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ЮБИЛЕЙ

ВИКТОРИЯ ТАЗАРЕТОВНА МОРОЗОВА (к 90-летию со дня рождения)

8 февраля 2017 г. исполняется 90 лет со дня рождения Виктории Тазаретовны  
Морозовой.

Морозова Виктория Таразетовна — доктор медицинских наук, профессор кафедры 
клинической лабораторной диагностики Российской медицинской академии последи-
пломного образования, заслуженный деятель науки и техники РФ. В 1976—1992 гг. 
Виктория Тазаретовна возглавляла кафедру клинической лабораторной диагностики 
Центрального института усовершенствования врачей, имела высокий авторитет сре-
ди специалистов клинической лабораторной диагностики, поэтому не случайно была 
главным специалистов Минздрава СССР. Она широко известна среди различных меди-
цинских специалистов, поскольку проявляет интерес ко всему, что связано со специаль-
ностью клиническая лабораторная диагностика. Особый интерес к гематологии привел 
к развитию на кафедре направления, посвященного изучению морфофункциональных 
характеристик опухолевых клеток при различных лейкозах, отсюда и создание плеяды 
учеников, защитивших кандидатские и докторские диссертации, издание книг и статей 
по данной тематике. Сложно подсчитать, сколько специалистов в области клинической 
лабораторной диагностики Виктория Тазаретовна обучила, а скольким, будучи нерав-
нодушным человеком, дала правильное направление и совет! По ее инициативе создан 
первый в России Диссертационный ученый совет по специальности клиническая лабо-
раторная диагностика, с 1997 г. она была его ученым секретарем. В течение долгих лет 
Виктория Тазаретовна является членом редколлегии журнала «Клиническая лаборатор-
ная диагностика», в жизни которого принимает самое активное участие.

Сотрудники кафедры клинической лабораторной диагностики, редакционная коллегия 
журнала «Клиническая лабораторная диагностика» от всей души поздравляют Викто-
рию Тазаретовну Морозову с юбилеем и желают здоровья, благополучия ее близким. Глу-
бокоуважаемая Виктория Тазаретовна, оставайтесь образцом служения медицинскому 
образованию и науке!
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СТАНОВЛЕНИЕ НА СТУПЕНЯХ ФИЛОГЕНЕЗА ФУНКЦИИ И МЕТАБОЛИЗМА 
ПОДКОЖНЫХ ИНСУЛИНЗАВИСИМЫХ АДИПОЦИТОВ. ЭТИОЛОГИЧЕСКИЙ ФАКТОР  
И ПАТОГЕНЕЗ ОЖИРЕНИЯ КАК МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ ПАНДЕМИИ

1ФГБУ Российский кардиологический научно-производственный комплекс Минздрава РФ, 121552, Москва; 
2Государственный научный центр РФ — Институт медико-биологических проблем РАН, 123007, Москва

Висцеральные жировые клетки сальника и инсулинзависимые подкожные адипоциты (ИПА) реализуют одновременно 
три биологические реакции: а) биологическая реакция экзотрофии — поглощение жирных кислот (ЖК) в форме непо-
лярных триглицеридов (ТГ); б) активное депонирование ЖК в ТГ и в) освобождение ЖК в плазму крови только в форме 
неэтерифицированных ЖК. Единый пул межклеточной среды — кусочек третьего мирового океана, который: а) при-
ватизировала каждая особь при выходе на сушу и в котором б) как и миллионы лет в океане, продолжают жить клетки. 
На уровне паракринных сообществ клеток отработана регуляция: а) единого пула межклеточной среды; б) локальных 
пулов среды; в) размеров (число клеток) и органов. С увеличением числа ИПА, при ожирении: а) возрастает объем дис-
тального отдела артериального русла: б) замедляется кровоток, нарушается биологическая реакция метаболизм ↔ 
микроциркуляция (М ↔ М), снижается клиренс O2, нарушена экскреция катаболитов; в) снижена кратность обмена 
крови в капиллярах; г) нарушена реализации биологических функции гомеостаза, трофологии, биологической функции 
эндоэкологии и адаптации. Компенсация in vivo биологической реакции М ↔ М при ожирении, включает: а) уменьшение 
числа ИПА; б) объема дистального отдела артериального русла и б) снижение объема циркулирующей крови. Уменьше-
ние объема крови в артериолах мышечного типа происходит путем активации секреции раннего в филогенезе мозгового 
натрийуретического пептида (НУП), далее желудочкового и предсердного НУП. В биологической функции гомеостаза, 
НУП являются синергистами с действием гуморального медиатора альдостерона. Вместе они поддерживают посто-
янство параметров единого пула межклеточной среды: альдостерон призван не допускать его уменьшения, а НУП — 
увеличения его.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ожирение, подкожные адипоциты, межклеточная среда, натрийуретические пептиды, альдо-
стерон, обзор.

Для цитирования: Титов В.Н., Салтыкова М.М. Становление на ступенях филогенеза функции и метаболизма под-
кожных инсулинзависимых адипоцитов. Этиологический фактор и патогенез ожирения как метаболической пандемии. 
Клиническая лабораторная диагностика. 2017; 62(1): 4-12. DOI:http://dx.doi.org/ 10.18821/0869-2084-2017-62-1-4-12
Titov V.N.1, Saltykova M.M.2

