
пользованием двойной метки флуоресцирующими кра-
сителями – флуоресцеина-5-изотиоционатом (ФИТЦ) и 
R-фикоэритрином (РЕ) («Beckman Coulter», США).

Для определения экспрессии молекул Toll-подобных 
рецепторов (TLR) – TLR2, TLR4 на моноцитах пери-
ферической крови МНК смешивали с МКАТ к CD14 
(маркер моноцитов), мечеными ФИТЦ («Beckman 
Coulter», США), после этого добавляли МКАТ к СD282 
(TLR2) или CD284 (TLR4), меченые Alexa Fluor 488 
(e-Biosciences). Результат оценивали с помощью проточ-
ной цитометрии: определяли число CD14-позитивных 
клеток, экспрессирующих TLR2 или TLR4. 

Определение концентрации IgM, IgG, IgA в сыворот-
ке крови и моче проводили иммунотурбидиметрическим 
методом с использованием автоматического биохимиче-
ского анализатора ILab 650 (Япония, Италия). 

Определение концентрации циркулирующих им-
мунных комплексов (ЦИК) в сыворотке осуществляли 
методом осаждения полиэтиленгликолем (ПЭГ-6000), 
результат выражали в условных единицах. 

Определяли уровни провоспалительных и противо-
воспалительных цитокинов – IL-1β, Ra-IL-1β (антаго-
нист рецепторов IL-1β), IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, IL-17A и 
компонентов комплемента (С3 и С4) в сыворотке крови 
и утренней моче методом ИФА в системе бидетерми-
нантного определения антигена с применением перок-
сидазы в качестве индикаторного фермента с использо-
ванием стандартных наборов (ООО «Цитокин», Санкт-
Петербург) в соответствии с методикой производителя 
тест-наборов на иммуноферментном анализаторе Bio-
Rad Evolis Twin Plus (BioRad, Франция).

Полученные в ходе исследования данные обраба-
тывали с помощью пакета статистических программ 
«Statistica – v. 10.0» («StatSoft Inc.», США). Предвари-
тельно определяли значения изучаемых показателей на 
соответствие нормальному распредлению с использо-
ванием метода Колмогорова – Смирнова. Данные пред-
ставляли в формате Ме (Р25 – Р75), где Ме – медиана, Р25 –  
Р75 – граница варьирования индивидуальных значений 
показателей от нижнего до верхнего квартилей в группе 
исследования. Показатели группы больных сравнивали 
с параметрами контрольной группы с помощью непа-
раметрического метода – критерия Манна-Уитни (pm-w). 
Корреляционный анализ осуществляли по непараметри-
ческому методу Спирмена. 

Результаты. Число отобранных в исследование 
больных ПИГН составило 60 человек, контрольная 
группа включала 30 практически здоровых лиц. В груп-
пе больных были 19 женщин и 41 мужчина. Средний 
возраст больных составил 31±8,5 лет. В типичном слу-

чае диагноз ПИГН выставляли пациентам, у которых 
имелись такие клинические проявления, как отеки раз-
личной степени выраженности (у 61,6% больных), по-
вышение артериального давления (37% больных), оли-
гурия (26%), потемнение цвета мочи (34%), которые 
возникали через 1-3 нед после перенесенной стафило-
кокковой, стрептококковой, клебсиеллезной или вирус-
ной инфекции или во время манифестации перечислен-
ных инфекций. У 37% не было клинических проявлений 
заболевания.

Ассоциированная с ПИГН инфекция проявлялась 
в виде фарингита, тонзиллита, пиодермии, флегмоны, 
острой респираторной инфекции верхних дыхательных 
путей, цистит-уретрита, холангита, инфекционного эн-
докардита перед развитием ПИГН или во время ПИГН. 
Лабораторные маркеры инфекций выявлялись бактери-
ологическими и/или молекулярно-генетическими ме-
тодами исследования у 90 % пациентов: Streptococcus 
pyogenes – у 18,3%, Staphylococcus aureus – у 21,6%, 
Staphylococcus haemoliticus – у 5%, Escherichia coli – у 
7%, Klebsiella pneumoniae – у 5%, вирус Эпштейна-Барр 
(Epstein-Barr virus) – у 10%, герпесвирус человека тип 
6 (Human betaherpesvirus 6A) – у 8%, вирус гепатита В 
(HBV) – у 3%, вирус гепатита С (HСV) – у 2% и др. У 4 
(6,6%) пациентов инфекция (преимущественно острые 
инфекции верхних дыхательных путей) манифестирова-
ла клинически, но не обнаруживалась при лабораторном 
тестировании. У 2 (3%) пациентов не было клинических 
симптомов инфекции, однако обнаруживался высокий 
титр антистрептолизина-О – более 330 Ед/л.

У 72% больных ПИГН сывороточный уровень C3-
компонента комплемента был ниже 0,9 г/л (у здоровых: 
0,94 - 1,88 г/л), у 14 % был снижен сывороточный уро-
вень С4 ниже 0,1 г/л (у здоровых: 0,10 - 0,52 г/л).

Диагностическая нефробиопсия с морфологическим 
исследованием биоптата методом световой и иммуноф-
люоресцентной микроскопии потребовалась для вери-
фикации диагноза 36 пациентам ввиду малосимптом-
ности заболевания. По результатам морфологического 
исследования у 34 пациентов был установлен диффуз-
ный эндокапиллярный ГН, у 2 – экстракапиллярный ГН 
с образованием полулуний.

При иммунофлюоресцентном исследовании био-
птата с использованием МКАТ к С3, IgG, IgA, IgM у 
11 (30%) из обследованных пациентов обнаружилось 
изолированное отложение С3, у 33 (92%) – сочетанное 
отложение С3 и IgG. У 1 (2,7%) больного наблюдались 
депозиты IgA при отсутствии С3 и других классов им-
муноглобулинов.

Контрольная группа включала 9 женщин, 21 мужчи-
ну, средний возраст которых составил 35,8±8,2 лет. Зна-
чения гендерно-возрастных показателей здоровых лиц, 
составляющих контрольную группу, не различались от 
соответствующих показателей групп больных (p>0,05 
для всех показателей).

Иммуно-лабораторный профиль крови у больных 
ПИГН. В группе больных ПИГН обнаружено увели-
чение в периферической крови абсолютного содержа-
ния В(CD20+)-клеток, уровней IgM и IgА (табл. 1).  
Результаты изучения экспрессии дифференцировочных 
маркеров на Т-лимфоцитах больных свидетельствовали 
об уменьшении относительного содержания Т(CD3+)-
клеток и абсолютного числа Treg-клеток – Т-хелперных 
клеток, имеющих высокую экспрессию маркера CD25. 
Кроме того, у больных оказалось увеличено число кле-
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ток (СD14+), экспрессирующих CD282 (TLR2). Уровни 
компонентов комплемента С3 и С4 при ПИГН были су-
щественно снижены, а концентрация ЦИК – повышена.

Иммуно-лабораторный профиль мочи у больных 
ПИГН. С целью нивелирования влияния фильтрацион-
ной функции почек на показатели содержания иммуно-
глобулинов, С3, С4 и цитокинов в моче, рассчитывали 
нормализованные показатели данных биосубстратов как 
отношение их абсолютных показателей к уровню кре-
атинина в моче. Анализ полученных показателей вы-
явил существенное повышение в группе больных ПИГН 
нормализованных показателей С3 и иммуноглобулинов 
– IgA и IgG (табл. 2). IgM не обнаруживался в моче ни у 
больных, ни у здоровых лиц.

Цитокины в сыворотке крови и моче у больных ПИГН. 
Сывороточные уровни всех изучаемых цитокинов, за ис-
ключением IL-4, у больных ПИГН превышали соответ-
ствующие показатели у здоровых (табл. 3). Нормализо-
ванные показатели содержания в моче всех исследуемых 
провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-2, IL-8, IL-17A) 
и противовоспалительного цитокина – IL-10 у больных 
были повышены, в то время как уровни IL-4 и RaIL-1β 
не отличались от аналогичных показателей группы здо-
ровых лиц.

Корреляционные связи уровней цитокинов с имму-
нологическими показателями. Результаты корреляцион-

ного анализа демонстрировали наличие связи сыворо-
точных уровней цитокинов преимущественно с такими 
показателями, как относительное число CD14+ TLR2+-
клеток, содержание С3 в сыворотке крови. В частности, 
процентное содержание CD14+ TLR2+-клеток корре-
лировало с уровнями IL-1β (rs = 0,36, prs = 0,022), IL-10  
(rs = - 0,46, prs = 0,022). Концентрация С3 имела отрица-
тельные связи с уровнями IL-1β (rs = - 0,34, prs = 0,031) и 
IL-4 (rs = - 0,71, prs = 0,021). 

Что касается корреляционных связей мочевых уров-
ней цитокинов с иммунологическими показателями, 
наибольшее число связей выявлено у нормализованно-
го показателя IL-1β, коррелировавшего с иммунологи-
ческими параметрами мочи – уровнями IgA (rs = 0,60,  
prs = 0,018), IgG (rs = 0,44, prs = 0,024), а также сыворо-
точными уровнями С3 (rs = - 0,32, prs = 0,030), IgA (rs = 
- 0,34, prs = 0,031) и числом СD14+ TLR2+-клеток в крови  
(rs = 0,52, prs = 0,019).

Изучение корреляционных связей между сыворо-
точными и мочевыми уровнями цитокинов позволило 
обнаружить существование прямой связи между сы-
вороточным уровнем IL-1β и нормализованным значе-
нием содержания данного цитокина в моче (rs = 0,59;  
prs = 0,001). У других цитокинов сывороточные уровни 
не коррелировали ни с абсолютными, ни нормализован-
ными значениями их содержания в моче.

Т а б л и ц а  1
Иммунологические показатели крови у больных ПИГН и здоровых лиц

Показатели
Больные ПИГН, n=60 Здоровые, n=30

pm-w<
Me (P25 - P75) Me (P25 - P75)

CD3+-клетки абс. 960 (410 - 1410) 1248(902 -1634) 0,01
CD3+CD4+-клетки, абс. 637 (264 - 1024) 758 (508 - 992) NS
CD3+CD8+-клетки, абс. 414,2 (198 - 650) 468 (242 - 688) NS
CD3+CD4+/ CD3+CD8+ 1,44 (1,01 - 2,19) 1,5 (1,21 – 2,1) NS
CD4+ СD25 high - клетки, абс. 62 (36 - 76) 78 (41 - 94) 0,05
CD20+-клетки, абс. 326(160 - 740)*** 289 (122 - 426) 0,001
CD95+-клетки, абс. 271 (200 - 687,5) 392 (234 - 522) NS
CD14+CD282+-клетки, % 73,3 (56 – 82) 52 (44 – 65) 0,001
CD14+CD284+-клетки, % 46 (30 – 58) 42 (31 – 54) NS
С3, г/л 0,48 (0,21 - 0,83) 1,45 (0,94- 1,88) 0,001
С4, г/л 0,11 (0,04 - 0,31) 0,36 (0,10 - 0,52) 0,01
IgM, г/л 2,1 (0,93 - 2,7)*** 1,17(0,45 - 1,4) 0,001
IgG, г/л 10,64 (5,6 - 19) 12,3(7,2 - 15,8) NS
IgA, г/л 2,81(1,18 - 3,84)*** 1,6(0,75 - 2,2) 0,001
ЦИК, усл. ед. 26,2 (6,1 - 35,3) 16,1 (4,2 – 24,1) 0,01

П р и м е ч а н и е . абс. – абсолютное содержание в 1 л (×106/л), NS – различие не достоверно (pm-w >0,05).

Т а б л и ц а  2
Иммунологические показатели мочи у больных ПИГН и здоровых лиц

Показатель
Больные ПИГН, n=60 Здоровые, n=30

pm-w<
Me (P25 - P75) Me (P25 - P75)

С3 норм. 0,0018 (0,001 - 0,006) 0,001 (0,000 - 0,002) 0,01
С4 норм. 0,0006 (0,000 - 0,002) 0,0006 (0,000 - 0,002) NS
IgА норм. 0,187 (0,000 - 0,378) 0,002 (0,000 - 0,012) 0,01
IgM норм. 0 0
IgG норм. 1,316 (0,095 - 2,400) 0,070 (0,000 - 0,352) 0,001
Креатинин мкмоль/мл 5,0 (1,0 – 11,6) 11,3 (4,6- 19,3) 0,001

П р и м е ч а н и я :  норм. – нормализованные по креатинину мочи значения уровней компонентов комплемента и иммуноглобулинов в мг/
мкмоль креатинина мочи; NS – различие не достоверно (pm-w >0,05).
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Обсуждение. В последние десятилетия произошли 
существенные изменения эпидемиологических и эти-
ологических характеристик ПИГН. Стрептококк пере-
стал быть превалирующим этиологическим агентом. По 
результатам нашего исследования, ассоциация ПИГН с 
Streptococcus pyogenes выявлялась в 18,3%. В 23% слу-
чаев обнаруживалась связь ПИГН с вирусными инфек-
циями. О расширении спектра возбудителей инфекций, 
обусловливающих развитие ПИГН, свидетельствуют 
данные многих авторов. Так показано, что ПИГН может 
вызываться вирусами гриппа, Эпштейна-Барр, Кокса-
ки, гепатитов В и С, аденовирусами, эховирусом 9 ти-
па, а также паразитами (малярийные плазмодии) [6, 7]. 
В странах с высоким социальным уровнем жизни раз-
витию ПИГН часто предшествуют преморбидные по-
чечные повреждения разной степени выраженности, 
связанные с диабетической нефропатией, хроническим 
алкоголизмом, инфекционным эндокардитом, внутри-
венным введением наркотических веществ. В этих слу-
чаях заболевание чаще запускается инфекцией Staphylo-
coccus aureus на фоне имеющихся у пациентов иммуно-
логических расстройств [3]. У 21,6% обследуемых нами 
пациентов была обнаружена ассоциация заболевания 
с Staphylococcus aureus. Если ранее ПИГН, имеющий 
стрептококковую этиологию, считали заболеванием с 
благоприятным течением и благополучным исходом, 
то в современных условиях ПИГН нередко проявляется 
быстропрогрессирующим ГН и часто имеет хрониче-
ское течение. В настоящем наблюдении у 5,5% больных 
заболевание развивалось как экстракапиллярный ГН с 
образованием полулуний, приобретало быстропрогрес-
сирующее течение, осложняясь терминальной почечной 
недостаточностью. 

