
Д
PЕДАКЦИОННАЯ КОЛЛЕГИЯ:

Главный pедактоp А.Ю. МИРОНОВ

А.Б. ДОБРОВОЛЬСКИЙ, В.В. ДОЛГОВ, Г.Н. ЗУБРИХИНА,  
А.А. ИВАНОВ, С.А. ЛУГОВСКАЯ, С.Г. МАРДАНЛЫ,  
Л.М. СКУИНЬ, А.А. ТОТОЛЯН, Г.Г. ХАРСЕЕВА (ответст
венный секретарь), И.П. ШАБАЛОВА

PЕДАКЦИОННЫЙ СОВЕТ:

И.И. АНДРЕЕВА (Ростов-на-Дону), А.Н. АРИПОВ  
(Ташкент), Т.В. ВАВИЛОВА (Санкт-Петербург),  
I. WATSON (Великобритания,Ливерпуль), А.Ж. ГИЛЬМА
НОВ (Уфа), Д.А. ГРИЩЕНКО (Красноярск), В.С. ГУДУМАК
(Кишинёв), Н.Г. ДАШКОВА (Москва), В.А. ДЕЕВ (Киев),
Т.И. ДОЛГИХ (Омск), С.А. ЕЛЬЧАНИНОВА (Барнаул),
А.В. ИНДУТНЫЙ (Омск), A. KALLNER (Швеция, Сток-
гольм), А.И. КАРПИЩЕНКО (Санкт-Петербург),
К.П. КАШКИН (Москва), А.В. КОЗЛОВ (Санкт-Петербург),
Г.В. КОРШУНОВ (Саратов), Г.М. КОСТИН (Минск),
А.Г. КОЧЕТОВ (Москва), Н.Е. КУШЛИНСКИЙ (Мо-
сква), Г.Г. ЛУНЕВА (Киев), В.Н. МАЛАХОВ (Москва),
Е.Н. ОВАНЕСОВ (Москва), Ю.В. ПЕРВУШИН (Ставрополь),
И.В. ПИКАЛОВ (Новосибирск), Ю.П. РЕЗНИКОВ (Москва),
С.Н. СУП ЛОТОВ (Тюмень), О.А. ТАРАСЕНКО (Москва),
И.С. ТАР ТАКОВСКИЙ (Москва), А.Б. УТЕШЕВ (Алма-
ты), С.В. ЦВИРЕНКО (Екатеринбург), А.Н. ШИБАНОВ
(Москва), В.Л. ЭМАНУЭЛЬ (Санкт-Петербург), Г.А. ЯРО
ВАЯ (Москва)

КЛИНИЧЕСКАЯ
ЛАБОРАТОРНАЯ

ИАГНОСТИКА
 Н А У Ч Н О - П Р А К Т И Ч Е С К И Й  Ж У Р Н А Л

Том 68
4 • 2023

АПРЕЛЬ

« È ç ä à ò å ë ü ñ ê à ÿ  ãð ó ï ï à  «Ì å ä è à  Ñô å ð à »

Журнал основан в январе 1955 г.
Почтов ый адрес :
ООО «Издательская группа «Медиа 
Сфера» 
115088, Москва, 127238, г. Москва, 
Дмитровское ш, д. 46 к. 2 стр. 2, этаж 4 
ком. 12
Телефон редакции: 
84954300363,
Email: clin.lab@yandex.ru
Зав. pедакцией Л.А. Шанкина

Ответственность за достоверность 
информации, содержащейся в рекламных 
материалах, несут рекламодатели
Художественный редактор 
Е.М.Архипова 

Сдано в набор 03.03.2023.
Подписано в печать 20.03.2023. 
Формат 60 × 88⅛.
Печать офсетная.
Печ. л. 7,00
Уч.изд. л. 8,95.

WWW страница: www.medlit.ru
ПИ № ФС77-37760 от 07. 10. 2009 г.
Все пpава защищены. Ни одна часть этого из 
дания не может быть занесена в память 
компью теpа либо воспpоизведена любым 
способом без пpедваpительного письменного 
pазpеше ния издателя.
Журнал представлен в базе данных Российско
го индекса научного цитирования (РИНЦ) и в 
следующих международных информационно
справочных изданиях: Abstracts of Micology, Adis 
International Ltd Reactions Weekly, Chemical Ab
stracts (Print), Chemical Titles, EBCOhost Biological 
Abstracts (Online), Elsevier BV EMBASE, Elsever 
BV Scopus, Excerpta Medica, Abstract Journals, 
Index Medicus, Index to Dental Literature, National 
Library of Medicine PubMed, OCLC Article First, 
OCLC MEDLINE, Reactions Weekly (Print), Thom
son Reuters Biological Abstracts (Online), Thomson 
Reuters BIOSIS Previews, VINITI RAN Referativnyi 
Zhurnal, Ulrich's International Periodicals Directory.

Индекс 71442 — для подписчиков 
Подписка через Интернет: 
wwwakc.ru,  www-pressa-rf.ru
Подписка на электронную версию:  
elibrary.ru
ISSN 0869-2084. 
Клин. лаб. диагностика. 2023. № 1. 1–64.

ООО «Издательская группа 
«Медиа Сфера»

Журнал зарегистрирован  
Федеральной службой по надзору  
в сфере связи, информационных  
технологий и массовых коммуникаций.

Е Ж Е М Е С Я Ч Н Ы Й Russian Clinical Laboratory Diagnostics 



D
EDITOR BOARD:

Editor-in-Сhief A.Yu. MIRONOV

A.B. DOBROVOLSKYI, V.V. DOLGOV, G.N. ZUBRIKHINA, 
A.A. IVANOV, S.A. LUGOVSKAYA, S.G. MARDANLY,  
L.M. SKUIN', A.A. TOTOLYAN, G.G. KHARSEEVA
(executive editor), I.P. SHABALOVA

EDITORIAL COUNCIL:

I.I.Andreeva (Rostov-on-Don), A.N. ARIPOV (Tashkent),
T.V. VAVILOVA (Sankt-Peterburg), I. WATSON (Great
Britain,Liverpool), A.Zh. GIL'MANOV (Ufa), D.A. GRITCHENKO
(Krasnoyarsk), V.S. GUDUMAK (Kishinev), N.G. DASH KOVA
(Moscow), V.A. DEEV (Kiev), T.I. DOLGIKH (Omsk), S.A. EL
CHANINOVA (Barnaul), A.V. INDUTNY (Omsk), A. KALLNER
(Sweden, Stockholm), A.I. KARPI TCHENKO (Sankt-Peter-
burg), K.P. KASHKIN (Moscow), A.V. KOZLOV (Sankt-Peter-
burg), G.V. KOR SHUNOV (Saratov), G.M. KOSTIN (Minsk),
A.G. KOCHE TOV (Moscow), N.E. KUSHLINSKII (Mos-
cow), G.G. LUNEVA (Kiev), V.N. MALACHOV (Moscow),
E.N. OVANESOV (Moscow), Yu.V. PERVUCHIN (Stavropol'),
I.V. PICALOV (Novosibirsk), Yu.P. REZNICOV (Moscow),
S.N. SUPLOTOV (Tyumen'), O.A. TARASENKO (Moscow),
I.S. TARTAKOVSKYI (Moscow), A.B. UTESHEV (Almati),
S.V. TSVIRENKO (Ekaterinburg), A.N. SHIBANOV (Mos-
cow), V.L. EMANUEL' (Sankt-Peterburg), G.A. YAROVAYA
(Moscow)

KLINICHESKAYA 
LABORATORNAYA 

iagnostika
 P R A C T I C A L  M O N T H L Y  J O U R N A L

APRIL

The Journal is founded in 1955.
M a i l i n g  a d d r e s s  :  
LLC “Publishing Group “Media Sphere”
127238, Moscow, Dmitrovskoe sh., 46 k. 2 
building 2, floor 4 rooms. 12
Editorial office phone: 
84954300363,
Email: clin.lab@yandex.ru
Managing editor L.A. Shankina

The responsibility for credibility of 
information contained in advertising materials 
is accounted for advertisers

Art editor E.M.Arkhipova 

WWW page: www.medlit.ru
PI No. FS77-37760 of 07.10. 2009
All rights reserved. Any part of this edition can 
not be entered computer memory nor be 
reproduced with any other mode without 
preliminary permition of editor in written form.
The Journal is presented in data base of the 
Russian index of scientific quotation (RiNZ) and 
in following I&R editions: Abstracts of 
Micology, Adis International Ltd Reactions 
Weekly, Chemical Abstracts (print), Chemical 
Titles, EBCOhost Biological Abstracts (Online), 
Elsevier BV EMBASE, Elsever BV Scopus, 
Excerpta Medica, Abstract Journals, Index 
Medicus, Index to Dental Literature, National 
Library of Medicine PubMed, OCLC Article First, 
OCLC MEDLINE, Reactions Weekly (Print), 
Thomson Reuters Biological Abstracts (Online), 
Thomson Reuters BIOSIS Previews, VINITI 
RAN Referativnyi Zhurnal, Ulrich's International 
Periodicals Directory.

ISSN 08692084. 

LLC “Publishing Group “Media Sphere”

LLC “Publishing Group 
“Media Sphere”

Journal registered Federal 
Service for Supervision in 
the field of communications, 
information technology and 
mass communications.

S C I E N T I F I C Russian Clinical Laboratory Diagnostics 

Volume 68
4 • 2023



© ООО «Издательская группа «Медиа Сфера» 

187

СОДЕРЖАНИЕ

БИОХИМИЯ

Петелина Т.И.,  Авдеева К.С.,  Валеева Л.Л.,  Ляпина М.В.,   Щербинина А.Е., Мусихина Н.А.,  
Леонович С.В., Капустина А.А., Гапон Л.И.
Особенности и взаимосвязь параметров метаболома микробиоты кишечника  
с биомаркерами крови и структурно-функциональным состоянием сосудистой стенки  
у пациентов с артериальной гипертонией  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 189
Любимова Н.В., Лебедева А.В., Тимофеев Ю.С., Вашкетова О.И., Карамышева Е.И.,  
Делекторская В.В., Стилиди И.С., Кушлинский Н.Е. 
Факторы роста CTGF и TGF-β1 в сыворотке крови больных нейроэндокринными опухолями  .  .  .  .  .  .  .  . 199
Алиева А.М., Теплова Н.В., Байкова И.Е., Котикова И.А., Никитин И.Г. 
Неоптерин в качестве кардиоваскулярного биологического маркера  
при сердечной недостаточности (обзор литературы)   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 203

ИММУНОЛОГИЯ
Амхадова М.А., Петрухина Н.Б., Сандлер И.В., Салтовец М.В., Поляков В.М., Демидова А.А.,
Пилипенко К.Д.
 Oсобенности цитокинового состава и костного метаболизма биологических сред полости рта 
у пациентов с пародонтитом после коронавирусной инфекции  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210

ЦИТОЛОГИЯ
Крысалова Т.И., Калаева Е.А., Калаев В.Н., Игнатова И.В. 
Влияние способа окрашивания на результаты цитологического исследования 
эпителия шейки матки  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 215

МИКРОБИОЛОГИЯ

Никольский М.А., Ведерников В.Е., Вязовая А.А., Домонова Э.А., Лисок А.В., Лиознов Д.А.
Апробация и доклинические испытания отечественного набора реагентов  
для видовой дифференциации вирусов герпеса человека 6А и 6В  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 224
Ковалева О.В., Кушлинский Н.Е., Подлесная П.А., Грачев А.Н. 
Клиническая значимость доминирующих родов резидентного микробиома опухолей почки   .  .  .  .  .  .  .  .  . 232
Чеснокова М. Г., Чесноков С. А., Миронов А. Ю. 
Микобиота зубной бляшки у детей с зубочелюстными аномалиями при ортодонтическом лечении  .  .  .237

ОРГАНИЗАЦИЯ ЛАБОРАТОРНОЙ СЛУЖБЫ
Марданлы С.Г., Жигалева О.Н. 
Анализ требований к промышленному производству ПЦР-диагностикумов   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 243

ВНИМАНИЮ АВТОРОВ И ЧИТАТЕЛЕЙ! 
Подписка на электронную версию журнала  

«КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА» 
осуществляется через ELIBRARY .RU



188

CONTENTS

BIOCHEMISTRY

Petelina T.I., Avdeeva K.S., Valeeva L.L., Lyapina M.V., Shcherbinina A.E., Musikhina N.A.,   
Leonovich S.V., Kapustina A.A., Gapon L.I. 
Рeculiarities and interrelation of intestinal microbiota metabolome parameters with the biomarkers 
and the structural and functional state of the vascular wall in patients with arterial hypertension  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 189
Lyubimova N.V., Lebedeva A.L., Timofeev Yu.S., Vashketova O.I., Karamysheva E.I., Delectorskaya V.V., 
Stilidi I.S., Kushlinskii N.E. 
Growth factors CTGF and TGF-β1 in the blood serum of neuroendocrine tumor patients   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 199
Alieva A.M., Teplova N.V., Baykova I.E., Kotikova I.A., Nikitin I.G.
Neopterin as a cardiovascular biological marker in heart failure (review of literature)  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 203

IMMUNOLOGY

Amhadova M.A., Petrukhina N.B., Sandler I.V., Saltovets M.V., Polyakov V.M., Demidova A.A.,
 Pilipenko K.D.

Features of the cytokine composition and bone metabolism of the biological media of the oral cavity  
in patients with periodontitis after coronavirus infection  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 210

CYTOLOGY

Krysalova T.I., Kalaeva E.A., Kalaev V.N., Ignatova I.V. 
The influence of the method of staining on the results of cytological study of the cervical epithelium   .  .  .  .  .  .  .  . 215

MICROBIOLOGY

Nikolskiy M.A., Vedernikov V.E., Vyazovaya A.A., Domonova E.A., Lisok A.V., Lioznov D.A. 
Approbation and preclinical trials of Russian reagents set for species differentiation  
of human herpes viruses 6A and 6B   .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 224
Kovaleva O.V., Kushlinskii N.E., Podlesnaya P.A., Gratchev A.N. 
Diagnostic and prognostic potential of the resident non-small cell lung cancer microbiome  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 232
Chesnokova M.G., Chesnokov S.A., Mironov A.Yu.  
Mycobiota of dental plaque in children with dental anomalies during orthodontic treatment  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 237

LABORATORY SERVICE ORGANIZATION

Mardanly S.G., Zhigaleva O.N. 
Analysis of requirements for industrial production of PCR diagnostics  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  . 243



189

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2023 68(4)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-4-199-202

БИОХИМИЯ

БИОХИМИЯ

© КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2023

Петелина Т.И. 1, Авдеева К.С.1, Валеева Л.Л.1, Ляпина М.В.2, Щербинина А.Е.1, Мусихина Н.А.1,  

Леонович С.В.1, Капустина А.А. 1,2, Гапон Л.И. 1

ОСОБЕННОСТИ И ВЗАИМОСВЯЗЬ ПАРАМЕТРОВ МЕТАБОЛОМА МИКРОБИОТЫ 
КИШЕЧНИКА С БИОМАРКЕРАМИ КРОВИ И СТРУКТУРНО-ФУНКЦИОНАЛЬНЫМ 
СОСТОЯНИЕМ СОСУДИСТОЙ СТЕНКИ У ПАЦИЕНТОВ С АРТЕРИАЛЬНОЙ 
ГИПЕРТОНИЕЙ 

1Тюменский кардиологический научный центр, Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН, 
634031, Томск, Россия; 
2ФГБОУ ВО «Тюменский государственный медицинский университет» Минздрава РФ, 625023, Тюмень, Россия

Несмотря на хорошо известные факторы риска развития сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ), сохраняется актуаль-
ность поиска новых механизмов развития и прогрессирования ассоциированных с атеросклерозом заболеваний. Значительный 
интерес в последнее время сосредоточен на изучении роли параметров метаболома микробиоты кишечника (МК) как моди-
фицируемого фактора риска нарушений обмена веществ и развития ССЗ. Целью работы стало исследование особенностей 
параметров метаболома МК в ассоциации с воспалительными, биохимическими, гормональными параметрами и со струк-
турно-функциональным состоянием сосудистой стенки у пациентов с артериальной гипертонией (АГ). Перед включением 
в исследование у каждого из участников было получено письменное информированное согласие на участие в исследовании. 
Обследован 141 пациент с АГ. Пациенты разделены на 3 группы. В 1-й группе 34 пациента без АГ и метаболических наруше-
ний (37,67±13,95 года), во 2-й группе 49 пациентов с АГ без абдоминального ожирения (АО) (51,69±12,70 года), в 3-й группе 58 
пациентов с АГ и АО (47,79±10,61 года). Пациенты 1-й группы значимо отличались по всем параметрам от 2-й и 3-й группы 
(p<0,001). Пациенты 2-й группы значимо отличались от 3-й группы по параметрам массы тела, которые были значимо выше 
в группе АГ с АО. Пациентам в обеих исследуемых группах проводилось лабораторное исследование биообразца крови и кала 
в момент госпитализации. Оценивали параметры метаболома МК: уровень триметиламин-N-оксида (ТМАО), короткоце-
почечные жирные кислоты (КЦЖК) в копрофильтрате, уровень FABR2-белка (интестинальный FABP); из биохимических 
параметров определяли мочевую кислоту, печеночные ферменты, липидный профиль, глюкозу натощак; воспалительные мар-
керы – исследовали концентрацию С-реактивного белка (вч-CРБ), уровень интерлейкина (ИЛ) – 1β, 6, 8, 10, гомоцистеина; гор-
моны – адипонектин, резистин, лептин. В обеих исследуемых группах проводилось суточное мониторирование артериального 
давления (СМАД) по стандартному протоколу; исследование эластических свойств сосудистой стенки проводили методом 
сфигмографии на аппарате Vasera VS-1000 Series (Fukuda Denishi, Япония), с оценкой показателей: PWV-R PWV-L – скорость 
распространения пульсовой волны (СПВР) и CAVI R/L-параметр жесткости сосудистой стенки по артериям эластического 
типа справа и слева. Статистический анализ проводили с помощью пакета прикладных программ IBM SPSS Statistics 21. 
 Результаты полученных исследований показали тенденцию к превышению значений ТМА, ТМАО и значимое превышение 
уровня FABP2 (p<0,043), со снижением уровня КЦЖК (p<0,001) во 2-й группе по сравнению с 1-й группой пациентов. За-
регистрированы значимо высокие уровни ИЛ-1β , ИЛ-6, вч-CРБ, гомоцистеина во 2-й и 3-й группах по сравнению с 1-й 
группой. У пациентов 3-й группы выявлены значимо высокие значения уровня ИЛ-1β, вч-СРБ по сравнению со 2-й группой 
(p<0,043; 0,005, соответственно). Во 2-й и 3-й группах отмечалось значимое превышение показателей липидного об-
мена по сравнению с 1-й группой. В 3-й группе выявлено самое низкое содержание адипонектина (р=0,002). Параметры 
СМАД достоверно выше в группах с наличием АГ по сравнению с 1-й группой. Зарегистрировано, что показатели CAVI 
и PWV значимо выше у пациентов 2-й и 3-й группы (р<0,001), с более высокими значениями во 2-й группе пациентов. 
Выявлены многочисленные разнонаправленные корреляционные взаимосвязи между параметрами метаболитов микро-
биоты кишечника с изучаемыми биомаркерами крови и инструментальными параметрами исследования. Таким образом, 
выявлены измененные уровни параметров метаболома МК – ТМАО, КЦЖК, FABP2 в группах пациентов с АГ по сравне-
нию с группой контроля. Разнонаправленные корреляционные ассоциации параметров метаболома МК с биомаркерами, 
параметрами СМАД и эластическими свойствами сосудистой стенки позволяют подтвердить роль МК как фактора, 
влияющего на патогенетические звенья развития и прогрессирования артериальной гипертонии.
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PECULIARITIES AND INTERRELATION OF INTESTINAL MICROBIOTA METABOLOME PARAMETERS 
WITH THE BIOMARKERS AND THE STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STATE OF THE VASCULAR WALL 
IN PATIENTS WITH ARTERIAL HYPERTENSION
1 Tyumen Cardiology Research Center, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, T 
omsk, Russia; 
2 Federal State Budgetary Educational Institution of Higher Education “Tyumen State Medical University” of the Ministry  
of Health of the Russian Federation
Despite the well-known risk factors for cardiovascular diseases (CVD), the search for new mechanisms for the development and 
progression of atherosclerosis-associated diseases remains relevant. Considerable interest has recently been focused on studying 
the role of intestinal microbiota (IM) metabolome parameters as a modifiable risk factor for metabolic disorders and the develop-
ment of CVD. To study the peculiarities of IM metabolome parameters in association with inflammatory, biochemical, hormonal 
parameters and the structural and functional state of the vascular wall in patients with arterial hypertension (AH).  141 patients 
with AH were divided into 3 groups: 34 patients without AH and metabolic disorders (37.67±13.95 years) were included in group 
1 (control group), 49 patients with AH without abdominal obesity (AO) (51.69±12.70 years) – in group 2 and 58 patients with 
AH and AO (47.79±10.61 years) – in group 3. Patients in group 1 differed significantly in all parameters from groups 2 and 3 
(p<0.001). Patients in group 2 differed significantly from group 3 in terms of body mass index (BMI), waist-hip ratio, which were 
significantly higher in AH group with AO. Patients in both study groups underwent a laboratory study of blood and stool bio-
samples at the time of hospitalization. IM metabolome parameters were assessed: the level of trimethylamine-N-oxide (TMAO), 
short-chain fatty acids (SCFA) in coprofiltrate, the level of intestinal FABP (FABP2); from biochemical parameters: uric acid, 
creatinine, liver enzymes, lipid profile, fasting glucose; hormones – adiponectin, resistin, ghrelin, leptin; inflammatory mark-
ers – concentration of C-reactive protein (hs-CRP), interleukin (IL) 1β, 6, 8, 10, homocysteine were determined.In both study 
groups there were performed: 24-hour ambulatory blood pressure (BP) monitoring (ABPM); study of the elastic properties of the 
vascular wall by sphygmography on Vasera VS-1000 Series device, with the assessment of the following parameters: pulse wave 
velocity in the arteries of elastic type on the right and left (PWV-R/L); stiffness of the vascular wall in the arteries of the elastic 
type on the right and left (CAVI R/L). The results of statistical analysis showed a tendency for TMAO, TMA values to be higher 
and FABP2 level to be significantly higher (p<0.043), and for the level of SCFA (p<0.001) to be lower in group 2 compared to 
group 1 patients. Significantly high values of parameters IL-1β, IL-6, hs-CRP, homocysteine were registered in groups 2 and 3 in 
comparison with the control group. Patients with AH and AO showed significantly higher levels of IL-1β, hs-CRP compared to AH 
group without obesity (p<0.043; 0.005, respectively). In groups 2 and 3, there is a significant excess of lipid metabolism, indica-
tors of liver function in comparison with group 1. In AH group with AO, the lowest content of adiponectin (p=0.002), resistin and 
ghrelin (p=0.029) was revealed, at the same time, they had a significantly higher level of glucose and lipid spectrum indicators, 
hepatic transaminases (p<0.001), in comparison with control group. ABPM parameters were significantly higher in groups with 
AH than in the control group. It was registered that CAVI and PWV rates were significantly higher in patients of groups 2 and 
3 (p<0.001), with higher values in group 2. Numerous multidirectional correlations have been revealed between the parameters 
of IM metabolome and biochemical, inflammatory, hormonal and instrumental parameters of the study. Thus, the study revealed 
elevated levels of IM metabolome parameters – TMAO, SCFA, FABP2 in AH patient compared with the control group. Multidi-
rectional correlations of IM metabolome parameters with biochemical, non-specific immune and hormonal biomarkers, ABPM 
parameters and elastic properties of the vascular wall confirm the role of IM as a factor influencing pathogenetic links in the 
development and progression of AH.
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Введение. Сердечно-сосудистые заболевания 
(ССЗ) остаются ведущей причиной смерти и инвали-
дизации в развитых странах мира. В США каждый 
третий, в Европе – каждый четвертый житель умира-
ет от ССЗ. В России смертность от ССЗ обусловли-
вает каждый второй случай летальных исходов [1, 2]. 
Широко обсуждаются факторы риска развития ССЗ, 
ведущее место среди них занимают патологические 
состояния, ассоциированные с метаболическими 
нарушениями (ожирение, сахарный диабет, нару-
шения липидного обмена). Вместе с тем, сохраняет 
актуальность поиск новых механизмов развития и 
прогрессирования ССЗ [2]. Значительный интерес 
в последнее время сосредоточен на изучении роли 
микробиоты кишечника (МК) как фактора риска раз-
личных нарушений обмена веществ и развития ССЗ 
[3]. В физиологических условиях микробиота же-
лудочно-кишечного тракта способствует усвоению 
основных питательных веществ, выполняет важную 
барьерную функцию, подавляя чрезмерный рост и 
колонизацию потенциально патогенных бактерий, 
синтезирует витамин К и биотин. При патологиче-
ских состояниях микробиота кишечника способна 
выступать в качестве самостоятельного фактора, 
определяющего неблагоприятный прогноз заболева-
ния, влиять на метаболизм лекарственных препара-
тов и способствовать выработке фармакологически 
активных вторичных метаболитов, способных вызы-
вать побочные эффекты [4].

Изменения разнообразия и состава микробиоты 
кишечника связаны с патофизиологией большинства 
хронических заболеваний. В настоящее время нака-
пливаются научные данные по влиянию МК на разви-
тие и прогрессирование артериальной гипертензии, 

сердечной недостаточности и ряда других ССЗ [5]. 
Было выявлено несколько механизмов, связывающих 
дисбиоз с дисметаболическими состояниями, такими 
как аномальная кишечная проницаемость, повышен-
ная абсорбция липолисахаридов (ЛПС), абберантное 
превращение первичных желчных кислот во вторич-
ные, повышенная продукция бактериальных токсиче-
ских соединений, таких как триметиламин-N-оксид 
(ТМАО), аномальная продукция короткоцепочечных 
жирных кислот (КЦЖК) [6]. Эти аномалии приводят 
к активации воспалительных и аутоиммунных путей, 
нарушению липидного обмена и прогрессированию 
атеросклероза. Связь состояния кишечника с артери-
альным давлением (АД), структурно-функциональ-
ным состоянием сосудистой стенки и развитием АГ 
находит подтверждение в ряде экспериментальных и 
клинических работ [7] и является актуальной темой 
для продолжения научного поиска. 

Цель работы – исследовать особенности параме-
тров метаболома МК в ассоциации с воспалительны-
ми, биохимическими, гормональными биомаркерами 
и со структурно-функциональным состоянием сосу-
дистой стенки у пациентов с АГ.

Материал и методы. Исследование проспек-
тивное, соответствующее стандартам надлежащей 
клинической практики (Good Clinical Practice) и по-
ложениям Хельсинской Декларации. Протокол ис-
следования одобрен Комитетом по биомедицинской 
этике Тюменского кардиологического научного цен-
тра, Томского национального исследовательско-
го медицинского центра РАН (протокол № 159 от 
23.07.2020 г.). Перед включением в исследование у 
каждого из участников было получено письменное 
информированное согласие на участие в исследова-

Т а б л и ц а  1
Клинико-анамнестические данные пациентов, включенных в исследование 

Показатели Группа контроля
(n=34)

р 
1 и 2

2-я группа с АГ  
(n=49)

р
2 и 3

3-я группа с АГ и АО
(n=58)

р
1 и 3

Возраст, годы 37,67±13,95 <0,001 51,69±12,70 47,79±10,61 <0,001

Масса тела, кг 60,48±6,92 <0,001 70,89±12,47 <0,001 101,84±18,16 <0,001

Индекс массы тела, кг/м2 22,13±2,32 <0,001 25,63±3,11 <0,001 35,41±4,97 <0,001

Объем талии, см 74,42±8,18 <0,001 84,99±11,21 <0,001 109,74±13,67 <0,001

Объем бедер, см 74,00±41,88 <0,001 101,69±9,92 <0,001 114,97±12,19 <0,001

От/Об 0,77±0,08 <0,001 0,84±0,09 <0,001 0,94±0,06 <0,001

Степень ожирения:

1 34 (58,6%)

2 16 (27,6%)

3 8 (13,8%)

Степень АГ:

1 16 (33%) 17 (29,31%)

2 18 (37%) 22 (37,93%)

3 15 (30%) 19 (32,76%)

Пол:  Мужчины/Женщины 1/33 12/37 24/34

П р и м е ч а н и е .  p – статистическая значимость различий между 1-й и 2-й, 2-й и 3-й,  3–й  и-1-й группами. 
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нии и об использовании результатов обследования в 
научных целях. 

В исследование были включены 141 пациент с ар-
териальной гипертонией (АГ). Клинико-анамнести-
ческие данные представлены в табл.1.

Все пациенты были разделены на 3 группы. В 1-ю 
группу вошли 34 пациента без АГ и метаболических 
нарушений, группа контроля. Во 2-ю группу вошли 
49 пациентов с АГ без абдоминального ожирения 
(АО), 3-ю группу составили 58 пациентов с АГ и АО. 
Пациенты 1-й группы значимо отличались по всем 
параметрам от 2-й и 3-й групп (p<0,001). Пациенты 
2-й группы отличались от 3-й группы по параметрам 
массы тела, ИМТ, объему талии и бедер, отношению 
объема талии/объем бедер, которые были значимо вы-
ше в 3-й группе. По выраженности степени гиперто-
нии и гендерному составу 2-я и 3-я группы значимо 
не различались.