The becoming of function and metabolism of subcutaneous insulin-dependent 
adipocytes on stages of phylogenesis. The etiologic factor and pathogenesis of 
obesity as a pandemic
1The Russian cardiologic R&D production complex of Minzdrav of Russia, 121552 Moscow, Russia 
2The state research center of the Russian Federation - the institute  of medical biological problems of the Russian academy of 
sciences, 123007 Moscow, Russia
The visceral fatty cells of omentum and insulin-depended subcutaneous adipocytes implement simultaneously three reactions: a) 
biological reaction of exotrophy - absorption of fatty acids in the form of non-polar triglycerides; b) active depositing of fatty acids 
in non-polar triglycerides and c) releasing of fatty acids in blood plasma only in the form of unesterified fatty acids. The single pool 
of intercellular medium is a little bit of the third world ocean that: a) was privatized by every entity in the moment of going out to dry 
land and in which b) as millions years in ocean before, continue to live cells. At the level of paracrin cenosis of cells regulation is 
worked out related to: a) a single pool of intercellular medium; b) local pools of medium; c) size (number of cells) and organs. Under 
obesity, increasing of number of insulin-depended subcutaneous adipocytes results in: a) increasing of volume of distal part of arterial 
channel; b) slowing down of bloodstream, biological reaction metabolism-micro-circulation is disturbing, O2 clearance decreases, 
excretion of catabolites is deranged; c) multiplicity of blood turnover in capillaries is decreased; d) implementation of biological 
functions of homeostasis, trophology, biological function of endoecology and adaptation are disordered. The compensation in vivo of 
biological reaction of metabolism-micro-circulation at obesity includes: a) decreasing of number of insulin-depended subcutaneous 
adipocytes; b) decreasing of volume of distal part of arterial channel and c) decreasing of volume of circulating blood. The decreasing 
of volume of blood in arterioles of muscular type occurs by means of activation of secretion of early in phylogenesis brain natriuretic 
peptide, then ventricle and atrium natriuretic peptide. In biological function of homeostasis, natriuretic peptides are synergists with 
action of humoral mediator of aldosterone. Jointly, they support constancy of parameters of single pool on intercellular medium: 
aldosterone is called to exclude pool's decreasing and natriuretic peptides to exclude its increasing.
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Секрецию клетками жировой ткани гуморальных медиа-
торов авторы оценивают как что-то из ряда вон выходящее; 
именуют адипокинами, говоря чуть ли не об эндокринной 
функции жировых клеток. Согласно же филогенетической 
теории общей патологии [1], паракриния — биологический 
процесс локальной, гуморальной регуляции метаболизма, 
синтеза и секреции гуморальных медиаторов на втором 
уровне филогенеза, на уровне паракринно регулируемых 
сообществ (ПС) функционально разных клеток, на уровне 
органов, систем органов. Гуморальные медиаторы, которые 
регулируют метаболизм в ПС, мы полагаем, обоснованно на-
зывать паракринами: это десятки гуморальных, локальных 
медиаторов, регуляторов метаболизма.

Согласно филогенетической теории общей патологии, 
единой технологии становления в филогенезе функциональ-
ных систем, количество гуморальных медиаторов, которые 
синтезирует пул клеток рыхлой соединительной ткани (РСТ) 
в каждом ПС in vivo является единым. И если отдельные ме-
диаторы оказывают действие за пределами ПС клеток, это 
те, которые связывают регуляцию метаболизма в ПС с более 
поздней, более совершенной биологической реакцией мета-
болизм ↔ микроциркуляция (М ↔ М) на уровне организма. 
Медиаторы, которые регулируют метаболизм в ПС, ини-
циируют постепенное превращение их в функциональные, 
структурные единицы органов. И если какой-то гумораль-
ный медиатор характеризует короткий период действия (в 
течение секунд), он является гуморальным медиатором ПС 
клеток, паракрином.

На ступенях филогенеза, регуляция метаболизма in vivo 
сформировалась последовательно, на принципе преемствен-
ности, но все-таки раздельно на трех уровнях относительно-
го биологического совершенства: а) на аутокринном уровне, 
в клетках; б) на уровне ПС клеток, позже в органах, системах 
органов и в) на уровне организма. В ПС, клетки РСТ отра-
ботали синтез всех гормонов — паракринов; происходило 
это за миллионы лет до становления единой системы желез 
внутренней секреции. В ПС клетки РСТ начали синтез всех 
гормонов, включая инсулиноподобный фактор роста; мил-
лионами лет в филогенезе не было только синтеза инсулина. 
Инсулиноподобный же фактор роста проявлял, главным об-
разом, анаболическое действие. Из всех гормонов в ПС клет-
ки не синтезируют только инсулин; становление биологиче-
ской функции локомоции и экспрессия инсулина началась 
миллионами лет позже [2].

Становление в филогенезе функционально разных пулов 
жировой ткани; пул инсулинзависимых подкожных адипоци-
тов. Все жировые клетки — производные РСТ, мезодермы. 
Увеличение их числа происходит за счет повышения мито-
тической активности клеток предшественников. Зрелые ин-
сулиннезависимые висцеральные жировые клетки (ВЖК) 
сальника, инсулинзависимые подкожные адипоциты (ИПА), 
бурые жировые клетки (БЖК) имеют свои клетки — пред-
шественники и не реализуют биологическую функцию ми-
тоза. Образуются жировые клетки из предшественников, из 

бластных клеток [3]. Это стволовые клетки, которые диффе-
ренцируются с образованием специфичных белых и бурых 
жировых клеток. Это клетки, в отличие от плюрипотентных 
стволовых клеток имеют биологические маркеры; они позво-
ляют отличить дифференцированные клетки от иных пулов 
in vivo. Стволовые клетки in vivo пополняют пул специализи-
рованных белых и бурых жировых клеток [4].

Все жировые клетки запасают жирные кислоты (ЖК) в 
каплях липидов цитоплазмы в форме неполярных триглице-
ридов (ТГ) — эфиров ЖК с трехатомным спиртом глицери-
ном; размеры жировых клеток увеличиваются за счет реали-
зации биологической реакции гипертрофии. У крыс первые 
4 нед эмбриональной жизни, число ВЖК и ИПА возрастает 
за счет деления предшественников. Взрослые особи при пе-
реедании быстро прибавляют в весе, в первую очередь, при 
активации биологической реакции гипертрофии, за счет уве-
личения размера клеток. В сроки 4—14 нед, повышение мас-
сы жировой ткани определено увеличением как числа ВЖК 
и ИПА (гиперплазия), так и размеров при реализации биоло-
гической реакции гипертрофии. После рождения увеличение 
ВЖК происходит только при реализации биологической ре-
акции гипертрофии. Одновременно ИПА сохраняют способ-
ность увеличивать число клеток за счет дифференцировки 
бластных клеток — предшественников [5].