В основе ПИГН лежит иммунокомплексное повреж-
дение клубочков [8]. У 86% обследованных нами боль-
ных выявлялась гипокомплементемия. При исследова-
нии биопсийного материала в 92% случаев были обна-
ружены отложения в клубочках С3 и иммуноглобулинов. 
Депозиты иммунных комплексов в клубочках приводят 

к активации системы комплемента. Преобладание депо-
зитов С3 в пораженных клубочках свидетельствует об 
активации системы комплемента по альтернативному 
пути. Продукт активации системы комплемента ком-
понент C5a, играющий роль хемоаттрактанта, обуслов-
ливает экстравазацию клеток воспаления – преимуще-
ственно нейтрофилов и моноцитов и накопление их в 
местах отложения иммунных комплексов или антигенов. 
Активированные клетки воспаления продуцируют про-
воспалительные медиаторы, повреждающие клубочки. 
Кроме того, эффекторное звено системы комплемента – 
C5b-C9 обеспечивает лизис клеток клубочков за счет об-
разования пор в клеточных мембранах, завершая имму-
нокомплексную реакцию в клубочках [9]. Хотя резуль-
таты морфологических исследований и представляют 
убедительные доказательства иммунопатологической 
природы ПИГН, однако остаются неясными многие де-
тали иммунологических расстройств, сопутствующих 
развитию данного заболевания. 

Результаты проведенного нами исследования свиде-
тельствуют о том, что ПИГН развивается на фоне акти-
вации врожденного иммунитета, подтверждением чего 
является повышенная экспрессия на моноцитах TLR, 
относящихся к патогенраспознающим рецепторам. Опи-
сано 10 различных видов TLR у человека [10]. Среди 
них наиболее значимы в развитии протективного анти-
бактериального иммунного ответа два вида TLR – TLR2 
и TLR4, первый из которых обеспечивает распознава-
ние паттернов грамположительных бактерий (пептидо-
гликаны, липотейхоевые кислоты мембран), а второй 
– мембранные липополисахариды грамотрицательных 
микроорганизмов [11, 12]. У больных ПИГН повышена 
экспрессия на моноцитах TLR2, что можно объяснить 
связью развития заболевания с инфекциями, вызванны-
ми преимущественно грамположительными кокковыми 
бактериями (стафилококки, стрептококки). Опосредо-
ванное TLR распознавание патогенов клетками врож-
денного иммунитета играет важную роль в индукции 
провоспалительного иммунного ответа, необходимого 

Т а б л и ц а  3
Уровни цитокинов в сыворотке крови и моче у больных ПИГН и здоровых лиц

Цитокины
Больные ПИГН, n=60 Здоровые, n=30

pm-w<
Me (P25 - P75) Me (P25 - P75)

Сыворотка крови
IL-1β пкг/мл 26,2 (5,3 - 60,7) 0,4 (0,1 - 26,8) 0,001
IL-2 пкг/мл 40,6 (18,1 - 604,7) 11,3 (8,4 - 29,4) 0,001
IL-4 пкг/мл 1,6 (1,4 - 1,7) 1,8 (0,4 - 4,9) NS
IL-8 пкг/мл 229,7 (84,7 - 1573,0) 23,3 (17,1 - 47,0) 0,001
IL-10 пкг/мл 13,0 (6,7 - 28,2) 3,1 (2,5 - 8,9) 0,001
IL-17А пкг/мл 115,4 (40,6 - 226,7) 40,6 (29,6 - 128,1) 0,01
RaIL-1β пкг/мл 455,1 (308,9 - 609,2) 275,8 (204,0 - 538,5) 0,001

Моча
IL-1β норм. 0,60 (0,01 - 16,22) 0,00 (0,00 - 0,01) 0,001
IL-2 норм. 3,13 (1,24 -34,73) 1,16 (0,64 - 6,51) 0,01
IL-4 норм. 0,22 (0,11 - 3,36) 0,21 (0,12 - 0,53) NS
IL-8 норм. 3,75 (1,25 - 25,06) 0,02 (0,00 - 3,66) 0,001
IL-10 норм. 0,69 (0,41 - 1,99) 0,27 (0,15 - 0,57) 0,001
IL-17А норм. 7,33 (3,14 - 36,52) 4,55 (2,50 - 11,57) 0,001
RaIL-1β норм. 76,6 (22,3 - 289,7) 67,5 (48,4 - 154,9) NS

П р и м е ч а н и е . норм. – нормализованное по креатинину мочи значение уровня цитокина в пг/мкмоль креатинина мочи; NS – различие 
не достоверно (pm-w >0,05).
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для элиминации инфекции. Однако воспалительная ак-
тивация при определенных обстоятельствах может быть 
неконтролируемой и преувеличенной, что обусловли-
вает развитие аутоиммунного процесса. Результаты ис-
следований J. Lichtnekert и соавт. [13] свидетельствуют о 
повышенной экспрессии на мезангиальных клетках по-
чек TLR2 и подтверждают патогенетическую роль TLR2 
в развитии ГН.  

TLR необходимы для инициации эффективного врож-
денного иммунного ответа на ранней стадии инфекции, 
в то время как на более поздних стадиях эти же пато-
ген-распознающие рецепторы регулируют генерацию 
адаптивного иммунного ответа [14]. Действительно, им-
мунологические показатели крови свидетельствуют об 
активации гуморального механизма адаптивного имму-
нитета (увеличение абсолютного числа В-лимфоцитов, 
повышение сывороточных уровней IgM и IgA). Не 
укладывается в картину повышения функциональной 
активности В-лимфоцитов, проявляющейся усилением 
антителопродукции, отсутствие повышения уровня ос-
новного класса сывороточных иммуноглобулинов – IgG. 
Объяснение этому факту можно найти в иммунологиче-
ских показателях мочи. Содержание IgG в моче почти в 
2 раза превышает у больных ПИГН показатель здоро-
вых, что, по всей видимости, и обусловливает снижение 
уровня IgG в сыворотке крови. Повышенная экскреция 
IgG с мочой при ПИГН связана с повышенной прони-
цаемостью клубочкового фильтра. К тому же уровень 
сывороточного IgG может снижаться за счет отложения 
IgG в клубочках в составе иммунных комплексов. Ис-
следование биоптата является тому подтверждением: в 
33 из 36 проведенных морфологических исследований 
обнаружены отложения IgG в сочетании с отложения-
ми С3. Медиана сывороточного уровня другого класса 
иммуноглобулинов – IgA – могла бы иметь более высо-
кие значения, чем есть на самом деле, если так же, как 
и IgG, не экскретировался бы с мочой. Депозиты IgA в 
клубочках почек встречаются при ПИГН редко – лишь 
у 2,7 % больных, и, следовательно, не могут оказывать 
существенного влияния на его сывороточный уровень. 
Содержание IgМ в сыворотке крови у больных ПИГН 
превышало соответствующий показатель здоровых в 1,8 
раза, что является отражением повышенной антитело-
продукции при ПИГН. IgМ не экскретируется с мочой, 
поскольку не может пройти через клубочковый фильтр 
даже в условиях повышенной его проницаемости вслед-
ствие громоздкости своей молекулы. 

Активация гуморального звена адаптивного иммуни-
тета сопровождается депрессией клеточного его компо-
нента, о чем свидетельствует снижение экспрессии на 
лимфоцитах основного маркера Т-клеток – CD3 и мар-
кера ранней активации данных клеток – СD25. Заслужи-
вает особого внимания в изменениях клеточного звена 
адаптивного иммунитета уменьшение абсолютного чис-
ла клеток с фенотипом CD4+СD25high – Т-клеток, имею-
щих высокую плотность экспрессии СD25. Известно, 
что в составе клеток указанного фенотипа преобладают 
регуляторные клетки (Treg-клетки) [15], выполняющие 
роль супрессорных клеток в иммунном ответе. Treg-
клетки экспрессируют высокоаффинные рецепторы к 
IL-2. В процессе развития иммунного ответа IL-2, про-
дуцируемый активированными Т-клетками, обусловли-
вает увеличение числа Treg-клеток и усиливает супрес-
сивную активность последних [16]. Treg-клетки обла-
дают противовоспалительным действием, сдерживают 

активность эффекторных клеток (Teff), принадлежащих 
к субпопуляции Т-хелперных клеток – Th17 [17]. В экс-
периментах на животных и in vitro было продемонстри-
ровано, что удаление Treg-клеток приводит к спонтан-
ной лимфопролиферации, гипергаммаглобулинемии и 
развитию аутоиммунного процесса. Treg-клетки имеют 
решающее значение для поддержания периферической 
толерантности к собственным антигенам организма 
и предотвращения развития иммунопатологии [18]. 
Уменьшение числа Treg-клеток, выявленное у больных 
ПИГН, может быть ключевым звеном иммунопатоге-
неза данной гломерулопатии, что подтверждается из-
вестными из литературы данными о связи сниженного 
содержания Treg-клеток в крови с прогрессирующим 
поражением клубочков у мышей с экспериментальным 
ГН [19].

Таким образом, дебют ПИГН связан с активацией 
клеток врожденного иммунитета, экспрессирующих 
патогенраспознающие рецепторы – TLR2 в ответ на 
инфекцию, вызванную преимущественно грамположи-
тельными микроорганизмами. Мы не исключаем воз-
можность повышенной экспрессии при ПИГН и других 
видов TLR. Так, результаты экспериментальных иссле-
дований свидетельствуют о связи развития ГН с гипе-
рэкспрессией TLR3 и TLR8 [20]. Вслед за активацией 
клеток врожденного иммунитета активируется адаптив-
ный иммунитет, в частности его В-клеточное звено, на 
фоне депрессии Т-клеточного звена и нарушения им-
мунорегуляции за счет сокращения численности Treg-
клеток. 

Инициация активности клеток врожденного имму-
нитета сопровождается запуском каскадной продукции 
цитокинов [21], что объясняет обнаруженное нами при 
ПИГН повышение сывороточных и мочевых уровней 
про- и противовоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-2, 
IL-8, IL-10, IL-17А). Исключением являлись противо-
воспалительные цитокины – IL-4 и RaIL-1β. Содержа-
ние первого из них не изменялось ни в крови, ни в мо-
че, а содержание второго было повышенным в крови, 
но сохранялось на уровне здоровых в моче. Результаты 
других исследователей также подтверждают существо-
вание общей тенденции к повышению уровней провос-
палительных цитокинов при различных формах ГН [4, 
22]. Корреляционный анализ выявил тесную связь уров-
ней цитокинов с различными компонентами врожден-
ного и приобретенного иммунитета. Наибольшее число 
корреляционных связей обнаружено у сывороточного и 
мочевого уровней IL-1β – раннего провоспалительного 
цитокина, продуцируемого в почках внутрипочечными 
макрофагами, мезангиальными клетками и подоцита-
ми [23]. Известно, что рецептор членов семейства IL-
1 имеет цитоплазматический сегмент, гомологичный 
внутриклеточному участку TLR – домен TIR (от Toll-
Il-1 Receptor) и может использовать путь активации 
TLR, активируя клетки врожденного иммунитета [24]. 
IL-1β инициирует рекрутирование клеток воспаления 
– макрофагов и нейтрофилов в почках [25], проявляет 
корреляционную связь с показателями врожденного 
иммунитета – числом CD14+ TLR2+-клеток, уровнем 
С3, изменения которых, в частности увеличение TLR2+- 
моноцитов и снижение уровня C3 в связи с активацией 
системы комплемента по альтернативному пути, имеют 
патогенетическую роль при ПИГН. IL-1β индуцирует по 
механизму цепной реакции образование других – позд-
них провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-8 и IFN-γ) 
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[26]. Действительно, в группе обследованных нами 
больных ПИГН был повышен уровень IL-8 как в крови, 
так и моче. Результаты исследования N. Besbas и соавт. 
[27] демонстрировали в гломерулярных клетках у детей 
с ПСГН повышенную экспрессию генов IL-8, коррели-
ровавшую положительно с эндокапиллярной пролифе-
рацией в клубочках. Обнаруженный нами повышенный 
уровень IL-17А у больных ПИГН может играть важную 
роль в повреждении почек, способствуя хемотаксису 
нейтрофилов, накоплению макрофагов в клубочках и 
блокируя супрессирующие свойства Treg-клеток [28]. 