К моменту проведения исследования пациенты 
2-й и 3-й групп принимали равнозначный процент 
препаратов из группы ингибиторов ангиотензин-пре-
вращающего фермента или блокаторов ангиотензино-
вых рецепторов 65,43% , 66,8%, соответственно. 

Пациентам в обеих исследуемых группах проводи-
лось лабораторное исследование биообразца крови и 
кала в момент госпитализации. Оценивали параметры 
метаболома микробиоты кишечника (МК): уровень 
триметиламина (ТМА), ТМАО в образцах крови на 
базе биоаналитической лаборатории «Экзактэ Лабс» 
на жидкостном хромато-масс-спектрометре Shimadzu 
8050 (Япония) с электрораспылительной ионизацией; 
короткоцепочечные жирные кислоты (КЦЖК) в ко-
профильтрате определяли методом ГХМС/ГХ-ПИД 
(газовой хроматографии-масс-спектрометрии / газо-
вая хроматография с пламенно-ионизационным де-
тектированием); особенности проницаемости кишеч-
ной стенки – FABP2-белок, связывающий жирные 
кислоты (интестинальный FABP) – белок эпители-
альных клеток, ранний маркёр повреждения тонкой 
кишки, исследовали методом иммуноферментного 
анализа при помощи коммерческих наборов Human 
I-FAВP (Нидерланды) на автоматическом иммуно-
ферментном анализаторе BioRad Sunrise (Япония). 
Из биохимических параметров определяли мочевую 
кислоту, печеночные ферменты, липидный профиль, 
глюкозу натощак на биохимическом анализаторе 
«Cobas Integra 400» (Италия); гормональный статус 
– адипонектин, резистин, лептин (реактивы Diagnos-
tics Biochem Canada Inc., Канада) и концентрацию 
С-реактивного белка (вч-CРБ, реактивы Вектор–Бест, 
Россия) – определяли иммуноферментным анали-
зом на микропланшетном фотометре Stat Fax 4200 
(США); уровень интерлейкина (ИЛ) – 1β, 6, 8, 10, 
гомоцистеина методом твердофазного хемилюминес-
центного иммуноферментного анализа («сэндвич» 
метод) на анализаторе «IMMULITE 2000» (реактивы 
Siemens Diagnostics, США). 

В обеих исследуемых группах проводили: су-
точное мониторирование артериального давления 
(СМАД) на аппарате BPLaB (производитель ООО 
«Петр Телегин», Россия) по стандартному протоко-

лу; исследование эластических свойств сосудистой 
стенки методом сфигмографии на аппарате Vasera 
VS-1000 Series (Fukuda Denishi, Япония), с оценкой 
показателей: PWV-R PWV-L – скорость распростра-
нения пульсовой волны и CAVI R/L – параметр жест-
кости сосудистой стенки по артериям эластического 
типа справа и слева. 

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческий анализ проводился с помощью пакета при-
кладных программ IBM SPSS Statistics 21. В зависи-
мости от распределения при сравнении показателей 
в 2-х независимых группах использовали t-критерий 
Стьюдента или U-критерий Манна-Уитни. При нор-
мальном распределении данные представляли, как 
среднее (M) и стандартное отклонение (SD), при рас-
пределении, отличном от нормального, данные пред-
ставлены в виде медианы (Me) и интерквартильного 
размаха [25%;75%]. Парным критерием Стьюдента 
или критерием Вилкоксона рассчитывали динамику 
между связанными группами. Использовали корре-
ляционный анализ Спирмена. Результаты оценива-
лись как статистически значимые при двухстороннем 
уровне p <0,05.

Результаты. На первом этапе работы мы проана-
лизировали показатели метаболома МК в исследуе-
мых группах пациентов (табл. 2).

По данным табл. 2, показатели ТМАО, ТМА и со-
отношение ТМА к ТМАО достоверно не отличались 
между группами, однако максимальные значения по-
казателей ТМА и ТМАО отмечались у пациентов с 
АГ во 2-й группе. FABP2-белок (I-FABP) – уровень 
параметра интестициального повреждения тонкой 
кишки зарегистрирован также значимо выше во 2-й 
группе пациентов. 

По результатам исследования КЦЖК выявлено, 
что во 2-й и 3-й группах достоверно выше показате-
ли абсолютного содержания монокарбоновых кислот: 
С2 – уксусной, С3 – пропионовой, С4 – масляной и 
их суммарного содержания по сравнению с 1-й груп-
пой пациентов. Анализ относительной концентрации 
представленных КЦЖК не выявил значимых измене-
ний между группами.

Микробиота кишечника (МК) выполняет мно-
жество биологических функций и за последние два 
десятилетия накоплены доказательства влияния на 
развитие дислипидемии и сердечно-сосудистых за-
болеваний (ССЗ), как непосредственно населяющими 
ее организмами, так и при помощи различных мета-
болитов, таких, как ТМАО, жирные кислоты, желч-
ные кислоты и копростанол [8,9]. Изменения состава 
и метаболизма МК могут выступать независимым 
фактором риска ССЗ, что подтверждается данными 
многих клинических исследований. Повышенное со-
держание ТМАО может способствовать активации 
воспаления и окислительного стресса, что суще-
ственно повышает риск развития больших сердечно-
сосудистых событий. В клинических исследованиях 
высокий уровень ТМАО независимо ассоциировал-
ся с риском развития инфаркта миокарда, инсульта, 
смерти от ССЗ и реваскуляризации [9]. Обсуждается 
множество механизмов ускорения развития атеро-
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статируют, что повышенная проницаемость обеспе-
чивает быстрый ответ эндотелия на повреждение 
развитием локального воспаления. Поскольку при 
воспалении проницаемость эндотелия повышает-
ся, это приводит к попаданию антигенов в кровь и, 
провоцируя иммунные реакции, имеющие систем-
ный характер, приводит к выбросу различных ци-
токинов, вплоть до развития «цитокинового штор-
ма», и формирования синдрома системной воспа-
лительной реакции (SIRS). Гиперцитокинемия, в 
свою очередь, вызывает дальнейшее повышение 
проницаемости эндотелия и его дисфункцию, что, 
в сочетании с ДВС-синдромом, может привести к 
развитию полиорганной недостаточности. Таким 
образом, в результате определенных изменений со-
става МК и ее метаболизма активируются процессы 
системного воспаления, которые могут приводить 
к росту патогенных бактерий, обладающих провос-
палительным действием, что усиливает локальный 
иммунный ответ. Это сопровождается продукци-
ей провоспалительных цитокинов и адипокинов – 
фактора некроза опухоли альфа (ФНО-α), интер-
лейкина-6 (IL-6), лептина [9,12]. 

Результаты параметров воспалительных маркеров 
приведены в табл. 3.

склероза при высоком уровне ТМАО, однако нужно 
отметить, что имеющиеся данные о влиянии ТМАО 
на организм человека достаточно противоречивы. С 
одной стороны, по литературным данным, повышен-
ный уровень ТМАО ассоциируется с увеличением ри-
ска неблагоприятных сердечно-сосудистых событий 
и смерти от любых причин. С другой стороны, по дан-
ным M.E. Dumas и соавт. [10], концентрация ТМАО 
в моче японцев значительно больше, чем у жителей 
США. Тем не менее, продолжительность жизни выше 
в Японии, тогда как смертность от возраст-ассоции-
рованных заболеваний выше в США.

Кроме этого, микробиота кишечника метаболизи-
рует сложные углеводы с образованием короткоцепо-
чечных жирных кислот (КЦЖК), которые принимают 
участие в передаче сигналов другим представителям 
экосистемы кишечника, энергетическом обмене, под-
держании уровня pH, оптимального для существова-
ния микробиоты. КЦЖС обладают гиполипидемиче-
ским действием благодаря способности блокировать 
синтез холестерина в печени [9,11]. 

FABP2-белок (I-FABP) – параметр интестици-
ального повреждения тонкой кишки и индикатор 
синдрома повышенной проницаемости эпителия и 
эндотелия. Имеющиеся литературные данные кон-

Т а б л и ц а  2
Показатели   метаболома микробиоты кишечника  в исследуемых группах пациентов 

Показатели Группа  
контроля, n=34

р 
1 и 2

2-я группа с АГ,
n=49

р
2 и 3

3-я группа с АГ 
и АО, n=58

р
1 и 3

ТМАО, мкмоль/л 11,52
[5,79;15,86]

19,3
[6,35;47,57]

 12,05
[6,64;20,95]

 

ТМА, мкмоль/л 0,25±0,10 0,37±0,21 0,28±0,16

ТМА/ТМАО 0,02±0,01 0,02±0,01 0,03±0,03

FABP2-белок (I-FABP), нг/мл 489,74±297,15 560,23±308,72 0,043 409,46±228,82

КЦЖК-абсолютное
содержание С2 (уксусная), мг/г

0,45
[0,37;0,70]

0,032 1,32
[0,49;1,87]

1,29
[0,52;2,22]

0,018

Абсолютное содержание 
С3 (пропионовая), мг/г

0,123
[0,09;0,185]

0,025 0,354
[0,122;0,62]

 0,308
[0,135;0,66]

0,003

Абсолютное содержание 
С4 (масляная), мг/г

0,11
[0,06;0,21]

0,064 0,38
[0,11;0,60]

0,29
[0,12;0,60]

0,036

Суммарное содержаниее ИзоCn 
изоС4+изоС5+изоС6

0,11
[0,10;0,14]

0,040 0,09
[0,04;0,10]

0,07
[0,05;0,10]

0,009

ИзоCn/Cn , Ед 0,295±0,071 0,281± 0,101 0,001 0,302±0,117 0,001

Суммарное содержание С2+С3+
С4+С5+С6+изоС4+изоС5+изоС6

0,84
[0,68;1,16]

0,079 2,32
[0,82;3,31]

2,07
[0,88;3,70]

0,014

ИзоCn-изоС4-изоС5-изоС6 0,09
[0,05;0,11]

0,025 0,14
[0,09;0,37]

0,13
[0,08;0,18]

0,068

Относительное содержание С2 
(ускусная), Ед

0,69±0,07 - 0,65±0,03 - 0,65±0,06 -

Относительное содержание С3 
(пропионовая), Ед

0,17±0,04 - 0,18±0,02 - 0,19±0,05 -

Относительное содержание С4 
(масляная), Ед

0,15±0,07 - 0,17±0,03 - 0,15±0,05 -

Анаэробный индекс (С2-С4), Ед -0,47±0,16 - -0,53±0,07 - -0,54±0,15 -

П р и м е ч а н и е . p – статистическая значимость различий между 1 и 2-й, 2- й и 3-й, и 3-й и 1-й группами.
FABP2-белок – параметр интестициального повреждения тонкой кишки.
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нию с контрольной группой. Результаты исследова-
ния согласуются с литературными данными, которые 
свидетельствуют о том, что в норме адипонектин 
увеличивает окисление жира на периферии, снижает 
уровень свободных жирных кислот в крови, умень-
шая содержание внутриклеточных триглицеридов в 
печени и мышцах; кроме того, под его влиянием на-
блюдается снижение уровня глюкозы в крови без уве-
личения секреции инсулина. Уровень адипонектина 
коррелирует с чувствительностью тканей к инсулину, 
т. е. гипоадипонектинемия может приводить к инсу-
линорезистентности (ИР) и сахарному диабету (СД). 
Адипонектин обладает противовоспалительными и 
антиатерогенными эффектами [13]. 

Уровень резистина в 3-й группе был несколько вы-
ше значений в других группах (1200,50 [8,63;1634,25]; 
916,00 [565,50;1122,00]; 1246,17 [673,25:1292,38] нг/
мл), но без значимой разницы. Известно, что это один 
из возможных индикаторов метаболических наруше-
ний, стимулируемый жировой тканью. Именно этот 
адипокин ответственен за развитие инсулинорези-
стентности (ИР). Уровень резистина повышается в 
группах с максимальной степенью ожирения. В на-
шем исследовании в 3-й группе большинство паци-
ентов имели 1 и 2-ю степени ожирения. Выявлено, 
что резистин продуцируется не только адипоцитами, 
но и моноцитами, макрофагами и кардиомиоцитами. 
В настоящее время доказана его роль в инициации 
воспалительных реакций, активации эндотелина, 
пролиферации гладкомышечной мускулатуры сосу-
дистой стенки и ее ремоделирования, в связи с чем, 
резистин стал маркером сердечно-сосудистых за-
болеваний. Резистин ухудшает функцию эндотелия 
посредством снижения экспрессии эндотелиальной 

Согласно результатам табл. 3, зарегистрированы 
значимо более высокие показатели значений параме-
тров СРБ, ИЛ-1β , ИЛ-6, вч-CРБ, гомоцистеина во 2-й 
и 3-й группах по сравнению с контрольной группой. 
У пациентов 3-й группы выявлены статистически 
значимо превышающие значения во 2-й группе уров-
ни ИЛ-1β и вч-СРБ. Повышение уровня воспалитель-
ных маркеров в группах с АГ являются фактором, 
обусловливающим прогрессирование сосудистого 
воспалительного процесса с возможным поражением 
органов-мишеней.

Анализ проведенного биохимического исследова-
ния показал значимое превышение уровня мочевой 
кислоты (242,67±87,57; 308,46±89,08; 308,46±89,08 
мкмоль/л, р<0,001- данные соответственно груп-
пам пациентов) и АЛТ (18,60±6,63; 24,72±12,16; 
33,60±18,51 ед/л, р<0,001) в 3-й группе пациентов 
по сравнению с 1-й и 2-й группами. Превышение 
уровня ОХС (4,76±0,87; 5,61±1,32; 5,58±1,31ммоль/л, 
р<0,001), ХСЛПНП (2,58±0,83; 3,44±0,92; 3,38±1,12 
ммоль/л, р<0,001) во 2-й и 3-й группах по сравнению 
с 1-й группой. Максимальный, превышающий рефе-
ренсные значения уровень ТГ (1,99±1,57 ммоль/л), 
был зарегистрирован в 3-й группе пациентов.

Большое значение на выраженность метаболиче-
ских изменений в организме играют гормоны жиро-
вой ткани, такие как адипонектин, резистин, лептин. 
Было выявлено, что у пациентов 3-й группы отмече-
но самое низкое содержание адипонектина ([3929,50 
[3330,75;4524,25]; 4424,50 [3852,50;4607,50]; 3860,00 
[3365,13;4261,50] мг/мл, p=0,002) при значимо более 
высоком уровне глюкозы и гликированного гемогло-
бина (5,59±1,00 ммоль/л, 5,86±0,49%, p<0,001) у па-
циентов АГ с абдоминальным ожирением по сравне-

Т а б л и ц а  3
Параметры биомаркеров воспалительной реакции в исследуемых группах пациентов

Показатели,
ед/измерения, нормативные 

значения

Группа  
контроля, n=34

р
1 и 2

2-я группа с АГ, 
n=49

р
2 и 3 

3-я группа с АГ 
и АО, n=58

р
1 и 3

СРБ, мг/л
 0-5

1,93
[1,19;2,44]

1,33
[0,52;2,60]

0,011 2,44
[1,00;5,83]

TNF-α, пг/мл
0-6

4,10
[3,23;4,70]

4,00
[2,82;4,66]

3,70
[2,40;4,80]

IL-1β, пг/мл
 0-5

5,76±3,26 6,94±3,54 0,043 7,97±2,91 <0,001

IL-6, пг/мл
 0-4,1

1,81
[1,76;2,03]

<0,05 2,00
[1,91;2,11]

0,046 2,08
[1,95;2,75]

<0,001

IL-8, пг/мл
 0-62

4,57±0,42 4,69±0,39 4,51±0,89

вч-СРБ, мг/л
 0-5

0,87
[0,46;1,91]

<0,004 1,94
[1,33;5,54]

0,005 4,39
[1,33;10,00]

<0,003

GDF15, пг/мл
 200-653

322,20±101,88 <0,003 430,19±132,09 386,10±123,55

HCY, мкмоль/л
 5-15

10,10 
[8,63;13,70]

<0,05 11,20
[9,32;16,45]

12,50
[10,25;17,35]

<0,021

П р и м е ч а н и е .  p – статистическая значимость различий между 1 и 2-й, 2- й и 3- й, и 3-й и 1-й группами.
вч-CРБ - высокочувствительный С-реактивный белок; TNF-α- фактор некроза опухоли; IL- интерлейкины; GDF-  фактор дифференцировки 
роста -15; HCY – гомоцистеин.
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NО-синтетазы, уровня оксида азота и увеличивает 
экспрессию VCAM-1 и МСР-1, участвующих в фор-
мировании атеросклеротического поражения. Кроме 
этого, были получены данные о прямом воздействии 
резистина на экспрессию ИЛ-1, ИЛ-6, ИЛ-8 и ФНО-α, 
что в совокупности ассоциируется с развитием инсу-
линорезистентности и неспецифического воспаления 
с развитием серьезных кардиоваскулярных событий 
[14]. В ряде работ были получены достоверные дан-
ные о взаимосвязи артериального давления с высо-
ким уровнем резистина у больных с АГ [15]. 

Лептин является пептидным гормоном, вырабаты-
вается в клетках жировой ткани, регулирует энергети-
ческий обмен и массу тела. Известно, что на фоне вы-
раженного ожирения может провоцировать развитие 
воспалительных процессов и инициировать развитие 
ССЗ [13]. В нашем исследовании уровень лептина 
не превышал референсные значения во всех группах 
(3,7-11,1 нг/мл). 

В последнее десятилетие привлечено внимание 
специалистов по артериальной гипертонии к изуче-
нию процессов ремоделирования сосудов эластиче-
ского типа и его клинической значимости. Убедитель-
но доказано, что при длительном воздействии фак-
торов общего сердечно-сосудистого риска – возраст, 
АГ, дислипидемия, гипергликемия и других, в арте-
риальной сосудистой системе прогрессируют атеро-
склеротические, инфильтративные и дегенеративные 
изменения, нарастает дисфункция эндотелия [15,16]. 
Особое значение среди цитокинов в цепи развития 

АГ с ожирением имеет секреторная форма интерлей-
кинов, в частности, ИЛ-6. Повышение уровня ИЛ-6, 
ИЛ-8, СРБ вызывает множество изменений на клеточ-
ном уровне, тем самым способствуя усугублению эн-
дотелиальной дисфункции и прогрессированию АГ. 
В табл. 4 представлены показатели суточного мони-
торирования АД и эластических свойств сосудистой 
стенки в исследуемых группах больных.

Из результатов табл. 4 видно, что параметры суточ-
ного мониторирования артериального давления ожи-
даемо выше в группах с наличием АГ по сравнению 
с контрольной группой. Показатели среднесуточного, 
дневного и ночного САД, вариабельности ДАД в ноч-
ное время (ВДАД (нч) (p=0,016; 0,013; 0,025 и 0,020, 
соответственно) исходно были выше в 3-й группе па-
циентов. 

Развитие большинства заболеваний сердечно-со-
судистой системы сопровождается не только функ-
циональными изменениями артериальных сосудов, 
но и структурной перестройкой стенки артерии, сме-
щением соотношения между ее компонентами в сто-
рону увеличения коллагена и снижения эластических 
волокон, а также прогрессированием атеросклероза 
[15, 16]. По мнению ряда авторов, жесткость артерий 
– интегральный фактор, определяющий сердечно-со-
судистые риски [15]. 

Известно, что при артериальной гипертонии ре-
гистрируются повышенные показатели СРПВ (PWV) 
у пациентов с АГ, превышающие нормативные зна-
чения (согласно ВОЗ критерии СРПВ должны быть 

Т а б л и ц а  4
Показатели суточного мониторирования АД и эластических свойств сосудистой стенки  в обследуемых  группах  

Показатели Группа контроля, 
n=34 р 1 и 2 2-я группа с АГ,  

n=49 р 2 и 3 3-я группа с АГ и 
АО, n=58 р 1 и 3

САД24 110,11±9,00 0,0004 122,78±15,89 0,016 131,05±16,03 <0,0001
ДАД24 72,04 ±8,76 0,004 77,68±10,87 0,051 82,41±12,42 <0,0001
САДдн 113,62±9,71 0,001 125,70±15,44 0,013 134,02±16,11 <0,0001
ДАДдн 74.39±6,94 0,006 80,15±9,82 84,51±12,56 <0,0001
САДнч 100,35±9,13 0,0005 116,66±18,32 0,025 123,88±16,22 <0,0001
ДАДнч 62,81±5,18 0.0002 71,68±11,46 0,06 76,61±12,81 <0,0001
ВСАД24 9,48±2,90 0,006 11,71±3,75 11,79±4,07 0,0001
ВДАД24 6,92±1,84 0,001 8,94±2,91 9,23±3,23 0,001
ВСАДдн 9,00

[8,00;12,50]
0,029 12,00

[9,00;15,00]
12,00

[10,00;15,00]
0,0001

ВДАДдн 6,00
[6,00;8,00]

0,001 9,00
[7,25;11,75]

9,00
[7,00;12,00]

0,012

ВСАДнч 8,00
[6,00;9,00]

0,015 10,00
[6,00;13,00]

11,00
[9,00;14,00]

0,001

ВДАДнч 6,00
[4,00;7,25]

0,021 7,00
[5,00;10,00]

0,020 9,00
[7,00;11,00]

0,0001

ЧСС дн 74,50±5,63 67,59±25,59 66,63±23,80
ЧСС нч 61,75±7,01 52,55±22,68 58,13±21,35
CAVI-r 6,31±2,59 0,05 8,01±2,76 0,048 6,94±3,06
CAVI-l 6,62 ±2,40 6,73±3,93 6,67±3,89
PWV-r 10,28±2,59 0,001 12,06±4,15 11,95±4,03 0,001
PWV-l 10,17±3,11 0,0002 12,31±4,27 11,97±3,98 0,001

П р и м е ч а н и е . САД 24, нч, дн. – систолическое  АД за 24 часа, днем, ночью; ДАД – диастолическое  АД;  ВСАД и ВДАД –вариабельность 
систолического и диастолического АД; ЧСС - частота сердечных сокращений; CAVI – сердечно-лодыжечный сосудистый индекс; PWV – ско-
рость пульсовой волны (r/l- справа/слева).



RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2023; 68(4)
https://doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-4-199-202

BIOCHEMISTRY

196

не более 10 м/с). СРПВ является более сильным пре-
диктором фатальных и нефатальных сердечно-сосу-
дистых осложнений, чем курение, уровень глюкозы, 
общий холестерин и другие биологические марке-
ры. Практически все исследования показывают, что 
СPПВ достоверно увеличивается с возрастом и зави-
сит от уровня АД во время измерения. Поэтому мы 
оценивали дополнительно показатель сердечно-лоды-
жечного индекса (CAVI), который позволяет решить 
проблемы, связанные с воздействием артериального 
давления. Он отражает истинную жесткость аорты, 
бедренной и большеберцовой артерии. Этот показа-
тель зависит в большей степени от жесткости и подат-
ливости восходящей аорты, что позволяет широко ис-
пользовать его для диагностики атеросклероза круп-
ных артерий. Патологическим считаются значения 
CAVI от 9,0 и выше. По данным нашего исследования 
выявлено, что показатель PWV и CAVI существенно 
выше у пациентов 2-й и 3-й группы, с более значи-
мым превышением контрольных значений во 2-й 
группе пациентов (p<0,001 и p<0,05, соответственно).

За последние годы получены убедительные данные 
о роли повышенной жесткости сосудистой стенки в 
прогрессировании АГ и развитии ее основных ослож-
нений. АД является одним из главных факторов, влия-
ющих на жесткость сосудистой стенки. Систолическое 
и пульсовое давление напрямую зависит от снижения 
эластичности стенок крупных артерий. В целом ряде 
исследований показана связь повышения жесткости 
артериальной стенки с АГ преимущественно за счет 
увеличения систолического АД, пульсового АД и ва-
риабельности АД [15, 16]. В нашем исследовании вли-
яние артериального давления на жесткость сосудистой 
стенки подтверждено наличием корреляционных вза-
имосвязей параметров, в частности: CAVI-r с САД нч 
(r=0,444; p=0,009), ДАД нч (r=0,469, р=0,005), ВСАД 
нч (r=0,409, р=0,018), ВДАД нч (r=0,453, р=0,008) во 
2-й группе. PWV-r с ДАД нч (r=0,466, р=0,016), ВДАД 
24 (r=0,522, р=0,006) во 2-й группе и ВДАД 24 (r=0,316, 
р=0,047) в 3-й группе.

Кроме этого, в задачи данной работы входило 
уточнить наличие ассоциации метаболитов микро-
биоты кишечника с лабораторно-инструментальны-
ми параметрами у пациентов в исследуемых группах. 
Эти данные представлены в табл. 5.

В 1-й группе пациентов выявлены только немного-
численные взаимосвязи параметров метаболома МК 
с параметрами липидного профиля: С3 (пропионовая) 
абсолютное содержание с ОХС (r=-0,745, p=0,013), 
ХСЛПНП (r=-0,683, p=0,029); С3 относительное со-
держание с ТГ (r=0,663, p=0,037). Во 2-й группе па-
циентов особенностью является наличие большого 
количества взаимосвязей метаболических параме-
тров МК с параметрами суточного мониторирования 
артериального давления. В 3-й группе пациентов за-
регистрировано наибольшее количество корреляций 
с параметрами воспаления, гормонального статуса и 
параметрами эластических свойств сосудистой стен-
ки. В целом, представленные в табл. 5 взаимосвязи 
параметров метаболома микробиоты кишечника с 
биомаркерами крови, параметрами СМАД и эласти-

ческими свойствами сосудистой стенки в группах с 
АГ, подтверждают наличие патогенетических звеньев 
сопряженности метаболизма МК и течения артери-
альной гипертонии.

Обсуждение. Связь состояния МК с артериаль-
ным давлением и развитием АГ находит подтвержде-
ние в ряде экспериментальных и клинических работ 
[2-4]. Опубликованы данные, где авторы указывают 
на то, что патологические изменения микробиоты ки-
шечника предшествуют дебюту АГ. Ряд клинических 
исследований подтверждает, что дисбиотические из-
менения МК присутствуют уже при прегипертензив-
ных состояниях [3,5]. Установлено, что восстановле-
ние баланса кишечного микробиома как с помощью 
диеты, так и с помощью специальной лекарственной 
терапии может сопровождаться снижением артери-
ального давления без применения антигипертензив-
ных средств. 

Патогенетическая связь артериальной гиперто-
нии и дисбиоза опосредована активацией субклини-
ческого воспаления как фактора, потенцирующего 
развитие и прогрессирование сердечно-сосудистых 
заболеваний [17]. Классическим биомаркером в 
оценке состояния кишечной микробиоты является 
соотношение микробных сообществ Firmicutes (F) и 
Bacteroidetes (B). Это соотношение (F/B) повышается 
у крыс со спонтанной гипертонией и у пациентов с 
эссенциальной АГ, ассоциируясь с нарушением ки-
шечного барьера, более активной пенетрацией липо-
полисахаридов (ЛПС) грамотрицательных бактерий в 
кровоток, сопровождаясь повышенным содержанием 
бактерий и продуктов их метаболизма с развитием эн-
дотоксемии, что способствует развитию хроническо-
го системного воспаления и нарушению иммуноло-
гической защиты организма [18-20]. Таким образом, 
повышенная проницаемость кишечника способствует 
формированию замкнутого круга, приводящего к про-
грессированию повышенной транслокации эндоток-
сина и накоплению воспалительных цитокинов.

Проблема доказательства связи метаболома ми-
кробиоты кишечника с рядом сердечно-сосудистых 
заболеваний является чрезвычайно актуальной во 
всем мире. В нашей работе рассмотрена ассоциация 
метаболических параметров МК со структурно-функ-
циональным состоянием сосудистой стенки. Таких 
исследований пока недостаточно, поэтому наша ра-
бота весьма актуальна. Выявлены взаимосвязи пара-
метров метаболома микробиоты кишечника с параме-
трами жесткости сосудистой стенки: С4 (абсолютное 
содержание масляной кислоты) и CAVI-R; суммарное 
содержание кислот и PWV-R; С2 (абсолютное содер-
жание уксусной кислоты) и PWV-R в обеих группах 
пациентов с артериальной гипертонией. 

Особенность наличия многочисленных ассоци-
аций метаболитов МК с параметрами воспалитель-
ной реакции и ремоделирования тканей – ТМА с 
ИЛ-1β (p=0,042), GDF15 (p=0,007), гомоцистеи-
ном (p=0,005), вч-СРБ (p=0,017); FABР c вч-СРБ 
(p=0,017) и GDF-15 (p=0,043); КЦЖК с ФНО-α 
(p=0,015) и лептином (p=0,005) в 3-й группе па-
циентов расширяет потенциальные границы ис-
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следования влияния перечисленных маркеров на 
структурно-функциональное состояние сосудов и 
миокарда у больных АГ с разной степенью абдоми-
нального ожирения.

Заключение. В ходе работы выявлено, что наи-
большее изменение уровней метаболитов микробио-
ма кишечника зарегистрировано во 2-й и 3-й группах 
пациентов. Выявленные корреляционные взаимосвя-
зи параметров метаболома микробиоты кишечника с 
биохимическими, неспецифическими воспалитель-
ными и гормональными биомаркерами, параметрами 
суточного мониторирования артериального давления 
и эластическими свойствами сосудистой стенки, мо-

гут обозначить роль микробиоты кишечника как фак-
тора, влияющего на патогенетические звенья разви-
тия и прогрессирования артериальной гипертонии. 

Активный интерес исследователей во всем мире к 
микробиоте кишечника и влиянию метаболома МК на 
развитие, прогрессирование и исходы сердечно-сосу-
дистых заболеваний, в частности, артериальной ги-
пертонии, не случаен. Новое понимание сложного и 
разностороннего взаимодействия микроорганизмов и 
макроорганизма во всем его раскрывающемся много-
образии, является многообещающим с точки зрения 
формирования новых подходов к профилактике и ле-
чению данной патологии.