Очертить периоды увеличения числа и параметров жиро-
вых клеток у человека сложнее. В отличие от многих видов 
животных, ребенок рождается: а) имея запас ЖК в специа-
лизированных жировых клетках в форме ТГ; б) определено 
это активацией биологических реакции гипертрофии и в) ги-
перплазии ИПА в третьем триместре беременности. В этот 
период внутриутробное перекармливание плода увеличивает 
число ИПА, определяя этим склонность особи к полноте. 
Число ВЖК после рождения ребенка практически не меня-
ется. Одновременно все клетки сохраняют филогенетически 
раннюю (с аутокринного уровня) биологическую реакцию 
наполнения «капель» липидов, формируя депо ЖК [6].

Все жировые клетки (ВЖК, ИПА и БЖК) реализуют од-
новременно три биологических реакции:

а) биологическая реакция экзотрофии — поглощения ЖК 
в форме ТГ в составе липопротеинов (ЛП), вначале в фило-
генезе в ЛП низкой плотности (ЛПНП) путем апоВ-100 ре-
цепторного эндоцитоза, позже в филогенезе — в ЛП очень 
низкой плотности (ЛПОНП) путем апоЕ/В-100 эндоцитоза;

б) активное депонирование ЖК в форме, главным обра-
зом, олеиновых, пальмитиновых и стеариновых ТГ последо-
вательно в малых → больших → малых каплях неполярных 
липидов при действии специфичных белков перилипинов; 
активно реакции метаболизма ЖК происходят в малых ка-
плях ТГ и в) биологическая реакция эндотрофии — пас-
сивное (по градиенту концентрации) освобождение ЖК из 
жировых клеток в кровоток, в межклеточную среду в форме 
полярных неэтерифицированных ЖК (НЭЖК) [7].

Второй период активного увеличения числа ИПА прихо-
дится на пубертатный период; в это время происходит опти-

Copyright ОАО «ЦКБ «БИБКОМ» & ООО «Aгентство Kнига-Cервис»



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2017; 62(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-1-4-12

БИОХИМИЯ

6

мальное распределение in vivo жировой ткани, которое ха-
рактерно для взрослых особей. Перекармливание подростков 
в это время формирует повышение числа гипертрофирован-
ных ВЖК. Активация биологической реакции гиперплазии 
ИПА всегда нежелательна; это может быть следствием:

а) нарушения функции желез внутренней секреции на 
втором уровне регуляции метаболизма, на уровне органов и 
систем (синдром Иценко—Кушинга — локальная гиперсе-
креция глюкокортикоидов в корковом слое надпочечников) 
или

б) на третьем уровне — активация нейросекреторных 
ядер гипоталамуса (болезнь Иценко—Кушинга — гиперсе-
креция адренокортикотропного гормона базофилами адено-
гипофиза.

Согласно филогенетической теории общей патологии, 
для понимания биологической роли ИПА и их регуляции in 
vivo, важно проследить становление регуляции на ступенях 
филогенеза. Это важно сделать в условиях: а) афизиологич-
ного воздействия факторов внешней среды, нарушения со-
става ЖК в пище, преобладании насыщенных ЖК (НЖК), 
главным образом С16:0 пальмитиновой; б) усиленной ин-
дукции экзогенными субстратами (при переедании); в) фор-
мирования нарушения биологической функции гомеостаза, 
биологической реакции экзотрофии и г) активной пролифе-
рации ИПА. Важно понять какие механизмы, начиная с ПС, 
могут противостоять накоплению в цитоплазме ТГ, которое 
приводит к постоянному увеличению числа ИПА. Каковы же 
механизмы, которые ограничивают накопления in vivo ЖК, 
ТГ в каплях липидов, противостоят афизиологичному увели-
чению числа ИПА на уровне ПС, органов, систем органов и 
в организме?

В филогенезе образование специализированных жиро-
вых клеток, депонирование ЖК произошло, мы полагаем, в 
ПС энтероцитов. ПС энтероцитов реализуют: а) гидролиз ТГ 
пищи, пассивное всасывание НЭЖК, ди-, моноглицеридов и 
спиртов (ХС и глицерин), ресинтез экзогенных ТГ при сохра-
нении количества олеиновых, пальмитиновых, линолевых и 
линоленовых ТГ таким, как оно было в пище; б) этерифика-
цию ненасыщенных ЖК (ННЖК) с двумя-тремя двойными 
связями (ДС), полиеновых ЖК (ПНЖК) с четырьмя-шестью 
ДС со спиртом глицерином с образованием полярных фос-
фолипидов (ФЛ); в) этерификацию основной массы НЖК + 
мононенасыщенной ЖК (МЖК) с одной ДС пищи с глицери-
ном и образование ТГ. В энтероцитах полярные ФЛ связы-
вает ранний в филогенезе аполипопротеин (апо) — апоА-I, 
образуя липопротеины высокой плотности (ЛПВП). Клетки 
всех ПС поглощают ФЛ из ЛПВП, пассивно, по градиенту 
концентрации (ННЖК и ПНЖК) путем переэтерификации 
ЖК между ФЛ в ЛПВП и ФЛ наружного монослоя мембраны 
клеток.