Активация врожденного иммунитета и системы про-
воспалительных цитокинов обусловливает стимуляцию 
адаптивного иммунитета и связанного с ним ряда ци-
токинов – IL-2, IL-4, IL-10. Известно, что последние два 
цитокина оказывают противовоспалительное действие, 
обусловливая включение процессов репарации и заверше-
ния воспаления [29]. В соответствии с результатами на-
стоящего исследования, в дебюте ПИГН обнаруживается 
стимуляция продукции IL-10, однако продукция IL-4 оста-
ется на уровне здоровых. Известные из литературы экспе-
риментальные данные об участии IL-10 в патологических 
процессах, происходящих в клубочках, противоречивы. 
Опубликованы данные, свидетельствующие как о повреж-
дающем, так и нефропротективном действии IL-10 при 
гломерулопатиях [30]. Неоднозначна роль в развитии гло-
мерулопатий и другого цитокина, продуцируемого клетка-
ми адаптивного иммунитета – IL-2. Описано обнаружение 
ассоциации обострения IgA-нефропатии и развития почеч-
ной недостаточности с повышением уровня IL-2 [31], в то 
же время было продемонстрировано нефропротективное 
действие данного цитокина при фокально-сегментарном 
гломерулосклерозе [32]. Разгадка разнонаправленного 
влияния IL-2 на патологические процессы в почках может 
скрываться в дозозависимости биологических эффектов 
данного цитокина. В исследованиях in vitro показано, что 
IL-2 в низких дозах способен через IL-2R усиливать ак-
тивность Treg-клеток – лимфоцитов-супрессоров, этот же 
цитокин в высоких дозах может повышать активность эф-
фекторных клеток (Teff), принадлежащих к субпопуляции 
Т-хелперных клеток – Th17 [33].

Противовоспалительное влияние присуще рецептор-
ному антагонисту IL-1β – RaIL-1β, у которого обнаруже-
но нефропротективное влияние [34]. У обследованных 
нами больных мочевой уровень данного цитокина оста-
вался на уровне здоровых лиц. Однако его содержание в 
крови было существенно повышено. Повышенные уров-
ни цитокинов в сыворотке крови при ПИГН могут быть 
обусловлены проникновением в кровь образующихся в 
почках цитокинов и, следовательно, должны коррели-
ровать с мочевыми уровнями. Однако корреляционный 
анализ выявил связь сывороточного и мочевого уровня 
лишь у одного цитокина – IL-1β – типичного провос-
палительного цитокина. Отсутствие корреляции сыво-
роточных и мочевых уровней остальных исследуемых 
цитокинов позволяет предположить, что на сывороточ-
ные уровни цитокинов могут влиять и другие факторы, 
не связанные с патологическими процессами в почках. 
Действительно, у большинства больных ПИГН обнару-
живались различные очаги инфекции бактериальной и 
вирусной этиологии (в рото-, носоглотке, мочевых пу-
тях, на коже), которые могут оказывать влияние на со-
держание цитокинов в крови. 

Подытоживая полученные данные, можно заклю-
чить, что выявленные изменения в иммунологических 

показателях крови и мочи у больных ПИГН связаны с 
патогенетическими механизмами заболевания. Ограни-
чением исследования является малая выборка группы 
больных ПИГН, включенных в исследование. Требу-
ются дальнейшие многоцентровые исследования с ис-
пользованием большей когорты больных для изучения 
возможности использования иммунологических пока-
зателей крови и мочи для ранней диагностики ПИГН в 
случаях субклинического течения заболевания или от-
сутствия клинических симптомов.

Выводы:
1. Отличительными чертами иммунологического 

профиля крови у больных ПИГН являются: гипокомпле-
ментемия (снижение уровней С3, С4), увеличение числа 
В-лимфоцитов, гипериммуноглобулинемия (повышение 
уровней IgM и IgA) на фоне уменьшения числа Т (CD3+)-
лимфоцитов и регуляторных (CD4+ СD25 high) – клеток.

2. Повышенные уровни С3, IgG и IgA выступают в 
качестве характерных изменений иммунологических 
показателей мочи при ПИГН.

3. Особенностью цитокинового профиля крови у 
больных ПИГН является повышение уровней про- и 
противовоспалительных цитокинов IL-1β, Ra-IL-1β, IL-
2, IL-8, IL-10, IL-17A.

4. Для цитокинового профиля мочи у больных ПИГН 
характерно повышение уровней провоспалительныых 
цитокинов IL-1β, IL-2, IL-8, IL-17A и противовоспали-
тельного цитокина – IL-10.
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Цель: определить относительное содержание моноцитов в периферической крови, продуцирующих IL-4, IL-6, IL-10, 
IFNγ, выявить новые критерии прогнозирования прерывания беременности до 22 недель гестации у женщин с угрозой 
прерывания в ранние сроки и привычным невынашиванием. Проведено обследование 91 женщины в сроке беременности 
5-12 недель. Основную группу составили 59 женщин с привычным невынашиванием беременности и угрозой прерывания 
ранних сроков на момент исследования. В зависимости от исхода беременности основная группа была подразделена на 
3 подгруппы: I подгруппа – 44 женщины, у которых беременность завершилась своевременными родами, II – 8 женщин, 
у кого произошли преждевременные роды, III – 8 женщин с прерыванием беременности в сроке до 22 недель (неразви-
вающаяся беременность или самопроизвольный выкидыш). Группу контроля составили 32 женщины с неосложненным 
течением беременности. Методом проточной цитофлуориметрии на FACSCantoII (BectonDickinson,США) определялось 
относительное содержание IL-4+, IL-6+, IL-10+, IFNγ+ моноцитов. У женщин с угрожающим выкидышем ранних сро-
ков и привычным невынашиванием процентное содержание клеток IL-4+ и IL-10+ в популяции периферических моноци-
тов достоверно ниже, тогда как IL-6+ клеток - выше по сравнению с группой контроля (p=0,0001 во всех случаях), ста-
тистически значимых различий в процентном содержании IFNγ+ клеток не выявлено (p=0,076). При ретроспективном 
анализе выявлено, что в группе женщин спрерыванием беременности до 22 недель отмечалось достоверное снижение 
IL-10+ моноцитов в периферической венозной крови. Прогнозирование прерывания беременности до 22 недель гестации 
возможно при относительном содержании IL-10+ моноцитов равном 27,0% или менее (чувствительность 87,5%, спец-
ифичность 95,2%, точность 93,1%).
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PREDICTION OF THE OUTCOME OF PREGNANCY IN WOMEN WITH RECCURENT MISCARRIAGE
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To determine the relative content of monocytes in the peripheral blood producing IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ, to identify new criteria 
for predicting abortion before 22 weeks of gestation in women with the threat of early termination and recurrent miscarriage. 
Materials and methods. A survey of 91 women in the gestation period of 5-12 weeks was carried out. The main group consisted 
of 59 women with recurrent miscarriage and the threat of early termination at the time of the study. Depending on the outcome of 
pregnancy, the main group was subdivided into 3 subgroups: subgroup I - 44 women whose pregnancy ended in timely delivery,  
II - 8 women who had preterm labor, III - 8 women with termination of pregnancy up to 22 weeks ( missed pregnancy or spon-
taneous miscarriage). The control group consisted of 32 women with uncomplicated pregnancy. The relative content of IL-4 +, 
IL-6 +, IL-10 +, IFNγ + monocytes was determined by flow cytometry on FACSCanto II (Becton Dickinson, USA). In women with 
threatened early miscarriage and recurrent miscarriage, the percentage of IL-4 + and IL-10 + cells in the population of periph-
eral monocytes is significantly lower, while IL-6 + cells are higher compared to the control group (p = 0.0001 in in all cases), no 
statistically significant differences were found in the percentage of IFNγ + cells (p = 0.076). A retrospective analysis revealed that 
in the group of women with termination of pregnancy up to 22 weeks, there was a significant decrease in IL-10 + monocytes in the 
peripheral venous blood. Prediction of termination of pregnancy before 22 weeks of gestation is possible with a relative content of 
IL-10 + monocytes equal to 27.0% or less (sensitivity 87.5%, specificity 95.2%, accuracy 93.1%).
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Введение. Привычное невынашивание беременности 
остается одной из актуальных проблем современного 
акушерства [1, 2]. В настоящее время в патогенезе дан-
ного осложнения беременности особое внимание уде-
ляется иммунным процессам, а в частности врожден-
ному иммунитету [3]. Начиная с самых ранних сроков 
гестации, клетки врожденного иммунитета принимают 
участие в регуляции процессов, способствующих под-
держанию толерантности к полуаллогенному плоду, 
развитию нормального ангиогенеза и формированию 
плаценты [3-5]. Цитокины, продуцируемые клетками 
врожденного иммунитета, участвуют в регуляции ха-
рактера иммунного ответа, обеспечивая благоприятный 
иммунологический фон для развития беременности. 
При нарушении иммунологического равновесия разви-
ваются патологические состояния, способные привести 
к потере желанной беременности [3,6].

Цель данной работы – определить относительное со-
держание моноцитов в периферической крови, продуци-
рующих IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ, а также выявить новые 
критерии прогнозирования прерывания беременности до 
22 нед гестации у женщин с угрозой прерывания в ранние 
сроки и привычным невынашиванием в анамнезе.

Материал и методы. На базе Ивановского НИИ 
материнства и детства им. В.Н. Городкова было прове-
дено обследование 91 женщины в сроке беременности 
5-12 недель. Основную группу составили 59 женщин с 
привычным невынашиванием беременности и угрозой 
прерывания ранних сроков на момент исследования. В 
зависимости от исхода беременности основная группа 
была подразделена на 3 подгруппы: I подгруппа – 44 
женщины, у которых беременность завершилась своев-
ременными родами, II – 8 женщин, у кого произошли 
преждевременные роды, III – 8 женщин с прерыванием 
беременности в сроке до 22 нед (неразвивающаяся бе-
ременность или самопроизвольный выкидыш). Группу 
контроля составили 32 женщины с неосложненным те-
чением беременности и без привычного невынашивания 
в анамнезе, родившие в срок. Материалом исследования 
служила периферическая венозная кровь. Относитель-
ное содержание IL-4+, IL-6+, IL-10+, IFNγ+ клеток в 

моноцитарном гейте определялось на проточном ци-
тофлуориметре FACSCantoII (BectonDickinson,США). В 
работе были использованы моноклональные антитела: 
анти-IL-10, анти-IL-4, анти- IL-6, анти- IFNγ производ-
ства eBioscience (США). Полученные результаты обра-
батывались традиционными методами статистического 
анализа в пакете прикладных лицензионных программ 
«MicrosoftOffce 2010», «Statistica 13.0», «MedCalc» С 
учетом нормальности распределения данные в работе 
были представлены в виде среднего арифметического и 
стандартной ошибки среднего (M±m).Различия между 
группами определены при помощи критериев t Стью-
дента и Манна-Уитни, по критериям Колмогорова — 
Смирнова и Шапиро — Уилка после проверки рядов на 
нормальность распределения. Различия считались до-
стоверными при р<0,05. Поиск точки разделения, рас-
чет чувствительности и специфичности проводился на 
основании построения кривой операционных характе-
ристик (ROC-анализ). 

Результаты. Анализ данных показал, что на момент 
обследования у женщин с угрожающим выкидышем 
ранних сроков и привычным невынашиванием про-
центное содержание клеток IL-4+ и IL-10+ в популяции 
периферических моноцитов было достоверно ниже, а 
клеток IL-6+ - выше по сравнению с группой женщин 
с неосложненным течением беременности (p=0,0001 во 
всех случаях). Статистически значимых различий в про-
центном содержании IFNγ+ клеток между показателями 
обеих групп выявлено не было (p=0,076) (см. таблицу).

По данным ретроспективного анализа, при оценке 
относительного содержания IL-10+ моноцитов в пери-
ферической крови у женщин с угрозой прерывания и 
привычным невынашиванием было установлено, что у 
пациенток, у которых беременность завершилась само-
произвольным выкидышем или неразвивающейся бере-
менностью в сроке до 22 нед и преждевременными рода-
ми, отмечалось достоверное снижение относительного 
содержания данных клеток по сравнению с подгруппой 
женщин, у которых беременность завершилась своевре-
менными родами (p=0,0001 и p=0,006 соответственно) 
(рис. 1). 

Содержание моноцитов, внутриклеточно продуцирующих IFNγ, IL-4, IL-10, IL-6, у женщин с угрозой прерывания  
и привычным невынашиванием беременности

Показатель,% Контрольная группа (n=32) Основная группа (n=59) р
IFNg+ 51,37±4,21 59,9±2,06 p=0,076
IL-4+ 53,23±2,3 30,12±1,47 p=0,0001
IL-6+ 29,51±1,5 71,69±1,29 p=0,0001
IL-10+ 66,07±1,94 27,54±0,93 p=0,0001

П р и м е ч а н и е . р - уровень статистической значимости различий по сравнению с показателями группы женщин со своевременными 
родами.
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Наиболее выражено снижение относительного со-
держания IL-10+ моноцитов отмечалось в подгруппе 
женщин с прерыванием гестации до 22 нед относитель-
но подгруппы женщин со своевременными родами. Хо-
тя стоит отметить, что данный показатель снижался и в 
подгруппе женщин с угрозой прерывания и привычным 
невынашиванием, завершивших беременность своевре-
менными родами, относительно группы женщин с неос-
ложненным течением беременности (p<0,05).