Т а б л и ц а  5
Корреляции параметров метаболитов микробиоты  кишечника с лабораторно-инструментальными данными в  группах пациентов с АГ

Показатели 2-я  группа с АГ, n=49 3-я группа  с АГ и АО, n=58

ТМА САД24 (r=0,807, р=0,052) ИЛ-1β  (r=- 0,458, р=0,042)
GDF15(r= 0,648, р=0,007)

Гомоцистеин(r= 0,580, р=0,005)
ТМАО ЧСС24 (r= -0,391, р=0,048)

ЧССдн (r= -0,403, р=0,030)
ИЛ-1β (r=- 0,506, р=0,023)
GDF15(r= 0,645, р=0,007)

Гомоцистеин(r= 0,549, р=0,008)

ТМА/ТМАО ИЛ-1β (r= 0,561, р=0,010)
вч-СРБ (r= 0,514, р=0,042)

FABP2 САДнч (r=-0,426, р=0,027)
ДАДнч (r=-0,458, р=0,016)

вч-СРБ (r= 0,447, р=0,017)
GDF15(r=- 0,385, р=0,043)

КЦЖК С2,  абсолютное содержание ВДАДнч (r= -0,877, р=0,022)
ИЛ1β (r=0,787, р=0,036)
ИЛ6 (r=0,915, р=0,004)

Адипонектин (r= – 0,823, р=0,023) 
PWV-R (r=0,530, р=0,055)

PWV-R (r=0,425, р=0,049)
Лептин (r= – 0,561, р=0,007)

С3, абсолютное содержание ВСАДнч(r= -0,356, р=0,026)
ВДАДнч(r= -0,378, р=0,018)
ЧСС24(r= -0,393, р=0,047)
ЧССдн(r= -0,396, р=0,033)

 ИЛ6(r=0,858, р=0,014)
Адипонектин (r= – 0,812, р=0,027)

Лептин (r= – 0,535, р=0,010)

С4, абсолютное содержание ВДАДнч(r= -0,848, р=0,033)
ИЛ1 β (r=0,787, р=0,036)

ИЛ6(r=0,914, р=0,004)
адипонектин(r= – 0,846, р=0,017)

Лептин (r= – 0,584, р=0,004)

Суммарное содержание ИзоCn 
изоС4+изоС5+изоС6

ИЛ10(r= -0,941, р=0,002) ИЛ-6 (r= 0,436, р=0,048)

С2 (ускусная), относительное содержание ФНО-α (r=0,578, р=0,015)
Лептин (r= 0,437, р=0,042)

С3 (пропионовая), относительное содержание ИЛ6 (r=- -0,789, р=0,035)
Лептин (r= 0,739, р=0,058)

САДнч (r=0,411, р=0,058)
ИЛ-10 (r= – 0,466, р=0,033)

Гомоцистеин (r= 0,401, р=0,058)
С4 (масляная), относительное содержание Гомоцистеин (r= -0,742, р=0,056)

Лептин (r= – 0,820, р=0,024)
CAVI-R (r=-0,466, р=0,029)

Лептин (r= – 0,477, р=0,025)

Суммарное содержание ИзоCn 
изоС4+изоС5+изоС6

САДнч(r=-0,820, р=0,046)
ДАДнч(r=-0,886, р=0,019
ЧСС24(r=0,953, р=0,047)
ЧССдн(r=0,949, р=0,051)
ИЛ1β (r=0,772, р=0,042)

Лептин (r= 0,591, р=0,004)

ИзоCn/Cn / ИзоС5/С5
Суммарное содержание С2+С3+С4+С5+С6+
изоС4+изоС5+изоС6

ДАДнч(r= -0,876, р=0,022)
ИЛ6 (r=0,901, р=0,006)

адипонектин(r= – 0,824, р=0,023)
лептин (r= – 0,770, р=0,043)

PWV-R (r=0,441, р=0,041)
Лептин (r= – 0,580, р=0,005)

Анаэробный индекс (С2-С4), ед. ФНО-α (r=0,561, р=0,019)
Лептин (r= 0,460 , р=0,031)
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ФАКТОРЫ РОСТА CTGF И TGF-β1 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
НЕЙРОЭНДОКРИННЫМИ ОПУХОЛЯМИ

ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава РФ, 115522, Москва, Россия

Фактор роста соединительной ткани (CTGF) и трансформирующий фактор роста бета (TGF-β) являются медиатора-
ми карциноид-ассоциированного фиброза при нейроэндокринных опухолях (НЭО). Исследование факторов роста в крови 
больных НЭО дает возможность оценить их связь с клиническими и морфологическими особенностями опухолей. Про-
вели сравнительный анализ концентрации CTGF и TGF-β1 в сыворотке крови  больных  НЭО и у практически здоровых 
людей. Обследовали 64 больных НЭО различных локализаций (23 больных – поджелудочная железа, 20 – тонкая кишка, 
10 – легкие, 6 – толстая кишка, 5 – НЭО из не выявленного первичного очага), при этом у 42 пациентов были обнаружены 
признаки карциноидного синдрома, у 16 больных, по данным эхокардиографии, установлена карциноидная болезнь сердца 
(КБС). В группу контроля вошли 20 практически здоровых людей. Иммуноферментный анализ проводили на полуавто-
матическом анализаторе BEP 2000 Advance (Siemens) c использованием стандартизованных наборов: Human connective 
tissue growth factor (CTGF) ELISA Kit (Avisera Bioscience, Inc) и Human TGF beta1 ELISA Kit (Bender MedSystems GmbH). 
Показано, что частота обнаружения CTGF в сыворотке крови была наиболее высокой у пациентов с карциноидным 
синдромом, осложненным КБС (37,5%), с превышением, более чем в 3 раза фактора роста у больных с карциноидным 
синдромом, но без признаков кардиофиброза (11,5%). В то же время у всех пациентов без карциноидного синдрома, 
а также у практически здоровых людей фактор роста не выявлялся. Для TGF-β1 получено статистически значимое 
(p<0,05) превышение медианы концентрации в сыворотке крови больных НЭО со степенью злокачественности Grade 3 
(32,9 пг/мл) по сравнению с медианами при Grade 1 (22,0 пг/мл) и Grade 2 (24,6 пг/мл), а также в группе контроля (24,5 пг/
мл). Выявлена связь CTGF с развитием опухоль-ассоциированного кардиофиброза. Показано, что концентрация TGF-β1 
связана со степенью злокачественности НЭО.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  нейроэндокринные опухоли; фактор роста соединительной ткани; CTGF; трансформирующий 
фактор роста; TGF-β1.
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GROWTH FACTORS CTGF AND TGF-Β1 IN THE BLOOD SERUM OF NEUROENDOCRINE TUMOR PATIENTS
N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, 15552, Moscow, Russia
Connective tissue growth factor (CTGF) and transforming growth factor beta (TGF-β1) are mediators of carcinoid-associated 
fibrosis in neuroendocrine tumors (NETs). The investigation of growth factors in the blood of NET patients gives the possibility 
to reveal their association with the clinical and morphological features of tumors. A comparative analysis of the concentration of 
CTGF and TGF-β1 in the blood serum of patients with NET and in practically healthy people was carried out. 64 patients with NETs 
of various localizations (23 patients – pancreas, 20 – small intestine, 10 – lungs, 6 – large intestine, 5 – NETs from an unidentified 
primary lesion) were examined, moreover 42 patients had signs of carcinoid syndrome, 16 – carcinoid heart disease according 
to echocardiograms. Control group included 20 practically healthy people. Enzyme immunoassay was performed on a BEP 2000 
Advance semiautomatic analyzer (Siemens) using standardized kits: Human connective tissue growth factor (CTGF) ELISA Kit 
(Avisera Bioscience, Inc) and Human TGF beta1 ELISA Kit (Bender MedSystems GmbH). The frequency of CTGF detection in 
blood serum was the highest in patients with carcinoid syndrome complicated by carcinoid heart disease (37.5%), more than 3 
times higher than the frequency of factor detection in patients with carcinoid syndrome, but without signs of cardiofibrosis (11.5%). 
At the same time, in all patients without carcinoid syndrome and in practically healthy people the factor was not detected. For the 
TGF-β1 median concentration in the group of NET patients with Grade 3 (32.9 pg/ml) was statistically significant (p<0.05) higher 
than medians in NET patients with Grade 1 (22.0 pg/ml) and Grade 2 (24.6 pg/ml) as well as the control group (24.5 pg/ml). The 
investigation reveals an association of CTGF with the development of tumor-associated cardiofibrosis. TGF-β1 concentration was 
associated with tumor malignancy (Grade).

K e y  w o r d s :  neuroendocrine tumors; connective tissue growth factor; CTGF; transforming growth factor; TGF-β1.
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Stilidi I.S., Kushlinskii N.E. Growth factors CTGF and TGF-β1 in the blood serum of neuroendocrine tumor patients. Kliniches-
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Введение. Нейроэндокринные опухоли (НЭО) яв-
ляются новообразованиями, для которых характерна 
продукция и секреция в циркуляторное русло ряда 
пептидов, биогенных аминов, гормонов и факторов 
роста [1, 2]. Несмотря на прогресс в области лабора-
торной диагностики НЭО и широкого использования 
в клинической практике таких соединений, как хро-
могранин А, серотонин, 5-ГИУК, панкреатический 
полипептид, гастрин и т.д., остается ряд проблем, свя-
занных с недостаточной чувствительностью и специ-
фичностью применяемых маркеров, возможностью 
их использования в мониторинге течения заболева-
ния и оценке гиперфункциональных синдромов [3–5]. 
В этом ключе поиск новых маркеров НЭО является 
актуальной задачей, как в клиническом аспекте, так и 
с точки зрения фундаментального понимания процес-
сов, лежащих в основе развития нейроэндокринных 
неоплазий. Исследование факторов роста является 
одним из перспективных направлений в детализации 
молекулярных особенностей НЭО [6]. Данные соеди-
нения не только участвуют в пролиферации и росте 
опухоли, но и стимулируют фибротические процес-
сы, среди которых наиболее опасным состоянием яв-
ляется развивающийся при карциноидном синдроме 
кардиофиброз [7–9]. С точки зрения патогенеза НЭО 
и их осложнений, особый интерес представляют фак-
тор роста соединительной ткани и трансформирую-
щий фактор роста, которые рассматриваются в каче-
стве ключевых профибротических компонентов.

Фактор роста соединительной ткани (Connective 
Tissue Growth Factor, CTGF) представляет собой бел-
ковую молекулу, состоящую из 4-х богатых цистеином 
доменов [10]. CTGF выполняет различные биологиче-
ские функции, включая регуляцию дифференцировки, 
пролиферации, миграции, гипертрофии, продукцию 
фибронектина, стимуляцию или ингибирование анги-
огенеза, взаимодействия с клеточным матриксом [11]. 
Повышенная секреция CTGF наблюдается при различ-
ных хронических заболеваниях, включая фиброз пече-
ни, системный склероз, нефропатию и хроническую 
почечную недостаточность, интерстициальную пнев-
монию, кардиомиопатию, атеросклероз и перитонеаль-
ный фиброз [11, 12]. В некоторых работах авторы от-
мечают связь CTGF с развитием фибротических про-

цессов различного характера, включая кардиофиброз 
[13, 14]. В работе L.E. Dorn и соавт. [15] описано, что 
продуцируемый при НЭО CTGF проявляет свойства 
ауто- и паракринного про-фибротического фактора, 
приводя к развитию кардиофиброза.

Другим фактором роста, патогенетически связан-
ным с процессами фиброза, является трансформиру-
ющий фактор роста бета (Transforming Growth Fac-
tor β) – TGF-β, представленный в виде трех изоформ 
(β1, β2, β3) [16, 17]. Данный фактор отвечает за про-
лиферацию фибробластов и дифференцировку в мио-
фибробласты, усиливает продукцию коллагена и сти-
мулирует активность других факторов роста, таких 
как эпидермальный фактор роста, инсулиноподобный 
фактор роста и охарактеризованный ранее CTGF [18]. 
TGF-β играет важную роль в развитии карциноидно-
го кардиофиброза. В литературе описана повышен-
ная экспрессия TGF-β в очагах фиброза на клапанах 
сердца больных НЭО с карциноидной болезнью серд-
ца, при этом не было выявлено связи концентраций 
фактора в плазме крови с развитием КБС [19, 20]. Су-
ществуют свидетельства, согласно которым TGF-β1 
индуцирует действие CTGF на фибробласты, что, в 
конечном итоге, также способствует развитию карци-
ноид-ассоциированного фиброза [16].

Анализ сывороточных концентраций CTGF и 
TGF-β позволит оценить их патогенетическое значе-
ние, а также возможный потенциал в качестве био-
химических маркеров карциноидной болезни сердца.

Цель исследования – cравнительный анализ кон-
центрации CTGF и TGF-β1 в сыворотке крови боль-
ных нейроэндокринными опухолями и у практически 
здоровых людей.

Материал и методы. Проведено обследование 64 
больных с нейроэндокринными опухолями различ-
ных локализаций, в возрасте от 32 до 80 лет, среди 
которых были 28 мужчин и 36 женщин. В анализи-
руемой выборке представлены следующие локали-
зации НЭО: поджелудочная железа – у 23 больных, 
тонкая кишка – у 20, легкие – у 10, толстая кишка – у 
6, метастазы НЭО из не выявленного первичного оча-
га – у 5 больных. У всех включенных в исследование 
больных диагноз НЭО был подтвержден данными 
морфологического исследования новообразования. 
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Степень злокачественности опухолей оценивали по 
шкале Grade. Согласно клиническим данным, у 44 
пациентов были выявлены метастазы в печени, у 42 
– признаки карциноидного синдрома. У 16 больных, 
по данным эхокардиографического обследования, вы-
явлена карциноидная болезнь сердца (КБС).

В контрольной группе обследовали 20 здоровых 
пациентов: мужчин (n=8) и женщин (n=12) в возрасте 
от 28 до 80 лет.

Исследование одобрено комитетом по биомеди-
цинской этике ФГБУ «НМИЦ онкологии им. Н.Н. 
Блохина» Минздрава России, с соблюдением этиче-
ских принципов Хельсинской Декларации ВМА 1964 
г. (ред. 2013 г.) и Правилами клинической практики 
в Российской Федерации, утвержденными приказом 
Минздрава РФ от 01.04.16 г. № 200Н. Исследование 
выполнено с информированного согласия пациентов 
на участие в исследовании.

Взятие крови для иммуноферментных исследова-
ний проводили в утренние часы натощак из кубиталь-
ной вены. После обработки сыворотку крови замора-
живали и хранили при температуре -30°С. Проведение 
иммуноферментного анализа осуществляли в микро-
планшетном формате на полуавтоматическом анали-
заторе BEP 2000 Advance (Siemens, Германия) c ис-
пользованием стандартизованных наборов реактивов 
«Human connective tissue growth factor (CTGF) ELISA 
Kit (Avisera Bioscience, Inc, США)», «Human TGF beta1 
ELISA Kit (Bender MedSystems GmbH, Австрия)».

Статистический анализ проводился с использо-
ванием пакета программ Statistica (Statsoft). Разли-
чия принимались как статистические значимые при 
p<0,05.

Результаты и обсуждение. Концентрации CT-
GF были определены в сыворотке крови 64 больных 
НЭО, при этом только в 14,2% уровни показателя 
были выше аналитической чувствительности метода 
(15 пг/мл) при вариабельности значений в целом по 
группе от 0 до 513 пг/мл. Следует отметить, во всех 
образцах контрольной группы концентрации CTGF 
были ниже аналитической чувствительности метода. 
В связи с этим анализ результатов проводили каче-
ственно – оценивали частоту выявления CTGF в сы-
воротке крови пациентов.

Анализ частоты выявления CTGF статистически 
значимо (p=0,019) показал, что у больных с клини-
кой карциноидного синдрома фактор роста соедини-
тельной ткани выявляли в 20,5% случаев, тогда как у 
больных без признаков карциноидного синдрома не 
было выявлено ни одного случая превышения анали-
тической чувствительности метода. В то же время у 
больных с КБС частота обнаружения CTGF достигала 
37,5% и была статистически значимо (p=0,0018) выше, 
чем у больных без признаков кардиофиброза – 6,6%.

Для более детального анализа частоты выявления 
CTGF в зависимости от проявления карциноидной 
симптоматики пациентов разделили на три группы: 
1-я группа – больные с карциноидным синдромом и 
КБС, 2-я – больные с карциноидным синдромом, но 
без КБС, 3-я – больные без карциноидного синдрома 
и без КБС (табл. 1). При этом частота выявления CT-

GF в 1-й группе (КС+, КБС+) была наиболее высокой 
и составила 37,5%, что было статистически значи-
мо выше (p=0,047), чем у больных 2-й группы (КС+, 
КБС-), где уровни CTGF выявлялись в 11,5% случаях.

Таким образом, частота выявления CTGF была 
наиболее высокой у пациентов с карциноидным син-
дромом, осложненным КБС, более чем в 3 раза пре-
вышая частоту выявления у пациентов с карциноид-
ным синдромом, но без поражения сердца. В то же 
время, у всех пациентов без карциноидного синдро-
ма, а также у практически здоровых людей CTGF был 
ниже аналитического уровня.

При анализе результатов определения концентра-
ции TGF-β1 в сыворотке крови больных НЭО стати-
стически значимых различий от уровней, получен-
ных в группе контроля, не было выявлено (табл. 2). 
Также не было получено статистически значимых 
различий в зависимости от типа НЭО и распростра-
ненности процесса. В то же время было получено ста-
тистически значимое (p<0,05) превышение медианы 
концентраций TGF-β1 у больных НЭО со степенью 
злокачественности Grade 3 (32,9 нг/мл) относительно 
больных НЭО с Grade 1 (22,0 нг/мл) и Grade 2 (24,6 
нг/мл), а также контроля (24,5 нг/мл).

Анализ с учетом клинической симптоматики не 
выявил различий уровней TGF-β в зависимости от на-
личия карциноидного синдрома, при этом у больных 
с КБС медиана TGF-β была несколько ниже, чем при 
отсутствии данного осложнения.

Полученные нами результаты подтверждают дан-
ные других исследований о связи факторов роста с раз-
витием НЭО и их осложнений. Так, в работе M. Kidd 
и соавт. [13] методом ИФА определяли концентрации 
целой молекулы CTGF-W и N-концевого фрагмента 
(CTGF-N) в сыворотке крови, при этом следует отме-
тить, что в исследовании применялись разработанные 
авторами наборы реактивов. Согласно полученным ав-
торами данным, наблюдалось статистически значимое 
превышение концентрации CTGF в группе больных 
НЭО тонкой кишки относительно других гастроинте-
стинальных НЭО, а также была выявлена корреляция 
между уровнями фактора в сыворотке крови и опухо-
левой ткани. В исследовании D.S. Bergestuen и соавт. 
[14], в котором анализировали уровни CTGF в плазме 
крови больных НЭО кишечника (в основном, тонкой 
кишки), повышенные уровни фактора были ассоции-
рованы с правожелудочковой недостаточностью, что 
подтверждает значение CTGF в развитии и прогрес-

Т а б л и ц а  1
Частота выявления CTGF в сыворотке крови больных НЭО  

и в контроле

Группы обследуемых n Частота выявления CTGF  
(>15 пг/мл), %

1-я группа: КС+, КБС+ 16 37,5

2-я группа: КС+, КБС- 26 11,5

3-я группа: КС-, КБС- 22 0,0

Контрольная группа 20 0,0

П р и м е ч а н и е . p(1vs2)=0,0047, p(1vs3)=0,0017, p(2vs3)=0,09.
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сировании кардиофиброза у больных НЭО, а также 
позволяет рассматривать CTGF как возможный мар-
кер ранних стадий КБС. Эти результаты согласуются 
с полученными нами данными о связи концентраций 
CTGF с карциноидным кардиофиброзом при НЭО. 
Примечательно, что секреция CTGF не выявлялась у 
больных без признаков карциноидного синдрома, что 
может свидетельствовать о специфичности данного 
фактора в обнаружении фибротических изменений, ас-
социированных с карциноидным синдромом.

В исследовании Udelnow и соавт. [21] выявлено 
увеличение уровня TGFβ при НЭО тонкой кишки.  
В нашей работе более высокие уровни фактора ро-
ста были характерны для опухолей с наиболее вы-
сокой степенью злокачественности, среди которых 
были НЭО тонкой кишки, поджелудочной железы и 
легкого.

Заключение. Нами впервые проведены иссле-
дования факторов роста CTGF и TGFβ у больных 
НЭО. Полученные результаты подтверждают связь 
CTGF с развитием карциноидной болезни сердца и 
открывают определенные перспективы для оценки 
CTGF как потенциального биохимического марке-
ра карциноидного кардиофиброза. Представленные 
данные подтверждают целесообразность исследова-
ний факторов роста при НЭО в зависимости от их 
локализации, степени злокачественности и других 
клинико-морфологических характеристик на боль-
ших выборках пациентов.
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Т а б л и ц а  2
Концентрация TGF (нг/мл) в сыворотке крови больных НЭО и 

в контроле

Группа Медиана Квартили

Общая группа НЭО 25,6 20,3-34,9

Карциноидный синдром:
  КС + 25,4 17,9-34,9

  КС - 25,6 21,4-35,9

Карциноидная болезнь сердца:
  КБС + 17,2 12,3-32,3

  КБС - 26,4 22,5-35,5

Метастазы в печени:
  МТС + 24,5 17,6-32,8

  МТС - 23,9 19,3-32,9

Степень злокачественности: 
  Grade 1 22 12,9-47,1

  Grade 2 24,6 5,9-47,4

  Grade 3* 32,9 23,6-48,2

Контрольная группа 24,5 13,8-30,09

П р и м е ч а н и е . * – p – (Grade 3 vs Grade 1)=0,035, p –  (Grade 3 vs 
Grade 2)=0,028, p – (Grade 3 vs контроль) = 0,028.
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НЕОПТЕРИН В КАЧЕСТВЕ КАРДИОВАСКУЛЯРНОГО БИОЛОГИЧЕСКОГО МАРКЕРА  
ПРИ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ)

ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава 
РФ, 117997, Москва, Россия

Неоптерин – пуриновый нуклеотид, продуцируемый в ответ на воспалительные реакции. При любом состоянии, связан-
ном с активацией иммунного ответа и воспалением, уровень неоптерина значительно повышается. Поскольку патофи-
зиологические аспекты сердечной недостаточности включают воспалительные реакции, логично, что уровни неоптери-
на должны быть высокими у пациентов с данной патологией. Цель представленного обзора литературы – рассмотреть 
неоптерин в качестве нового маркера при сердечной недостаточности. Проведенные к настоящему времени исследова-
ния, посвященные неоптерину, указывают на потенциально важную диагностическую и прогностическую значимость 
оценки данного маркера у пациентов с сердечной недостаточностью. Дальнейшие научно-клинические исследования, 
возможно, продемонстрируют еще более убедительные перспективы использования неоптерина в качестве дополни-
тельного лабораторного инструмента для диагностики, стратификации риска и прогнозирования неблагоприятных 
сердечно-сосудистых событий у больных с сердечной недостаточностью. Определение концентраций неоптерина для 
оценки эффективности лекарственной терапии при сердечной недостаточности еще предстоит дополнительно из-
учить, чтобы сделать окончательный вывод.
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NEOPTERIN AS A CARDIOVASCULAR BIOLOGICAL MARKER IN HEART FAILURE  
(REVIEW OF LITERATURE)
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Russia
Neopterin is a purine nucleotide produced in response to inflammatory responses. In any condition associated with the activation 
of the immune response and inflammation, the level of neopterin is significantly increased. Since the pathophysiological aspects of 
heart failure involve inflammatory reactions, it is logical that neopterin levels should be high in patients with this pathology. The 
purpose of the presented literature review is to consider neopterin as a new marker in heart failure. Studies conducted to date on 
neopterin indicate the potentially important diagnostic and prognostic value of assessing this marker in patients with heart failure. 
Further scientific and clinical studies may demonstrate even more convincing prospects for the use of neopterin as an additional 
laboratory tool for the diagnosis, risk stratification and prediction of adverse cardiovascular events in patients with heart failure. 
Determination of neopterin concentrations to assess the effectiveness of drug therapy in heart failure remains to be further studied 
to draw a final conclusion.
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Введение. Сердечная недостаточность (СН) в 
течение нескольких десятилетий превратилась в 
глобальную медицинскую, социальную и экономи-
ческую проблему [1-4]. Хроническая сердечная не-
достаточность (ХСН) – это синдром, обусловленный 
дисбалансом нейрогуморальной регуляции сердеч-
но-сосудистой системы, который сопровождается 
нарушением систолической и/или диастолической 
функции сердца и проявляется застоем по боль-
шому и/или малому кругу кровообращения [1, 2]. 
Причинами развития СН являются многие сердеч-
но-сосудистые заболевания (ССЗ): артериальная ги-
пертония (АГ), ишемическая болезнь сердца (ИБС), 
клапанные пороки сердца, воспалительные, аутоим-
мунные и наследственные патологии миокарда [1, 
2]. Изменение архитектоники, приводящее к дилата-
ции сердечных полостей, снижению растяжимости 
кардиомиоцитов (КМЦ) с уменьшением подвижно-
сти стенок левого желудочка (ЛЖ), задержка жид-
кости, вазоконстрикция, ремоделирование сосудов 
с увеличением постнагрузки, активация нейрогумо-
ральных механизмов представляют собой порочный 
замкнутый круг патогенеза застойной недостаточно-
сти кровообращения [1, 2].

Воспаление – это универсальная реакция орга-
низма на различные повреждающие факторы, на-
правленная на восстановление целостности тканей 
и снижение гибели клеток. У пациентов с сердечной 
недостаточностью воспалительные реакции приводят 
к повреждению кардиомиоцитов, их апоптозу и акти-
вации нейрогуморальных систем, которые способ-
ствуют запуску гибернации миокарда и механизмов 
его ремоделирования [5, 6]. Неоптерин – пуриновый 
нуклеотид, продуцируемый в ответ на воспалитель-
ные реакции. При любом состоянии, связанном с ак-
тивацией иммунного ответа и воспалением, уровень 
неоптерина значительно повышается [7-9]. Поскольку 
патофизиологические аспекты сердечной недостаточ-
ности включают воспалительные реакции, логично, 
что уровни неоптерина должны быть высокими у па-
циентов с данной патологией. Цель представленного 
обзора литературы – рассмотреть неоптерин в каче-
стве нового маркера при сердечной недостаточности.

Стратегия поиска. В статье представлен анализ 
литературных данных о роли неоптерина как биоло-
гического маркера при кардиоваскулярной патологии. 
Мы провели анализ литературных источников, вклю-
чавший все релевантные публикации до 17.02.23 г., в 
базе данных российского научного индекса цитиро-
вания (РИНЦ), а также в зарубежных базах (PubMed, 
MedLine, Google Scholar, Science Direct). При поиске 
статей использовали следующие ключевые слова и 
их комбинации: биологические маркеры, сердце, сер-
дечно-сосудистые заболевания, неоптерин, biological 
markers, heart, cardiovascular diseases, neopterin. Спи-
ски литературы из определенных статей были также 
просмотрены для выявления дополнительных реле-
вантных ссылок.

Биосинтез неоптерина. Неоптерин, пирази-
но-пиримидиновое соединение, имеет молеку-
лярную массу 253 Да [8, 10, 11]. А. Sakurai  и М. 

Goto [8, 10] впервые выделили неоптерин из мочи 
человека в 1967 году. Неоптерин синтезируется 
моноцитами и макрофагами в ответ на стимуляцию 
интерфероном-γ (IFN-γ) [11, 12]. Любое состояние, 
приводящее к выработке и активации INF-γ, может 
индуцировать синтез неоптерина [8, 11, 12]. Гуано-
зинтрифосфат (ГТФ, GTP)-циклогидролаза является 
одним из ферментов, регулируемых IFN-γ. Этот фер-
мент катализирует распад GTP до 7,8-дигидронеоп-
теринатрифосфата. 7,8-дигидронеоптерин диффун-
дирует из активированных макрофагов во внутри-
клеточные пространства и, наконец, в плазму. Часть 
7,8-дигидронеоптерина окисляется до высокофлу-
оресцентного неоптерина [11, 12]. Высвобождение 
7,8-дигидронеоптерина и неоптерина специфично 
для моноцитов, макрофагов и дендритных клеток 
и в меньшей степени для эпителиальных клеток [8, 
11]. Далее представлено схематическое изображение 
синтеза неоптерина (pис. 1). 

Неоптерин в качестве биологического маркера 
при кардиологических и некардиологических забо-
леваниях.  Повышение уровня неоптерина установ-
лено при воспалительных, иммунных и дегенератив-
ных заболеваниях (пародонтите, воспалительных 
заболеваниях кишечника, неалкогольной жировой 
болезни печени, легочном саркоидозе, интерстици-
альных заболеваниях легких, хронических заболева-
ниях почек, ревматоидном артрите, системной крас-
ной волчанке, дерматомиозите, синдроме Шегрена 
и болезни Альцгеймера [8, 11, 17 - 21]. Циркули-
рующие концентрации неоптерина также повыше-
ны у пациентов с сахарным диабетом 2 типа (СД2), 
дислипидемией, ожирением, метаболическим син-
дромом (МС), системной и легочной гипертензией, 
нарушением дыхания во сне, преэклампсией и бо-
лезнью Кавасаки [8, 11, 22 - 25]. Неоптерин экспрес-
сируется в пенистых клетках атероматозных бляшек 
аорты, сонных артерий (СА) и коронарных артерий 
(КА) [26, 27].  7,8-дигидронеоптерин также присут-
ствует в атеросклеротических бляшках, но значи-
тельно меньше, чем неоптерин [28]. По сравнению 
с неоптерином 7,8-дигидронеоптерин химически не-
стабилен и легко разлагается из-за окисления, поэто-
му не подходит для рутинных лабораторных диагно-
стических измерений [11]. Период полувыведения 
неоптерина составляет 90 минут [11]. Средние кон-
центрации в крови человека составляют примерно 
5,2±2,5 нмоль/л [11]. Уровни неоптерина в сыворот-
ке и плазме не различаются [11]. Для оценки маркера 
используют иммуноферментный анализ (ИФА) для 
количественного определения неоптерина в плазме, 
сыворотке крови и в моче.