В канальцах эндоплазматической сети энтероцитов, не-
полярные ТГ (экзогенные и эндогенные) связывает микро-
сомальный белок, переносящий триглицериды (МБПТ); он 
формирует, мы полагаем, ранние хиломикроны (ХМ). Пере-
мещение их по каналам эндоплазматической сети энтеро-
цитов, далее по соединенным каналам сети уже в жировых 
клетках происходит в рамках ПС. При этом жировые клетки 
(производные РСТ) депонируют НЖК и МЖК в форме ТГ 
в каплях липидов в цитоплазме. Так, мы полагаем, сформи-
ровались клетки, которые стали поглощать ЖК не в форме 
полярных НЭЖК, как это происходило в течение миллионов 
лет, а в форме неполярных ТГ в составе ЛП.

Жировые клетки реализуют биологическую реакцию 
экзотрофии. В межклеточной среде МЖК и НЖК в форме 
полярных НЭЖК связывает и переносит белок альбумин; 
перенос НЖК + МЖК специфичная биологическая его функ-
ция. Молекула специфично связывает две С16 и С18 НЖК 

и МЖК; альбумин не переносит ННЖК, тем более ПНЖК.  
В пренатальном периоде у плода, при отсутствии синтеза 
альбумина, ННЖК и ПНЖК в межклеточной среде перено-
сит иной фетальный блок — α-фетопротеин. На депонирова-
нии ЖК в каплях ТГ в ПС, биологическая реакция экзотро-
фии заканчивается [6].

Реализация каждой из клеток in vivo одновременно двух 
биологических реакций. Этими биологическими реакциями 
являются:

1. Филогенетически ранняя функция жизнеобеспечения 
клетки; она едина для всех клеток; это реализации на ауто-
кринном уровне биологических функций трофологии и го-
меостаза, биологической функции эндоэкологии и функции 
адаптации; реализуют они и биологические реакции гипер-
трофии и гиперплазии. Число клеток in vivo, в органе, ткани 
может быть увеличено за счет деления зрелых клеток и диф-
ференцировки новых клеток из специфичных предшествен-
ников.

2. «Производственные» функции клеток в ПС и на уровне 
организма являются специфичными; формируются они по-
рой на разных ступенях филогенеза; бывают они и не столь 
совершенными.

3. Нарушение поздних в филогенезе «производственных» 
функций — частая причина гибели клеток. Если in vivo в ПС, 
в органе или на уровне организма нарушена производствен-
ная функция клеток, все они, согласно методологическим 
приемам биологической преемственности и единой техноло-
гии становления в филогенезе функциональных систем, по-
гибают по типу апоптоза.

Широкое толкование биологической функции гомеоста-
за in vivo. Гомойотермность — постоянная температура тела 
является важным достижением эволюции. Благодаря этому 
организмы совершенствуют биологическую реакцию термо-
генеза, регуляцию метаболизма путем поддержания темпе-
ратуры тела и далее рассеивают тепло в окружающую среду. 
Температура тела человека соответствует изоволюметриче-
скому интервалу воды, 36—42°C. Это температура оптималь-
на для физиологичной функции плазматических мембран 
клеток, функции ферментов, реализации физико-химических 
реакций in vivo. Вязкость крови и внеклеточной жидкости, 
поверхностное натяжение сурфактанта в альвеолах легких, 
набухание коллоидов (матрикса) интерстициального про-
странства, процесс возбуждения клеток, сокращение мышеч-
ных волокон, биологическая реакция секреции, всасывания, 
активность биологической функции локомоции и фагоцитоз 
нейтрофилами и моноцитами также определены температу-
рой внутренней среды [8].

Для того чтобы на ступенях филогенезе, согласно биоло-
гической функции гомеостаза, для каждой из клеток in vivo 
всего, всего было достаточно, важно чтобы: а) число клеток 
in vivo не было больше оптимального и б) этому соответство-
вал бы объем межклеточной среды. Эти условия с ранних 
ступеней филогенеза, с ПС клеток и органов, регулируют 
гуморальные медиаторы и нейро-гормональные биологиче-
ские реакции. Поддержание стабильности единого пула меж-
клеточной среды, является основной задачей биологических 
функций гомеостаза и адаптации на всех уровнях регуляции 
всех биологических реакций, в частности М ↔ М [9].

Единый пул межклеточной среды in vivo — это кусочек 
мирового океана, который: а) приватизировала каждая особь 
при выходе кистеперых рыб на сушу и в котором б) как и 
миллионы лет ранее в океане, продолжают жить все клетки. 
Самая ранняя физиологичная регуляция объема цитоплаз-
мы и размеров клеток происходит на аутокринном уровне. 
На уровне ПС отработан контроль in vivo объема: а) единого 
пула межклеточной среды; б) локальных пулов среды; в) раз-
меров (число клеток) и самих органов. Так, относительные 
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размеры столь важного органа как почки составляют всего-
то 0,7% массы тела. Столь же невелико в процентном отно-
шении к массе тела и масса центрального насоса сосудисто-
сердечной системы, сердца.

На каждом из трех уровней относительного биологиче-
ского совершенства, осуществлена регуляция биологической 
реакции М ↔ М; происходит это на аутокринном, в ПС и 
на уровне организма; достижение состояния относительно-
го биологического совершенства в филогенезе является на-
чалом, основой формирования следующего уровня совер-
шенства. На всех уровнях регуляции биологической реакции 
М ↔ М функциональные системы регулируют: а) размеры 
клеток и их органелл; б) три пула функционально разных 
клеток в каждом ПС (специфичные клетки, которые опреде-
ляют функцию ПС, локальный перистальтический насос и 
пул полифункциональных клеток, производных РСТ), вклю-
чая жировые клетки; в) число функционально разных ПС в 
сформированном органе [10].

В равной мере регулирован in vivo и объем локальных пу-
лов межклеточной среды: 1. большой круг кровообращения; 
2. малый, легочный круг кровотока; 3. пул первичной мочи 
в канальцах нефрона; 4. пул спинномозговой жидкости; 5. 
пул амниотической жидкости; 6. альвеологематический пул 
смеси газов в легких — газожидкостный пул, в котором про-
исходит диффузия, газообмен O2, CO2 и осуществлена биоло-
гическая реакция дыхания. К функциональным пулам можно 
отнести, вероятно, и поздний в филогенезе пул сбора и ути-
лизации эндогенного «биологического мусора», сбор эндо-
генных флогогенов из всех внутрисосудистых пулов межкле-
точной среды. Локализован этот филогенетически поздний 
пул в интиме артерий эластического типа.