Аналогичные данные были получены нами при 
оценке относительного содержания IL-4+ моноцитов в 
основной группе в зависимости от исхода беременно-
сти. У женщин, завершивших беременность преждевре-

менными родами или прерыванием гестации до 22 нед, 
отмечалось достоверное снижение относительного со-
держания клеток, по сравнению с подгруппой женщин 
со своевременными родами (p=0,001 и p=0,02, соот-
ветственно) (рис. 2). Однако данный показатель также 
снижался и в подгруппе женщин с угрозой прерывания 
и привычным невынашиванием, завершивших беремен-
ность своевременными родами, по сравнению с кон-
трольной группой (p<0,05).

Статистически значимых различий в относительном 
содержании IFNγ+ и IL-6+ моноцитов во всех подгруп-
пах женщин с привычным невынашиванием беременно-
сти выявлено не было (p>0,05 во всех случаях) (рис.3, 4).

Рис. 1. Относительное содержание IL-10+ моноцитов в периферической крови у женщин с угрозой прерывания и привычным 
невынашиванием в зависимости от исхода беременности.

Рис. 2. Относительное содержание IL-4+ моноцитов в периферической крови у женщин с угрозой прерывания и привычным 
невынашиванием в зависимости от исхода беременности.
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Обсуждение. Резюмируя все вышесказанное, у жен-
щин с привычным невынашиванием и угрозой преры-
вания ранних сроков отмечалось достоверное снижение 
относительного содержания IL-10+ и IL-4+ моноцитов, 
и повышение относительного содержания IL-6+ моноци-
тов периферической крови по сравнению с контрольной 
группой. У пациенток с привычным невынашиванием и 
преждевременными родами достоверно снижалось от-
носительное содержание IL-4+ моноцитов, а в группе 
женщин с прерыванием беременности до 22 недель ге-
стации – снижение относительного содержания IL-10+ 
моноцитов. Известно, что клетки врожденного иммуни-
тета и продуцируемые ими цитокины, играют важную 
роль на ранних этапах развития беременности, участвуя 
в процессах формирования плаценты и ангиогенеза, раз-
витии эмбриона и иммунотолерантности материнского 

При относительном содержании IL-10+ моноцитов 
равном 27,0% или менее прогнозируют прерывание бе-
ременности (самопроизвольный выкидыш или неразви-
вающуюся беременность) до 22 недель гестации. 

По результатам ROC-анализа площадь под ROC-
кривой (AUC) составила 0,935, чувствительность 
способа составляет 87,5%, специфичность 95,2%, 
точность 93,1% (рис.5, а, б), тогда как площадь под 
ROC-кривой (AUC) при преждевременных родах со-
ставила 0,895. Согласно ROC-анализу данный способ 
более специфичен для прогнозирования прерывания 
беременности до 22 недель гестации. На основании 
этих данных был разработан «Способ прогнозирова-
ния прерывания беременности у женщин с угрожа-
ющим выкидышем и привычным невынашиванием в 
анамнезе».

Рис. 3. Относительное содержание IFNγ+ моноцитов в периферической крови у женщин с угрозой прерывания и привычным 
невынашиванием в зависимости от исхода беременности.

Рис. 4. Относительное содержание IL-6+ моноцитов в периферической крови у женщин с угрозой прерывания и привычным 
невынашиванием в зависимости от исхода беременности.
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организма [4,8]. IL-10 и IL-4 – продуцирующие моноциты 
обладают противовоспалительными, иммунносупресси-
рующими свойствами, и антицитокиновыми свойствами 
относительно Th-1 клеток, что необходимо для успешной 
имплантации эмбриона и поддержании Th-2 иммунного 
ответа. Несмотря на то, что была обнаружена сходная 
динамика измененийпоказателей, можно предположить, 
что имелись иные механизмы, способные компенсиро-
вать патологические процессы при угрозе прерывания и 
позволяют пролонгировать беременность до определен-
ного срока. Согласно полученным данным можно пред-
положить, что при прерывании беременности до 22 не-
дель наиболее быстро развивается персистирующая вос-
палительная реакция, нарушение ангиогенеза и развития 
плаценты с ранних сроков гестации. Полученные данные 
позволили разработать новые ранние прогностические 
критерии прерывания беременности до 22 недель.

Заключение. Использование в качестве дополни-
тельного критерия прогнозирования прерывания бере-
менности до 22 нед у женщин с угрожающим выкиды-
шем и привычным невынашиванием по относительному 
содержанию IL-10+ моноцитов дает возможность своев-
ременно проводить профилактические и лечебные ме-
роприятия и снизить риск прерывания беременности. 
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В постэпидемический период циркуляция возбудителя дифтерии в популяции сохраняется благодаря бактерионоситель-
ству. Попадая в организм с высоким уровнем антитоксического иммунитета, возбудитель вступает в межмикробные 
взаимодействия с представителями условно-патогенной микрофлоры, колонизирующей респираторный тракт, и фор-
мирует биоплёнку. Материалы и методы. Моделирование процесса биоплёнкообразования осуществляли с использова-
нием штаммов C.diphtheriae gravis tox+ №665, C.pseudodiphtheriticum и S.aureus. Образцы биоплёнок помещали на пред-
метный столик сканирующего электронного микроскопа и напыляли золотом в напылительной вакуумной установке 
EicoIB-3ioncoater (фирма «Eico», Япония) при ионном токе 6-8 мА. Полученные образцы исследовали в сканирующем 
электронном микроскопе JEOL 6510LB. (фирма «JEOL», Япония) при ускоряющем напряжении 30 кВ. Результаты. При 
электронно-микроскопическом исследовании образцов биоплёнок C.diphtheriae gravis tox+ №665 и условно-патогенных 
микроорганизмов видны группы из 2-7 молодых клеток бактерий, упакованных в единую микрокапсулу. Более объёмные 
скопления клеток бактерий (более 10-12) характерны для образцов биоплёнок, представленных клетками C.diphtheriaе 
gravis tox+ №665 и S.aureus. На поверхности биоплёнки расположены молодые клетки бактерийс интактной структурой 
на различных стадиях активного деления. Конгломераты клетокбактерий, покрытые общим межклеточным матриксом, 
плотно прилегают друг к другу и формируют многослойную биоплёнку. Заключение. Особенности ультраструктуры 
биоплёнок, содержащих штаммы C. diphtheriae и УПМ, особенно антибиотикорезистентных, колонизирующих респира-
торный тракт, могут способствовать длительной персистенции C.diphtheriae в организме. Они не только значитель-
но затрудняют доступ антибактериальных препаратов, но и препятствуют выделению C.diphtheriae при проведении 
культурального исследования.
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PECULIARITIES OF THE ULTRASTRUCTURE OF MIXED BIOFILMS OF THE CAUSING AGENT OF 
DIPHTHERIA AND CONDITIONALLY PATHOGENIC MICROORGANISMS ISOLATED FROM THE HUMAN 
RESPIRATORY TRACT
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In the post-epidemic period, the circulation of the causative agent of diphtheria in the population is maintained due to the 
carrier of bacteria. Entering an organism with a high level of antitoxic immunity, the pathogen enters into intermicrobial 
interactions with representatives of the opportunistic microflora inhabiting the respiratory tract and forms a biofilm. Materials 
and methods. Modeling of the biofilm formation process was carried out using the strains C.diphtheriae gravis tox+№. 665, 
C.pseudodiphtheriticum, S.aureus. Biofilm samples were placed on the stage of a scanning electron microscope and gold-sputtered 
in an EicoIB-3 ioncoater vacuum deposition unit (Eico, Japan) at an ion current of 6-8 mA. The samples obtained were examined 
in a JEOL 6510LB scanning electronmicroscope. («JEOL» company, Japan) at an accelerating voltage of 30 kV. Results. Electron 
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microscopic examination of samples of biofilms C. diphtheriae gravis tox+ № 665 and opportunistic microorganisms shows groups 
of 2-7 young bacterial cells packed into a single microcapsule. Much more voluminous accumulations of bacterial cells (more 
than 10-12) are typical for biofilm samples represented by C. diphtheriae gravis tox+№ 665 and S. aureus cells. On the surface 
of the biofilm, young bacterial cells with an intact structure are located at various stages of active division. The conglomerates 
of bacterial cells, covered with a common intermicrobial matrix, adhere tightly to each other and form a multilayer biofilm. 
Conclusion. Features of the ultrastructure of biofilms containing strains of C. diphtheriae and opportunistic bacteria, especially 
antibiotic-resistant bacteria inhabiting the respiratory tract, can contribute to long-term persistence of the pathogen of diphtheria 
in the body. They not only significantly complicate the access of antibacterial drugs, but also interfere with the isolation of 
C.diphtheriae during bacteriological research.
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Инфекционные заболевания представляют серьёз-
ную угрозу человечеству. Миф о том, что в условиях 
современной цивилизации с бурным развитием на-
учно-технического прогресса инфекционные болезни 
остались в прошлом, окончательно разрушен. Свиде-
тельством тому явилось появление новых, не извест-
ных ранее патогенов. Не следует забывать и о старых 
«возвращающихся» инфекциях, к числу которых поми-
мо кори, полиомиелита, туберкулёза, эпидемического 
паротита, относят дифтерию. Эти инфекции контроли-
руются средствами массовой вакцинации, но именно из-
за отказов от прививок в России в 90-е годы произошло 
развитие эпидемии дифтерии [1,2]. Для вакцинопрофи-
лактики дифтерии используют препараты, содержащие 
дифтерийный анатоксин, который способствует форми-
рованию в организме прививаемого антитоксического, 
но не антибактериального иммунитета [1,2]. Вследствие 
этого в популяции с высоким уровнем антитоксического 
иммунитета сохраняется резервуар возбудителя инфек-
ции в форме бактерионосителя токсигенных штаммов 
Corynebacterium diphtheriae [1]. При снижении охвата 
прививками населения не минуем подъём заболеваемо-
сти дифтерией. В постэпидемический период частота 
выделения C. diphtheria из респираторного тракта чело-
века резко снижена. В последнее десятилетие в России 
заболеваемость дифтерией регистрируется только на 
спорадическом уровне [3]. Учитывая тот факт, что бла-
годаря бактерионосительству элиминации возбудителя 
из популяции не происходит, возникает вопрос, каковы 
особенности существования C. diphtheriaeв постэпиде-
мический период в организме. C.diphtheriae обладает 
способностью формировать биоплёнку [4]. Очевидно, 
что попадая в организм человека с высоким уровнем 
антитоксического иммунитета, C. diphtheria вступает в 
межмикробные взаимодействия с условно-патогенными 

микроорганизмами (УПМ) нормальной микробиоты, ко-
лонизирующей респираторный тракт, и формирует био-
плёнку. Представляет интерес выяснить особенности 
ультраструктуры смешанных микробных сообществ при 
формировании биоплёнок C. diphtheriaeи УПМ, локали-
зующихся на эпителии верхних дыхательных путей.

Цель исследования – изучение ультраструктуры 
смешанных микробных сообществ C.diphtheriae gravis 
tox+и УПМ при формировании биоплёнок in vitro.

Материал и методы. Исследован токсигенный 
штамм C.diphtheriae gravis tox+№665, полученный из 
Государственной коллекции патогенных микроорга-
низмов ФГБУ Государственный научно-медицинский 
институт стандартизации и контроля медицинских 
биологических препаратов им. Л.А. Тарасевича, штам-
мы недифтерийных коринебактерий, выделенные из 
верхних дыхательных путей от практически здорового 
взрослого (C.pseudodiphtheriticum №1 – в количестве 
103 КОЕ/мл) и больных с хроническим тонзиллитом 
(C.pseudodiphtheriticum №2 – в количестве 106 КОЕ/
мл, Staphylococcus aureus – в количестве 105 КОЕ/мл) 
в ГАУ РО «ОКДЦ». Штамм C.pseudodiphtheriticum №1 
обладал чувствительностью ко всем антимикробным 
препаратам (АМП), в соответствии с рекомендациями 
[5]; C.pseudodiphtheriticum №2 – множественной лекар-
ственной устойчивостью (МЛУ) (к бензилпенициллину, 
эритромицину, рифампицину, линкомицину); S.aureus – 
резистентностью к метициллину.