Люди с ожирением имеют более высокие уровни 
неоптерина. Данный маркер может быть потенциаль-
ным фактором риска развития ИБС при ожирении 
[29]. Отмечено повышение неоптерина у пациентов 
с инсулинорезистентностью (ИР) и сахарным диабе-
том (СД) [30]. Концентрации неоптерина в крови па-
циентов с заболеваниями сонных, церебральных, пе-
риферических артерий, с аневризмой аорты выше, по 
сравнению со здоровыми людьми [11, 33–34]. Уста-
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новлена положительная связь неоптерина с наличием 
и тяжестью ИБС [35, 36]. Утяжеление ИБС связано 
с повышением концентрации неоптерина. [37]. От-
мечено значимое повышение уровня неоптерина при 
остром инфаркте миокарда (ОИМ) [38]. Высокая кон-
центрация неоптерина является независимым марке-
ром дисфункции левого желудочка (ЛЖ) и его ремо-
делирования [39, 40], а также предиктором неблаго-
приятных сердечно-сосудистых событий у пациентов 
с ИБС [41]. Далее представлены уровни неоптерина 
при ряде заболеваний (см. таблицу). 

Клинические исследования, посвящённые изуче-
нию неоптерина при сердечной недостаточности.  
К настоящему времени имеется небольшое количе-
ство работ, посвященных изучению неоптерина у па-
циентов с сердечной недостаточностью [45]. Еще в 
1993 году C. Wiedermann и соавт. [46] анализировали 
уровни сывороточного неоптерина у 16 пациентов с 
СН и у 11 здоровых добровольцев. Исследователи об-
наружили, что уровни неоптерина были статистиче-
ски достоверно выше у пациентов с сердечной недо-
статочностью  по сравнению со здоровыми людьми. 

T. Sasaki и соавт. [47] определяли концентрацию 
неоптерина в сыворотке крови у 198 пациентов с ХСН 
(контрольная группа – 62 человека). Пациентов про-

спективно наблюдали в среднем в течение 745 дней. 
Концентрация неоптерина в сыворотке увеличива-
лась с повышением ФК СН согласно классификации 
NYHA (классификация выраженности ХСН Нью-
Йоркской кардиологической ассоциации (p<0,001)). 
В группе больных с высоким содержанием неопте-
рина частота неблагоприятных сердечно-сосудистых 
событий (ССС) была значительно выше, чем в группе 
с низким содержанием неоптерина (p<0,0001). В мно-
гофакторном анализе Кокса концентрация неоптери-
на в сыворотке крови была независимым фактором 
риска неблагоприятных ССС (отношение рисков (ОР) 
1,70, 95% доверительный интервал (ДИ) 1,16-2,50, 
p=0,0068).

I. Wietlicka-Kokoszanek и соавт. [48] определяли 
концентрации неоптерина у 47 пациентов с II и III 
функциональным классом (ФК) сердечной недоста-
точности по NYHA (классификация выраженности 
ХСН Нью-Йоркской кардиологической ассоциации) 
и у 20 здоровых людей. Результаты исследования 
продемонстрировали значительно более высокие кон-
центрации неоптерина в группе больных, чем в кон-
трольной группе. 

Целью исследования S. Demir и соавт. [49] явилось 
изучение уровней неоптерина в крови пациентов с си-

Рис. 1. Биосинтез неоптерина.
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достижения конечной точки по сравнению с паци-
ентами с отношением неоптерин/рСКФ ≤0,065 (ОР 
8,380; 95% ДИ 2,889-24,308; р<0,001). Таким обра-
зом, авторы установили, что при сердечной недоста-
точности концентрации неоптерина увеличиваются 
по мере утяжеления состояния; высокие уровни не-
оптерина предсказывают плохой прогноз у пациентов 
с сердечной недостаточностью.

K. Berg и соавт. [51] проспективно проанализиро-
вали образцы крови и клинические данные 1018 па-
циентов, перенесших операцию на сердце с 1 апре-
ля 2008 г. по 19 апреля 2010 года. Конечной точкой 
исследования была послеоперационная сердечная 
дисфункция, определяемая как потребность в более 
чем одном инотропном препарате или внутриаор-
тальной баллонной контрпульсации. Неоптерин был 
достоверно связан с послеоперационной сердечной 
дисфункцией: отношение шансов (ОШ)) 2,73, 95% 
доверительный интервал (ДИ) 1,65-4,51 после по-
правки на клинические переменные. Авторы пришли 
к выводу, что неоптерин ассоциировался с сердечной 
дисфункцией после операции на сердце и повышал 
точность прогнозирования риска послеоперационной 
сердечной дисфункции. 

Работа C. Wojciechowska и соавт. [52] была посвя-
щена изучению неоптерина у пациентов с дилатаци-
онной кардиомиопатией (ДКМП).  Неоптерин в сы-
воротке крови определяли у 172 пациентов с ДКМП 
неишемического генеза, перенесших эндомиокарди-
альную биопсию правого желудочка, и у 30 здоровых 
добровольцев. Уровень неоптерина был повышен у 
пациентов с ДКМП по сравнению со здоровым кон-
тролем (8,11 (4,50-12,57) и 4,99 (2,66-8,28) нмоль/л 
соответственно (p<0,05)). Неоптерин положительно 
коррелировал с количеством макрофагов в биоптатах 
(p<0,05), концентрацией CRP (p<0,05), фибриногена 
(p<0,01) и ФК NYHA (p<0,05) и отрицательно с ФВ 
ЛЖ (p<0,05). Можно сделать предварительный вы-
вод, что концентрация неоптерина отражает иммун-
ный ответ в биоптатах. Кроме того, неоптерин корре-
лирует с белками острой фазы и стадией сердечной 
недостаточности  и, по всей видимости, указывает на 

столической СН (81 больной с СН и 81 здоровый че-
ловек того же возраста и пола (контрольная группа)). 
Пациентов наблюдали в течение 1-го года. Среднее 
значение неоптерина в группе СН было значительно 
выше, чем в контрольной группе (p<0,001). Уровни 
высокочувствительного С-реактивного белка (вчСРБ, 
hsCRP) и предшественника мозгового натрийурети-
ческого пептида (proBNP) прямо коррелировали с 
уровнями неоптерина (p=0,667 и 0,778 соответствен-
но). Выявлена достоверная корреляция между числом 
госпитализаций и уровнем неоптерина среди пациен-
тов с СН (p=0,008). В группе СН значение неоптерина 
у умерших в течение 1 года пациентов (n=29) было 
выше, чем у выживших (n=52) (p=0,011). 

E. Yamamoto и соавт. [44]  изучили клиническое 
значение неоптерина у 68 пациентов с СН с сохранен-
ной фракцией выброса левого желудочка (СНсФВ). 
Уровни неоптерина в плазме крови достоверно повы-
шались при СНсФВ и коррелировали с тяжестью СН. 
Кроме того, высокий уровень неоптерина был связан 
с будущими неблагоприятными сердечно-сосудисты-
ми событиями, что указывает на то, что измерение 
данного маркера может обладать клиническими пре-
имуществами для стратификации риска у пациентов 
с СНсФВ. 

L. Lanser и соавт. [50] определяли уровни неоп-
терина у 149 пациентов с СН. Пациенты наблюда-
лись в среднем 58 месяцев. Концентрации неопте-
рина коррелировали с концентрациями N-концевого 
фрагмента натрийуретического пептида (NT-proBNP) 
(rs=0,399, p<0,001) и функциональным классом СН 
согласно классификации NYHA (I: 5,60 нмоль/л;  II: 
6,90 нмоль/л;  III/IV: 7,80 нмоль/л,  p=0,033). Более 
высокие уровни неоптерина были прогностически-
ми факторами неблагоприятного исхода (смерть или 
госпитализация в связи с декомпенсацией СН) неза-
висимо от возраста и пола, а также от установленных 
показателей СН, таких как ФК NYHA, NT-proBNP,  
расчетная скорость клубочковой фильтрации (рСКФ) 
и ФВ ЛЖ (ОР 2,770; 95% ДИ 1,419-5,407; р=0,003). 
Пациенты с показателем неоптерин/рСКФ ≥0,133 
имели более чем восьмикратный повышенный риск 

Концентрации неоптерина в крови при ряде заболеваний

Показатели Заболевание Контроль p-уровень значимости Авторы

Сахарный диабет 2,7±1,1 ↑ 2,2±1,0 <0,05 J. Lee и соавт.  [22]

Атеросклероз сонных артерий (мужчины) 8,5±2,7 ↑ 6,7±2,3 <0,0001 G. Weiss  и соавт. [42]

Атеросклероз сонных артерий (женщины) 9,6±3,3 ↑ 7,5±2,3 <0,0001 G. Weiss  и соавт. [42]

Ишемический инсульт 16,0±3,8 ↑ 1,3±0,2 =0,001 А. Tony и соавт. [32]

Ишемическая болезнь сердца 12,3±1,0 ↑ 9,7±0,6 <0,05 Shirai R. и соавт. [27]

Стабильная стенокардия напряжения 8,6±2,2 ↑ 6,8±1,8 <0,0001 М. Schumacher и соавт. [36]

Инфаркт миокарда 13,7±3,4 ↑ 6,8±1,8 <0,0001 М. Schumacher и соавт. [36]

Сердечно-сосудистые события 22,9±13,2 ↑ 14,6±6,3 <0,001 Т. Yoshiyama и соавт. [43]

Сердечная недостаточность 51,5 (43,6-57,2) ↑ 37,2 (30,6-46,1) <0,001 Е. Yamamoto и соавт. [44]

Дилатационная кардиомиопатия 5,78 (3,27-12,5) ↑ 4,99 (2,66-8,28) НД С. Wojciechowska и соавт. [52]

П р и м е ч а н и е . Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка/отклонение или медиана и диапазон. Стрелками показаны изме-
нения уровня неоптерина по сравнению с контролем. НД – нет данных.
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общую иммунную и воспалительную активацию при 
данной патологии.

Таким образом, учитывая результаты вышепере-
численных исследований, на сегодняшний день  мы 
имеем убедительные доказательства  надежности  ис-
пользования неоптерина в качестве диагностического 
и прогностического биомаркера при сердечной недо-
статочности (рис. 2).

G. Dogheim и соавт. [53] оценивали влияние ива-
брадина на уровни NT-proBNP и неоптерина у па-
циентов с сердечной недостаточностью. 60 пациен-
тов, получавших стандартную терапию СН, были 
случайным образом распределены на подгруппу 
пациентов, получающих ивабрадин (n=30, 1-я под-
группа), и подгруппу, не получающих ивабрадин 
(n=30, 2-я подгруппа). Ивабрадин по 5 мг 2 раза в 
сутки назначался в течение 3 месяцев. В 1-й под-
группе наблюдалось достоверное уменьшение ФК 
СН согласно классификации NYHA (p<0,001). ФВ 
ЛЖ улучшилась в обеих подгруппах (p<0,001) с 
большим улучшением в 1-й подгруппе (p=0,026). 
Концентрации NT-proBNP и неоптерина значитель-
но снизились в 1-й подгруппе (NT-proBNP: p<0,001; 
неоптерин: p<0,001). Выявлена достоверная поло-
жительная корреляция между частотой сердечных 
сокращений и уровнями биомаркеров после назна-
чения ивабрадина (NT-proBNP: r=0,475, p<0,001, не-
оптерин: r=0,384, p=0,002). Таким образом, согласно 
полученным данным, неоптерин может служить ла-
бораторным инструментом для оценки эффективно-
сти ивабрадина при СН. Однако следует отметить, 
что данное исследование проводилось только в те-
чение 3-х месяцев, а размер выборки был довольно 

маленьким. В связи с этим следует провести даль-
нейшие исследования для оценки влияния стратегий 
лечения СН на уровни неоптерина [53] (см. рис. 2).

Заключение. Исследования в области изучения 
новых биологических маркеров должны помочь в 
ранней диагностике и подборе более эффективной 
терапии пациентов кардиологического профиля. 
Анализ лабораторных биологических маркеров ос-
новательно занял свою нишу в онкологии, однако 
применение их в области сердечно-сосудистых за-
болеваний пребывает в состоянии начального ста-
новления. В настоящее время имеются доступные 
современные технологии для идентификации но-
вых биомаркеров, вследствие чего целесообразна 
разработка мультибиомаркерной модели диагно-
стики и прогнозирования течения сердечно-сосу-
дистых заболеваний. Проведенные к настоящему 
времени исследования, посвященные неоптерину, 
указывают на потенциально важную диагности-
ческую и прогностическую значимость оценки 
данного маркера у пациентов с сердечной недо-
статочностью. Дальнейшие научно-клинические 
исследования, возможно, продемонстрируют еще 
более убедительные перспективы использования 
неоптерина в качестве дополнительного лаборатор-
ного инструмента для диагностики, стратификации 
риска и прогнозирования неблагоприятных сердеч-
но-сосудистых событий у больных с сердечной не-
достаточностью. Определение концентраций неоп-
терина для оценки эффективности лекарственной 
терапии при сердечной недостаточности еще пред-
стоит дополнительно изучить, чтобы сделать окон-
чательный вывод.

Рис. 2. Роль неоптерина при сердечной недостаточности.
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Целью работы явилось выявить особенности цитокинового состава десневой жидкости и маркера костного метабо-
лизма в смешанной слюне у пациентов с обострением хронического генерализованного пародонтита (ХГП) после пере-
несенной коронавирусной инфекции с учетом наличия и разновидности иммуносупрессивной терапии. Обследованы 108 
больных основной группы с диагнозом ХГП средней тяжести в фазе обострения после перенесенного COVID-19 с дли-
тельностью постковидного этапа 3-6 месяцев. 1-я группа сравнения включала 71 пациента с диагнозом ХГП средней тя-
жести в фазе обострения без коронавирусного заболевания в анамнезе. Во 2-й группе сравнения были 33 пациента с пере-
несенным COVID-19 за 3-6 месяцев до начала исследования. Контрольную группу составили 32 здоровых добровольца. 
Методом иммуноферментного анализа в смешанной слюне определяли концентрацию костного изофермента щелочной 
фосфатазы (КЩФ), в экссудате пародонтальных карманов (ПК) содержание интерлейкина-6 (ИЛ-6) и трансформиру-
ющего фактора роста-b1 (ТФР-b1). У пациентов основной группы концентрация ИЛ-6 в содержимом ПК возросла по 
отношению к контролю в 38 раз (р<0,001) и превышала уровень исследуемого цитокина в двух группах сравнения. При 
использовании в лечении COVID-19 дексаметазона на фоне снижения ИЛ-6 в пародонтальном экссудате наблюдалась 
выраженная активация костного метаболизма с повышением КЩФ в смешанной слюне. Эффективное угнетение им-
муновоспалительных реакций в полости рта наблюдалось при использовании в лечении COVID-19 ингибиторов сигналь-
ного пути JAK-STAT. Применение у больных COVID-19 антагонистов к рецепторам ИЛ-6 сопровождалось снижением 
активности остеодеструктивных процессов. При отсутствии иммуносупрессивной терапии при лечении COVID-19 
наблюдались резкое повышение ИЛ-6 и ТФР-b1 в пародонтальном экссудате, активация костного метаболизма, что 
способствовало обострению ХГП на постковидном этапе. Итак, при обострении ХГП после перенесенного COVID-19 
цитокиновый состав содержимого ПК и особенности костного метаболизма в полости рта зависели от наличия и вида 
используемой иммуносупрессивной терапии.
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The aim of the work was to identify the features of the cytokine composition of the gingival fluid and the marker of bone metabolism 
in mixed saliva in patients with exacerbation of chronic generalized periodontitis (CGP) after a coronavirus infection, taking into 
account the presence and type of immunosuppressive therapy. We examined 108 patients of the main group diagnosed with CGP 
of moderate severity in the exacerbation phase after suffering COVID-19 with a duration of the post-COVID stage of 3-6 months. 
Comparison group 1 included 71 patients diagnosed with moderate CGP in the exacerbation phase without a history of coro-
navirus disease. Comparison group 2 was formed from 33 patients with COVID-19 3-6 months before the start of the study. The 
control group consisted of 32 healthy volunteers. ELISA was used to determine the concentration of bone isoenzyme of alkaline 
phosphatase (ALP) in mixed saliva, and the content of interleukin-6 (IL-6) and transforming growth factor-b1 (TGF-b1) in the 
exudate of periodontal pockets (PC). In patients of the main group, the concentration of IL-6 in the contents of PC increased in 
relation to the control by 38 times (p<0,001) and exceeded the level of the studied cytokine in the two comparison groups. When 
dexamethasone was used in the treatment of COVID-19, against the background of a decrease in IL-6 in periodontal exudate, a 
pronounced activation of bone metabolism was observed with an increase in ALP in mixed saliva. Effective inhibition of immune-
inflammatory responses in the oral cavity was observed when inhibitors of the JAK-STAT signaling pathway were used in the treat-
ment of COVID-19. The use of IL-6 receptor antagonists in patients with COVID-19 was accompanied by a decrease in the activity 
of osteodestructive processes. In the absence of immunosuppressive therapy in the treatment of COVID-19, there was a sharp 
increase in IL-6 and TGF-b1 in periodontal exudate, activation of bone metabolism, which contributed to the exacerbation of CGP 
at the post-COVID stage. So, during the exacerbation of CGP after suffering COVID-19, the cytokine composition of the PC con-
tent and the features of bone metabolism in the oral cavity depended on the presence and type of immunosuppressive therapy used. 
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Введение. Хронический генерализованный паро-
донтит (ХГП) представляет собой хроническое вос-
палительное заболевание с потерей пародонтальной 
связки и разрушением окружающей альвеолярной ко-
сти [1]. Острое вирусное инфекционное заболевание 
COVID-19 может привести к проградиентному тече-
нию ХГП с развитием его осложнений, в том числе, 
и потерей зубов [2]. Вирус SARS-CoV-2 обнаружи-
вается в десневой жидкости, а также выделяется из 
образцов слюны и мазков из носоглотки [3]. Кроме 
этого, SARS-CoV-2 выявляется в образцах зубного 
налета и зубного камня [4, 5]. Мишени вируса SARS-
CoV-2 в полости рта представлены эпителиальными 
клетками слизистой оболочки и фибробластами паро-
донтальной связки. По итогам крупных исследований 
[6] выдвинута гипотеза о том, что связь между ХГП и 
COVID-19 может осуществляться двумя путями. Пря-

мая связь реализуется через рецепторы ангиотензин-
превращающего фермента-2 и CD147, используемые 
вирусом для заражения клеток. Непрямой путь обу-
словлен местной сверхэкспрессией воспалительных 
цитокинов, особенно интерлейкина-6 (ИЛ-6) и интер-
лейкина-17 [6]. 

При развитии цитокинового шторма у больных 
COVID-19 наблюдается неконтролируемое чрезмер-
ное повышение содержания провоспалительных ци-
токинов в крови, которое приводит к повреждению 
органов и тканей [7]. Для предотвращения цитокино-
вого шторма используют иммуносупрессивную тера-
пию. Существует несколько способов подавления из-
быточной секреции ИЛ-6: использование глюкокор-
тикоидов (дексаметазона), ингибиторов сигнального 
пути JAK-STAT, антицитокиновой терапии в виде ан-
тител к ИЛ-6 или антагонистов рецепторов ИЛ-6 [8]. 



212

RUSSIAN CLINICAL LABORATORY DIAGNOSTICS. 2023; 68(4)
https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2023-68-4-210-214

IMMUNOLOGY

Применение иммуносупрессивной терапии может 
привести к изменению концентрации цитокинов в 
местных средах полости рта и сказаться на течении 
генерализованного пародонтита. Изучение влияния 
иммуносупрессоров, используемых у больных при 
острой вирусной инфекции на течение ХГП, может 
раскрыть терапевтический потенциал такого лечеб-
ного воздействия и стать стимулом для новых раз-
работок лечения пародонтита. 

В связи с вышеуказанным, целью работы явилось 
выявить особенности цитокинового состава десневой 
жидкости и маркера костного метаболизма в смешан-
ной слюне у пациентов с обострением хронического 
генерализованного пародонтита после перенесенной 
коронавирусной инфекции с учетом наличия и разно-
видности иммуносупрессивной терапии.

 Материал и методы. Обследованы 108 больных 
основной группы с диагнозом ХГП средней тяжести 
в фазе обострения после перенесенного COVID-19 с 
длительностью постковидного этапа 3-6 месяцев. 1-я 
группа сравнения включала 71 пациента с диагнозом 
ХГП средней тяжести в фазе обострения без корона-
вирусного заболевания в анамнезе. 2-ю группу срав-
нения формировали из 33 пациентов с перенесенным 
COVID-19 за 3-6 месяцев до начала исследования. 
Контрольную группу составили 32 здоровых добро-
вольца. Критерии включения пациентов в основную 
группу: ХГП средней тяжести в фазе обострения с 
глубиной пародонтальных карманов 3,5-5 мм (шифр 
К05.31 по МКБ-10), наличие перенесенного CO-
VID-19, длительность постковидного периода 3-6 
месяцев, госпитальное лечение COVID-19, наличие 
выписного эпикриза после стационарного лечения 
COVID-19. При включении больных в две группы 
сравнения критерии по двум заболеваниям совпадали 
с основной группой: 1-я группа сравнения – по ХГП 
и 2-я группа сравнения по COVID-19. Критерии ис-
ключения: системные заболевания соединительной 
ткани, злокачественные заболевания, декомпенсация 
соматических заболеваний.

Возрастные и гендерные характеристики исследу-
емых групп отражены в табл. 1. Межгрупповые раз-
личия по возрасту и полу отсутствовали (p>0,05).

Ротовую жидкость (20 мл) собирали путем спле-
вывания в пробирку в утренние часы натощак (8-9 ч 
утра) после ополаскивания полости рта дистиллиро-
ванной водой. После центрифугирования длительно-
стью 15 мин (8000 об/мин) надосадочный супрерна-

тант сливали и путем иммуноферментного анализа 
измеряли концентрацию костного изофермента ще-
лочной фосфатазы (КЩФ).

Экссудат пародонтальных карманов (ПК) при ХГП 
или десневую жидкость у пациентов при отсутствии 
ХГП (контрольная группа и 2-я группа сравнения) за-
бирали с помощью узких стерильных бумажных по-
лосок (3х5 мм). Бумажный штифт помещали на дно 
пародонтального кармана либо на зубодесневую бо-
розду на 30 секунд для впитывания содержимого, а 
затем переносили его в пробирку «Эппендорф» со 100 
мкл физиологического раствора. С помощью имму-
ноферментного анализа определяли содержание ИЛ-
6 и трансформирующего фактора роста-b1 (ТФР-b1, 
Transforming growth factor-β1, TGF-β1).

Для определения концентрации изучаемых ве-
ществ в биологических средах использовали анализа-
тор Lisa («Эрба Лахема с.р.о.», Чехия), тест-системы 
Alkphase-B («Metra Biosystems», США), «ИЛ-6-ИФА-
БЕСТ» (ЗАО «ВЕКТОР-БЕСТ», г. Новосибирск), 
Human TGF beta 1 Recombinant Protein, (eBioscience, 
США).

Добровольное участие пациентов в работе под-
тверждалось их письменным согласием. Научное ис-
следование одобрено Локальным этическим комите-
том ГБУЗ МО МОНИКИ им. М. Ф. Владимирского.

Статистический анализ результатов осуществляли 
с использованием модулей описательной статистики, 
дисперсионного анализа в программе Statistica 12.0 
(StatSoft, США). Для сравнения показателей четырех 
групп применяли непараметрический критерий Кра-
скела–Уоллиса, для попарного сравнения критерий 
Манна-Уитни. Количественные результаты представ-
ляли в виде медианы и межквартильного диапазона. 

Результаты и обсуждение. Результаты лаборатор-
ных показателей биологических сред полости рта у 
пациентов клинических групп представлены в табл. 2. 

У здоровых лиц контрольной группы в десневой 
жидкости содержание провоспалительного цитоки-
на ИЛ-6 было незначительно и составило 0,2 пг/мл с 
межквартильным диапазоном 0,1-0,5 пг/мл. У пациен-
тов основной группы при ХГП после перенесенного 
COVID-19 концентрация ИЛ-6 в содержимом ПК воз-
росла по отношению к контролю в 38 раз (р<0,001) 
до 7,6 пг/мл и превышала уровень исследуемого ци-
токина как при ХГП в 1-й группе сравнения (медиана 
4,3 пг/мл), так и после COVID-19 (медиана 3,1 пг/мл) 
во 2-й группе сравнения. При COVID-19 повышение 

Т а б л и ц а  1
Характеристики возраста и пола у пациентов исследуемых групп

Показатель

Основная группа 
(ХГП+

COVID-19)
(n=108)

1-я группа сравнения 
(ХГП)
(n=71)

2-я группа сравнения 
(COVID-19)

(n=33)

Контрольная группа 
(здоровые лица)

(n=32)
р

Возраст, годы
Me [25-75]

57,8
[50,3-65,4]

61,3
[53,6-64,9]

56,2
[51,4-63,8]

55,1
[51,2-60,4]

>0,05

Мужчины, абс. (%) 63 (58,3%) 43 (60,6%) 19 (57,6%) 18 (56,3%) >0,05
Женщины, абс. (%) 45 (41,7%) 28 (39,4%) 14 (42,4%) 14 (43,7%) >0,05

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: Ме – медиана, [25-75] – межквартильный диапазон.
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ИЛ-6 в крови ассоциировалось с тяжелым течением 
заболевания, неблагоприятными исходами, вплоть до 
летального [9]. Обращает на себя внимание факт, что 
через 3-6 месяцев после перенесенного COVID-19 кон-
центрация ИЛ-6 в десневой жидкости по сравнению с 
контролем продолжала быть повышенной. Сочетание 
COVID-19 и ХГП сопровождалось повышением кон-
центрации ИЛ-6 в экссудате ПК. С ИЛ-6 связывают 
целый комплекс иммуновоспалительных реакций, к 
которым можно отнести стимуляцию синтеза белков 
острой фазы воспаления, активацию Т-хелперов Th17, 
что способствует переходу от врожденной системы за-
щиты при внедрении инфекционных возбудителей к 
адаптивной, синтез антител В-лимфоцитами, регуля-
цию антиинфекционного иммунитета за счет угнете-
ния Т-регуляторных клеток [10]. Одним из биологиче-
ских эффектов ИЛ-6 является стимуляция процессов 
остеорезорбции за счет активации остеокластов [11]. 
Избыточное накопление ИЛ-6 в экссудате ПК может 
способствовать активации остеодеструктивных про-
цессов, что приводит к усилению остеодеструкции и 
углублению ПК. У пациентов основной группы при 
ХГП после перенесенного COVID-19 уровень КЩФ в 
смешанной слюне возрос в 3,2 раза по отношению к 
контролю (р<0,001), превышал содержание остеомар-
кера в двух группах сравнения. Данное обстоятельство 
свидетельствовало об активации у пациентов основ-
ной группы костного метаболизма на фоне возросшего 
уровня медиатора воспаления ИЛ-6. 

Один из противовоспалительных механизмов 
ТФР-b1 реализуется посредством угнетения экспрес-
сии Toll-подобных рецепторов, в частности, TLR4. Как 
известно, TLR4 связывают липополисахариды грамо-
трицательных бактерий и способствуют их внедрению 
в ткани. При усилении экспрессии гена 
TLR4 происходит активация синтеза и вы-
броса провоспалительных цитокинов [12]. 
Существует обратная связь между экспрес-
сией ТФР-b1 и RANKL, а также интерлей-
кина-17 [13]. Выявлено, что снижение син-
теза ТФР-b1 приводит к гиперэкспрессии 
RANKL, что запускает остеокластическую 
резорбцию костной ткани альвеолярной 
кости при пародонтите [14]. Нами в иссле-
довании установлено, что у больных при 
ХГП после перенесенного COVID-19 кон-
центрация ТФР-b1 в содержимом пародон-
тального кармана возросла по отношению 
к контролю в 4,2 раза (р<0,001), но по отно-
шению к уровню в 1-й и 2-й группах срав-

нения была статистически значимо ниже (р<0,001). 
Данное обстоятельство также способствовало актива-
ции остеодеструктивных процессов и углублению ПК. 

Среди больных основной группы по выписному 
эпикризу после госпитального лечения COVID-19 
уточняли наличие иммуносупрессивной терапии 
(ИСТ) и ее разновидности. Из 108 больных основной 
группы у 35 (32,4%) иммуносупрессивная терапия 
при лечении COVID-19 отсутствовала. У 32 (29,6%) 
больных в качестве иммунодепрессантов применяли 
дексаметазон, у 24 (22,2%) больных антитела к ИЛ-6 
(тоцилизумаб, левилимаб) и у 17 (15,7%) пациентов 
– ингибиторы сигнального пути JAK-STAT (бари-
цитиниб). Далее анализировали цитокиновый состав 
экссудата ПК и концентрацию КЩФ смешанной слю-
ны в зависимости от особенностей иммуномодулиру-
ющего лечения COVID-19 (табл. 3).