Для реализации биологической функции гомеостаза in 
vivo в равной мере важна как регуляция число клеток in vivo, 
так и поддержание постоянного объема межклеточной сре-
ды, в котором и функционируют все клетки. Для этого, мы 
полагаем, функционируют механизмы, которые: а) отслежи-
вают число клеток in vivo; б) число ПС, параметры органов 
и в) систем органов, которые поддерживают оптимальное от-
ношение число клеток:объем межклеточной среды.

Ожирение и натрийуретические пептиды: липолиз, дис-
тальный отдел артериального русла и число ИПА. Важно 
познать те функции in vivo, которые при афизиологичном 
воздействии факторов внешней среды (избыточная индукция 
субстратом, переедание) противостоят увеличению числа 
ИПА, повышению объема внутрисосудистой среды и фор-
мированию ожирению; ожирение — это патология ИПА, в 
полной мере как метаболический синдром (МС) является 
патологией ВЖК. Параллельно увеличению in vivo числа 
ИПА, начальных проявлениях ожирения: а) возрастает объ-
ем дистального отдела артериального русла: б) замедляет-
ся скорость кровотока, нарушается биологическая реакция  
М ↔ М, снижается клиренс в тканях O2, нарушается удале-
ние катаболитов; в) уменьшается кратность обмена крови в 
обменных капиллярах, более низкими становятся параметры 
микроциркуляции; г) нарушается реализации биологической 
функции гомеостаза, трофологии, биологическая функция 
эндоэкологии и адаптации.

Нарушение биологической реакции М ↔ М, эндотелий-
зависимой вазодилатации, снижение гидродинамического 
давления в ПС и органах, понижение гидродинамического 
давления в дистальном отделе артериального русла, призва-
ны воспринимать интеро-, хемо- и барорецепторы. Иниции-
рованная ими афферентная сигнализация достигает сосудо-
двигательного центра продолговатого мозга. Для компен-
сации нарушения биологической реакции М ↔ М с уровня 
организма, сосудодвигательный центр, стимулируя сердце 
как центральный насос, системно повышает АД [11].

Биологическая функция адаптации на уровне организма 
увеличивает АД в проксимальном отделе и далее гидроди-
намическое давление в дистальном отделе артериального 
русла, повышает скорость кровотока, восстанавливает па-
раметры микроциркуляции и нормализует биологическую 
реакцию М ↔ М. В то же время, назвать эту реакцию патоге-
нетической не получается. В ответ на локальное нарушение 
биологической реакции М ↔ М, с уровня организма следует 
не локальное, как было бы желательно, а системное повы-
шение АД, и не в дистальном, а в проксимальном отделе ар-
териального русла.

Патогенетическая компенсация биологической реакции 
М ↔ М при развитии ожирения, мы полагаем, заключается 
в: а) уменьшении числа ИПА; б) объема дистального отдела 
артериального русла и б) снижении объема циркулирующей 
крови. Уменьшение объема крови в артериолах мышечного 
типа происходит путем активации секреции филогенетиче-
ски раннего мозгового натрийуретического пептида (НУП), 
далее желудочкового и предсердного НУП [12]. В реализации 
биологической функции гомеостаза НУП являются синерги-
стами с более ранним в филогенезе действием гормонально-
го медиатора альдостерона. Вместе они поддерживают по-
стоянство параметров единого пула межклеточной среды: 
альдостерон не допускает его уменьшения, а НУП — его 
увеличения. К действию альдостерона и НУП обоснованно 
добавить функцию антидиуретического гормона и вазопрес-
сина из нейросекреторных ядер гипоталамуса, локально же 
их действие локализовано в ПС нефрона.

Биологически альдостерон призван противостоять умень-
шению объема единого пула межклеточной среды; действие 
НУП как синергиста альдостерона, со своей стороны, пре-
пятствует увеличению единого пула межклеточной среды in 
vivo. Альдостерон в филогенетически ранних дистальных 
канальцах нефрона активирует реабсорбцию Na+ из пула 
первичной мочи, не допуская экскреции ионов и одновре-
менно воды, которую содержат гидратные оболочки иона (7 
молекул воды). Одновременно, более поздние в филогенезе 
желудочковый и предсердный НУП в начале нефрона акти-
вирует секрецию в первичную мочу Na+, дополнительно к 
тем ионам, которые профильтрованы через базальную мем-
брану клубочков. Можно полагать, что при ожирении, при 
увеличении числа клеток и объема крови в дистальном отде-
ле артериального русла, активность НУП уменьшает объем 
циркулирующей крови [13]. Компенсация эта является эф-
фективной, однако она устраняет действие афизиологичного 
фактора внешней среды (переедания) лишь частично. Содер-
жание НУП в плазме крови пациентов с ожирением увеличи-
вается пропорционально индексу мессы тела. Однако увели-
чение какого же из трех НУП противостоит ожирению?

Ожирение, число ИПА, размеры дистального отдел ар-
териального русла и натрийуретические пептиды. НУП 
биологически призваны поддерживать постоянство единого 
пула межклеточной среды in vivo. Одновременно НУП сти-
мулируют липолиз, гидролиз ТГ с образованием НЭЖК и 
глицерина. Вначале они уменьшают размеры ИПА, а позже и 
их число. Секреция НУП в правом предсердии усиливает ли-
полиз (гидролиз ТГ) в поздних в филогенезе ИПА; активация 
липолиза не происходит в более ранних в филогенезе ВЖК. 
При ожирении возрастает число адипоцитов и количество 
ПС с нарушением биологической функции гомеостаза [14].