Для исследования ультраструктуры штаммов 
C.diphtheriae gravis tox+ №665, C.pseudodiphtheriticum 
№1, C.pseudodiphtheriticum №2, S.aureus биомассу ми-
кробных клеток обрабатывали 4% раствором глутарово-
го альдегида в 0,2 М Na-какодилатном буфере, рН 7,2. 
Фиксацию проводили в течение ночи при температуре 
+4°С. Дополнительную фиксацию проводили в 4% во-
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дном растворе четырёхокиси осмия на буфере Райтер-
Келленбергера в течение ночи при температуре +4°С. 
После фиксации и отмывки в буфере клетки бактерий 
дегидратировали по 10 мин в растворах этилового спир-
та возрастающей концентрации (30%, 50%, 70%, 95%) 
и 20 мин – в абсолютном спирте при его трёхкратной 
смене. Далее образцы пропитывали смесями абсолют-
ного этанола и аралдита (соотношения 3:1, 1:1, 1:3) при 
+37°С в течение суток, переносили в чистый аралдит, 
выдерживали в вакууме (10-2торр) 1,5 часа при темпе-
ратуре +37°С. Заливали образцы аралдитом и полиме-
ризовали при температуре +40°С в течение ночи, затем 
при температуре +60°С – одни сутки, при температуре 
+90°С – двое суток[6].Срезы фиксированной биомас-
сы получали стеклянным ножом на ультрамикротоме 
Ultracut (ReichertJung, Австрия). Срезы контрастирова-
ли уранилацетатом и цитратом свинца, просматривали 
в электронном микроскопе TecnaiG2 SpiritBioTWIN 
при ускоряющем напряжении 120 кВ и увеличении от 
10000 до 100000 крат. Съёмку производили с помощью 
высококонтрастной широкоугольной CCD камеры Gata-
nOriusSC200W 120kV, а также – CCD камеры высокого 
разрешения GatanOriusSC1000B 200kV. Обработку фо-
тоснимков производили с помощью программ TecnaiIm-
agingandAnalysis, Gatandigitalmicrograph.

Электронно-микроскопическое исследование препа-
ратов смешанных микробных сообществ C.diphtheriae 
gravis tox+ и УПМ при формировании биоплёнок осу-
ществляли путём погружения в среду культивиро-
вания нержавеющей подложки для поверхностной 
адгезии клеток бактерий, формирующих биоплёнку. 
Образцы биоплёнок C.diphtheriaе gravis tox+ №665 
и C.pseudodiphtheriticum №1, C.diphtheriaе gravis 
tox+№665 и C.pseudodiphtheriticum №2, C.diphtheriaе 
gravis tox+ №665 и S.aureus, адгезированных к подложке, 
подвергали химической фиксации. Образцы биоплёнок 
обрабатывали 4%-ным раствором глутарового альдеги-
да и 40%-ным раствором формальдегида, фиксировали 
в течение 24 час при комнатной температуре. Указанные 
образцы биоплёнок после фиксации дегидратировали. 
Дегидратацию образцов проводили по 15 мин в охлаж-
дённых до +4°С водных растворах этилового спирта воз-
растающей концентрации для предотвращения экстрак-
ции различных компонентов клеток (30%, 50%, 70%, 
96%, 100%) и в 100% ацетоне (двукратно по 10 мин). 
Затем исследуемые образцы высушивали на воздухе.

Обезвоженные образцы биоплёнок помещали на 
предметный столик сканирующего электронного микро-
скопа и напыляли золотом в напылительной вакуумной 
установке EicoIB-3 ioncoater (фирма «Eico», Япония) 
при ионном токе 6-8 мА. Полученные образцы иссле-
довали в сканирующем электронном микроскопе JEOL 
6510LB. (фирма «JEOL», Япония) при ускоряющем на-
пряжении 30 кВ.

Результаты. Начальным этапом исследования 
явилась характеристика ультраструктуры и качества 
биомасс планктонных культур штаммов C.diphtheriae 
gravis tox+ №665, C.pseudodiphtheriticum №1, C.pseudo-
diphtheriticum №2 и S.aureus методом ультратонких сре-
зов. Для этого клетки бактерий заливали аралдитом и 
полимеризовали в объёме. Продолжительная полимери-
зация в мягких условиях позволила жёстко зафиксиро-
вать клетки бактерий в объёме полимера, сохраняя при 
этом исходную структуру микроорганизмов. Обработка 
четырёхокисью осмия заблокировала ферментативную 

активность и стабилизировала липопротеиновые ком-
плексы, фосфолипиды мембран, цитоплазму, нуклеоид. 
Реактив «окрасил» ультратонкие структуры клеток, что 
улучшило чёткость изображения.

Для характеристики целостности структуры биомассы 
с помощью электронного микроскопа TecnaiG2 SpiritBioT-
WIN получили изображения при различной кратности уве-
личения. На электронно-микроскопическом изображении 
образца планктонной культуры штамма C.diphtheriae gra-
vis tox+№665 (рис.1, а) наблюдаются полиморфные клетки 
палочковидной, кокковидной, овальной формы размером 
от 0,3-0,5 мкм до 0,5-2,0 мкм. Ультратонкая структура это-
го образца представлена следующими элементами: клеточ-
ная стенка, цитоплазматическая мембрана, наружная мем-
брана, цитоплазма. Клеточная стенка состоит из пептидо-
гликанового слоя толщиной 10-20 нм. Цитоплазматическая 
мембрана гладкая или волнистая, плотно примыкает к кле-
точной стенке бактерий или обособлена от неё небольшим 
периплазматическим пространством. Наружная мембрана 
у значительной части образцов очень плотно граничит с 
наружной поверхностью клеточной стенки. Цитоплазма 
клетки представлена комплексом структурных компонен-
тов: нуклеоид – светлые зоны с низкой электронно-опти-
ческой плотностью, рибосомы – мелкозернистые тёмные 
включения высокой электронно-оптической плотности; 
полисомы- тяжи различной длины.

В отдельных клетках видны небольшие вакуоли или 
пузырьки газа и плотные затемнённые области с размы-
тыми контурами, которые могут представлять собой по-
лифосфатные комплексы зёрен волютина. Видны клетки 
бактерий на разных стадиях бинарного деления, осу-
ществляемого простой перетяжкой клеток с последую-
щим образованием двух равноценных дочерних клеток. 
Внутриклеточный мембранный аппарат не развит.

При исследовании морфологии клеток C.pseudo-
diphtheriticum №1 (рис.1, б) обнаружен выраженный 
полиморфизм: клетки имеют кокковидную (овальную, 
округлую), веретёнообразную, клиновидную форму. Ряд 
клеток имеет форму палочек размером 0,3х2,5 мкм. Не-
которые клетки имеют перегородки, расположенные на 
латеральных концах или посередине, делящие клетку на 
две, не всегда равноценные дочерние клетки. Присут-
ствуют микроорганизмы с нетипичным способом «де-
ления», характеризующимся образованием новых, «мо-
лодых» клеток внутри материнской. В них имеются все 
основные органоиды: нуклеоид, цитоплазма, цитоплаз-
матическая мембрана, клеточная стенка и другие орга-
неллы, необходимые для поддержания жизнеспособ-
ности клетки. После завершения формирования новой 
клетки, материнская клетка разрушается. Ультратонкая 
структура клеток C.pseudodiphtheriticum №1 имеет такое 
же строение, как и C.diphtheriae gravis tox+№665 (см. 
рис.1, a), но особенностью является наличие микрокап-
сул или слизистых чехлов у части клеток.

Особенностями морфологии отличается образец 
C.pseudodiphtheriticum №2 (рис.1, в). Наряду с полимор-
физмом и гетерогенностью микроорганизмов следует 
отметить выраженную склонность большого количества 
клеток этого фенотипа к образованию внутриклеточных 
перегородок, так называемых септ, которые придают 
клеткам характерную исчерченность. Размеры клеток 
варьируют от 0,5-0,8 мкм до 0,5-4,0 мкм. Толщина кле-
точной стенки составляет 20-30 нм, толщина септ – 40-
80 нм. Многие клетки имеют микрокапсулу, толщина 
которой составляет 50-80 нм.
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Клетки штамма S.aureus (рис.1, г) имеют кокковид-
ную форму, одинаковое строение и размеры 0,5-0,8-1,0 
мкм (в зависимости от стадии развития и деления). Кле-
точная стенка плотная, гомогенная, толщиной около 20 
нм. Особенностью строения S.aureus является наличие 
у них мембранно-стеночного комплекса, в котором вну-
тренняя поверхность клеточной стенки сращена с на-
ружным листком цитоплазматической мембраны, что 
придает особую устойчивость этому виду бактерий. 
Цитоплазма неделящихся, находящихся в покое кле-
ток, имеет однородное зернистое строение, упакована 
различными глобулярными и фибриллярными компо-
нентами. В образце присутствует множество клеток на 

разных стадиях деления, у которых хорошо видна вра-
стающая от периферии к центру поперечная перегород-
ка. Она состоит из двух лепестков цитоплазматической 
мембраны и ригидного слоя пептидогликана клеточной 
стенки, плотно примыкающих друг к другу. Цитоплазма 
упакована различными глобулярными и фибриллярны-
ми компонентами. Мембранный внутриклеточный аппа-
рат не развит.

Электронно-микроскопическое исследование об-
разцов биоплёнок C.diphtheriae gravis tox+ №665 и 
УПМ выявило ряд особенностей их организации, а 
широкий диапазон увеличения (от х500 до х10000) 
позволил более подробно оценить процесс биоплён-

Рис.1. Электронно-микроскопическое изображение ультратонких срезов бактерий в просвечивающем электронном микроско-
пе TecnaiG2 SpiritBioTWIN: а – C.diphtheriae gravis tox+ №665; б – C.pseudodiphtheriticum №1; в – C.pseudodiphtheriticum №2 
(стрелкой показаны внутриклеточные перегородки – септы); г – S.aureus.
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общим межмикробным матриксом, плотно прилегают 
друг к другу и формируют многослойную биоплёнку.

Обсуждение. Клетки бактерий исследованных штам-
мов коринебактерий и S.aureus, колонизирующих ре-
спираторный тракт, имеют определённые особенно-
сти своей морфологии. Для всех исследованных видов 
коринебактерий характерен полиморфизм, у штамма 
C.pseudodiphtheriticum №2 цитоплазма клеток разделена 
септами. Этот штамм обладает МЛУ (к четырём АМП), 
что может явиться следствием формирования у него му-
тационной изменчивости. Мутации, затрагивающие гены, 
участвующие в делении клетки, могут привести к непра-
вильной сегрегации генетического материала и наруше-
ниям, связанными с отслоением клеточных стенок и их 
расхождением после завершения деления [7]. В результате 
этого происходит образование новых неразделённых кле-
ток, как имеющих нуклеоид, так и лишённых нуклеоида, 
не несущих генетический материал. Такие особенности 
морфологической структуры могут существенно затруд-
нять доступ АМП в бактериальную клетку. Формирование 

кообразования. На обзорных снимках (ув. х500) об-
разцов биоплёнок C.diphtheriae gravis tox+ №665 и 
C.pseudodiphtheriticum №1 (рис.2, а) и C.diphtheriae 
gravis tox+№665 и C.pseudodiphtheriticum №2 (рис.2, б) 
видны зоны активного деления бактерий и образования 
бактериальной биоплёнки. 

Сплошная бактериальная биоплёнка представлена 
клетками C.diphtheriae gravis tox+ №665 и S.aureus 
(рис. 2, в). На фотографиях биоплёнок, образован-
ных C.diphtheriae gravis tox+№665 и штаммами 
C.pseudodiphtheriticum №1 и C.pseudodiphtheriticum №2 
(ув. х10000) видны группы из 2-7 молодых клетокбакте-
рий, упакованных в единую микрокапсулу.

Более объёмные скопления клеток бактерий(более 
10-12) характерны для образцов биоплёнок, 
представленных клетками C.diphtheriaе gravis tox+ №665 
и S.aureus. На поверхности биоплёнки расположены 
молодые клетки бактерийс интактной структурой на 
различных стадиях активного деления. На снимках 
видно, что конгломераты клетокбактерий, покрытые 

Рис. 2. Трехмерное изображение биопленок штамма C.diphtheriaegravistox+ №665 и условно-патогенных бактерий в 
сканирующем электронном микроскопе JEOL 6510LB. а – C.diphtheriae gravis tox+ №665 и C.pseudodiphtheriticum №1 
(стрелкой указаны группы из 2-5  молодых бактериальных клеток в единой микрокапсуле); б – C.diphtheriae gravis tox+ №665 
и  C.pseudodiphtheriticum №2 (стрелкой указаны молодые бактериальные клетки с интактной структурой на поверхности 
биопленки); в – C.diphtheriae gravis tox+ №665 и  S.aureus (стрелкой указаны молодые бактериальные клетки с интактной 
структурой на различных стадиях активного деления).
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неразделённых клетокбактерий, разграниченных перего-
родками (септами), может явиться одним из путей форми-
рования антибиотикорезистентности у коринебактерий. 
Особенностью ульраструктуры клеток S.aureus является 
наличие у них мембранно-стеночного комплекса, в кото-
ром внутренняя поверхность клеточной стенки сращена 
с наружным листком цитоплазматической мембраны, что 
придает особую устойчивость этому виду бактерий.

Биоплёнки, формируемые этими видами микроорга-
низмов, имеют сложную, многослойную ультраструкту-
ру. Они представлены конгломератами, состоящими из 
нескольких клеток бактерий, покрытых общим межми-
кробным матриксом. Конгломераты плотно прилегают 
друг к другу, формируя многослойную структуру, в кото-
рой глубоко упрятаны клетки C.diphtheriae. Такое распо-
ложение C.diphtheriae в составе биоплёнки значительно 
ограничивает возможность его выделения культуральным 
методом при лабораторной диагностике и доступ к нему 
АМП. Это может усугубляться и особенностями струк-
туры обладающего МЛУ штамма C.pseudodiphtheriticum 
№2, клетки которого разделены септами. Все это созда-
ет условия для длительной персистенции C.diphtheriae в 
организме человека и сохранения резервуара возбудителя 
инфекции в постэпидемический период.