При отсутствии иммуносупрессивной терапии в 
пародонтальном экссудате у пациентов выявлены са-
мые высокие уровни как провоспалительного медиа-
тора ИЛ-6 (медиана 9,7 пг/мл), так и противовоспали-
тельного цитокина ТФР-b1 (медиана 4261 пг/мл), что 
с одной стороны свидетельствовало об определенном 
паритете, однонаправленности изменения цитокинов, 
а с другой – указывало на высокую выраженность им-
муновоспалительных реакций в пародонте. При при-
менении глюкокортикоидной терапии содержание 
ИЛ-6 в содержимом ПК снижалось, но возросший 
уровень КЩФ в слюне свидетельствовал о высокой 
интенсивности костного метаболизма и активности 
остеодеструктивных процессов. Самый низкий уро-
вень КЩФ, косвенно свидетельствующий о высокой 
минерализации костной ткани и отсутствии костного 
ремоделирования альвеолярных отростков челюстей 

 Т а б л и ц а  2 
Цитокиновый состав экссудата ПК и десневой жидкости, концентрация КЩФ смешанной слюны у пациентов клинических групп 

Показатель
Основная группа 

(ХГП+COVID-19) (n=108)
Me [25-75]

1-я группа сравнения 
(ХГП) (n=71)

Me [25-75]

2-я группа сравнения 
(COVID-19) (n=33)

Me [25-75]

Контрольная группа  
(здоровые лица) (n=32)

Me [25-75]
р

ИЛ-6, пг/мл 7,6 [5,2-11,4] 4,3 [2,1-7,5] 3,1 [2,5-5,6] 0,2 [0,1-0,5] <0,001
ТФР-b1, пг/мл 1783 [2627-9026] 3192 [2452-6028] 2317 [1182-4982] 421 [276-627] <0,001

КЩФ, Ед/мл 76,4 [62,4-85,3] 64,8 [51,8-71,3] 41,6 [33,6-52,3] 24,2 [20,2-28,7] <0,001

 Т а б л и ц а  3 
Цитокиновый состав экссудата ПК, концентрация КЩФ смешанной слюны у 

пациентов основной группы с учетом терапии COVID-19

Показатель

Основная группа (ХГП+COVID-19) (n=108)
Me [25-75]

р
ИСТ-
(n=35)

ИСТ+  
дексаметазон

(n=32)

ИСТ+
Антицитокины

(n=24)

ИСТ+
ингибиторы
JAK-STAT

(n=17)

ИЛ-6,  
пг/мл

9,7
[7,5-11,3]

5,7
[4,6-6,9]

7,4
[5,5-8,7]

2,2
[1,3-4,0]

<0,001

ТФР-b1, 
пг/мл

4261
[4392-6981]

3829
[3287-6082]

3026
[2178-4926]

1135
[984-1785]

<0,001

КЩФ,  
Ед/мл

67,1
[61,3-79,5]

99,5
[86,4-116,7]

33,2
[26,8-39,7]

61,7
[50,2-73,8]

<0,001
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наблюдали при применении антицитокиновой терапии 
антагонистами рецепторов ИЛ-6. Содержание ИЛ-6 
после применения антицитокиновой терапии хоть и 
оставалось повышенным, но объяснялось тем, что пре-
параты блокировали рецепторы ИЛ-6, но не влияли на 
его содержание. Повышенный уровень ИЛ-6 в экссуда-
те ПК, вероятно, объяснял и повышенное содержание 
изучаемого ростового фактора. При использовании 
ингибиторов сигнального пути JAK-STAT отмечалось 
резкое снижение ИЛ-6 и ТФР-b1 в содержимом ПК, 
что свидетельствовало о резком подавлении активно-
сти иммуновоспалительных процессов в пародонте. 
Но активность местного костного метаболизма при 
применении ингибиторов сигнального пути JAK-STAT 
не изменялась по сравнению с больными, у которых 
иммуносупрессивная терапия отсутствовала. 

Итак, для ингибиторов сигнального пути JAK-
STAT установлена наибольшая эффективность в от-
ношении ограничения иммуновоспалительных ре-
акций в полости рта при ХГП, а снижение костного 
ремоделирования в большей мере наблюдалось при 
использовании антагонистов рецепторов ИЛ-6. При 
применении дексаметазона резко возрастала интен-
сивность остеорезорбции, что может способствовать 
прогрессированию остеодеструкции и углублению 
пародонтальных карманов. Использование лекар-
ственных препаратов, ингибирующих активность ци-
токина ИЛ-6 и JAK-STAT сигнальный путь, перспек-
тивно при обострении хронического пародонтита как 
в отношении ограничения местного воспаления, так 
и в отношении регуляции костного ремоделирования. 
Установленные механизмы влияния системно при-
меняемых иммуносупрессоров могут стать толчком в 
развитии местной иммунотерапии при лечении хро-
нического генерализованного пародонтита, направ-
ленной на ограничение ИЛ-6 и его модулирующего 
влияния на костное ремоделирование.

Выводы:
1. При обострении ХГП после перенесенного 

COVID-19 цитокиновый состав содержимого паро-
донтальных карманов и особенности костного мета-
болизма в полости рта зависят от наличия и вида ис-
пользуемой иммуносупрессивной терапии.

2. При использовании в лечении COVID-19 декса-
метазона на фоне снижения ИЛ-6 в пародонтальном 
экссудате наблюдается выраженная активация кост-
ного метаболизма с повышением костного изомера 
щелочной фосфатазы в смешанной слюне.

3. Эффективное угнетение иммуновоспалитель-
ных реакций в полости рта наблюдается при исполь-
зовании в лечении COVID-19 ингибиторов сигналь-
ного пути JAK-STAT.

4. При применении антагонистов к рецепторам 
ИЛ-6 у больных COVID-19, последующее определе-
ние в экссудате пародонтальных карманов концен-
трации ИЛ-6, не отражает активности иммуновоспа-
лительных реакций, но сопровождается снижением 
активности остеодеструктивных процессов. 

5. Отсутствие иммуносупрессивной терапии при 
лечении COVID-19 сопровождается резким повы-
шением ИЛ-6 и ТФР-b1 в пародонтальном экссудате, 

активацией костного метаболизма, что способствует 
обострению хронического генерализованного паро-
донтита на постковидном этапе. 
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ВЛИЯНИЕ СПОСОБА ОКРАШИВАНИЯ НА РЕЗУЛЬТАТЫ ЦИТОЛОГИЧЕСКОГО 
ИССЛЕДОВАНИЯ ЭПИТЕЛИЯ ШЕЙКИ МАТКИ

1 БУЗ ВО «Воронежская городская клиническая поликлиника № 18» Минздрава РФ, 394074, Воронеж, Россия; 
2 ФГБОУ ВО «Воронежский государственный университет» Министерства науки и высшего образования РФ,  
394018, Воронеж, Россия

Целью работы явилось исследование влияния окрашивания азур-эозином по Романовскому или гематоксилин-эозином пре-
паратов многослойного плоского неороговевающего и цилиндрического эпителия шейки матки на выявляемость аберра-
ций и точность результатов. Обследованы 20 женщин 20-35 лет с воспалением шейки матки и эрозией, одними родами, 
отсутствием медицинских абортов и выкидышей в анамнезе, проживающих в районе г. Воронежа, прикрепленном к 
БУЗ ВО «ВГКП № 18». Цитологический материал от каждой обследуемой распределяли на 2 стекла, одно окрашивали 
азур-эозином, второе – гематоксилин-эозином и микроскопировали. Регистрировали клетки с одним или несколькими 
микроядрами, протрузиями, двумя или несколькими ядрами, ядрами атипичной формы, конденсированным хроматином 
и вакуолизацией ядра, апоптозными тельцами, липидными гранулами и гранулами гликогена, одной или несколькими на-
сечками (перетяжками), перинуклеарными вакуолями, конденсированным хроматином, кариорексисом, кариопикнозом, 
кариолизисом и суммарную долю клеток с нарушениями. Вычисляли частоту встречаемости клеток с определенными 
аномалиями (‰). Для многослойного плоского неороговевающего эпителия, окрашенного гематоксилин-эозином или азур-
эозином, были получены сходные результаты встречаемости большинства типов аномалий кроме апоптозных телец, 
которые чаще обнаруживали при использовании азур-эозина, и липидных гранул и гранул гликогена, которые чаще вы-
являли при окрашивании гематоксилин-эозином. Цилиндрический эпителий оказался более чувствительным к выбору кра-
сителя: при использовании азур-эозина ядра с насечками, атипичной формы, перинуклеарными вакуолями, конденсацией 
хроматина, вакуолизированные, с началом кариолизиса, клетки с гранулами липидов и гликогена выявляли чаще, чем при 
применении гематоксилин-эозина. Тип красителя не оказывал существенного влияния на точность результатов. В целом 
азур-эозин по Романовскому представляется более предпочтительным для окрашивания клеток эпителия шейки матки. 
Различия результатов анализа, связанные с использованием определенного типа красителя, необходимо учитывать при 
проведении скрининговых исследований и постановке диагноза.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  многослойный плоский неороговевающий эпителий; цилиндрический эпителий; аномалии ядра; 
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Krysalova T.I.1, 2, Kalaeva E.A.1, Kalaev V.N.1, Ignatova I.V.1

THE INFLUENCE OF THE METHOD OF STAINING ON THE RESULTS OF CYTOLOGICAL STUDY  
OF THE CERVICAL EPITHELIUM
1 Voronezh City Clinical Polyclinic No. 18 Ministry of Health of the Russian Federation, 394074, Voronezh, Russia; 
2 Voronezh State University Ministry of Science and Higher Education of the Russian Federation, 394018, Voronezh, Russia
The aim of the work was to study the effect of staining with azure-eosin according to Romanovsky or hematoxylin-eosin of 
preparations of stratified squamous nonkeratinizing and cylindrical epithelium of the cervix on the detection of aberrations and 
the accuracy of the results. We examined 20 women aged 20-35 years with cervical inflammation and erosion, one childbirth, 
no medical abortions and miscarriages in history, living in the area of Voronezh, attached to the polyclinic No. 18. Cytological 
material from each subject was distributed on two slides, one was stained with azure-eosin, the second – with hematoxylin-eosin. 
Cells with micronuclei, protrusions, nuclei, atypically shaped nuclei, condensed chromatin, nuclear vacuolization, apoptotic 
bodies, lipid and glycogen granules, notches, perinuclear vacuoles, condensed chromatin, karyorrhexis, karyopyknosis, 
karyolysis and the total proportion of cells with disorders were registrated. The frequency of occurrence of cells with certain 
anomalies (‰) was calculated. For stratified squamous nonkeratinized epithelium stained with hematoxylin-eosin or azure-
eosin, similar results were obtained, except for apoptotic bodies, which were more often when using azure-eosin, and lipid and 
glycogen granules, which were more often with hematoxylin-eosin. Cylindrical epithelium turned out to be more sensitive to 
the choice of dye: when using azure-eosin, nuclei with notches, atypical shape, perinuclear vacuoles, chromatin condensation, 
vacuolated, karyolysis, lipid and glycogen granules were detected more often than when using hematoxylin-eosin. The type of 
dye did not significantly affect the results accuracy. In general, azure-eosin seems to be more preferable for staining cervical 
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epithelial cells. Differences in the results of the analysis must be taken into account when conducting screening studies and 
making a diagnosis.

K e y  w o r d s :  stratified squamous nonkeratinized epithelium; cylindrical epithelium; nucleus anomalies; azure-eosin according 
to Romanovsky-Giemsa, hematoxylin-eosin.
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Введение. Молекулярные методы диагностики по-
степенно вытесняют цитологические из протоколов 
скрининга, однако цитологическое исследование от-
носится к основным методам диагностики состояния 
шейки матки [1-4]. Цитологический анализ не только 
является основой ранней диагностики злокачествен-
ных новообразований и предопухолевых трансфор-
маций, но и позволяет обнаружить косвенные при-
знаки HPV-инфекции, HSV-инфекцию, Cytomega-
lovirus и другую фоновую патологию шейки матки 
[5-6]. В последние десятилетия ведется интенсивная 
разработка методов раннего выявления и диагности-
ки диспластических состояний, рака шейки матки [7-
11] и атипии железистого эпителия [12-14], активно 
дорабатывается классификация Bethesda для церви-
кальной жидкостной цитологии [15-17]. Разные авто-
ры и лаборатории проводят исследования с исполь-
зованием различных ядерных красителей, что может 
отразиться на результатах выявляемости отдельных 
патологий [18-20]. Влияние красителей на частоту 
встречаемости клеток с нарушениями было описано 
рядом авторов. Так, Т.С. Колмаковой  и соавт. [21] бы-
ло изучено влияние клеточных красителей на частоту 
встречаемости аберрантных клеток, микроядер, фе-
номена «разбитого яйца», кариопикноза, кариорекси-
са, двуядерных клеток, амитоза, лизиса. В.Н. Калаев и 
соавт. [22, 23] показали, что оптимальным красителем 
для выявления ядерных аномалий в клетках буккаль-
ного эпителия человека является азур-эозин по Рома-
новскому – Гимзе. И.В. Юрасова и соавт. [24] отме-
чали неодинаковое качество окрашивания ядерного 
и стромального компонентов при использовании раз-
ных красителей. Однако, В.И. Новик [25] указывал, 
что при проведении плоидометрических измерений 
на препаратах эпителия шейки матки, окрашенных 
гематоксилин-эозином и переокрашенных по Фельге-
ну, результаты совпадают. В России во многих цито-
логических лабораториях основным способом окра-
шивания микропрепаратов является азур-эозин по 
Романовскому и гематоксилин-эозин. Преимущества 
окрашивания азур-эозином по Романовскому описа-
ны в работах некоторых авторов [7, 26, 27]. В рабо-

те И.П. Шабаловой [5] отмечено, что у окрашивания 
азур-эозином по Романовскому и гематоксилин-эози-
ном есть как свои преимущества, так и недостатки. 
Рекомендации по окрашиванию цитологических пре-
паратов в РФ отражены в ГОСТ Р 57005-2016 и ГОСТ 
Р 1.0-2012. Однако в проанализированной нами лите-
ратуре не обнаружено данных о влиянии окрашива-
ния азур-эозином по Романовскому и гематоксилин-
эозином на частоту выявления клеток с аномалиями и 
на точность полученных результатов.

В связи с этим целью нашей работы был сравни-
тельный анализ встречаемости аберрантных клеток в 
многослойном плоском неороговевающем эпителии 
и цилиндрическом эпителии шейки матки при окра-
шивании азур-эозином по Романовскому и гематокси-
лин-эозином. Решение этой задачи позволит выбирать 
оптимальный способ окрашивания для выявления кле-
точных и ядерных аномалий в эпителиальных клетках.

Материал и методы. Сбор и анализ материала 
для исследования проводили на базе БУЗ ВО «ВГКП 
№ 18». Были обследованы 20 женщин 1988-1997 го-
да рождения. Критериями включения в группу были: 
возраст 20-35 лет, наличие воспаления шейки матки 
и эрозии, в анамнезе одни роды, отсутствие абортов, 
выкидышей, проживание в районе г. Воронежа, терри-
ториально прикрепленном к БУЗ ВО «ВГКП № 18». 
Забор материала производили в середине менструаль-
ного цикла. От всех пациенток было получено добро-
вольное, информированное согласие на обследование.

Перед получением материала шейку матки обна-
жали в зеркалах, никаких манипуляций не произво-
дили: шейку ничем не смазывали, слизь не удаляли 
или, если слизи много, удаляли ее частично тампо-
ном, не надавливая на шейку. Щетку вводили в на-
ружный зев шейки матки, осторожно направляя цен-
тральную часть щетки по оси цервикального канала. 
Затем щетку-наконечник поворачивали на 360° по 
часовой стрелке от 3-х до 5-ти раз, для получения до-
статочного количества клеток с эктоцервикса, эндо-
цервикса и зоны трансформации. Щетки выводили и 
распределяли материал тонким слоем по предметно-
му стеклу. Параметры стандартного нанесения мазка: 
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вающего эпителия и 20 000 клеток цилиндрического 
эпителия). Для каждого микропрепарата вычисляли 
частоту встречаемости клеток с аномалиями ядра в 
многослойном плоском неороговевающем эпителии и 
цилиндрическом эпителии как отношение числа кле-
ток с той или иной аберрацией к общему числу про-
анализированных клеток (‰).

Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием программы Stadia 7.0 Professional 
(InCo, Россия). Группировку данных и их обработку 
осуществляли согласно рекомендациям [30]. Вычис-
ляли среднее, медиану, ошибку среднего, определяли 
95-% доверительный интервал среднего. Сравнение 
выборок проводили с использованием непараметри-
ческого критерия Ван–дер–Вардена, так как распре-
деление частот встречаемости аберрантных клеток 
не подчинялось нормальному закону. Сравнение 
разбросов значений выборок осуществляли с ис-
пользованием критерия Ансари-Бредли. Сравнение 
частот встречаемости отдельных типов аномалий в 
спектре нарушений осуществляли с использованием 
Z-аппроксимации для критерия равенства частот. Ну-
левую гипотезу отвергали при p<0,05.

Результаты. Препараты лучшего качества полу-
чали при применении азур-эозина по Романовскому – 
Гимзе: окрашивание было однородным, насыщенным 
и глубоким; клетки имели четкие края; просматри-
валась структура хроматина, детали строения ядра 
и цитоплазмы; в цитоплазме клеток были отчетливо 
видны секреторные гранулы, микроядра; слизь окра-
шивалась в розовый цвет (рис. 1, а, б, рис. 2); при на-
личии идентифицировалась бактериальная флора и 
простейшие.

В препаратах многослойного плоского неорогове-
вающего эпителия при окрашивании азур-эозином по 
Романовскому и гематоксилин-эозином были обна-
ружены следующие клеточные формы: клетка с нор-
мальным ядром, клетка с микроядром (рис. 3), клет-
ка с несколькими микроядрами (рис. 4), ядро с про-
трузией, ядро с несколькими протрузиями, клетка с 
микроядрами и протрузиями, двуядерная клетка, ядро 
с насечкой (перетяжкой), ядро с несколькими насеч-
ками (перетяжками), ядро атипичной формы, ядро с 
перинуклеарными вакуолями, ядро с конденсирован-
ным хроматином, клетка с конденсированным хрома-
тином и вакуолизированным ядром, кариорексис, ка-

начало мазка на расстоянии 1–1,5 см от узкого края 
предметного стекла, конец – на расстоянии 2–2,5 см 
от противоположного края. У каждой женщины бра-
ли анализ на два стекла. После нанесения клеточный 
материал высушивали на воздухе (сухая фиксация) 
и затем окрашивали: одно стекло по Романовскому 
(азур-эозиновой смесью) [28], а второе – гематокси-
лин-эозином [28, 29]. Анализ препаратов осущест-
вляли на микроскопе Микмед–6 (ЛОМО, Россия). 
Фотографии делали при помощи цифровой камеры 
Leica DFC 295 (Leica Microsystems AG, Германия). 
На каждом препарате анализировали не менее 1000 
клеток многослойного плоского неороговевающего 
эпителия и 500 клеток цилиндрического эпителия. 
Всего было проанализировано 40 микропрепаратов 
(40 000 клеток многослойного плоского неорогове-

Рис. 1. Поверхностные клетки многослойного плоского неороговевающего эпителия. Окрашивание азур-эозином по Романов-
скому. а – Ув. х1000, масляная иммерсия; б – Ув. х400.

Рис. 2. Клетки цилиндрического эпителия. Окрашивание азур-
эозином по Романовскому. Ув. х1000 (масляная иммерсия).

Рис. 3. Поверхностная клетка многослойного плоского нео-
роговевающего эпителия с микроядром (отмечено стрелкой). 
Окрашивание гематоксилин-эозином. Ув. х1000 (масляная 
иммерсия).

а б
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риопикноз, начало кариолизиса, ядро с апоптозными 
тельцами, клетка с липидными гранулами и гранула-
ми гликогена в цитоплазме. 

Частота встречаемости клеток с ядерными ано-
малиями в многослойном плоском неороговеваю-
щем эпителии шейки матки представлена в табл. 1. 
При окрашивании азур-эозином по Романовскому 
в микропрепаратах чаще выявляли клетки с апоп-
тозными тельцами (р<0,01), а при окрашивании 
гематоксилин-эозином – клетки с липидными гра-
нулами и гранулами гликогена (р<0,001). Различий 
между частотой встречаемости остальных типов 
аберраций в образцах, окрашенных азур-эозином и 
гематоксилин-эозином, не было выявлено.

Коэффициенты вариации частоты встречаемости 
клеток с микроядрами и протрузиями при окраши-
вании гематоксилин-эозином и азур-эозином по Ро-
мановскому достоверно различались (р<0,05). Для 
остальных видов клеточных аномалий различий ко-
эффициентов вариации выявлено не было (табл. 1).

Спектры ядерных аберраций в клетках многослой-
ного плоского неороговевающего эпителия шейки 
матки при различных способах окрашивания пред-
ставлены в табл. 2. Наиболее распространенным на-
рушением, обнаруживаемым  при окрашивании как 
азур-эозином, так и гематоксилин-эозином, были 
ядра с кариопикнозом (32,41 и 30,19 %, соответствен-
но, различия достоверны, р<0,001). Следующими по 
частоте встречаемости нарушениями были: конденса-
ция хроматина, апоптозные тельца, конденсация хро-
матина и вакуолизированное ядро, липидные гранулы 
и гранулы гликогена в цитоплазме.

В цилиндрическом эпителии шейки матки при 
окрашивании азур-эозином по Романовскому и гема-
токсилин-эозином были выявлены следующие кле-
точные формы: клетки с нормальными ядрами (рис. 
5), клетка с микроядром (рис. 6), ядро с протрузиями, 
многоядерная клетка, ядро с насечками (перетяжка-
ми), ядро атипичной формы, ядро с перинуклеарны-
ми вакуолями, ядро с краевой конденсацией хрома-
тина, ядро с конденсированным хроматином, клетка 
с конденсированным хроматином и вакуолизирован-
ным ядром, начало кариолизиса, кариопикноз, клетка 
с гранулами секрета в цитоплазме.

Частота встречаемости клеток с ядерными ано-
малиями в цилиндрическом эпителии шейки матки 
представлена в табл. 3. При окрашивании азур-эози-
ном по Романовскому чаще, чем при окрашивании 
гематоксилин-эозином выявляли клетки с ядром ати-
пичной формы (р<0,05); ядром с насечками (р<0,05); 
конденсированным хроматином и вакуолизацией ядра 
(р<0,05); началом кариолизиса (р<0,05); гранулами 
секрета (р<0,05). Суммарно доля клеток с нарушени-
ями была также выше при окрашивании азур-эозином 
по Романовскому (р<0,001). 

Различия коэффициентов вариации при использо-
вании разных способов окрашивания были выявле-
ны для следующих показателей: ядра с протрузиями, 
многоядерные клетки, ядра с насечками (см. табл. 3).

Спектры аномалий ядра в клетках цилиндриче-
ского эпителия шейки матки, выявляемых при окра-
шивании азур-эозином и гематоксилин-эозином, 
представлены в табл. 4. При окрашивании по Рома-
новскому-Гимза в спектре преобладали клетки с кон-
денсированным хроматином и вакуолизацией ядра, с 
конденсированным хроматином, с гранулами секрета 
в цитоплазме. При окрашивании препаратов цилин-
дрического эпителия шейки матки гематоксилин-эо-
зином в спектре нарушений превалировали клетки с 
ядром с конденсированным хроматином, с конденси-
рованным хроматином и вакуолизацией ядра, с ядром 
атипичной формы.

Различия в спектрах встречаемости нарушений 
в клетках цилиндрического эпителия шейки мат-
ки при различных способах окрашивания отмечены 

Рис. 4. Клетка многослойного плоского неороговевающего 
эпителия с несколькими микроядрами. Окрашивание гема-
токсилин-эозином. Ув. х1000 (масляная иммерсия).

Рис. 5. Клетка цилиндрического эпителия с нормальным 
ядром. Окрашивание гематоксилин-эозином. Ув. х1000 (мас-
ляная иммерсия). 

Рис. 6. Микроядро (отмечено стрелкой) в клетке цилиндри-
ческого эпителия. Окрашивание гематоксилин-эозином.  
Ув. х1000 (масляная иммерсия).
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Т а б л и ц а  1
Частота встречаемости клеток с аномалиями в многослойном плоском неороговевающем эпителии шейки матки  

при различных способах окрашивания

Типы клеточных нарушений
Окраска азур-эозином по Романовскому-Гимзе (n=20) Окраска гематоксилин-эозином (n=20)

Х±m, ‰, Me, 95% CI CV, % Х±m, ‰, Me, 95% CI CV, %

Клетка с микроядром 5,00 ± 1,21
2,50

2,49 – 7,51

108,40 5,50 ± 0,98
4,00

3,47 – 7,53

79,64

Клетка с несколькими микроядрами 0,80 ± 0,34
0

0,09 – 1,51

192,50 0,75 ± 0,38
0

0 – 1,54

228,00

Ядро с протрузией 8,35 ± 1,13
9,00

6,02 – 10,68

60,48 7,65 ± 1,18
7,50

5,22 – 10,08

68,76

Ядро с несколькими протрузиями 1,75 ± 0,78
0,50

0,14 – 3,36

199,43 1,75 ± 0,73
0

0,24 – 3,26

186,28

Клетка с микроядрами и протрузиями 0,65 ± 0,38
0

0 – 1,43

260,00 0,70 ± 0,37
0

0 – 1,47

237,14*

Двуядерная клетка 0,90 ± 0,27
0

0,34 – 1,46

134,44 00,60 ± 0,27
0

0,03 – 1,17

205,00

Ядро с насечкой (перетяжкой) 0,85 ± 0,30
0

0,23 – 1,47

158,82 0,60 ± 0,22
0

0,14 – 1,06

165,00

Ядро с несколькими насечками (перетяжками) 0,10 ± 0,07
0

0 – 0,24

310,00 не обнаружено –

Ядро атипичной формы 5,40 ± 1,61
3,00

2,07 – 8,73

133,33 4,50 ± 1,38
1,00

1,65 – 6,15

136,89

Ядро с перинуклеарными вакуолями 2,40 ± 1,01
0

0,29 – 4,51

190,00 2,05 ± 0,65
0,50

0,70 – 3,40

141,95

Ядро с конденсированным хроматином 103,70 ± 14,38
87,00

77,56 – 137,04

59,93 105,20 ± 21,97
92,50

59,76 – 150,64

93,40

Клетка с конденсированным хроматином и 
вакуолизацией ядра

37,90 ± 6,10
25,00

25,29 – 50,51

71,93 40,90 ± 9,78
25,00

20,67 – 61,13

106,94

Кариорексис 4,65 ± 3,16
0

0 – 11,18

303,44 5,05 ± 3,26
0

0 – 11,80

288,91

Кариопикноз 140,40 ± 30,05
92,00

78,25 – 202,55

95,73 115,30 ± 22,27
79,00

69,25 – 161,35

86,36

Начало кариолизиса 28,20 ± 7,60
15,00

12,48 – 43,92

120,53 26,40 ± 5,86
15,50

14,29 – 38,51

99,24

Апоптозные тельца 85,35 ± 25,67
56,00**

32,25 – 138,45

134,50 59,4 5± 18,24
28,00

21,73 – 97,71

137,21

Клетка с липидными гранулами и гранулами 
гликогена

3,15 ± 1,54
0***

0 – 6,33

218,41 5,35 ± 2,13
0,50

0,95 – 9,75

177,76

Доля клеток с нарушениями 376,30 ± 30,66
353,50

312,90 – 439,70

36,43 381,70 ± 33,54
371,00

312,34 – 451,06

39,30

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 – 4: n – число проанализированных микропрепаратов; различия между способами окрашивания достовер-
ны: * – р<0,05; ** – р<0,01; *** – р<0,001.
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Т а б л и ц а  2
Спектры ядерных аберраций в многослойном плоском неороговевающем эпителии шейки матки, выявляемых при различных 

способах окрашивания

Типы ядерных аномалий, % Окраска азур-эозином  
по Романовскому-Гимзе (n=20)

Окраска  
гематоксилин-эозином (n=20) 

Клетка с микроядром 1,15 1,44

Клетка с несколькими микроядрами 0,18 0,20

Ядро с протрузией 1,93 2,00

Ядро с несколькими протрузиями 0,40 0,46

Клетка с микроядрами и протрузиями 0,15 0,18

Двуядерная клетка 0,21 0,16

Ядро с насечкой (перетяжкой) 0,20 0,16

Ядро с несколькими насечками (перетяжками) 0,02 –

Ядро атипичной формы 1,25 1,18

Ядро с перинуклеарными вакуолями 0,55 0,54

Ядро с конденсированным хроматином 24,77 27,56***

Клетка с конденсированным хроматином и вакуолизацией ядра 8,75 10,71***

Кариорексис 1,07 1,32

Кариопикноз 32,41 30,19***

Начало кариолизиса 6,51 6,92

Апоптозные тельца 19,71 15,57***

Клетка с липидными гранулами и гранулами гликогена 0,73 1,40***

Всего клеток с нарушениями 8661 7634

Т а б л и ц а  3
Частота встречаемости клеток с аномалиями в цилиндрическом эпителии шейки матки при различных способах окрашивания

Типы клеточных нарушений
Окрашивание азур-эозином по Романовскому-Гимзе (n=20) Окраска гематоксилин-эозином (n=20)

Х±m, ‰, Me, (95% CI) CV, % Х±m, ‰, Me, (95% CI) CV, %

Микроядро 1,60 ± 0,47
0

0,62 – 2,58

131,87 1,40 ± 0,48
0

0,40 – 2,40

154,28

Ядро с протрузиями 32,70 ± 3,23
34,00

26,03 – 39,37

44,13 32,10 ± 2,10
32,00

27,76 -36,44

29,25*

Многоядерная клетка 0,90 ± 0,45
0

0 – 1,82

222,22 0,40 ± 0,23
0

0 – 0,88

262,50***

Ядро с насечками (перетяжками) 29,20 ± 2,32
28,00*

24,33 – 34,07

36,06 23,70 ± 1,56
25,00

20,48 – 26,92

29,41**

Ядро атипичной формы 51,80 ± 9,74
40,00*

31,64 – 71,96

84,15 41,00 ± 10,87
25,00

18,53 – 63,47

118,51

Ядро с перинуклеарными  
вакуолями

14,40 ± 2,85
10,00

8,50 – 20,30

88,61 9,70 ± 1,31
10,00

6,99 – 12,41

60,31

Ядро с краевой конденсацией 
хроматина

7,80 ± 2,21
5,00

3,23 – 12,37

126,67 6,50 ± 2,80
4,00

0,71 – 12,29

196,46

Ядро с конденсированным  
хроматином

221,00 ± 44,97
135,00

127,99 – 314,01

90,99 220,00 ± 47,32
105,00

122,13 – 317,87

96,18

Продолжение табл. 3 см. 221. 
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по следующим типам аномалий: ядро с протрузия-
ми (р<0,01), ядро с конденсированным хроматином 
(р<0,001), клетки с гранулами секрета (р<0,01). 