Регулируя функциональные параметры биологической 
реакции М ↔ М, НУП во взаимодействии с рецепторами 
используют сигнальную систему циклического гуанозинмо-
нофосфата (ц-ГМФ); они же активируют в ИПА и ц-АМФ 
зависимую протеинкиназу, которая фосфорилирует гормон-
зависимую липазу, повышая активность гидролиза ТГ и об-
разования полярных НЭЖК. Предсердный НУП активирует 
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мейства белков перилипинов, которые определяют размеры 
капель ТГ, активность гормонзависимой липазы и освобож-
дение НЭЖК в межклеточную среду [18]. Фосфорилирова-
ние перилипина-А, при действии ц-АМФ зависимой проте-
инкиназы, повышает активность гормонзависимой липазы, 
ее реакцию с субстратом в малых каплях ТГ, гидролиз ТГ и 
освобождение из ИПА в кровоток НЭЖК и глицерина.

Введение фармакологического НУП добровольцам повы-
шает содержание в плазме крови НЭЖК, увеличивает уровень 
основного обмена и окисление в митохондриях ЖК. При фи-
зической нагрузке освобождение НЭЖК из адипоцитов актив-
но происходит и без участия симпатической нервной системы. 
Клинические наблюдения показывают, что гидродинамиче-
ское действие НУП, уменьшение перегрузки по объему двух 
кругов кровообращения у пациентов с сердечной недостаточ-
ностью, одновременно активирует липолиз в ИПА, вплоть до 
проявления клинических симптомов кахексии.

Полагают, что действие β-блокаторов может быть опреде-
лено тем, что они активируют секрецию НУП. Внутривенное 
введение физиологичной дозы предсердного НУП, активиру-
ет мобилизацию ЖК из ИПА в форме НЭЖК. У пациентов 
с ожирением имеется негативная зависимость между содер-
жанием НУП в плазме крови и индексом массы тела. НУП 
активирует гидролиз ТГ в ИПА, но не в ВЖК. Нарушением, 
которое инициирует повышение АД у животных с ожире-
нием, является: а) афизиологично большое число ИПА; б) 
увеличение параметров дистального отдела артериального 
русла и в) объема циркулирующей крови. В то же время, сни-
жение числа ИПА, объема локального сосудистого русла и 
уменьшение локального объема циркулирующей крови не 
столь просто отметить у животных без ожирения. Подобное 
действие НУП при ожирении действительно достижимо.

Липолиз в поздних в филогенезе ИПА активирует также и 
гуморальный медиатор адипонектин [19]; такое же действие 
в ИПА проявляет и НУП. Поздний в филогенезе предсерд-
ный НУП не активирует липолиз в ВЖК; гормонзависимую 
липазу в ВЖК активируют ранние в филогенезе гуморальные 
медиаторы: адреналин, гормон роста, трийодтиронин и глю-
кокортикоиды. В склонных к пролиферации ИПА, действие 
адипонектина и НУП направлено на уменьшение числа ади-
поцитов. И первым шагом является разгрузка адипоцитов от 
избытка ТГ. Можно полагать, что активация при ожирении 
липолиза при действии НУП является первым шагом в нор-
мализации кровообращения, уменьшении объема циркули-
рующей крови в дистальном отделе артериального русла.

Можно полагать, что активация липолиза при действии 
НУП уменьшает размеры и число ИПА, понижает параметры 
дистального отдела артериального русла и объем циркулиру-
ющей крови. Это можно оценивать как эндогенные биологи-
ческие реакции, которые in vivo противостоят формированию 
ожирения. При этом в плазме крови повышается содержание 
НЭЖК, глицерина, формируется умеренная гипергликемия и 
синдром ИР. При действии НУП и активации гидролиза ТГ в 
ИПА, они освобождают НЭЖК в межклеточную среду; далее 
ЖК окисляют иные клетки. Возможна ли активация биологи-
ческой реакции, при которой ИПА сами окисляли бы ЖК in 
situ. Действительно, такая биологическая реакция отработа-
на на уровне ПС клеток, органов и в организме.

Бежевые адипоциты, активация биологической реакции 
термогенеза и уменьшение депонированных в ИПА тригли-
церидов. Если белые жировые клетки (ВЖК и ИПА) и БЖК 
— две линии клеток с разными предшественниками в фор-
ме бластов, то бежевые жировые клетки — это, главным об-
разом, фенотипически измененные ИПА. В БЖК высокий 
уровень синтеза термогенина обусловлен генетически; в бе-
жевых клетках синтез его возрастает при действии актива-
торов — агонистов β-адренергических рецепторов [20]. При 

липолиз в ИПА, увеличивает в плазме крови содержание 
НЭЖК и глицерина, далее поглощение их всеми клетками и 
усиление синтеза АТФ.

Взаимодействие НУП, лептина и адипонектина в ре-
гуляции числа ИПА при ожирении. Полагаем, что мозговой 
НУП с ранних ступеней филогенеза, с незамкнутой системы 
кровотока регулирует биологическую функцию гомеостаза 
в ИПА и объем межклеточной среды. Трансгенные мыши 
при высоком синтезе НУП всегда худые, по сравнению с 
контрольными животными; они проявляют резистентность к 
богатой жирами пище; ИПА не формируют ни ожирения, ни 
синдрома ИР. Для трансгенных мышей характерно: а) малое 
количество подкожной жировой ткани; б) высокое потребле-
ние O2 и в) увеличенное число митохондрий в цитоплазме 
миоцитов. При реализации биологической реакции экзотро-
фии, активность липолиза в адипоцитах трансгенных живот-
ных более высока, по сравнению с контролем. При действии 
НУП уменьшение ТГ в цитоплазме происходит за счет депо-
нирования НЖК + МЖК в ИПА.