Заключение. Особенности ультраструктуры био-
плёнок, содержащих штаммы C.diphtheriae и УПМ, 
особенно антибиотикорезистентных, колонизирующих 
респираторный тракт, могут способствовать длительной 
персистенции C.diphtheriae в организме. Они не только 
значительно затрудняют доступ АМП, но и препятству-
ют выделению C.diphtheriae при проведении культу-
рального исследования. В постэпидемический период 
при высоком уровне противодифтерийного антитокси-
ческого иммунитета в популяции сохраняется скрытое 
бактерионосительство, которое обусловлено, в том чис-
ле, и особенностями ультраструктуры смешанной био-
плёнки в респираторном тракте носителей.
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Муковисцидоз (МВ) – распространённое генетическое заболевание, часто проявляющееся бронхoобструкцией и разви-
тием в дыхательных путях хронического инфекционного процесса, самым распространённым возбудителем которого 
является Pseudomonas aeruginosa. Цель работы – определить сиквенс-типы, чувствительность к антимикробным хи-
миопрепаратам (АМП) и гены адаптивной резистентности у штаммов P. aeruginosa, изолированных от пациентов с 
муковисцидозом в России.
Объект исследования – 84 штамма P. aeruginosa, выделенные из дыхательных путей 64 пациентов с муковисцидозом. 
Чувствительность к АМП определяли при помощи диско-диффузионного метода. Полногеномное секвенирование осу-
ществляли на платформе MGISEQ-2000. Для анализа геномов использовали программу SPAdes 3.14, платформу Galaxy, 
сервисы ResFinder и PubMLST. Среди исследованных изолятов обнаружено 53 различных сиквенс-типа (ST) P. aeruginosa, 
в том числе 6 новых ST. При этом 10% изолятов относились к клону высокого эпидемического риска ST235, 7% – к эпиде-
мическим МВ-специфическим клонам ST17, ST242, ST274. Нечувствительность к тикарциллину/клавуланату, цефепиму 
и имипенему проявляли 63%, 12%, 25% штаммов, соответственно; к тобрамицину – 24%, к амикацину – 35% изолятов; 
к ципрофлоксацину и левофлоксацину – 35% и 57% штаммов, соответственно. Фенотип множественной резистент-
ности (MЛУ) демонстрировали 18% изолятов. Генетические детерминанты адаптивной резистентности представле-
ны генами бета-лактамаз VIM-2 (5 штаммов ST235), VEB-1 (два штамма ST2592), GES-1 (1 штамм ST235), PER-1 (1 
штамм ST235). Ген ципрофлоксацин-модифицирующего фермента CrpP выявлен у 67% штаммов, гены аминогликозид-
модифицирующих ферментов AAD, ANT и AAC – у 7%, 4% и 12% штаммов, соответственно. Изоляты P. aeruginosa, 
выделенные от пациентов с муковисцидозом в РФ, характеризуются высоким сиквенс-типовым разнообразием, как и 
при других вариантах синегнойной инфекции. Обнаруживаются изоляты, принадлежащие к клонам высокого эпидеми-
ческого риска и эпидемическим МВ-специфичным клонам.
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GENOME FEATURES AND ANTIBIOTIC RESISTANCE OF PSEUDOMONAS AERUGINOSA STRAINS 
ISOLATED IN PATIENTS WITH CYSTIC FIBROSIS IN THE RUSSIAN FEDERATION 
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Cystic fibrosis (CF) is a common genetic disease, manifested by airway obstruction and chronic respiratory infection. The most 
prevalent infectious agent in airways of CF patients is Pseudomonas aeruginosa. This study aimed to determine sequence-types, 
antimicrobial resistance phenotypes and genes defining adaptive antibiotic resistance in P. aeruginosa isolates recovered from 
CF patients in Russia. In total, 84 P. aeruginosa strains from 64 CF patients were analyzed. Susceptibility to antibiotics was 
determined by disk diffusion test. Whole-genome sequencing (WGS) was performed on MGISEQ-2000 platform. SPAdes software, 
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Galaxy, ResFinder, PubMLST were used for analysis of WGS data. Examined P. aeruginosa isolates belonged to 53 different 
sequence-types (STs), including 6 new STs. High-risk epidemic clone ST235 (10%) and clonal CF P. aeruginosa strains ST17, 
ST242, ST274 (7%) were detected. Non-susceptibility to ticarcillin-clavulanate, cefepime, imipenem was observed in 63%, 12% 
and 25% of isolates, respectively; to tobramycin – in 24%, to amikacin – in 35%; to ciprofloxacin, levofloxacin – in 35% and 
57% of strains, respectively. Multidrug-resistant phenotype was detected in 18% of isolates. In examined strains, genes of beta-
lactamases VIM-2 (5 ST235 strains), VEB-1 (two ST2592 strains), GES-1 (1 ST235 strain), PER-1 (1 ST235 strain) were found. 
Ciprofloxacin-modifying enzyme CrpP gene was detected in 67% of isolates, aminoglycoside-modifying enzymes AAD, ANT, AAC 
genes – in 7%, 4%, 12% of strains, respectively. P. aeruginosa isolates from CF patients in Russia demonstrate a high clonal 
diversity, which is similar to other P. aeruginosa infections. The isolates of high-risk clone and clonal CF P. aeruginosa strains 
are detected.
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Введение. Муковисцидоз (МВ) – одно из самых 
распространённых в мире генетических заболеваний, 
которое развивается в результате мутаций в гене муко-
висцидозного белка-регулятора трансмембранной про-
водимости CFTR (от англ. «cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator protein»), и, как следствие этого, –  
нарушения трансэпителиального транспорта хлорид-ио-
нов [1-3]. Наиболее частым проявлением МВ является 
увеличение вязкости секрета эпителия бронхов, вызыва-
ющее развитие бронхобструкции, хронического инфек-
ционного процесса в дыхательных путях, в результате 
чего формируются бронхэктазы и/или пневмофиброз 
[4-6]. При этом хронический инфекционный процесс 
выполняет решающую роль в развитии патологических 
изменений в лёгких. В соответствии с классификацией, 
определяющей клиническое значение возбудителей ин-
фекционного процесса при МВ, одним из самых опас-
ных микроорганизмов является Pseudomonas aeruginosa 
(P. aeruginosa) [2]. P. aeruginosa – патоген, который ча-
сто (до 70% случаев) высевается из дыхательных путей 
пациентов с МВ [7, 8]. При колонизации дыхательных 
путей P. aeruginosa значительно ухудшается прогноз за-
болевания: её наличие увеличивает показатель 8-летней 
смертности в 2,6 раза. У пациентов, дыхательные пути 
которых колонизированы P. aeruginosa, регистрируются 
низкие показатели массы тела, объёма форсированного 

выдоха и частые обострения инфекционного процесса 
(по сравнению с пациентами, у которых этот патоген не 
обнаруживается) [9].

Опасность P. aeruginosa определяется богатым спек-
тром факторов патогенности (адгезины, ферменты, 
токсины, факторы ускользания от иммунного ответа), 
высокой генетической пластичностью, позволяющей 
бактериям быстро адаптироваться к условиям окружа-
ющей среды, и широким спектром антибиотикорези-
стентности. Высокий уровень устойчивости к АМП у  
P. aeruginosa обеспечивается множеством генов адаптив-
ной резистентности: генов бета-лактамаз, аминоглико-
зид- и фторхинолон-модифицирующих ферментов [10].

Наиболее опасные резистентные штаммы P. aerugi-
nosa принадлежат к клонам высокого эпидемического ри-
ска (ST111, ST175, ST235, ST654) [11-13]. Среди изолятов  
P. aeruginosa, инфицирующих пациентов с МВ, отдельно 
выделяют эпидемические клоны (эпидемические МВ-
специфические клоны) AUST-01, AUST-02, AUST-03, 
Clone C, DK-1, DK-2, CC274 и др. [14]. Эпидемические 
МВ-специфические клоны не всегда имеют высокий уро-
вень резистентности к АМП, но, тем не менее, ассоции-
рованы с более тяжёлым течением инфекционного про-
цесса по сравнению с неэпидемическими штаммами.

Цель работы – определить сиквенс-типы, оценить 
чувствительность к АМП и выявить наличие генов 
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адаптивной резистентности у штаммов P. aeruginosa, 
изолированных от пациентов с муковисцидозом в Рос-
сийской Федерации.

Материал и методы. Объект исследования – 84 кли-
нических штамма P. aeruginosa, выделенные из верхних 
дыхательных путей (мазок со слизистой глубоких от-
делов задней стенки глотки) и мокроты 64 пациентов с 
муковисцидозом в возрасте от двух лет до 31 года из 29 
регионов Российской Федерации в январе-феврале 2020 
года. Чувствительность к АМП определяли при помощи 
диско-диффузионного метода. Определение чувстви-
тельности и интерпретацию результатов проводили в со-
ответствии с рекомендациями Института клинических и 
лабораторных стандартов США (Clinical and Laboratory 
Standards Institute – CLSI, 2020 г.) [15]. При этом штам-
мы, соответствующие критериям I и R отнесены к ка-
тегории нечувствительных, штаммы, соответствующие 
критерию S – к категории чувствительных.

Бактериальную ДНК выделяли из суточных культур 
исследуемых изолятов P. aeruginosa, выращенных на ага-
ре Мюллера-Хинтона (Becton Dickinson), при помощи на-
боров QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) по протоколу фир-
мы-производителя. Образцы ДНК хранили при -20° C.

Для подготовки ДНК-библиотеки брали 400 нг бак-
териальной ДНК. ДНК-библиотеки готовили, используя 
ультразвуковую фрагментацию (Covaris) бактериальной 
ДНК с последующей репарацией концевых последова-
тельностей и лигированием адаптеров (MGI). Очистку 
ДНК-библиотек проводили при помощи магнитных ча-
стиц Agencourt AMPure XP (Beckman). Концентрацию 
бактериальной ДНК и ДНК-библиотек измеряли при по-
мощи прибора Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific).

Полногеномное секвенирование осуществляли на 
платформе MGISEQ-2000 (MGI) с длиной прочтений 
250 пар оснований. Для сборки бактериального генома 
использовали программу SPAdes 3.14 [16]. Оценка ка-
чества сборки проводилась с помощью QUAST 5.0 [17]. 
Контроль за полнотой сборки и исключение возможно-
сти контаминации осуществлялись с использованием 
программы CheckM и веб-сервера Contest16S [18, 19]. 
Для анализа геномов использовали платформу Galaxy и 
сервис ResFinder [20, 21]. Сиквенс-тип изолятов опре-
деляли в соответствии со стандартной схемой мульти-
локусного сиквенс-типирования для P. aeruginosa с ис-
пользованием данных полногеномного секвенирования 
(https://pubmlst.org/paeruginosa/).

Результаты. Среди исследованных изолятов обна-
ружено 53 различных сиквенс-типа (ST) P. aeruginosa, в 
том числе 6 новых ST. Каждый из сиквенс-типов ST1157, 
ST1232, ST1239, ST1665, ST1930, ST207, ST233, ST242, 
ST245, ST2464, ST2465, ST254, ST266, ST291, ST3005, 
ST308, ST358, ST412, ST446, ST500, ST526, ST575, 
ST645, ST655, ST845, ST882, ST9 представлен одним 
изолятом, все они выделены от разных пациентов. 
Штаммы сиквенс-типов ST198, ST231, ST274, ST319, 
ST708, однолокусный вариант (SLV) ST3474 (новый 
сиквенс-тип) обнаружены дважды, все они выделены от 
разных пациентов (по одному штамму от одного паци-
ента). У 19/64 (30%) пациентов обнаружено более, чем 
по одному изоляту P. aeruginosa (табл. 1). ST235 пред-
ставлен восемью изолятами, выделенными от шести па-
циентов, ST2554 – пятью изолятами, выделенными от 
двух пациентов, каждый из сиквенс-типов ST17 и ST395 
– тремя изолятами, выделенными от двух пациентов. 
Сиквенс-типы ST1094, ST12, ST1203, ST2592, ST3451, 

ST3496, ST499, ST635 и новые ST, которые являлись 
однолокусным вариантом ST3451 и двухлокусным вари-
антом (DLV) сиквенс-типа ST200, представлены парами 
штаммов, каждая из пар выделена от одного пациента. 
В большинстве случаев, когда от одного пациента выде-
лено более одного штамма P. aeruginosa, распределение 
сиквенс-типов подчинялось закономерности «у одного 
пациента – штаммы P. aeruginosa одного ST». Исклю-
чение составили три случая, когда в парах штаммов, 
каждая из которых выделена от одного пациента, один 
изолят принадлежал к известному сиквенс-типу, второй 
– к SLV этого же сиквенс-типа (ST1894, ST685, ST942).

Число однонуклеотидных полиморфизмов (SNP), 
выявленных при сравнении геномов штаммов одного 
сиквенс-типа, выделенных от одного пациента, было 
≥20, что свидетельствует о штаммовом различии изо-
лятов (табл. 1). 8/84 (10%) изолятов относились к кло-
ну высокого эпидемического риска ST235, 6/84 (7%) 
– к эпидемическим МВ-специфическим клонам ST17, 
ST242, ST274 (табл. 2).