Обсуждение. При окрашивании многослойного 
плоского неороговевающего эпителия шейки матки 
гематоксилин-эозином и азур-эозином по Романовско-
му – Гимзе были получены сходные значения встре-
чаемости большинства типов аномалий. Исключение 
составили клетки с апоптозными тельцами, которые 
чаще обнаруживали при использовании азур-эозина 
по Романовскому, и клетки с липидными гранулами 
и гранулами гликогена, которые чаще выявляли при 
окрашивании гематоксилин-эозином. Разброс резуль-
татов определения частоты встречаемости клеток с 
микроядрами и протрузиями в многослойном пло-
ском неороговевающем эпителии был немного ниже 
при использовании гематоксилин-эозина; для осталь-
ных аномалий различий в разбросах не было выявле-
но. При окрашивании клеток цилиндрического эпите-
лия азур-эозином по Романовскому было обнаруже-

но большее количество нарушений: чаще выявляли 
клетки с ядром с насечками (перетяжками), ядрами 
атипичной формы, перинуклеарными вакуолями, на-
чалом кариолизиса, гранулами секрета в цитоплазме. 
Точность определения частот встречаемости ядерных 
протрузий и ядер с насечками была выше при исполь-
зовании гематоксилин-эозина. Таким образом, цилин-
дрический эпителий оказался более чувствительным 
к выбору красителя, чем многослойный плоский не-
ороговевающий эпителий, так как при использовании 
азур-эозина ряд клеточных патологий выявлялся ча-
ще, чем при применении гематоксилин-эозина. При 
этом тип красителя не оказывал существенного вли-
яния на точность результатов. В целом, по нашему 
мнению, окраска азур-эозином по Романовскому бо-
лее предпочтительна для окрашивания клеток много-
слойного плоского неороговевающего и цилиндриче-
ского эпителия шейки матки. Этот краситель позво-
ляет получить более четко и контрастно окрашенные 
микропрепараты, выявить большее количество нару-

Типы клеточных нарушений
Окрашивание азур-эозином по Романовскому-Гимзе (n=20) Окраска гематоксилин-эозином (n=20)

Х±m, ‰, Me, (95% CI) CV, % Х±m, ‰, Me, (95% CI) CV, %

Клетка с конденсированным 
хроматином и вакуолизацией 
ядра

290,50 ± 35,09
290,00*

217,93 – 363,07

54,01 219,00 ± 35,58
200,00

145,40 – 292,60

72,65

Начало кариолизиса 17,80 ± 0,90
17,00*

15,93 – 19,67

22,75 12,90 ± 0,77
13,00

11,30 – 14,50

26,82

Кариопикноз 5,10 ± 0,49
6,00

4,08 – 6,12

43,14 5,40 ± 0,33
6,00

4,72 – 6,08

27,04

Клетка с гранулами секрета 79,80 ± 10,45
68,00*

58,18 – 101,42

58,58 16,70± 2,04
15,00

12,47 – 20,93

54,73

Доля клеток с нарушениями 752,60 ± 61,31
707,00***

625,80 – 879,40

36,43 588,80 ± 58,34
562,00

468,10 – 709,50

44,31

Т а б л и ц а  4
Спектры клеточных нарушений в цилиндрическом эпителии шейки матки, выявляемых при различных способах окрашивания

Виды ядерных патологий, % Окрашивание азур-эозином  
по Романовскому (n=20)

Окрашивание  
гематоксилин-эозином (n=20)

Клетка с микроядром 0,21 0,24

Ядро с протрузиями 4,34 5,45**

Многоядерная клетка 0,12 0,07

Ядро с насечками (перетяжками) 3,88 4,02

Ядро атипичной формы 6,88 6,96

Ядро с перинуклеарными вакуолями 1,91 1,65

Ядро с краевой конденсацией хроматина 1,04 1,10

Ядро с конденсированным хроматином 29,36 37,36***

Клетка с конденсированным хроматином и вакуолизацией ядра 38,60 37,19

Начало кариолизиса 2,36 2,19

Кариопикноз 0,68 0,92

Клетка с гранулами секрета 10,60 2,84***

Всего клеток с нарушениями 7526 5888
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шений и более полно раскрыть их спектр. Различия 
результатов микроядерного анализа, связанные с ис-
пользованием того или иного способа окрашивания, 
необходимо учитывать при проведении скрининго-
вых исследований и при постановке диагноза.
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ственного набора реагентов для выявления и видовой дифференциации вирусов герпеса человека 6А и 6В методом ПЦР 
(ГК «Алкор Био», г. Санкт-Петербург). Изучены образцы биологического материала 239 детей и взрослых с острой и 
латентной ВГЧ-6А/В-инфекцией и подозрением на хромосомно-интегрированный ВГЧ-6А/В-статус. Для подтвержде-
ния результатов дифференциации использовали параллельное тестирование образцов с помощью двух альтернативных 
методик и секвенирование. Дополнительно проведена апробация на панели контрольных образцов ДНК ВГЧ-6А/В.  Видо-
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Since 2012, human herpes virus 6 (HHV-6) was divided into two different species (HHV-6A and HHV-6B). These variants have 
various geographical predominance and clinical manifestation, but there is no enough data about prevalence of HHV-6 species 
in Russia. The aim of our study was to test a novel PCR set of reagents for HHV-6A/B detection and differentiation, designed and 
manufactured by the “Alkor Bio” company.  239 patients with acute or latent HHV-6A/B-infection or iciHHV-6A/B were tested by 
novel PCR set of reagents and in parallel by two other reference PCR test systems and sequencing. All tested samples were typed 
as HHV-6B. Novel PCR set of reagents showed 100% analytical specificity and full concordance with two other reference PCR 
test systems and Sanger sequencing. The novel PCR set of reagents from “Alkor Bio” company for HHV-6A and HHV-6B species 
detection and differentiation can be used both for diagnostics and in epidemiological studies.
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Вирус герпеса человека 6 (ВГЧ-6) идентифициро-
ван в 1986 г. [1]. Уже через несколько лет были выяв-
лены новые штаммы этого же вируса, имеющие зна-
чимые молекулярно-биологически отличия. В 1992 г. 
предложено разделить ВГЧ-6 на два варианта А и В. 
Эти два варианта in vitro демонстрируют различия по 
тропизму к Т-клеткам, особенностям иммунологиче-
ского ответа и последовательности ДНК [2, 3]. В виду 
отсутствия сведений о межвидовой рекомбинации ви-
руса герпеса человека 6А (ВГЧ-6А) и вируса герпеса 
человека 6В (ВГЧ-6В), сделан вывод, что они зани-
мают разные экологические ниши [4]. Согласно но-
вой международной классификации, принятой в 2012 
году, ВГЧ-6А и ВГЧ-6В являются самостоятельными 
таксономическими единицами [5, 6].

ВГЧ-6А и ВГЧ-6В – ДНК–содержащие вирусы, 
принадлежащие семейству Herpesviridae, подсемей-
ству Betaherpesvirinae, роду Roseolovirus. ВГЧ-6А и 
ВГЧ-6В различаются по последовательности нукле-
отидов, особенностям культивирования, эпидемио-
логическим данным. Нуклеотидные последователь-
ности ВГЧ-6А и ВГЧ-6В совпадают в 75–95% в за-
висимости от сравниваемого гена. Кроме того, ряд 
исследований продемонстрировал различия процесса 
сплайсинга и регуляции транскрипции [7]. Имеют ме-
сто географические различия в распространенности 
ВГЧ-6А и ВГЧ-6В, хотя возможна и одновременная 
циркуляция обоих видов на одной территории [8, 9]. 

ВГЧ-6В значительно чаще, чем ВГЧ-6А, вызывает 
острую инфекцию у детей (внезапная экзантема, ли-
хорадка без сыпи), а также ассоциирован с фебриль-
ными судорогами и височной эпилепсией. К тому же 
ВГЧ-6В, в отличие от ВГЧ-6А, резистентен к проти-
вовирусному действию альфа- и бета-интерферонов 
[10]. ВГЧ-6А чаще выявляется у взрослых людей с 
хроническими заболеваниями [11]. Несмотря на то, 
что оба вируса являются нейротропными, ВГЧ-6А 
оказывает более серьезное воздействие на организм 
человека [12] и встречается чаще, чем ВГЧ-6В, при 
рассеянном склерозе и ромбэнцефалите [13].

В зарубежной литературе представлены данные 
о способности реактивации обоих вариантов после 
трансплантации гемопоэтических стволовых клеток 
[14] и органов [15]. Помимо этого, ВГЧ-6А и ВГЧ-

6В могут интегрироваться в субтеломерную/теломер-
ную область хромосом человека и передаваться по 
наследству (хромосомно-интегрированный ВГЧ-6А 
(хиВГЧ-6А), хромосомно-интегрированный ВГЧ-6В 
(хиВГЧ-6В)) [16].

Как ВГЧ-6А, так и ВГЧ-6В, тропны к CD4+-
лимфоцитам [17]. В отличие от ВГЧ-6В, ВГЧ-6А 
способен инфицировать также CD8+-лимфоциты и 
натуральные киллеры [18]. Кроме того, он успеш-
но реплицируется в нейральных стволовых клетках, 
а также в клетках-предшественниках астроцитов и 
олигодендроцитов [19]. Вирусы используют разные 
клеточные рецепторы для проникновения: ВГЧ-6А – 
CD46, ВГЧ-6В – CD134 [20, 21]. Эти различия могут 
объяснять различную их тропность к тканям и отли-
чающийся спектр патологии.

Таким образом, продолжают накапливаться новые 
сведения о различиях между ВГЧ-6А и ВГЧ-6В. 

На текущий момент используемые традиционные 
иммунохимические методы, направленные на выяв-
ление и количественное определение вирусоспеци-
фических антител, не способны различить ВГЧ-6А и 
ВГЧ-6В. Для научных целей создана мультиплексная 
методика, позволяющая провести дифференциацию 
антител класса G к антигенам ВГЧ-6А и ВГЧ-6В [22]. 
Но чаще для дифференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В ис-
пользуются молекулярно-генетические методы: ПЦР 
и секвенирование (определение последовательностей 
нуклеотидов нуклеиновой кислоты). 

Известен способ дифференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-
6В (JP2003135100 (A), 2003-05-13) на основе разницы 
длин амплифицируемых фрагментов для различных 
подтипов с последующей электрофоретической де-
текцией. Для анализа выбран ген U89/90, отличаю-
щийся наличием инсерций размером 108 и 228 п.н. 
для ВГЧ-6В относительно ВГЧ-6А. Недостатком 
способа является использование для анализа электро-
форетической детекции и вариабельность размеров 
инсерций [23].

Более перспективными для использования яв-
ляются методики на основе ПЦР с флуоресцентной 
детекцией результатов анализа в режиме «реального 
времени» для которых задача по дифференциации 
ВГЧ-6А и ВГЧ-6В может быть сведена к определе-
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При апробации разработчиками набора реаген-
тов проведено изучение влияния исходной концен-
трации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В в тестируемом образце на 
получаемые результаты ПЦР-анализа. Исследование 
проводили с использованием стандартных образцов 
предприятия (СОП). В качестве высококонцентри-
рованной матрицы использовали СОП с Cq=20±2, 
а низкоконцентрированной – Cq=30±2. Для каждой 
комбинации концентраций ДНК вирусов тестирова-
ние проводилось в 8 повторениях. Схема эксперимен-
та представлена в табл. 1.

Аналитическую специфичность оценили при тести-
ровании образцов геномной ДНК человека и панели 
ДНК следующих микроорганизмов: Human alphaher-
pesvirus 1, Human alphaherpesvirus 2, Human alphaher-
pesvirus 3, Human gammaherpesvirus 4, Human betaher-
pesvirus 5, Human betaherpesvirus 7. Кроме того, оцени-
ли in silico методом выравнивания последовательности 
целевого специфического участка с ДНК Trichomonas 
vaginalis, Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila 
psittaci, Neisseria gonorrhoeae, Toxoplasma gondii, 
Mycoplasma sp., Ureaplasma sp., Candida albicans, 
Enterococcus faecalis, Gardnerella vaginalis, 
Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilu.

На первом этапе доклинических испытаний раз-
работанного набора реагентов в ФБУН НИИ эпи-
демиологии и микробиологии им. Пастера (НИИ-
ЭМ им. Пастера) исследованы 239 образцов ДНК, 
экстрагированных из образцов плазмы (n=124) или 
сыворотки (n=40) или лейкоцитов (n=5) венозной 
крови детей с острой ВГЧ-6А/В-инфекцией, полу-
ченных в Детской городской клинической больни-
це им. Н.Ф. Филатова (ДГКБ № 5), НИИ детской 
онкологии, гематологии и трансплантологии им. 
Р.М. Горбачевой (НИИ ДОГиТ); ногтевых пластин 
(n=22) пациентов с подозрением на хиВГЧ-6А/В–
статус, собранных в ДГКБ № 5 и амбулаторно; 
слюны (n=48) детей и взрослых с латентной ВГЧ-
6А/В–инфекцией, наблюдавшихся амбулаторно в 
Санкт-Петербурге. 

Протокол исследования был одобрен Этическим 
комитетом ПСПбГМУ им. акад. И. П. Павлова. До-
бровольное информированное согласие родителей 
получали в момент госпитализации ребенка.

нию однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП), по-
зволяющих специфично различать указанные виды.

Потребность в быстрых, производительных, не-
дорогих тестах для анализа ОНП привело к бурному 
развитию различных методов для дискриминации 
аллельных вариантов: на основе лигирования [24], 
масс-спектроскопии [25]; ДНК-микрочипа [26]; ана-
лиза длин рестрикционных фрагментов [27]; зондов 
типа TaqMan [28]; анализа кривой плавления [29] и 
др. Наиболее распространенной за счет высокой чув-
ствительности, специфичности и надежности интер-
претации результатов является технология TaqMan.

Отсутствие в России зарегистрированных наборов 
реагентов для дифференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В до 
настоящего времени не позволяло изучить соотноше-
ние видов в популяции ВГЧ-6. 

Целью нашей работы явилась апробация и про-
ведение доклинических испытаний набора реагентов 
для обнаружения и видовой дифференциации ВГЧ-
6А и ВГЧ-6В на основе метода ПЦР.

Материал и методы.  Разработка набора ре-
агентов осуществлена в ГК «Алкор Био», Санкт-
Петербург. Техническим результатом изобретения 
является способ определения ВГЧ-6А и ВГЧ-6В на 
основе технологии TaqMan. При использовании за-
явленного способа исследования могут проводиться 
в одной пробирке на амплификаторах с тремя кана-
лами детекции [30]. Определение ВГЧ-6А и ВГЧ-6В 
осуществляется по фрагменту последовательности 
гена U67, содержащей два ОНП, что позволяет диф-
ференцировать виды. В качестве внутреннего эндо-
генного контроля используется фрагмент ДНК гена 
B2M (beta-2-microglobulin). Амплификация ДНК гена 
B2M не конкурирует с определением ВГЧ-6А, ВГЧ-
6B и позволяет по значениям пороговых циклов Cq 
контролировать преаналитический и аналитический 
этапы исследования. В процессе амплификации про-
исходит специфическое связывание и последующее 
расщепление соответствующих зондов, в результате 
чего повышается уровень флуоресценции, который 
фиксируется детектором амплификатора в режиме 
«реального времени» одновременно по каналам: HEX 
– для ВГЧ-6А, ROX – ВГЧ-6В и FAM – B2M.

Последовательности специфических праймеров и 
зондов, используемых для видовой дифференциации 
вирусов и детекции внутреннего эндогенного контро-
ля описаны в патенте [30]. 

Состав реакционной смеси (V=30 мкл): 50 mM 
Tris-SO4, pH 8,0; 10 mM (NH4)2SO4; 3,5 mM MgCl2; 
30 mM KCl; 0,01 % Tween-20; по 0,25 mM каждо-
го dNTP; по 3 pM праймеров и по 1,5 pM зондов; 
2,5 е.а. TaqM ДНК-полимеразы производства ООО 
«Компания Алкор Био» (Россия) и 5 мкл ДНК вы-
деленной из биологического образца.

Параметры циклирования: «горячий старт» в тече-
ние 15 мин при 950С; 45 циклов в режиме 950С в течение 
10 с, 600С в течение 20 с с детекцией флуоресцентного 
сигнала для флуорофоров FAM, HEX и ROX. Поста-
новку ПЦР проводили на термоциклере для амплифи-
кации нуклеиновых кислот «CFX96 Touch» («Bio-Rad 
Laboratories, Inc.», США, № ФСЗ 2008/03399).

Т а б л и ц а  1
 Схема эксперимента по исследованию взаимного  

ингибирования двух выявляемых специфических мишеней 
(ДНК ВГЧ-6А и ДНК ВГЧ-6В)

№ образца
п/п ДНК ВГЧ-6А ДНК ВГЧ-6В

1 Высокая  
концентрация СОП

Высокая концентрация 
СОП

2 Высокая  
концентрация СОП

Низкая концентрация СОП

3 Низкая  
концентрация СОП

Высокая концентрация 
СОП

4 Низкая  
концентрация СОП

Низкая концентрация СОП
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На втором этапе работы выполнено параллельное 
тестирование 120 биологических образцов плазмы 
венозной крови детей из вышеописанной выборки с 
выявленным ВГЧ-6А/В с использованием двух аль-
тернативных референсных систем на основе техноло-
гии TaqMan: согласно описанию, представленному в 
патенте CN103820574B к гену U38 [31] и по J. Yavar-
ian и соавт. [32] к гену U41.

Дополнительно, для подтверждения полученных 
результатов проведено секвенирование по Сэнгеру 
49 образцов фрагмента гена U86 длиной 547 п.н., 
который идентичен между ВГЧ-6А и ВГЧ-6В менее 
чем на 70% и у ВГЧ-6А несет делецию длиной 15 
п.н. [33]. Результаты секвенирования сравнивались 
с референсными последовательностями HHV-6A 
NC_001664 и HHV-6B NC_000898.

На заключительном этапе проведена апробация 
отечественного набора реагентов для видовой диф-
ференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В методом ПЦР на 
панели контрольных образцов ДНК ВГЧ-6А/В, раз-
работанной в отделе молекулярной диагностики и 
эпидемиологии ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Ро-
спотребнадзора (Москва).

Контрольная панель включала в себя 12 зашифро-
ванных образцов: 10 положительных и 2 отрицатель-
ных. Положительные образцы представляли собой 
препараты очищенной ДНК клинических изолятов 
ВГЧ-6А или ВГЧ-6В, выделенных от пациентов с 
хиВГЧ-6А, хиВГЧ-6В или больных ВЭ. Отрицатель-
ные – препараты очищенной ДНК, экстрагирован-
ной из биологического материала, не содержащего 
ВГЧ-6А/В. Все образцы ДНК были выделены с по-
мощью комплекта реагентов «РИБО-преп» (ФБУН 
ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора). Количе-
ственное определение ДНК ВГЧ-6А/В выполняли 
методом ПЦР-РВ с использованием набора реагентов 
«АмплиСенс®HHV6-скрин-титр-FL» (ФБУН ЦНИИ 
эпидемиологии Роспотребнадзора). Постановку и ана-
лиз результатов амплификации проводили на приборе 
с системой детекции флуоресцентного сигнала в ре-
жиме «реального времени» «Rotor-Gene Q», «Qiagen 
GmbH», Германия). Видовую принадлежность уста-
навливали на основании анализа данных, полученных 
методом массового параллельного секвенирования 
(«MiSeq», Illumina, США), описанных ранее [34, 35]. 

Расшифровку панели контрольных образцов ДНК 
ВГЧ-6А/В осуществляли в НИИЭМ им. Пастера. 
Идентификацию ДНК в анализируемых образцах 
проводили методом ПЦР-РВ с использованием раз-
работанного набора реагентов (ГК «Алкор Био»). 
Постановку ПЦР проводили на термоциклере для 
амплификации нуклеиновых кислот «CFX96 Touch» 
(Bio-Rad Laboratories, Inc., США). 

Результаты. В ходе апробации разработанного 
набора реагентов установлено, что видовая диффе-
ренциация ВГЧ-6А и ВГЧ-6В происходит независимо 
от исходных концентраций ДНК вирусов в исследуе-
мом образце. На рисунке  представлены кривые флу-
оресценции в соответствии с табл. 1.

При тестировании образцов ДНК человека и пане-
ли ДНК 6 микроорганизмов (Human alphaherpesvirus 

1, Human alphaherpesvirus 2, Human alphaherpesvirus 
3, Human gammaherpesvirus 4, Human betaherpesvirus 
5, Human betaherpesvirus 7) неспецифических реакций 
не обнаружено. По результатам анализа in silico отсут-
ствуют неспецифические реакции с ДНК Trichomonas 
vaginalis, Chlamydophila pneumoniae, Chlamydophila 
psittaci, Neisseria gonorrhoeae, Toxoplasma gondii, 
Mycoplasma sp., Ureaplasma sp., Candida albicans, 
Enterococcus faecalis, Gardnerella vaginalis, 
Staphylococcus aureus, Lactobacillus acidophilu.

В рамках доклинических испытаний отечественного 
набора реагентов для видовой дифференциации ВГЧ-
6А и ВГЧ-6В в ДГКБ№ 5 в обследование были включе-
ны 166 больных (88 мальчиков, 78 девочек) в возрасте от 
9 дней до 33 месяцев жизни (средний возраст – 10,5±0,6 
месяцев) с острой ВГЧ-6А/В-инфекцией. 

Проанализированы особенности клинического 
анализа крови у детей с острой ВГЧ-6А/В-инфекцией. 
У большинства обследованных он характеризовался 
нормальным содержанием лейкоцитов (53,6%) или 
лейкопенией (20,5%), также была типична нейтропе-
ния и/или лимфоцитопения (суммарно 57% больных). 
Лейкоцитоз не был характерен для острой ВГЧ-6А/В-
инфекции и встречался в 4,8% случаях при наличии 
сопутствующих заболеваний.

На основании выявленных симптомов и данных 
лабораторного обследования у 150 пациентов был вы-
ставлен диагноз внезапной экзантемы (ВЭ). ВЭ была 
типичной (3-4 суток высокая температура тела с после-
дующим появлением типичной пятнисто-папулезной 
сыпи) у большинства пациентов (92%). У 8% детей ВЭ 
была атипичной – сыпь появлялась после однократно-
го подъема температуры тела выше 38° С или через 2-3 
дня субфебрильной температуры. Фебрильные судоро-
ги на фоне ВЭ были у 13 пациентов (7,8%).

У девяти детей была лихорадка без сыпи (ЛС). ЛС 
характеризовалась подъемом температуры тела в те-
чение 3–4 суток, но после ее нормализации сыпи не 
регистрировалось. 

У пяти новорожденных детей была сыпь без ли-
хорадки. В двух случаях сыпь была яркой, похожей 
на многоформную крапивницу, описанной рядом ав-
торов [36] и послужила основной причиной госпита-
лизации, в остальных – пятнисто-папулезной. Сыпь 
проходила бесследно в течение нескольких дней. У 
двух обследованных новорожденных детей не было 
ни лихорадки, ни сыпи. 

У трети пациентов с острой ВГЧ-6А/В-инфекцией 
заболевание манифестировало на фоне острого респи-
раторного заболевания (ОРВИ, бронхиты, бронхиоли-
ты, пневмонии) – 34 пациента (20%), острых кишечных 
инфекций (в основном ротавирусной природы – 22 па-
циента (13%)). У 10 пациентов (6%) была клиническая 
картина мононуклеозоподобного синдрома. 

ДНК ВГЧ-6В была определена у всех пациентов 
(n=166) с ВЭ, ЛС, мононуклеозоподобным синдромом.

Среди пациентов НИИ ДОГиТ острая ВГЧ-6В-
инфекция была выявлена у трех детей. Больные бы-
ли обследованы до и после трансплантации гемопо-
этических стволовых клеток (ТГСК) в динамике на 
14, 28, 30 день (табл. 2).
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У одного пациента произошла реактивация ВГЧ-
6В на 14-й день после ТГСК. Во втором случае острая 
первичная инфекция, вызванная ВГЧ-6В, зареги-
стрирована на 24 день. У третьего больного первич-
ная ВГЧ-6В-инфекция выявлена на 30-й день после 
ТГСК. У всех пациентов после ТГСК клиническими 
проявлениями острого инфекционного процесса бы-
ли лихорадка и нейтропения.

В слюне 48 больных (от 1 года жизни до 54 лет), 
наблюдавшихся у инфекциониста в амбулаторном 
центре НИИЭМ им. Пастера, был также выделен 
ВГЧ-6В. Основными причинами обследования на 
ВГЧ-6А/В пациентов были синдром хронической 

усталости, частые и длительные респираторные забо-
левания, рецидивирующие герпетические инфекции, 
подозрение на иммунодефицитное состояние. 

Кроме этого, ВГЧ-6В был выделен из образцов 
ногтевых пластин 22 пациентов и их ближайших род-
ственников с подозрением на хиВГЧ-6А/В–статус. 
Поиск производился как у пациентов ДГКБ № 5 с вы-
сокой вирусной нагрузкой в плазме венозной крови, 
так и у пациентов, обратившихся амбулаторно [37].

Таким образом, во всех 239 образцах биологическо-
го материала, исследованных на первом этапе доклини-
ческих испытаний разработанного набора реагентов, у 
детей и взрослых с различными диагнозами, с острой и 

Кривые флуоресценции при исследовании влияния амплификации ДНК вирусов ВГЧ-6А и ВГЧ-6В в различной концентрации 
друг на друга.
а – высокая вирусная нагрузка вирусов ВГЧ-6A и ВГЧ-6В; б – высокая вирусная нагрузка вируса ВГЧ-6A при низкой ВГЧ-6В; в – высокая вирусная 
нагрузка вируса ВГЧ-6В при низкой ВГЧ-6А; г – низкая вирусная нагрузка вирусов ВГЧ-6A и ВГЧ-6В.
Кружками  обозначены кривые флуоресценции по каналу HEX (ВГЧ-6A), треугольниками -  кривые флуоресценции, соответствующие каналу ROX 
(ВГЧ-6В).

Т а б л и ц а  2
 Диагнозы и вид ТГСК у пациентов НИИ ДОГиТ

№ п/п Возраст, годы Пол Диагноз Вид и характеристики ТГСК

1 5 лет М Острый миелоидный лейкоз, М5, первично рези-
стентное течение

Аллогенная неродственная 
КМ*

РИК**

2 14 мес Ж Врожденный острый лимфобластный лейкоз Гаплоидентичная 
КМ МАК**

3 5 лет М Вторичный  острый миелоидный лейкоз Аллогенная неродственная
КМ МАК

П р и м е ч а н и е . * - Источник ТГСК (трансплантации гемопоэтических стволовых клеток) – КМ – костный мозг; ** - различия в режимах 
кондиционирования – МАК – миелоаблативный, РИК – режим кондиционирования со сниженной токсичностью.

а

в

б

г
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27 (46%) детей был выявлен ВГЧ-6А, ВГЧ-6В – у 31 
(53%), у одного пациента вид не определен [39]. Для 
видовой дифференциации использована методика, 
описанная J.Yavarian и соавт. [32]. 

В других исследованиях определение уникально-
го вида ВГЧ-6А или ВГЧ-6В у пациентов с хиВГЧ-
6А/В–статусом осуществлялось при использовании 
метода массового параллельного секвенирования [34, 
35, 40] с целью последующего филогенетического 
анализа. Однако данный метод дорог и не доступен 
для рутинной клинической практики. 

В соответствии с полученным нами в ходе апро-
бации и доклинического испытания разработанного 
набора реагентов результатами ВГЧ-6В превалирует 
у детей с ВГЧ-6А/В–инфекцией в Санкт-Петербурге. 
Изучаемый набор реагентов, разработанный ГК «Ал-
кор Био» (Санкт-Петербург) позволил в кратчайшие 
сроки провести дифференцировку уникальных видов 
ВГЧ-6А/В в условиях стандартной ПЦР-лаборатории.