У мышей с выбитым геном НУП методом телеметрии по-
казано постоянное повышение АД. При беременности, фор-
мировании локального пула амниотической среды, отмечено 
более выраженное повышение АД и развитие протеинурии 
[15]. Ни НУП повышает АД; при отсутствии физиологич-
ного действия НУП, нарушения в дистальном отделе арте-
риального русла, в артериолах мышечного типа происходят 
при компенсации повышением АД на уровне организма [16]. 
Предсердный НУП повышает: а) окисление ЖК в скелетных 
миоцитах и, вероятно, липогенез в бежевых ИПА; б) биоге-
нез митохондрий, синтез ими АТФ и в) уровень основного 
обмена. У мышей с гиперфункцией предсердного НУП экс-
прессировано число рецепторов активации пролиферации 
пероксисом-γ (РАПП-γ); они же инициируют и биогенез ми-
тохондрий. Высокое содержание НЖК в пище: а) понижает 
действие НУП; б) нарушает биогенез митохондрий и в) окис-
ление ЖК с образованием АТФ. Удастся ли эти нарушения 
корригировать в клинических условиях, покажет время.

При введении НУП в плазме крови увеличивается содер-
жание НЭЖК и концентрация глицерина. При этом отношение 
НЭЖК : глицерин изменяется от 2,9 до 1,5. Это определено тем, 
что полный гидролиз ТГ последовательно осуществляют три 
фермента: а) гормонзависимая липаза жировых клеток; б) ди-
глицеролгидролаза и б) 2-моноацилглицеролгидролаза [17]. В 
экспериментах на мышах НУП выраженно активируют липо-
лиз в ИПА, но не в ВЖК. Значительное повышение содержания 
НЭЖК в плазме крови является причиной повышения уровня 
гликемии и формирования синдрома ИР. Высокая концентрация 
НЭЖК в межклеточной среде сказывается и на секреции альдо-
стерона. Однако каковы же функциональные отношения между 
нормализацией объема циркулирующей крови, активацией ли-
полиза в ИПА и концентрацией НЭЖК в плазме крови?

Создается впечатление, что адипонектин и НУП являют-
ся синергистами в регуляции в ИПА: а) пула межклеточной 
среды; б) размеров дистального отдела артериального русла; 
в) числа ИПА и д) их размеров. Филогенетически поздние 
гуморальные медиаторы НУП, вероятно, задействованы в 
регуляции массы тела, числа клеток in vivo; регулируют они 
и освобождение из ИПА жирных кислот в форме НЭЖК для 
наработки митохондриями энергии, для синтеза АТФ.

Можно полагать, что НУП и адипонектин, регулируя 
ИПА, формируют оптимальные параметры артериального 
русла. Они включают: а) размеры дистального отдела арте-
риального русла; б) оптимальный объем циркулирующей 
крови и в) число ИПА. НУП задействованы в регуляции 
метаболизма ЖК путем изменения активности гормонзави-
симой липазы в ИПА. Система ц-АМФ передачи в клетку 
сигнала функционально ассоциирована с активностью се-
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формировании в ИПА пула бежевых клеток происходит: а) 
экспрессия разобщающего протеина-1; белок препятствует 
формированию высокого градиента протонов по обе сторо-
ны внутренней мембраны митохондрий и разобщает физико-
химические процессы окисления и окислительного фосфо-
рилирования, понижая образование в дыхательной цепи 
АТФ. БЖК и бежевые ИПА содержат сходные концентрации 
термогенина и схожую активность продукции тепла; б) уве-
личение числа митохондрий, содержание в них цитохромов, 
которые накапливают ионы железа; наличие большого числа 
окрашенных митохондрий придает клеткам бежевый цвет; 
в) митохондрии продуцируют энергию преимущественно 
в форме тепла и образуют только четверть того количества 
АТФ, которое нарабатывают белые ИПА. Далее поток крови 
разносит тепло по всему телу, рассеивая его с кожных по-
кровов. Так происходит метаболизм ЖК запасенных в ИПА в 
форме ТГ при активной биологической реакции термогенеза 
и выделении бежевыми клетками CO2 и H2O.

При реализации биологической функции адаптации, био-
логической реакции компенсации, образование бежевых 
ИПА и усиление термогенеза происходит при: а) переохлаж-
дении организма (после зимней спячки, периода гибернации), 
когда необходимо восстановить оптимальную температуру 
тела, согреться; б) при рождения ребенка, когда необходимо 
оптимально поддерживая температуру тела, не остыть и в) 
реализации биологических функций трофологии (питания) и 
функции гомеостаза при воздействии такого фактора внеш-
ней среды, как гипериндукция субстратом — хроническое 
переедание [21].

Интерес биологов и клинических биохимиков к БЖК и бе-
жевым ИПА основан на способности клеток активировать in 
vivo адаптивные биологические реакции, которые эндогенно 
понижают размеры зрелых ИПА, их число и ожирение. В экспе-
риментах на мышах, активация термогенеза в БЖК и бежевых 
ИПА достоверно коррелирует с устойчивостью мышей к ожи-
рению [22]. Полагали, что in vivo у взрослых мало БЖК, чтобы 
они могли оказать влияние на число ИПА. В последнее время, 
при использовании позитронной эмиссионной томографии 
[23] одновременно с ядерной магнитной резонансной томо-
графией, показаны фрагменты бурой жировой ткани, бежевых 
клеток ИПА, которые при стимуляции с β-адренорецепторами, 
экспрессируют термогенин. Активность термогенеза в беже-
вых клетках снижена у пожилых пациентов с ожирением, по 
сравнению с группой контроля [24].