По результатам определения чувствительности к 
АМП диско-диффузионным методом нечувствитель-
ность к тикарциллину/клавуланату выявлена у 53/84 
штаммов (63%), 10/84 (12%) штаммов нечувствительны 
к цефепиму, 21/84 (25%) – к имипенему. Нечувствитель-
ность к тобрамицину и амикацину проявляли соответ-
ственно 20/84 (24%) и 29/84 (35%) изолятов. Нечув-
ствительны к ципрофлоксацину 29/84 (35%) штаммов, к 
левофлоксацину – 48/84 (57%) штаммов. Фенотип мно-
жественной резистентности (MЛУ) демонстрировали 
15/84 (18%) изолятов.

Генетические детерминанты адаптивной резистент-
ности исследованных штаммов представлены генами 
бета-лактамаз VIM-2 (5 штаммов ST235), VEB-1 (два 
штамма ST2592), GES-1 (1 штамм ST235), PER-1 (1 
штамм ST235). Гены blaGES-1, blaPER-1 не сочетались ни 
между собой и с blaVIM-2. В геномах у 56/84 (67%) штам-
мов обнаружен ген ципрофлоксацин-модифицирующего 
фермента CrpP. Гены аминогликозид-модифицирующих 
ферментов AAD выявлены у 6/84 (7%) изолятов, ANT – 
у 3/84 (4%), AAC – у 10/84 (12%), включая ген фермента 
AAC(6’)-Ib-cr, инактивирующего фторхинолоны и ами-
ногликозиды (1 штамм). Распределение генов адаптив-
ной резистентности среди изолятов эпидемических кло-
нов показано в табл. 2.

Обсуждение. Исследованные МВ-изоляты P. aeru-
ginosa характеризовались высоким разнообразием сик-
венс-типов, что характерно и для других вариантов си-
негнойной инфекции [22-25]. Большинство выявленных 
сиквенс-типов ранее не описаны у пациентов с МВ на 
территории РФ [26]. Исключение составили типичные 
МВ-клоны ST233, ST235, ST245, ST274, ST575. Осо-
бую опасность представляют выявленные сиквенс-ти-
пы ST235, ST17, ST242, ST274, которые принадлежат к 
клонам высокого эпидемического риска. Они характе-
ризуются всемирной распространённостью и высоким 
уровнем устойчивости к АМП [12]. 10% изолятов отно-
сились к ST235. По сравнению со штаммами других ST 
они обладали более широким набором генов адаптивной 
резистентности: генов карбапенемаз blaVIM-2, blaGES-1, bla-
PER-1 и генов аминогликозид-модифицирующих фермен-
тов aac, aad. К сиквенс-типам международных эпидеми-
ческих МВ-специфических клонов ST17, ST242, ST274 
принадлежало 7% исследованных изолятов. Несмотря 
на невысокий уровень устойчивости к АМП и небо-



632

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(10)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-10-629-634

MICROBIOLOGY

Т а б л и ц а  1
Сиквенс-типовая принадлежность штаммов P. aeruginosa в случаях, когда от одного пациента изолировано более одного штамма

Лабораторный ID штамма № пациента ST Количество SNP
324/2

1 1094 83
324/3
325/1

2 12 1048
325/2
294/1

3 1203 242
294/2
41786/2

4 17 380
41786/3
316/1

5
235

212
316/2
41748/2

6 191
41748/3
41724/1

7
2554

41724/1-41724/2
41724/1-41724/3
41724/2-41724/3

439
28
408

41724/2
41724/3
41723/1

8 1099
41723/2
17905/1

9 2592 148
17905/2
17898/1

10 3451 99
17898/2
62/1

11 3496 236
62/2
17903/1

12 395 271
17903/2
295/1

13 499 93
295/2
17902/1

14 635 185
17902/2
17896-7/1

15 DLV 200* 20
17896-7/2
417/1

16 SLV 3451* 104
417/2
212/1

17
1894

Неприменимо**
212/2 SLV 1894*
99/1

18
942

Неприменимо**
99/2 SLV 942*
124/1

19
685

Неприменимо**
124/2 SLV 685*

П р и м е ч а н и е . * – Новый сиквенс-тип, ** – SLV рассматривается как новый сиквенс-тип, поэтому определение SNP неприменимо.

Т а б л и ц а  2
Характеристики штаммов, принадлежащих к международным МВ-специфическим клонам  

и клону высокого эпидемического риска

Сиквенс-тип Международное название n Гены адаптивной резистентнотсти (n)

ST235* ST235 8 blaVIM-2 (5), blaGES-1 (1), blaPER-1 (1), 
aac (8), aad (5)***

ST17 Clone C** 3 crpP (3)

ST242 AUST-03** 1 crpP (1)

ST274 CC274** 2 crpP (2)

П р и м е ч а н и е . * – Клон высокого эпидемического риска; ** – МВ-специфические клоны; 
*** – ни blaGES-1, ни blaPER-1 не сочетались ни между собой, ни с blaVIM-2.
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гатый набор генов резистентности (у штаммов ST17, 
ST242, ST274 обнаружен только ген ципрофлоксацин-
модифицирующего фермента CrpP), изоляты эпидеми-
ческих МВ-специфических клонов обычно ассоцииру-
ются с более тяжёлым течением инфекции дыхательных 
путей при МВ [14]. Показано, что инфекция, вызванная 
ST242, протекает с более частыми обострениями инфек-
ционного процесса, требующими госпитализации, по 
сравнению с инфекцией, вызванной неэпидемическими 
сиквенс-типами.

Присутствие среди обнаруженных штаммов предста-
вителей клона высокого эпидемического риска и эпиде-
мических МВ-клонов может свидетельствовать о вну-
трибольничном заражении пациентов МВ P. aeruginosa.

Выявлена закономерность в распределении сиквенс-
типов «один пациент – штаммы P. aeruginosa одного 
сиквенс-типа». P. aeruginosa, находясь в дыхательных 
путях пациентов с МВ, непрерывно эволюционирует 
[27-30]. Обнаруженная закономерность косвенно под-
тверждает, что выделение нескольких различных штам-
мов P. aeruginosa от одного пациента является результа-
том эволюции в дыхательной системе, а не следствием 
колонизации новыми штаммами извне.

Количество выявленных нечувствительных к АМП 
штаммов P. aeruginosa соответствовало результатам от-
ечественных работ предыдущих лет. Исключение соста-
вили показатели устойчивости к фторхинолонам: в пре-
дыдущие годы они были значительно ниже и составляли 
15-20% [26]. Другие особенности касались имипенема и 
амикацина. При сравнении полученных значений доли 
нечувствительных штаммов со значениями, опублико-
ванными в зарубежных исследованиях, наши резуль-
таты показали относительно низкое распространение 
устойчивости к имипенему и амикацину. Примерно 
25% изолятов нечувствительны к имипенему и 35% – к 
амикацину, тогда как в Европе доля нечувствительных 
к имипенему и амикацину штаммов составляет 52% и 
61%, соответственно [31].

Гены адаптивной резистентности, такие как гены 
карбапенемаз blaVIM-2, blaGES-1, blaPER-1, выявлялись толь-
ко у представителей ST235. Для большинства штаммов 
других сиквенс-типов характерно наличие гена ципроф-
локсацин-модифицирующего фермента CrpP. Процент 
штаммов, несущих гены бета-лактамаз и аминоглико-
зид-модифицирующих ферментов, значительно ниже, 
чем процент штаммов, нечувствительных к бета-лак-
тамам и аминогликозидам. Это может быть объяснено 
наличием альтернативных механизмов резистентности 
к бета-лактамам и аминогликозидам – гиперэкспрессией 
эффлюкс-систем, снижением пориновой проницаемо-
сти, модификацией мишени действия АМП [10].

Заключение. Исследования геномных характери-
стик штаммов P. aeruginosa, изолированных от пациен-
тов с МВ в Российской Федерации, выявили высокую 
степень сиквенс-типового разнообразия, что соответ-
ствует микробиологической картине других вариантов 
синегнойной инфекции в России и мире. Все штаммы, 
выделенные от конкретного пациента, принадлежат к 
одному ST либо к его SLV/DLV. У пациентов c МВ об-
наружены штаммы, принадлежащие к клонам высоко-
го эпидемического риска и международным эпидеми-
ческим МВ-специфичным клонам, которые являются 
индикатором внутрибольничного заражения синегной-
ной инфекцией. Хотя в целом уровни фенотипической 
чувствительности P. aeruginosa к АМП соответство-

вали европейским и общемировым показателям, за-
регистрирован тревожный рост нечувствительности к 
фторхинолонам.
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ПОЛИМОРФНЫЙ ВАРИАНТ IN/DEL ГЕНА АНГИОТЕНЗИНПРЕВРАЩАЮЩЕГО 
ФЕРМЕНТА (АПФ) И ДЕСТАБИЛИЗАЦИЯ ГЕНОМА У ДЕТЕЙ, ПРОЖИВАЮЩИХ  
НА КРАЙНЕМ СЕВЕРЕ 
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В последние годы отмечается значительный рост диагностирования артериальной гипертензии среди детей и под-
ростков. Особенно риску возникновения данной патологии подвержены дети, проживающие в условиях Крайнего Се-
вера. Существует потребность в недорогой, неинвазивной и простой диагностике риска возникновения патологий в 
детском возрасте. Ранее было установлено, что генотип DD полиморфного маркера in/del гена АПФ обнаруживается у 
людей, попадающих в группу риска развития сердечно-сосудистых патологий. В работе применили микроядерный тест 
на клетках буккального эпителия и генетический анализ. Всего были обследованы 77 школьников из города Апатиты, в 
возрасте 15-17 лет. Нами показано, что у носителей аллеля D отмечена тенденция к повышению частоты клеток с 
микроядрами. При гомозиготном варианте I/I частота встречаемости клеток с кариопикнозом достоверно выше, чем 
у носителей аллеля D. Полиморфный маркер in/del гена АПФ ассоциирован с апоптотическими изменениями в клетках 
исследуемых детей. Полиморфный маркер in/del гена АПФ можно использовать как прогностический маркер процессов 
дестабилизации генома на ранних стадиях развития организма человека.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  генетический полиморфизм; буккальный эпителий; микроядерный тест; ангиотензинпревра-
щающий фермент; высокие широты, Арктика.

Для цитирования: Петрашова Д.А., Коломейчук С.Н. Полиморфный вариант in/del гена ангиотензинпревращающего 
фермента (АПФ) и дестабилизация генома у детей, проживающих на Крайнем Севере. Клиническая лабораторная диа-
гностика. 2021; 66 (10): 635-640. DOI: https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-10-635-640
Для корреспонденции: Петрашова Дина Александровна, канд. биол. наук, ст. науч. сотр., и.о. зав. лаб. мед. и биол. 
технологий; e-mail: dinapetrashova@mail.ru
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование. Исследование было поддержано бюджетными темами 0186-2019-0009 и 0218-2019-0077.
Благодарности. Авторы выражают искреннюю благодарность ст. научному сотруднику, канд.биол.наук В.В. Пожар-
ской и мл. научному сотруднику Т.С. Новиковой за помощь в организации исследования и взятие образцов буккального 
эпителия у школьников. 
Поступила 27.05.2021
Принята к печати 25.06.2021

Petrashova D.A.1, Kolomeichuk S.N.2.3

EFFECT OF ANGIOTENSIN-I CONVERTING ENZYME GENE INSERTION/DELETION POLYMORPHISM  
ON GENOME INSTABILITY IN CHILDREN LIVING IN RUSSIAN ARCTIC
1Kola Science Centre, Russian Academy of Sciences, Apatity, 184209, Russia; 

2Karelian Science Center, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, 185910, Russia;

3Nothern State Medical University, 163000, Arhangelsk, Russia
Main risks of arterial hypertension manifest in childhood. Children living in the Far North are especially susceptible to this. 
There is a need for an inexpensive, non-invasive and simple diagnosis of the risk of childhood pathologies. It was previously found 
that the genotype DD of the in/del polymorphic marker of the ACE gene is found in people at risk of developing cardiovascular 
pathologies. Buccal micronucleus cytome assay and genetic analysis were used in the work. In total, 77 schoolchildren from 
the city of Apatity, aged 15-17 years old, were examined. We have shown that carriers of the D allele have a tendency to an 
increase in the frequency of cells with micronuclei. In the case of homozygous I/I variant, the frequency of occurrence of cells with 
karyopycnosis is significantly higher than in carriers of allele D. Polymorphic marker in/del of the ACE gene is associated with 
apoptotic changes in the cells of the studied children. The in/del polymorphic marker of the ACE gene can be used as a prognostic 
marker of the processes of genome destabilization at the early stages of development of the human body.

K e y  w o r d s :  genetic polymorphism; angiotensin converting enzyme; micronucleus; buccal cells; Buccal micronucleus cytome 
assay; high latitude; Arctic.