Выводы
1. Проведены апробация и доклинические испы-

тания отечественного набора реагентов для обнару-
жения и видовой дифференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В 
методом ПЦР (ГК «Алкор Био», Санкт-Петербург) в 
различном биологическом материале (плазма, сыво-
ротка, лейкоциты крови; слюна, ногтевые пластины, 
моча).

2. Установлено, что видовая дифференциация 
ВГЧ-6А и ВГЧ-6В при использовании разработанно-
го набора реагентов происходит независимо от исход-
ных концентраций ДНК вирусов в исследуемом об-
разце. Аналитическая специфичность – 100%.

3. Показана 100% сходимость обнаружения и диф-
ференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В, полученных с по-
мощью изучаемого набора реагентов и двух альтерна-
тивных референсных систем. Результаты подтверж-
дены секвенированием по Сэнгеру. 

латентной инфекцией, вызванной ВГЧ-6А/В, а также с 
подозрением на хиВГЧ-6А/В, определен ВГЧ-6В. 

Параллельное тестирование 120 образцов, экстра-
гированных из плазмы венозной крови, с помощью 
двух альтернативных референсных систем и фило-
генетический анализ результатов секвенировании по 
Сэнгеру 49 образцов ДНК подтвердили, что во всех 
образцах обнаружена ДНК ВГЧ-6В.

Результаты апробации набора реагентов для ви-
довой дифференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В методом 
ПЦР на панели контрольных образцов ДНК ВГЧ-
6А/В (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзо-
ра), полученные на заключительном этапе исследова-
ния, представлены в табл. 3. Среди зашифрованных 
образцов контрольной панели были определены: в 
двух случаях ДНК ВГЧ-6B, восьми – ДНК ВГЧ-6А, 
двух – ДНК вирусов не обнаружена. Как видно из 
табл. 3, расхождений в полученных данных с разра-
ботчиком контрольной панели не выявлено.

Обсуждение. До сих пор значительное число 
представленных эпидемиологических и клинических 
исследований не разграничивают ВГЧ-6А и ВГЧ-6В, 
что ведет к получению недостоверных данных об 
этих различных уникальных видах. 

В клинической практике определение видов ВГЧ-
6А и ВГЧ-6В важно. Например, показано, что выяв-
ление ВГЧ-6А чаще всего свидетельствует о наследу-
емой хромосомной интеграции – хиВГЧ-6А–статусе 
пациента, не требующем назначения противовирус-
ной терапии [38]. 

Существуют только единичные отечественные 
исследования, посвященные изучению ВГЧ-6А и 
ВГЧ-6В. Так, при обследовании в Московском реги-
оне образцов крови 59 детей в возрасте от 1 года до 
10 лет с установленной инфекцией, вызванной ВГЧ-
6А/В (клинически здоровыми были 14 человек, с про-
явлениями острой респираторной инфекции – 45) у 

Т а б л и ц а  3
Сопоставление результатов тестирования образцов контрольной панели

№ образца
п/п

Биологический
материал

Заданные параметры
(ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора)

Полученные результаты
(НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера)

Вид
микроорганизма

Концентрация,
(копий ДНК/мл)

Вид
микроорганизма

1 Моча ВГЧ-6А 2,0х103 ВГЧ-6А

2 Плазма крови Отсутствует – Отсутствует

3 Плазма крови ВГЧ-6А 3,3х104 ВГЧ-6А

4 Плазма крови ВГЧ-6А 8,5х104 ВГЧ-6А

5 Плазма крови ВГЧ-6А 2,2х105 ВГЧ-6А

6 Моча ВГЧ-6В 6,9х104 ВГЧ-6В

7 Моча ВГЧ-6В 1,6х104 ВГЧ-6В

8 Плазма крови ВГЧ-6А 7,5х103 ВГЧ-6А

9 Плазма крови ВГЧ-6А 1,7х104 ВГЧ-6А

10 Плазма крови Отсутствует – Отсутствует

11 Плазма крови ВГЧ-6А 3,6х104 ВГЧ-6А

12 Плазма крови ВГЧ-6А 1,6х105 ВГЧ-6А
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4. Разработанный набор реагентов позволил про-
вести идентификацию ДНК ВГЧ-6A и ВГЧ-6B и по-
казал 100% совпадение результатов при тестировании 
панели контрольных образцов ДНК ВГЧ-6А/В (ФБУН 
ЦНИИ эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва).

5. Отечественный набор реагентов для выявления 
и видовой дифференциации ВГЧ-6А и ВГЧ-6В мето-
дом ПЦР может быть использован как для диагности-
ки, так и в эпидемиологических исследованиях.
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КЛИНИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ ДОМИНИРУЮЩИХ РОДОВ РЕЗИДЕНТНОГО 
МИКРОБИОМА ОПУХОЛЕЙ ПОЧКИ

ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохина» Минздрава РФ, 115522, 
Москва, Россия 

Исследование посвящено изучению клинической значимости резидентного микробиома опухолей почки различных гисто-
логических типов. С помощью метагеномного секвенирования проведен анализ 30 образцов почечно-клеточного рака. Вы-
явлено 8 типов и 94 рода микроорганизмов. Наибольшее число выявленных таксонов наблюдали в образцах папиллярного 
рака почки. Статистически значимое различие отмечено только для бактерий рода Phyllobacterium, относительное 
содержание которых более 1% имело тенденцию к благоприятному прогнозу заболевания в случае папиллярных опухолей. 
Дополнительно проведен корреляционный анализ между содержанием 20 доминирующих родов бактерий и клиническими 
характеристиками опухоли. Показано, что для светлоклеточного почечно-клеточного рака содержание бактерий рода 
Staphylococcus прямо коррелировало с экспрессией iNOS и общей выживаемостью пациентов. Полученные данные могут 
указывать на благоприятное влияние опухоль-специфического воспаления в прогнозе светлоклеточного почечно-клеточ-
ного рака и необходимость учитывать данные факторы при персонализированном подходе к проведению терапии.
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Введение. С появлением данных о присутствии 
микроорганизмов в различных тканях и органах че-
ловека, наряду с доказанной ролью микробиома ки-
шечника и H. pylori в патогенезе онкологических 
заболеваний, роль микробиома в процессе развития 
и прогрессии опухоли активно изучается. Стоит от-
метить, что воздействие микробиома может быть как 
прямым, так и опосредованным. Под прямым воздей-
ствием подразумевается прямой контакт бактерий с 
опухолевыми клетками или клетками микроокруже-
ния. Опосредованным считается, например, влияние 
кишечного микробиома на опухоль другой локализа-
ции. Про опосредованные аспекты микробного вли-
яния известно относительно много, особенно в кон-
тексте иммунотерапии [1, 2], однако механизмы этого 
эффекта охарактеризованы не полностью. Для неко-
торых опухолей описан также резидентный тканевый 
микробиом. Имеются работы, в которых показано, 
что состав резидентного микробиома можно исполь-
зовать в качестве потенциального клинического, диа-
гностического и прогностического маркеров в случа-
ях некоторых опухолей [3, 4]. Для почечно-клеточного 
рака (ПКР) роль резидентного микробиома в патоге-
незе заболевания еще не определена и недостаточно 
описана. В зависимости от своего качественного и ко-
личественного состава, резидентный микробиом мо-
жет оказывать влияние непосредственно как на опу-
холевые клетки, так и на клетки опухолевого микро-
окружения, активируя их цитотоксический фенотип 
и повышая, тем самым, общий воспалительный фон. 
Является ли этот факт благоприятным в прогнозе те-
чения заболевания, или наоборот носит отрицатель-
ный характер, еще предстоит установить. Например, 
показано, что клетки первичной опухоли для облегче-
ния процесса метастазирования снижают экспрессию 
провоспалительных молекул [5], что позволяет пред-
положить благоприятную прогностическую роль ло-

кального внутриопухолевого воспаления. Ранее нами 
показано, что бактериальная нагрузка опухоли может 
иметь благоприятное прогностическое значение при 
высокой экспрессии iNOS опухолевыми клетками не-
мелкоклеточного рака легкого [6]. Для ПКР данных 
о взаимосвязи экспрессии iNOS опухолевыми клетка-
ми и микробиологическим сообществом опухоли не 
представлено. В целом, работ по изучению резидент-
ного микробиома почки представлено крайне мало, 
что подтверждает актуальность данного исследова-
ния. Целью данной работы является изучение кли-
нической и прогностической значимости доминиру-
ющих родов резидентных бактерий опухолей почки 
различных гистологических типов и оценка перспек-
тивы использования их анализа в мониторинге забо-
левания.

Материал и методы. В исследование включены 
образцы опухолей в виде парафиновых блоков от 30 
пациентов с ПКР различных гистологических типов, 
полученных от пациентов, проходивших обследова-
ние и лечение в ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр онкологии им. Н.Н. Блохи-
на» Минздрава России. Все процедуры, выполненные 
в исследовании с участием больных и здоровых доно-
ров, соответствуют этическим стандартам этического 
комитета организации и Хельсинкской декларации 
1964 г. и ее последующим изменениям или сопоста-
вимым нормам этики. От каждого из включенных в 
исследование участника получено информированное 
добровольное согласие. Клинический диагноз у всех 
пациентов подтвержден данными морфологического 
исследования опухоли согласно Международной ги-
стологической классификации опухолей почки (ВОЗ, 
2016). Описание исследованной выборки представле-
но в табл. 1.

Оценку опухоль-ассоциированного воспаления 
проводили методом иммуногистохимии по стандарт-
ной методике с использованием антител к anti-iNOS 
(clone SP126; Sigma-Aldrich, USA).

ДНК библиотеки для секвенирования гена 16S 
были приготовлены согласно протоколу Illumina 
(https://support.illumina.com/documents/documenta-
tion/chemistry_documentation/16s/16s-metagenomic-
library-prep-guide-15044223-b.pdf) с использованием 
праймеров к V3 и V4 региону гена рибосомальной 
рРНК [7]. Библиотеки были секвенированы при по-
мощи MiSeq (Illumina) с использованием набора 
MiSeq Reagent Kit v3. Секвенирование проводили 
на базе Центра коллективного пользования научным 
оборудованием «Персистенция микроорганизмов» 
(ЦКП ИКВС УрО РАН).

При проведении исследования на каждом этапе 
были использованы соответствующие отрицательные 
контроли (в том числе, парафин, воздух и инструмен-
ты) для выявления и предотвращения возможной кон-
таминации. 

Полученные данные обрабатывали с помощью 
программы GraphPad Prizm 9.0. Для сравнения по-
казателей и анализа их взаимосвязей использовали 
непараметрический критерий Краскела-Уоллиса и ко-
эффициент ранговой корреляции Спирмена. Различия 

Т а б л и ц а  1
Клинико-морфологические характеристики больных ПКР

Показатели Число случаев, абс(%)

Возраст, годы (среднее±SD) 60,2±11,2

Пол:
Мужчины
Женщины

16 (53)
14 (47)

Гистология:
скПКР
папПКР
хрПКР

10 (33,3)
10 (33,3)
10 (33,3)

Стадия:
I-II
III-IV

19 (63)
11 (37)

Размер опухоли:
T1-T2
T3-T4

16 (53)
14 (47)

Наличие регионарных метастазов (N): 
 N0
 N+

29 (97)
1 (3)

Выживаемость, месяцы (среднее±SD) 69,14±38,6
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и корреляции считали статистически значимыми при 
p<0,05.

Результаты и обсуждение. Анализ состава ми-
кробного сообщества опухолей почки различных 
гистологических типов проведен посредством ме-
тагеномного секвенирования. В состав выборки для 
проведения секвенирования входило 10 образцов 
светлоклеточного ПКР (скПКР), 10 образцов папил-
лярного ПКР (папПКР) и 10 образцов хромофобного 
ПКР (хрПКР). Анализ таксономического состава ми-
кробного сообщества тканей опухолей почки выявил 
наличие 8 типов и 94 родов.

Стоит отметить, что различные гистологические 
типы отличались по количеству выявленных типов 
микроорганизмов. Так, наибольшее число типов было 
выявлено в образцах скПКР и папПКР, в то время как 
наименьшее число типов в образцах хрПКР. Самыми 
распространенными типами выявленных микроорга-
низмов во всех вариантах опухолей почки были Acti-
nobacteria, Proteobacteria и Firmicutes.

Показано, что различные гистологические типы 
опухолей отличались по своему таксономическому 
разнообразию на уровне родов. Наибольшее число 
таксонов было выявлено в образцах папиллярного ра-
ка, в то время как наименьшее в образцах хрПКР. Для 
проведения дальнейшего анализа были выбраны по 
20 доминирующих родов, характерных для каждого 
гистологического типа опухоли. Данные представле-
ны в табл. 2.

Как видно из представленных данных, различные 
гистологические типы опухолей почки отличаются 
по составу резидентного микробиома, однако стати-
стически значимые различия наблюдали только для 
бактерий рода Phyllobacterium, наибольшее содержа-
ние которых характерно для папиллярных опухолей. 
Данные представлены на рисунке, а,б.

Показано, что высокое содержание бактерий ро-
да Phyllobacterium ассоциировано с более благо-
приятным прогнозом заболевания, однако данные 
не достигли статистической значимости и требуют 
подтверждения на более широкой выборке. Однако 
выявленная закономерность, безусловно, заслужива-
ет внимания при разработке дополнительных инстру-
ментов дифференциальной диагностики и прогности-
ческих критериев.

На следующем этапе работы провели анализ 
оценки опухоль-ассоциированного воспаления пу-
тем оценки экспрессии индуцибельной  NO-синтазы 
(iNOS) в опухолевых клетках методом иммуногисто-
химии. Экспрессию iNOS выявили в 5-ти исследо-
ванных образцах, из которых 3 относились к группе 
папиллярных и 2 к группе светлоклеточных опухо-
лей. Индуцибельная NO-синтаза (iNOS) является од-
ним из ферментов, который регулирует превращение 
аминокислоты L-аргинина в эндогенный оксид азота 
(NO). Функция NO в канцерогенезе многогранна, по-
скольку он может как способствовать, так и препят-
ствовать прогрессии опухолей в зависимости от раз-

Т а б л и ц а  2
Доминирующие роды резидентного микробиома опухолей почки различных гистологических типов

Светлоклеточный ПКР Папиллярный ПКР Хромофобный ПКР

Род % Род % Род %

Cutibacterium 10,90 Cutibacterium 13,52 Escherichia_Shigella 14,28

Sphingomonas 7,57 Corynebacterium 9,16 Novosphingobium 12,35

Roseomonas 6,33 Escherichia_Shigella 5,95 Cutibacterium 9,22

Staphylococcus 5,91 Clavibacter 5,41 Psychrobacter 7,14

Mesomycoplasma 4,82 Enhydrobacter 4,50 Lactococcus 5,44

Massilia 4,54 Phyllobacterium 3,97 Acinetobacter 4,75

Escherichia_Shigella 4,34 Mesomycoplasma 3,62 Jeotgalicoccus 4,50

Photobacterium 4,29 Simplicispira 2,75 Corynebacterium 4,19

Lawsonella 4,15 Croceibacterium 2,69 Micrococcus 3,15

Blastocatella 4,15 Pseudomonas 2,51 Brachybacterium 2,77

Streptococcus 3,86 Catonella 1,55 Sphingomonas 2,24

Paracoccus 3,24 Lactococcus 1,53 Tetragenococcus 2,20

Anaerobutyricum 2,97 Pedobacter 1,32 Dermabacter 2,18

Aquicella 2,75 Paracoccus 1,02 Cloacibacterium 1,84

Acinetobacter 2,64 Brevundimonas 1,01 Rothia 1,47

Pseudomonas 2,42 Caulobacter 1,00 Aureimonas 1,28

Simplicispira 2,40 Sphingomonas 1,00 Lactobacillus 1,17

Phyllobacterium 2,25 Streptococcus 0,73 Kocuria 0,95

Neisseria 1,86 Acinetobacter 0,62 Massilia 0,87

Rothia 1,46 Nocardioides 0,51 Brevundimonas 0,69
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личных условий. Ввиду наличия тесной связи между 
процессами хронического воспаления и развития 
онкологических заболеваний, роль iNOS активно ис-
следуют в контексте канцерогенеза. Показано, что 
повышенная экспрессия iNOS ассоциирована с анги-
огенезом, устойчивостью к химиотерапии, метаста-
зированием и иммунной резистентностью некоторых 
злокачественных опухолей. Такая связь обнаружена 
при колоректальном раке, раке молочной железы, 
мочевого пузыря, желудка и меланоме [7-10]. Кроме 
того, в ряде исследований показано, что экспрессия 
iNOS коррелирует с неблагоприятным прогнозом за-
болевания [11-13], однако в целом прогностическое 
значение экспрессии данного белка в опухолях оста-
ется противоречивым. Например, для колоректаль-
ного рака показано, что экспрессия iNOS ассоцииро-
вана с благоприятным прогнозом заболевания [14]. 
Для ПКР практически нет опубликованных данных о 
прогностической значимости данного белка в опухо-
левых клетках, и в проведенном нами исследовании 
он был использован в качестве маркера воспаления.

Далее мы провели корреляционный анализ между 
относительным содержанием бактерий 20 домини-
рующих родов и клинико-морфологическими харак-
теристиками опухоли для каждого гистологического 
типа ПКР. Для хрПКР и папПКР не выявлено зако-
номерностей между содержанием бактерий опреде-
ленных родов и клинико-морфологическими харак-
теристиками опухоли. В случае скПКР показано, что 
содержание бактерий рода Rothia обратно коррелиро-
вало с размером опухоли (r=-0,643; p=0,033). Инте-
ресные закономерности выявлены для бактерий рода 
Staphylococcus, а именно: их содержание прямо кор-
релировало с экспрессией iNOS (r=0,649; p=0,05) и 
общей выживаемостью пациентов (r=0,750; p=0,044). 
Из литературных данных известно, что бактерии рода 
Staphylococcus могут индуцировать экспрессию iNOS 
[15]. Также на клетках почечной карциномы показа-
но, что повышение экспрессии iNOS характеризуется 
противоопухолевыми свойствами, а именно ингиби-

рованием их пролиферации [16]. Полученные нами 
данные косвенно указывают на благоприятное влия-
ние опухоль-специфического воспаления, вызванного 
резидентным опухолевым микробиомом на прогноз 
скПКР. Известно, что различные гистологические 
типы ПКР прогностически отличаются. Так наибо-
лее прогностически неблагоприятным типом опухо-
ли является скПКР, в то время как хрПКР отличается 
более благоприятным прогнозом [17]. Выявленные 
в данном исследовании закономерности, наблюдали 
именно в случае светлоклеточного варианта ПКР, что 
в перспективе может иметь клиническое значение для 
мониторинга динамики развития заболевания и раз-
работки новых подходов к терапии.

Заключение. Данное исследование продемонстри-
ровало, что различные гистологические типы почеч-
но-клеточного рака различаются по таксономическо-
му составу резидентного микробиома, и для некото-
рых типов опухолей это может иметь определенную 
прогностическую значимость. Помимо этого, для 
комплексного анализа стромы опухоли необходимо 
учитывать уровень локального воспаления, так как 
этот факт в совокупности с другими особенностя-
ми может также иметь прогностическую ценность и 
определить стратегию дальнейшей терапии.
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МИКОБИОТА ЗУБНОЙ БЛЯШКИ У ДЕТЕЙ С ЗУБОЧЕЛЮСТНЫМИ АНОМАЛИЯМИ  
ПРИ ОРТОДОНТИЧЕСКОМ ЛЕЧЕНИИ
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В процессе ортодонтического лечения врачу-ортодонту необходимо прогнозировать риск развития осложнений, пред-
упредить их возникновение и разработать необходимые профилактические мероприятия. Возникает необходимость 
проведения этиотропной профилактики с целью коррекции возникающего микробного дисбаланса, при котором проис-
ходит выраженная колонизация биотопа полости рта микро- и микобиотой. Возникает необходимость эффективного 
применения антисептических препаратов у детей, обладающих низкой токсичностью, достаточной степенью адсорб-
ции, широким спектром антибактериального действия, незначительной способностью формирования резистентных 
штаммов микроорганизмов. Цель исследования: изучение видового и количественного состава микобиоты зубной бляшки 
у детей с зубочелюстными аномалиями в процессе ортодонтического лечения и определение чувствительности грибов 
рода Candida к антисептикам. Определена видовая и количественная характеристика грибов рода Candida, входящих в 
состав биотопа зубной бляшки полости рта детей с зубочелюстными аномалиями при ортодонтическом лечении. При 
выделены и идентифицированы грамположительные микроорганизмы родов Streptococcus, Enterococcus, Staphylococ-
cus, Micrococcus, Corynebacterium, Lactobacillus, определена количественная характеристика ассоциантов микробиоты. 
Уровень чувствительности культур Candida albicans, выделенных из биоматериала зубной бляшки к антисептикам по-
казал наибольшую чувствительность к местамидину 0,1% и наименьшую чувствительность к хлоргексидину биглюко-
нат 0,05%, что свидетельствует о необходимости дифференцированного подхода при использовании антисептиков в 
процессе длительного ортодонтического лечения детей с зубочелюстными аномалиями.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  микобиота; грибы; зубная бляшка; чувствительность к антисептическим препаратам; зубоче-
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MYCOBIOTA OF DENTAL PLAQUE IN CHILDREN WITH DENTAL ANOMALIES DURING ORTHODONTIC 
TREATMENT
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In the process of orthodontic treatment, the orthodontist needs to predict the risk of complications, prevent its occurrence and 
develop the necessary preventive measures. there is a need for etiotropic prophylaxis in order to correct the emerging microbial 
imbalance, in which there is a pronounced colonization of the biotope of the oral cavity with micro- and mycobiota. In this 
regard, there is a need for the effective use of antiseptic drugs in children with low toxicity, a sufficient degree of adsorption, a 
wide spectrum of antibacterial action, and a slight ability to form resistant strains of microorganisms. The aim of the study was 
to study the qualitative and quantitative composition of the mycobiota present in the microbiocenosis of dental plaque in children 
with dentoalveolar anomalies during orthodontic treatment and to determine the nature of the sensitivity of yeast-like fungi of the 
genus Candida to antiseptics.
The qualitative and quantitative characteristics of Candida albicans fungi, which are part of the biotope of dental plaque in children 
with dentoalveolar anomalies during orthodontic treatment, were determined. During bacteriological detection, the predominant iso-
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lation of gram-positive microorganisms of the genera Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Micrococcus, Corynebacterium, 
Lactobacillus was identified, and the quantitative characteristics of microbiota associates were determined. The level of sensitivity of 
Candida albicans cultures isolated from dental plaque biomaterial to antiseptics showed the highest sensitivity to mestamidine 0.1% 
and the lowest sensitivity to chlorhexidine bigluconate 0.05%. The results indicate the need for a differentiated approach when using 
antiseptics in the process of long-term orthodontic treatment of children with dentoalveolar anomalies.

K e y  w o r d s :  mycobiota; yeast-like fungi; dental plaque; sensitivity to antiseptic drugs; dental anomalies; children; orthodon-
tic treatment.
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Ведущая роль микрофлоры зубной бляшки в раз-
витии многих стоматологических заболеваний уста-
новлена рядом исследований [1, 2]. Получены резуль-
таты углублённого исследования микробных биоплё-
нок полости рта при ортопедической реабилитации 
стоматологических пациентов и в пародонтологиче-
ской практике [3, 4]. При использовании несъёмной 
ортодонтической техники с применением брекет-си-
стемы у детей, находящихся на лечении аномалий 
зубочелюстной системы возникает риск развития ка-
риеса и его осложнений [5, 6]. Помимо естественных 
ретенционных пунктов для колонизации микроорга-
низмов во время ортодонтического лечения несъём-
ной аппаратурой происходит изменение видового и 
количественного состава микробиоты полости рта, 
увеличивается количество условно-патогенных ми-
кроорганизмов, более часто выявление нетипичных 
для данного биотопа видов микроорганизмов [7].

Применение лазерной интерференционной микро-
скопии позволило получить изображения биоплёнки 
грибов C. albicans и оценить её морфологические 
особенности [8, 9].

Возникает необходимость проведения этиотроп-
ной профилактики с целью коррекции возникающего 
микробного дисбаланса, при котором происходит вы-
раженная колонизация биотопа полости рта микро- и 
микобиотой [10, 11]. При ортодонтическом лечении 
детей несъёмной аппаратурой в составе микробиооце-
ноза зубной бляшки полости рта в качестве ассоциан-
тов встречаются грибы C. albicans для которых полость 
рта представляет благоприятную экологическую нишу 
для колонизации [12, 13]. Бактерии рода Lactobacillus 
вступают в конкуренцию с грибами рода Candida за пи-
щевые субстраты и рецепторы адгезии, выделяют при 
этом фунгицидные факторы, межвидовые взаимодей-
ствия грибов рода Candida с микроорганизмами акти-
визируют адгезию к эпителию и микотическую колони-
зацию полости рта [14]. При инвазии в ткани парадон-
та C. albicans трансформируются в тканевую форму с 
уменьшением толщины клеточной стенки. Для грибов 

C. albicans характерна высокая изменчивость, форми-
рующаяся в результате воздействия факторов внешней 
среды, детерминированная антигенами, происходят из-
менения структуры клеточной стенки, обусловливаю-
щие лабильность антигенной структуры [15, 16].

Решение данной проблемы является важнейшей 
задачей и определяется индивидуальными особен-
ностями чувствительности организма ребёнка к воз-
действию факторов, участвующих в развитии кариеса 
и своевременного применения необходимых и дей-
ственных мер профилактики [17]. В процессе орто-
донтического лечения врачу-ортодонту необходимо 
прогнозировать риск развития осложнений, пред-
упредить их возникновение и разработать необходи-
мые профилактические мероприятия.

Возникает необходимость обязательного внедре-
ния и совершенствования первичной этиотропной 
профилактики кариеса, направленной на коррекцию 
микробиоценоза полости рта, устранение продук-
тов жизнедеятельности микробиоты биотопа зубной 
бляшки, проведение профессиональной гигиены по-
лости рта. К методам коррекции микробного состава 
зубной бляшки следует отнести ограничение условий, 
способствующих нарушению микробного гомеоста-
за, применение антимикробных препаратов (АМП) 
[13, 18]. АМП, применяемые с целью коррекции ми-
кробного состава зубной бляшки у детей должны об-
ладать низкой токсичностью, достаточной степенью 
адсорбции, широким спектром антибактериального 
действия, незначительной способностью формирова-
ния резистентных щтаммов микроорганизмов.

Цель исследования: изучение видового и количе-
ственного состава микобиоты зубной бляшки у детей 
с зубочелюстными аномалиями в процессе ортодон-
тического лечения и определение чувствительности 
грибов рода Candida к антисептикам.

Материал и методы. Исследования проводили 
на разных сроках лечения детей с зубочелюстными 
аномалиями с применением несъёмной ортодонтиче-
ской техники. Обследованы 57 пациентов в возрасте 
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от 9 до 15 лет, взятие биоматериала зубной бляшки 
осуществляли после проведения пациентами тща-
тельной гигиенической обработки полости рта. Бляш-
ку, расположенную на гладкой поверхности снимали 
при соскабливании стерильным инструментом (экс-
каватором, скейлером), при снятии бляшки с апрокси-
мальной поверхности зуба использована стерильная 
нить. После диспергирования материала проводили 
микроскопическое и культуральное исследование, 
применяли жидкую транспортную тиогликолевую 
питательную среду. Биоматериал после взятия до-
ставляли в бактериологическую лабораторию не 
позднее, чем через 2 часа. При культуральном ис-
следовании биоматериал зубной бляшки засевали на 
соответствующие питательные среды с дальнейшим 
инкубированием, видовой идентификацией и реги-
страцией результатов исследования.

При культуральном исследовании устанавливали 
видовую и количественную характеристику микроор-
ганизмов в биоматериале. Количественную характе-
ристику бактерий и грибов определяли по числу вы-
росших изолированных колоний, выраженную через 
десятичный логарифм (lg КОЕ/мл).

При микологическом исследовании биомате-
риал пациентов сеяли на питательную среду Са-
буро, изучали колонии, отвечающие макро- и 
микроморфологическим признакам грибов рода Can-
dida. При идентификации C. albicans проводили тест 
на образование герминативных проростковых трубок, 
тест ассимиляции углеводов, тест ферментации 
углеводов, выявление хламидоспор. Для селектив-
ной изоляции грибов использовали среду Candi select 
4 (Biorad, Франция) с целью прямой идентификации 
видов грибов Candida.

Изучение чувствительности Candida albicans к ан-
тисептическим препаратам проводили методом серий-
ных разведений на плотной питательной среде с раз-
ными концентрациями антисептиков хлоргексидина 
биглюконат 0,05%, мирамистина 0,01%, местамидина 
0,1%. Регистрировали чувствительность культур к дан-
ной концентрации антисептика на питательной среде. 
Для сравнительного анализа определяли индивидуаль-
ные значения минимальной подавляющей концентра-
ции (МПК), средние показатели для выборок, ампли-
туду индивидуальных МПК культур в выборках, уста-
навливали частоту присутствия резистентных культур.

От родителей пациентов получено добровольное 
информированное согласие на микробиологическое 
исследование. 

Биометрический анализ осуществляли с использо-
ванием пакетов STATISTICA-6, БИОСТАТИСТИКА. 
Во всех процедурах статистического анализа крити-
ческий уровень значимости р принимался равным 
0,05. При этом значении р могли ранжироваться по 
3 уровням достигнутых статистически значимых раз-
личий: р<0,05; р<0,01; р<0,001.

Результаты. Изучение микробиоценоза зубной 
бляшки у детей показало преимущественное выделе-
ние грамположительных бактерий, принадлежащих 
к родам Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, 
Micrococcus, Corynebacterium, Lactobacillus. При 

культуральном исследовании идентифицированы 
бактерии рода Streptococcus – виды S. mutans в 61,4% 
cлучаев, S. salivarius в 54,4%, S. sanguis в 63,16% 
случаев, S. mitis в 36,8% случаев, S. viridans в 45,6% 
случаев. Бактерии рода Staphylococcus представле-
ны видами S. aureus в 8,8%, S. epidermidis в 31,6%, S. 
saprophyticus в 19,3%. случаев. Enterococcus faecalis 
встречались в 29,82% случаев. Представители родов 
Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Lactobacillus 
spp. идентифицированы соответственно, в 21,05%, 
47,4%, 50,9% исследований. Грамотрицательные па-
лочки рода Klebsiella высевали в 7,02%, грамотрица-
тельные кокки рода Neisseria – в 23% случаев.

Количественная характеристика выделения грам-
положительных кокков микробиоты зубной бляшки 
полости рта детей при ортодонтическом лечении пред-
ставлена на рис. 1. Микроорганизмы рода Streptococcus 
выявляли в различных количествах: S. mutans в средней 
концентрации 5,2±0,13 lg КОЕ/мл, (медиана – 5,00, про-
центиль 10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 6,00), S. sali-
varius – в 4,74±0,13 lg КОЕ/мл (медиана – 5,00, процен-
тиль 10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 6,00), S. sanguis 
в концентрации 5,03±0,11 lg КОЕ/мл (медиана – 5,00, 
процентиль 10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 6,00). S. mi-
tis выявляли в средней концентрации 5,53±0,13 lg КОЕ/
мл (медиана – 6,00, процентиль 10,00 – 5,00, процен-
тиль 90,00 – 6,00), S. viridans – в 4,73 ±0,12 lg КОЕ/мл 
(медиана – 5,00, процентиль 10,00 – 4,00, процентиль 
90,00 – 5,00). Бактерии рода Staphylococcus выявляли: S. 
aureus в 4,4± 0,24 lg КОЕ/мл (медиана – 4,00, процен-
тиль 10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 5,00), S. epidermi-
dis в 4,72±0,14 lg КОЕ/мл (медиана – 5,00, процентиль 
10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 5,00), S. saрrophyticus 
в 4,54±0,2 lg КОЕ/мл (медиана – 4,00, процентиль 10,00 
– 4,00, процентиль 90,00 – 5,00). Бактерии рода Entero-
coccus выявляли: E. faecalis при содержании в биомате-
риале 5,06±0,2 lg КОЕ/мл (медиана – 5,00, процентиль 
10,00 – 4,00, процентиль 90,00 6,00).

Грамположительные бактерии рода Micrococcus 
высевали в средней концентрации 4,33±0,14 lg КОЕ/мл 
(медиана – 4,00, процентиль 10,00 – 4,00, процентиль 
90,00 – 5,00), коринебактерии – 3,88±0,13 lg КОЕ/мл 
(медиана – 4,00, процентиль 10,00 – 3,00, процентиль 
90,00 – 5,00). Лактобактерии встречались в концентра-
ции 3,83±0,15 lg КОЕ/мл (медиана – 4,00, процентиль 
10,00 – 3,00, процентиль 90,00 – 5,00). Бактерии рода 
Neisseria идентифицировали в средней концентра-
ции 4,31±0,13 lg КОЕ/мл (медиана – 4,00, процентиль 
10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 5,00), бактерии рода 
Klebsiella – в 3,5±0,29 lg КОЕ/мл (медиана – 3,5, про-
центиль 10,00 – 3,00, процентиль 90,00 – 4,00).

Микологическое исследование биоматериала зуб-
ной бляшки позволило идентифицировать грибы ро-
да Candida, вида Candida albicans в 21,05% случаев 
образцов биоматериала. При определении количества 
выявленных грибов установлена средняя концентра-
ция 4,67±0,14 lg КОЕ/мл, медиана – 5,00, процентиль 
10,00 – 4,00, процентиль 90,00 – 5, 00 (рис. 2).

При микологическом исследовании зубной бляш-
ки детей выделена 71 культура грибов рода Candida, 
идентифицированная до вида Candida albicans.
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Клинические изоляты грибов оценивали по уровню 
чувствительности к антисептическим препаратам – 
хлоргексидину 0,05%, мирамистину 0,01%, местами-
дину 0,1%. Определена наибольшая чувствительность 
клинических штаммов C. albicans к антисептическим 
препаратам местамидину 0,1% – 97,18% и мирами-
стину 0,01% – 88,73%. К хлоргексидину биглюконат 
0,05% отмечалась наименьшая чувствительность – 
70,42% случаев.

МПК антисептиков (хлоргексидина 0,05%, мира-
мистина 0,01%, местамидина 0,1%) для клинических 
штаммов C. albicans представлены на рис. 3. Опреде-
лена средняя величина МПК к хлоргексидину 0,05% 

– 0,075±0,007, медиана – 0,07, процентиль – 10,00 – 
0,00, процентиль – 90,00 – 0,14. К мирамистину 0,01% 
установлена средняя величина МПК 0,022±0,002, ме-
диана 0,02, процентиль 10,00 – 0,00, процентиль 90,00 
– 0,05. К местамидину 0,1% чувствительность соот-
ветствовала средней величине МПК – 0,164±0,007, 
медиане 0,07, процентилю 10,00 – 0,10, процентилю 
90,00 – 0,30.

Заключение. Результаты микологического ис-
следования биоматериала зубной бляшки детей с 
зубочелюстными аномалиями при ортодонтическом 
лечении показали наличие грибов C. albicans среди 
ассоциантов микробиоценоза, принадлежащих к ро-

Рис. 1. Обсеменённость грамположитель-
ной микробиотой биоматериала зубной 
бляшки детей. По оси абсцисс – виды ми-
кроорганизмов; по оси ординат – значение 
концентрации (lg КОЕ/мл).

Рис. 2. Обсеменённость грибами биоматери-
ала зубной бляшки детей при ортодонтиче-
ском лечении.
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дам Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus, Mi-
crococcus, Corynebacterium, Lactobacillus, Neisseria, 
Klebsiella, колонизирующих зубную бляшку в раз-
личной концентрации. Определена количественная 
характеристика грибов Candida albicans, входящих в 
состав биотопа зубной бляшки детей с зубочелюст-
ными аномалиями при ортодонтическом лечении при 
высеваемости в 21,05% случаев и средней концентра-
ции 4,67±0,14 lg КОЕ. Оценка уровня чувствительно-
сти культур C. albicans, выделенных из биоматериала 
зубной бляшки полости рта детей к антисептическим 
препаратам, показала наибольшую чувствительность 
к местамидину 0,1%. Антисептик хлоргексидина би-
глюконат 0,05% по отношению к тестируемым клини-
ческим штаммам Candida albicans проявлял наимень-
шую чувствительность. Определены уровни средней 
величины МПК к антисептическим препаратам у 
клинических штаммов Candida albicans.

Полученные данные свидетельствуют о важности 
проведения микологического мониторинга биоматери-
ала зубной бляшки полости рта детей при длительном 
ортодонтическом лечении зубочелюстных аномалий. 
Результаты исследования демонстрируют наличие ге-
терогенности клинических штаммов C. albicans по 
чувствительности к используемым антисептическим 
препаратам. Определение чувствительности культур 
C. albicans, выделенных из биоматериала пациентов к 
антисептикам показало их существенные различия, с 
наиболее выраженной устойчивостью к хлоргексиди-
ну биглюконат 0,05%, средне выраженной устойчиво-
стью к мирамистину 0,01%. Следует отметить преоб-

ладающую чувствительность клинических штаммов 
C. albicans к к местамидину 0,1%. Возникает необхо-
димость проведения более дифференцированного под-
хода с использованием антисептических препаратов в 
стоматологии, особенно при ортодонтическом лечении 
детей с зубочелюстными аномалиями, как с профилак-
тической, так и с терапевтической целью.

C. albicans, колонизирующие зубную бляшку де-
тей при ортодонтическом лечении, в процессе адап-
тации к специфическим условиям существования во 
время длительного лечения подвергаются селекции 
с развитием устойчивых форм и повышения МПК 
антисептиков.
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Диагностические исследования с использованием 
основанных на технологии полимеразной цепной ре-
акции (ПЦР) методик выявления нуклеиновых кислот 
в анализируемых образцах, в последние годы стали 
одним из наиболее перспективных направлений раз-
вития клинической лабораторной диагностики [1, 2]. 
Поэтому неудивительно, что номенклатура произ-
водства ПЦР-тестов стремительно растет, как в мире, 

так и в Российской Федерации. Последнее особенно 
важно в связи с резким сокращением возможностей 
импорта соответствующей продукции. 

На этом фоне приобретает несомненную актуаль-
ность анализ требований, предъявляемых к производ-
ствам ПЦР-диагностикумов как по линии обеспече-
ния качества выпускаемой продукции, так и по линии 
гигиены труда на этих производствах. Такой анализ 



КЛИНИЧЕСКАЯ ЛАБОРАТОРНАЯ ДИАГНОСТИКА. 2023; 68(4)
https://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2023-68-4-243-248

ОРГАНИЗАЦИЯ ЛАБОРАТОРНОЙ СЛУЖБЫ

244

актуален, прежде всего, потому что нормативные 
документы, регламентирующие указанные требова-
ния применительно именно к производствам ПЦР-
диагностикумов, к настоящему времени в Российской 
Федерации еще не разработаны. 

Очевидно, что к этим производствам применимы 
требования Правил надлежащей производственной 
практики Rules of good manufacturing practice, т. е. пра-
вил GMP [3, 4], гигиенические требования к промыш-
ленным производствам вообще, а также конкретно 
к биотехнологическим и химико-фармацевтическим 
производствам [5-8]. Ответы на ряд частных вопро-
сов организации производств ПЦР-диагностикумов 
можно найти в документах, регламентирующих пра-
вила организации и проведения ПЦР-исследований в 
лабораториях [9-11]. 

Исходя из этих требований, промышленная пло-
щадка производства ПЦР-диагностикумов должна 
быть достаточного размера, размещаться на сухом, 
хорошо проветриваемом и инсолируемом участке с 
низким стоянием грунтовых вод на расстоянии 50–
1000 м от жилой зоны. Плотность застройки терри-
тории должна составлять 20–65  %, площадь озелене-
ния – не меньше 15 % [8].

В соответствии с Правилами GMP [3, 4]:
- производственные помещения должны проекти-

роваться и эксплуатироваться с обязательным учетом 
проводимых в них операций; расположение и кон-
структивные особенности помещений должны обе-
спечивать возможность эффективной обработки для 
исключения накопления в них пыли или грязи, а при 
работе с микробными культурами исключать возмож-
ность перекрестной контаминации; 

- производство должно быть обеспечено необхо-
димым набором и достаточными площадями произ-
водственных, вспомогательных и санитарно-бытовых 
помещений; 

- объем производственных помещений на одного 
работника должен составлять не менее 15 м3, пло-
щадь – не менее 4,5 м2 при высоте 3,2 м; 

- в производственных помещениях должны быть 
выделены зоны рабочих мест с оборудованием, склад-
ские помещения, санитарно-бытовые помещения; 

- складские зоны должны быть достаточно вмести-
тельными, чтобы обеспечить упорядоченное хране-
ние исходного сырья, упаковочных материалов, про-
межуточной, нерасфасованной и готовой продукции, 
а также готовой продукции, находящейся в каран-
тине, разрешенной для реализации, отбракованной, 
возвращенной или отозванной и других категорий 
материалов и продукции; они должны обеспечивать 
надлежащие условия хранения;

- в местах приемки сырья и материалов, а также 
отгрузки готовой продукции должна быть обеспече-
на защита материалов и продукции от воздействия 
метеорологических факторов; зоны приемки должны 
позволять при необходимости очистку контейнеров 
с поступающими материалами перед их складирова-
нием; для хранения отбракованных, отозванных или 
возвращенных материалов, исходного сырья должны 
быть предусмотрены изолированные зоны;

- помещения лаборатории по контролю качества 
должны быть отделены от производственных зон.

Проблемы гигиены труда на производстве ПЦР-
диагностикумов прямо вытекают из технологических 
особенностей указанного производства, которое бази-
руется на использовании сырья, получаемого с помо-
щью молекулярной биотехнологии – новой области 
исследований, возникшей на стыке традиционной 
биотехнологии и технологии рекомбинантых дезок-
сирибонуклеиновых кислот (ДНК) [2]. 

Технология рекомбинантных ДНК (или молеку-
лярное клонирование, или генная инженерия) — это 
совокупность приемов, позволяющих осуществлять 
перенос ДНК из одного организма в другой. Обычно 
она выполняется по следующей схеме [2]: 

- из организма-донора нужных генов экстрагиру-
ют нативную ДНК (клонируемая ДНК, встраиваемая 
ДНК, ДНК-мишень, чужеродная ДНК), подвергают ее 
ферментативному гидролизу (расщепляют, разрезают) 
и соединяют (лигируют, сшивают) с другой ДНК (век-
тор для клонирования, клонирующий вектор) с обра-
зованием новой, рекомбинантной молекулы (конструк-
ция «клонирующий вектор - встроенная ДНК»); 

- эту конструкцию вводят в клетку-хозяина (реци-
пиента), где она реплицируется и передается потом-
кам (этот процесс называется трансформацией); 

- идентифицируют и отбирают клетки, несущие ре-
комбинантную ДНК (трансформированные клетки); 

- получают специфический белковый продукт, 
синтезированный клетками-хозяевами, что служит 
подтверждением клонирования искомого гена.

Подобный перенос генетического материала есть, 
по сути, создание нового, не существующего в при-
роде организма, что, естественно, на первых порах 
вызывало крайне отрицательное отношение к подоб-
ным манипуляциям и потребовало тщательной оцен-
ки реальных опасностей широкого внедрения этих 
технологий. Но в итоге, все же было признано, что 
меры безопасности, которые принимаются при рабо-
те с патогенными организмами, с добавлением специ-
альных правил, исключающих случайный выброс в 
окружающую среду генетически модифицированных 
организмов при их крупномасштабном культивирова-
нии, вполне достаточны для обеспечения безопасно-
сти генно-инженерных исследований [2]. 

Следует отметить, что производство ПЦР-
диагностикумов, хотя и связано с генно-инженерны-
ми исследованиями при наработке специфических 
компонентов этих наборов (положительные кон-
трольные образцы, ПЦР-реагенты, праймеры), все 
же не требует крупномасштабного культивирования 
генетически изменённых микроорганизмов, т.е. оно 
не связано с соответствующими рисками загрязнения 
окружающей среды указанными продуктами.

Кроме того, при проектировании соответствующе-
го производства и разработке необходимых мер по ох-
ране труда на нем, необходимо учитывать планирует-
ся ли использование на этом производстве закупных 
специфических компонентов ПЦР-диагностикумов, 
или получение этих компонентов планируется на са-
мом проектируемом производстве. 
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Очевидно, что в первом случае проблемы охраны 
труда становятся практически идентичными тем, что 
возникают на производстве обычных биохимических 
диагностикумов. А во втором могут добавиться про-
блемы обеспечения безопасности персонала, занято-
го работами с патогенными микроорганизмами, если 
таковые необходимы для получения специфических 
компонентов ПЦР-диагностикумов [5, 11, 12].

Требования гигиены труда при производстве ПЦР-
диагностикумов прямо определяются технологиями 
этих производств, которые, в свою очередь, опре-
деляются назначением и, соответственно, составом 
реагентов, входящих в набор. Последняя характери-
стика позволяет разделить эти наборы на три группы: 
1) наборы, предназначенные только для выделения 
аналита (диагностируемой нуклеиновой кислоты) из 
исследуемых образцов, 2) наборы, предназначенные 
только для оценки наличия аналита в продуктах, по-
лученных из клинических образцов с использовани-
ем наборов первой группы, и 3) наборы, предназна-
ченные как для выделения аналита из исследуемых 
клинических образцов, так и для оценки его наличия 
в полученных при этом материалах.

Поскольку само производство ПЦР-диагностикумов, 
с точки зрения охраны труда, не создает новых проблем 
сравнительно с производствами обычных диагности-
ческих наборов, на первый план выступают проблемы 
обеспечения качества продукции, поскольку, с этих по-
зиций, самым уязвимым местом в таких производствах 
становится основное преимущество самого метода ис-
следования – его высокая чувствительность и, соответ-
ственно, необходимость снижения до практически не-
значимых значений вероятности искажения результатов 
ПЦР за счет неспецифической контаминации специфи-
ческих компонентов наборов [6].

Как уже отмечалось, требования к проведению 
ПЦР-исследований регламентированы сегодня толь-
ко для лабораторий, в которых эти исследования про-
водятся [10, 11]. Соответственно, они в полной мере 
относятся к работе лабораторных подразделений, 
занимающихся контролем качества сырья, полуфа-
брикатов и готовой продукции. Однако, часть этих 
требований может быть распространена и на техно-
логические операции, связанные с приготовлением 
специфических компонентов ПЦР-диагностикумов.

Так, аналогично требованиям к лабораторным по-
мещениям [9] производственные помещения должны 
отвечать следующим требованиям: 

- внутренняя отделка должна быть выполнена в со-
ответствии с их функциональным назначением и ги-
гиеническими нормативами. Поверхность пола, стен, 
потолка должна быть гладкой, без щелей, устойчивой 
к многократному действию моющих и дезинфициру-
ющих средств;

- не допускается устройство подвесных потолков, 
не отвечающих указанным требованиям, и подполь-
ных каналов;

-  выступающие и проходящие трубы (батареи ото-
пления) располагают на расстоянии от стен с целью воз-
можности проведения их дезинфекции, места ввода ин-
женерных коммуникаций должны быть герметичными;

- отопительные приборы должны иметь гладкую 
легко очищаемую поверхность;

- оборудование и мебель должны быть гладкими, 
без острых краев и шероховатостей и иметь покры-
тие, устойчивое к действию моющих и дезинфициру-
ющих средств. Поверхность столов не должна иметь 
швов и трещин;

-  не допускается использование мебели из древе-
сины и с мягким покрытием;

-  в помещениях должна быть предусмотрена за-
щита рабочих мест от попадания прямого солнечного 
света. Для этих целей могут быть использованы све-
тозащитная пленка, жалюзи из материала, устойчиво-
го к воздействию дезинфицирующих растворов;

- освещение рабочих мест, температура и влаж-
ность воздуха должны обеспечивать выполнение со-
ответствующих гигиенических требований и не ока-
зывать неблагоприятного воздействия ни на реагенты 
во время их производства и хранения, ни на точность 
функционирования оборудования.

Порядок уборки производственных помещений 
должен включать ежедневную текущую влажную 
уборку полов разрешенными к применению дезинфи-
цирующими средствами и ежедневное обеззаражива-
ние ультрафиолетовым излучением до начала работы 
и после окончания влажной уборки. При этом ультра-
фиолетовые лампы должны соответствовать следую-
щим параметрам:

- длина волны – 260 нм (типа ДБ-60);
- расчетная мощность – 2,5 Вт на 1 м3;
- продолжительность работы лампы: в течение 45–

60 минут до начала и 45–60 минут после окончания 
работы операторов.

Перед началом работы поверхности столов (био-
логических боксов) и оборудования, контактирую-
щего с сырьем для производства специфических реа-
гентов, их полуфабрикатами и готовыми реагентами, 
следует обрабатывать 70%-м этиловым спиртом.

Еженедельно должна проводиться генеральная 
уборка с применением дезинфицирующих средств 
путем протирания поверхностей мебели, приборов, 
оборудования, а также стен на высоту до 2 м. Допу-
скается использование аэрозольного метода дезин-
фекции.

Стеклянные поверхности бактерицидных ламп 
следует протирать в выключенном положении вето-
шью, смоченной спиртом, не реже 1 раза в неделю.

Каждая рабочая зона должна быть обеспечена про-
маркированным набором уборочного инвентаря, не 
допускается использование индивидуального убороч-
ного инвентаря для уборки других помещений.

Если в лаборатории для поддержания нормируе-
мых параметров микроклимата установлены конди-
ционеры, то, во-первых, на время работы они должны 
быть выключены, а, во-вторых, радиаторная решетка 
и накопитель конденсата должны подвергаться еже-
месячной очистке и обработке хлорсодержащими 
средствами с заменой фильтров.

Не реже, чем один раз в год должна осуществлять-
ся обработка автоматических дозаторов. При этом ав-
токлавируемые дозаторы обеззараживают паром под 
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давлением 1,7 ати при температуре 120 о С в течение 
20 минут. По окончании обработки дозаторы собира-
ют и проводят их калибровку в соответствии с при-
лагаемой инструкцией по пользованию дозаторами.

Класс опасности отходов и правила обращения с 
ними на производствах ПЦР-диагностикумов будет 
определяться опасностью того патогена, чья нукле-
иновая кислота является аналитом, для выявления 
которого предназначен производимый диагностикум, 
а также токсичностью сырья, используемого для про-
изводства неспецифических реагентов набора, т.е. в 
соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10 [14] они могут 
относиться либо только к классу А, либо к классам 
А и Б, либо к классам А и Г, тогда как отходы ПЦР-
лабораторий, как правило, относятся к классу Б [9]. 
При чем требования СанПиН 2.1.7.2790-10 долж-
ны уточняться соответственно рекомендациям МУ 
1.3.2569-09.1.3 [11].

И, как уже отмечено выше, особое внимание при 
организации производства ПЦР-диагностикумов, 
должно быть уделено мерам, предупреждающим 
контаминацию реагентов этих наборов. Если ориен-
тироваться на Методические рекомендации Госкомэ-
пиднадзора по работе лабораторий, использующих 
ПЦР-методы диагностики [10], то во всех операциях 
контроля качества сырья, полупродуктов, готовых 
реагентов и конечного продукта производства необ-
ходимо учитывать (и, соответственно, сводить к при-
емлемому минимуму) вероятность как перекрестной 
контаминации от пробы к пробе (в процессе обработ-
ки контролируемых образцов или при раскапывании 
реакционной смеси), так и контаминации продуктами 
амплификации (ампликонами), поскольку контамина-
ция посуды, автоматических пипеток и лабораторно-
го оборудования, поверхностей лабораторных столов 
или поверхности кожи сотрудников лаборатории да-
же следовыми количествами ампликонов будет чрева-
та искажением результатов контроля качества, т.е. по-
вышением риска выпуска некачественной продукции.

Исходя из рекомендаций о планировке помещений 
и основных принципах организации работы ПЦР-
диагностических лабораторий можно сформулиро-
вать следующие рекомендации для проведения кон-
троля качества в технологических процессах произ-
водства ПЦР-диагностикумов:

1. Помещения для контрольных исследований 
должны быть разделены на зоны (комнаты) для каж-
дой из стадий ПЦР-теста. Следует иметь не менее 
двух комнат:

- пре-ПЦР-помещение, где проводится обработка 
контролируемых образцов, выделение ДНК, приго-
товление реакционной смеси для ПЦР и постановка 
ПЦР (при наличии условий два последних этапа ре-
комендуется также проводить в дополнительном от-
дельном помещении); в этих помещениях запрещает-
ся проводить все другие виды работ;

- пост-ПЦР-помещение, где проводится детекция 
продуктов амплификации.

2. Комнату детекции продуктов амплификации 
(пост-ПЦР-помещение) следует расположить как 
можно дальше от пре-ПЦР-помещений.

3. Следует исключить движение воздушного пото-
ка из пост-ПЦР в пре-ПЦР-помещения.

4. В помещении приготовления реакционной сме-
си и в помещении обработки контролируемых образ-
цов должны быть установлены настольные боксы с 
ультрафиолетовыми лампами.

5. Работа в лаборатории должна быть организова-
на в одном направлении: от пре-ПЦР-помещений к 
пост-ПЦР-помещению.

6. Каждое помещение для контрольных исследова-
ний должно иметь свой набор реагентов, автоматиче-
ских пипеток, наконечников, пластиковой и стеклян-
ной посуды, лабораторного оборудования, халатов и 
перчаток, используемых только в данном помещении 
и не выносящихся в другие ПЦР-помещения. Обо-
рудование, материалы и инвентарь в каждой комнате 
должны иметь соответствующую маркировку.

7. Обработка рабочей одежды из пре- и пост-ПЦР-
помещений должна производиться раздельно.

8. Следует однократно использовать перчатки, как 
в комнате обработки контролируемых образцов, так 
и в комнате приготовления реакционной смеси и по-
становки ПЦР.

9. Необходимо однократно использовать пробир-
ки и наконечники для автоматических пипеток. Обя-
зательно менять наконечники при переходе от одной 
пробы к другой с целью предотвращения перекрест-
ной контаминации в процессе выделения ДНК или 
при раскапывании реакционной смеси.

10. Необходимо использовать наконечники для ав-
томатических пипеток с аэрозольным барьером (или 
наконечники с ватными фильтрами, приготовленны-
ми в помещении, в котором не ведутся работы с ДНК) 
при обработке контролируемых образцов, а также при 
внесении выделенной ДНК в реакционную пробирку.

11. Каждый сотрудник лаборатории должен иметь 
персональный набор автоматических пипеток и реа-
гентов.

12.  В пре-ПЦР и пост-ПЦР-помещениях должны 
работать разные сотрудники.

13. Контролируемые образцы должны храниться 
отдельно от реагентов.

14. Не следует использовать водяные бани, т. к. 
заполняющая их вода, просачиваясь в недостаточно 
плотно закрытые пробирки, может стать источником 
контаминации; следует использовать суховоздушные 
термостаты.

15. Необходимо постоянно поддерживать чистоту 
на рабочем месте:

- каждое помещение должно иметь свой отдель-
ный набор инвентаря для обработки и уборки рабо-
чего места (ватно-марлевые тампоны, пинцет, 70% 
этиловый спирт, дезинфицирующий раствор и т. д.), 
и источники ультрафиолетового излучения, которые 
эффективно инактивируют ДНК-матрицы.

- при манипуляциях с контролируемым материа-
лом рабочую поверхность до и после исследования 
обрабатывают 70% этиловым спиртом.

- следует обрабатывать рабочую поверхность в 
комнате приготовления реакционной смеси до рабо-
ты 70% этиловым спиртом с целью борьбы с пылью.
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16. В помещениях, в которых проводятся контроль-
ные исследования, следует полностью исключить 
проведение работ, связанных с получением (клониро-
ванием) и выделением рекомбинантных плазмид, со-
держащих последовательности ДНК или фрагментов 
аналитов, для выявления которых предназначен про-
изводимый диагностикум.

17. Персонал, выполняющий контрольные иссле-
дования должен пройти соответствующее обучение.

18. Для борьбы с контаминацией могут быть ис-
пользованы следующие методы:

- Рабочие поверхности, оборудование и материа-
лы следует облучать ультрафиолетом с максимумом 
излучения в области 260 нм. Облучение необходимо 
проводить в течение 1 часа до начала работы и в тече-
ние 1 часа после окончания работы.

- Использованные наконечники для автоматиче-
ских пипеток, пробирки и другие загрязненные ДНК 
материалы необходимо обрабатывать реагентами, вы-
зывающими деградацию ДНК (1 Н HCl, 10% гипохло-
ритом натрия или 10% хлорной известью).

Поскольку, как уже было отмечено ранее, при про-
изводстве реагентов для ПЦР-диагностикумов наи-
большую опасность для их качества представляет 
контаминация реагентов даже следами ампликонов, в 
качестве мер профилактики такой контаминации мо-
гут быть использованы меры, аналогичные тем, что 
обеспечивают стерильность в производстве лекар-
ственных препаратов, т.е. использовать тот же прин-
цип зонирования производственных помещений – их 
деление на классы чистоты А, В, С и D [3, 4]  с выпол-
нением всех соответствующих требований Правил 
GMP.

Так, к классу чистоты А должны быть отнесены 
помещения для взвешивания реактивов, подготовки 
воды и приготовления стоковых и рабочих растворов 
для специфических реагентов наборов (ПЦР-смеси, 
смеси праймеров и зондов, контрольные образцы), 
помещения для фасовки и укупорки рабочих раство-
ров специфических реагентов наборов. Допускается 
выполнение всех этих операций в ламинарных боксах 
2 класса защиты, размещенных в помещениях класса 
чистоты В 

К классу В должны быть отнесены предбоксники 
к помещениям класса А, помещения для хранения ре-
активов, используемых при приготовлении специфи-
ческих реагентов, с холодильниками/морозильника-
ми (температура 4 оС и минус 20 оС), 

К классу С могут быть отнесены помещения для 
приготовления стоковых и рабочих растворов, необ-
ходимых для приготовления неспецифических реа-
гентов, их фасовки и укупорки. 

Помещения для подготовки посуды (мойка, суш-
ка, хранение чистой сухой посуды), подготовки во-
ды для приготовления неспецифических реагентов, 
приготовления дезрастворов, предбоксники перед 
помещениями класса С для переодевания, хране-
ния одежды, уборочного инвентаря, помещение с 
холодильниками для хранения стоковых растворов, 
необходимых для приготовления неспецифических 
реагентов, помещения для хранения и маркировки 

расфасованных и укупоренных реагентов, комплек-
тации наборов, их упаковки в групповую тару, ее 
маркировки, упаковки в транспортировочную тару 
и ее маркировки должны быть отнесены к классу 
чистоты D.

Как показывает практика, такое зонирование тех-
нологических помещений при производстве ПЦР-
диагностикумов позволяет обеспечивать необходи-
мую защиту производимой продукции от ее контами-
нации и, соответственно, дает определенные гарантии 
ее качества.
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