For citation: Petrashova D.A., Kolomeichuk S.N. Effect of Angiotensin-I Converting Enzyme Gene Insertion/Deletion Polymor-
phism on genome instability in children living in Russian Arctic. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical 
Laboratory Diagnostics). 2021; 66 (10): 635-640 (in Russ.). DOI: https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-10-635-640



636

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2021; 66(10)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2021-66-10-635-640

CLINICAL MOLECULAR STUDIES

For correspondence: Petrashova Dina Alexandrovna; e-mail: dinapetrashova@mail.ru 
Information about authors:
Petrashova D.A.,  https://orcid.org/0000-0003-3997-637X;
Kolomeichuk S.N., https://orcid.org/0000-0003-3104-3639.
Conflict of interest. The authors declare absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study supported by government budgetary orders № 0186-2019-0009 and № 0218-2019-0077.
Received 27.05.2021
Accepted 27.06.2021

Введение. Климатические условия Арктики, свя-
занные с аномальными сезонными колебаниями тем-
пературы и освещенности, негативно влияют на здо-
ровье человека. Системный анализ, проведенный В.П. 
Казначеевым и соавт. [1], выявил комплекс изменений, 
которые возникают у населения на Крайнем Севере в 
виде синдрома «полярного напряжения». Этот синдром 
является специфической формой хронического психо-
эмоционального стресса, важными проявлениями ко-
торого являются сердечно-сосудистые заболевания. В 
литературе имеются сведения, что ранние проявления 
данной патологии выявлены и в детском возрасте [2]. 
Следует отметить, что своевременная диагностика 
факторов риска и эффективное лечение в сочетании с 
массовой профилактикой образа жизни могут дать мак-
симальный эффект. В ходе эпидемиологических много-
центровых исследований установлено, что в регионах 
России частота первичной артериальной гипертензии 
(АГ) у детей и подростков имеет существенные отли-
чия и составляет от 1 до 18% [3, 4]. Это связано как с 
различием возрастных групп обследуемых, так и с осо-
бенностями территорий проживания (климат, антропо-
генное загрязнение, социально-экономическая состав-
ляющая). В целом, вопрос эпидемиологии АГ у детей 
малоизучен, в особенности с учетом влияния условий 
окружающей среды и социальных факторов. Данный 
аспект определяет актуальность проблемы для совре-
менной педиатрии. Существует острая необходимость 
в неинвазивной и доступной диагностике риска воз-
никновения и развития патологий у детей. Данные по 
частоте встречаемости клеток с микроядрами и апоп-
тотическими процессами могут применятся в каче-
стве интегрального индикатора негативных процессов 
в организме. Микроядерный тест обладает высоким 
уровнем репрезентативности и успешно применяется 
в клинической практике для диагностики и прогноза 
течения ряда заболеваний [5].

Целью нашей работы являлась оценка уровня цитоге-
нетических нарушений в клетках буккального эпителия 
у носителей разных вариантов полиморфного маркера 
гена АПФ в группе детей старшего школьного возраста, 
проживающих в высоких широтах. Выбор детей стар-
шего школьного возраста для исследования обусловлен 
высокой чувствительностью к генотоксическим агентам 
[6] и простотой анкетных опросов по сравнению с дру-
гими возрастными группами. 

Материал и методы. Обследование проведено в 
соответствии с принципами Хельсинской декларации 
об этических принципах медицинских исследований. 
Комитет по этике при Минздраве Республики Карелия 
одобрил протокол данного исследования (протокол № 
41 от 06.09.2018 г.). Исходная выборка включала в себя 
126 школьников в возрасте 15-17 лет. В исследовании в 
итоге приняли участие 77 школьников, проживающих в 

городе Апатиты Мурманской области (коэффициент от-
вета – 61,1%). Родители или опекуны школьников были 
заранее ознакомлены с методами исследования и подпи-
сали информированное согласие. 

На первом этапе работ мы проводили анкетирование 
по специальному опроснику [7]. Критерии исключения: 
злокачественные образования в анамнезе, наличие хро-
нических заболеваний легких, диабет и ожирение, куре-
ние, употребление алкоголя, употребление витаминов в 
течение месяца, простудные заболевания в течение ме-
сяца, прохождение рентгенологических исследований в 
течение полугода, высокий уровень тревожности. 

Молекулярно-генетическая диагностика полимор-
физма гена АПФ проводилась методом полимеразной 
цепной реакции как описано ранее [8]. Образец слюны 
детей объемом 200 мкл использовался для выделения 
ДНК с помощью набора Диа_М (Россия) согласно ин-
струкциям производителя. 

Микроядерный тест на буккальном эпителии прово-
дился согласно международному протоколу [9]. Анали-
зировалось не менее 2000 клеток для каждого образца 
при увеличении 1000x с использованием масляной им-
мерсии (AXIOSTAR PLUS, Karl Zeiss). В данном ис-
следовании определялись следующие показатели: (a) 
клетки с нарушением ДНК (микроядро, ядерная почка, 
разбитое яйцо и прочие протрузии); (b) клетки с нару-
шением пролиферации (двуядерные клетки, круговая 
насечка); (c) показатели клеточной смерти (конденсация 
хроматина, карирексис, пикноз, кариолизис и клетки с 
апоптозными телами).

Статистический анализ данных проводили с помо-
щью среды R. Достоверность различий частот аллелей 
и генотипов в группах оценивали с помощью критерия 
χ2 с поправкой Йетса на непрерывность. Достоверность 
различий между группами с разными полиморфизмами 
гена АПФ определяли соглаcно критерию Стьюдента 
при нормальном распределении и критерию Манна-
Уитни при распределении, отличном от нормального. 
Критический уровень для подтверждения нулевой гипо-
тезы принимался в 5% (p < 0,05). 

Результаты. Всего были обследованы 77 школьни-
ков из города Апатиты, в возрасте 15-17 лет, из них 41 
девочка, 36 мальчиков. Основные показатели исследу-
емой выборки представлены в табл. 1. Половой состав 
выборки соответствовал половозрастной структуре на-
селения Мурманской области [10].

В нашем исследовании частоты клеток с микроядра-
ми достоверно не различались для изучаемых генотипов 
и не превышали показатели среднепопуляционной нор-
мы в 2-4% [11]. 

Для исследования роли In/Del полиморфизма гена 
АПФ в развитии и прогрессировании нестабильности 
генома у детей Мурманской области мы определили ге-
нотип АПФ методом ПЦР-ПДРФ [12]. Распределение 
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аллелей и генотипов полиморфного маркера In/Del ге-
на АПФ подчинялось закону Харди-Вайнберга (χ2=0,77; 
p=0.82) и не отличалось от ранее описанного для выбор-
ки детей Северо-Запада [13].

Анализ частоты встречаемости цитогенетических 
нарушений при различных вариантах полиморфного 
маркера I/D гена АПФ показал при генотипе D/D досто-
верно более низкие показатели частоты встречаемости 
двуядерных клеток и клеток с протрузиями по типу раз-
битое яйцо и прочими протрузиями ядра. При этом у но-
сителей генотипа D/D частота клеток с круговой насеч-
кой выше, чем у носителей других генотипов. Наблюда-
ется тенденция по увеличению частоты встречаемости 
клеток с микроядрами у носителей D аллеля, однако, 
различия из-за малой выборки не достоверны. При гете-
розиготном варианте I/D частота встречаемости клеток с 
ядерными почками достоверно ниже, а с кариорексисом 
достоверно выше, чем при гомозиготных вариантах I/I 
и D/D. При гомозиготном варианте I/I частота встречае-
мости клеток с кариопикнозом достоверно выше, чем у 
носителей аллеля D (табл. 2). 

Корреляционный анализ цитогенетических нару-
шений показал, что при всех трех генотипах частота 
встречаемости клеток с ядерными почками достоверно 
связана с возрастанием частоты встречаемости клеток 
с кариолизисом (rI/I=0,64, p=0,013; rI/D=0,34, p=0,029; rD/

D=0,51, p=0,018). Для генотипа I/I показана достовер-
ная положительная корреляция частоты встречаемости 
клеток буккального эпителия кариопикнотическими из-
менениями с частотами встречаемости клеток с такими 
нарушениями ядра как микроядра (r=0,64, p=0,013) и 
ядерные почки (r=0,62, p=0,019). Стоит отметить, что 
для гомозигот по алеллю D выявлены следующие досто-
верные связи с частотой встречаемости клеток с апопто-
зом: положительная с частотой встречаемости клеток с 
микроядрами (r=0,43, p=0,049) и отрицательная с часто-
той встречаемости клеток с ядерными почками (r=-0,51, 
p=0,018).

Обсуждение. Распределение частот аллелей и гено-
типов полиморфного маркера In/Del гена АПФ соответ-
ствует данным авторов, исследовавших детское насе-
ление Северо-Запада России [13]. Отмечено, что носи-
тели аллеля D характеризуются повышенным уровнем 

активности АПФ в плазме крови, в сердечной мышце 
и в тканях, и, следовательно, им свойствен более высо-
кий уровень ангиотензина II. Среди людей, отнесенных 
к группе риска развития ишемической болезни сердца, 
инфаркта миокарда, постинфарктных осложнений, ин-
сулинорезистентности и сахарного диабета генотип DD 
выявлен у 28-31%. Аллель D достоверно ассоциирован 
с более высокой активностью белкового продукта гена 
АСЕ и проявлением силовых и координационных спо-
собностей у спортсменов [14].

Микроядра являются признанными биомаркерами 
генотоксического действия различных факторов. Они 
описаны как отдельная часть генетического материала 
вне основного ядра. Считается, что микроядра являются 
либо фрагментом хромосомы, отделившемся при ее по-
вреждении, либо одной или несколькими целыми хро-
мосомами, отстающими в анафазе и не включенными 
в основное ядро [15]. Согласно литературным данным, 
наиболее ранним проявлением риска развития рака по-
лости рта является увеличение частоты клеток с микро-
ядрами в буккальном эпителии [16]. В нашем исследо-
вании у детей-носителей аллеля D имеется тенденция к 
повышению частоты встречаемости клеток буккального 
эпителия с микроядрами. Наши данные согласуются с 
результатами, полученными Ф.И. Ингель [17] от образ-
цов школьников, проживающих в экологически неблаго-
приятных условиях. Автором было обнаружено сниже-
ние частоты апоптоза и повышение частоты микроядер 
в культивированных клетках крови детей, находящихся 
в состоянии эмоциональной дезадаптации. 

В ряде работ показано, что у носителей генотипа D/D 
выявлен достоверно более высокий уровень систоличе-
ского артериального давления [12, 18]. Стоит отметить 
экспериментальные данные о том, что носительство гено-
типа D/D может повышать риск гипертрофии левого же-
лудочка после инфаркта миокарда [13, 18], а также часто-
ту хронической сердечной недостаточности у пациентов 
с ИБС. К.И. Губаев и соавт. [19] показали, что генотип DD 
можно использовать как маркер ухудшения сердечной 
функции. Следовательно, гомозиготы по аллелю D – это 
люди с риском инфаркта миокарда, ишемической болезни 
сердца и именно у них нарушены процессы репарации, 
увеличивающие количество ядерных почек. 

Т а б л и ц а  1
Характеристика исследуемой выборки

Параметр Результат

Пол, 
мужской/женский, (%)

34 / 43 (44,1 % / 55,9 %)

ИМТ,
кг/м2

20,85

Физическая активность
Да
Нет

44 (42,7 %)
59 (56,4%)

Употребление алкоголя, n (%)
Регулярное (каждую неделю)
Не употребляю

19(10,2%)
166(89,8%)

Курение, n (%)
Курю
Не курю

110 (18,3%)
491(81,7%)
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Ядерная почка и «разбитое яйцо» - важные митоге-
нетические нарушения при проведении микроядерного 
теста. На данный момент, общепризнанного механизма 
появления данного вида протрузий пока нет. Существу-
ет точка зрения, что протрузии являются результатом 
дегенеративных клеточных изменений [20]. Одни авто-
ры считают, что эти ядерные аномалии возникают в ре-
зультате воздействия генотоксических эффектов [21-23], 
эпигенетических процессов [24] или отделения части 
ядра во время S-фазы [25]. Другие исследователи рас-
сматривают протрузии как результат цитогенетических 
нарушений [26-29]. В то же время предполагается, что 
появление ядерных почек может быть связано с элими-
нацией амплифицированной ДНК и процессами репара-
ции ДНК [20, 24, 25, 30]. 

M. Zakrzewski-Jakubiak с соавт. [31] было описано, 
что физиологические функции при сердечной недоста-
точности и активность ренин-ангиотензина имеют по-
лигенную природу. Одновременное исследование не-
скольких генетических полиморфизмов в одной и той 
же популяции выявило, что только комбинации геноти-
пов были связаны с клиническими данными и результа-
тами эхокардиографии.

Следовательно, комплексный подход с применением 
набора генетических маркеров и цитогенетики будет бо-
лее эффективным для выявления более тяжелых боль-
ных, чем отдельные гены-кандидаты. Продолжение дан-
ного исследования с большим количеством испытуемых 
является актуальным для выяснения механизмов риска 
сердечно-сосудистых патологий.

Заключение. Полиморфный маркер in/del гена АПФ 
ассоциирован с апоптотическими изменениями в клет-
ках обследуемых детей. Полиморфный маркер in/del 
гена АПФ можно использовать как прогностический 
маркер процессов дестабилизации генома на ранних 
стадиях развития организма человека.
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