Неоднозначным является и мнение, что снижение термо-
генеза в бежевых ИПА можно рассматривать как причину по-
вышения индекса массы тела; возможно ли применить это при 
профилактике ожирения. Действие разобщающего протеина-1 
[25], разобщение физико-химических реакций окисления и 
окислительного фосфорилирования в дыхательной цепи мито-
хондрий опробовано в экспериментах по снижению массы те-
ла. 2,4-динитрофенол (ДНФ) химически разобщает эти реак-
ции, инициируя утечку протонов через внутреннюю мембрану 
митохондрий, имитируя действие разобщающего протеина-1. 
Однако ДНФ обладает побочным действием.

Большинство бежевых клеток, полагают, формируются из 
зрелых ИПА: происходит это при охлаждение организма или 
активации β-адренергических рецепторов. В экспериментах 
при использовании нового метода картирования, авторы, вво-
дя стабильную метку в зрелые ИПА, содержали мышей при 
пониженной температуре и действии агонистов β-рецепторов 
с целью образования бежевых ИПА. Большинство бежевых 
ИПА образовались из бластных предшественников, а не из 
зрелых, меченых ИПА. Термогенез бежевых ИПА обратим; 
он ослабевает при возвращении мышей в оптимальную по 
температуре среду и вновь усиливает образование тепла, ес-
ли мышей вернуть в условия холода [26]. Бежевые ИПА уси-

ливают термогенез при действии агонистов РАПП-γ. Далее 
выявлены две разновидности преадипоцитов в ИПА — бе-
лые и бежевые. И только бежевые преадипоциты реализуют 
генетическую программу термогенеза при действии агони-
стов β-адренорецепторов и РАПП-γ [27].

Бежевые клетки ИПА и регуляция метаболизма подкож-
ной жировой ткани. Активация БЖК и бежевых клеток ИПА 
происходит у грызунов, не только при адаптации к холоду, 
но и при переедании богатой углеводами пищи [28]. Это 
рассматривают как биологическую реакцию компенсации 
в ответ на усиление индукции субстратом с целью поддер-
жания «баланса энергии»; в биологию введен термин диет-
индуцированный термогенез [29]. Непонятым остается одно, 
почему мыши с выбитым геном разобщающего белка-1, ко-
торые не активируют холодовой термогенез, все-таки не по-
вышают массу тела, не развивают ожирения при гипериндук-
ции субстратом [30].

Мыши, с выбитым геном термогенина увеличивали массу 
тела при поедании большего количества пищи только, если 
их содержали в оптимальных по температуре условиях, при 
28—30°C. При температуре (20—22°C) мышам холодно; они 
вынуждены тратить часть энергии на поддержание темпера-
туры тела. Вероятно, мыши с выбитым геном термогенина 
мобилизуют альтернативные механизмы для поддержания 
температуры тела [31]. Вклад БЖК в метаболизм ЖК при 
диет-индуцированном термогенезе четко пока не установлен. 
Формирование БЖК при дефиците разобщающего протеина-1 
может влиять и на метаболизм ЖК в тканях, формирование 
бурой жировой ткани и участия в диет-индуцированном тер-
могенезе [32]. Существуют ли компоненты пищи, которые в 
большей мере активируют диет-индуцированный термоге-
нез? Какие генетические факторы могут этому способство-
вать?

Патогенез ожирения; роль микробиоты кишечника. Име-
ет ли значение в термогенезе и ожирении функция микробио-
ты — содружества микрофлоры преимущественно толстого 
кишечника? Микробиота — функциональный термогене-
ратор; бактерии-пробиотики осуществляют переваривание 
компонентов пищи (пребиóтиков), которые не усваивают 
ферментные системы тонкого кишечника, в верхних отде-
лах желудочно-кишечного тракта. Пребиотики — субстраты 
ферментации микрофлоры; микробиота обеспечивает био-
логические потребности человека in vivo, синтез жизненно 
необходимых компонентов, реализуя одновременно наработ-
ку тепла. Пробиотики — биологически активные препараты, 
которые содержат живые микроорганизмы — физиологич-
ную микрофлору толстого кишечника человека и способны 
восстановить нарушенный баланс микроорганизмов. Кроме 
того, микробиота нарабатывает большое количество теп-
ла, реализуя физико-химические реакции. Субстратом для 
гидролиза микроорганизмами является, главным образом, 
клетчатка растительного происхождения [33].

Не выяснена и конкуренция микробиоты с пищевари-
тельной системой тонкого кишечника; она с более высокими 
параметрами усваивает животную пищу. Бактерий в микро-
биоте ≈ в 15 раз больше, чем всех соматических клеток in 
vivo. В экспериментах с генетически ожиревшими мышами 
показано, что состав микрофлоры кишечника, по сравнению 
с поджарыми мышами различается. Когда брали микрофлору 
от ожиревших мышей и пересаживали худым, мыши быстро 
увеличивали массу тела. И наоборот, полные мыши умень-
шали массу тела, когда им «пересаживали» бактерии из ки-
шечника худых животных.

Как показали эксперименты на мышах и на доброволь-
цах, даже щадящие курсы антибиотиков уничтожают бакте-
рии в кишечнике. Со временем количество бактерий восста-
навливается, но не видовое их разнообразие; оно становится 
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терную для худых мышей, развития ожирения не происходит. 
Микробиота может воздействовать на организм хозяина, по-
вышая эффективность извлечения энергии из пищи, прежде 
всего, из полисахаридов. С другой стороны, и диета влияет 
на состав микробиоты: при использовании пищи с высоким 
содержанием животных жиров (сливочного жира) состав бак-
терий в кишечнике меняется за несколько дней. У мышей с 
низкой аффинностью Toll-подобного рецептора 5, развивается 
гиперфагия и синдром ИР, возрастает масса тела. Если после 
этого микробиоту от таких мышей перенести в кишечник здо-
ровым животным, развивается МС и синдром ИР.

Аэробная микробиота толстого кишечника и терморе-
гуляция. Термогенез у человека определяет, прежде всего, 
величина мышечной нагрузки, а теплоотдачу — температура 
окружающей среды и влажность воздуха. Параметры микро-
климата в природной среде и в производственных условиях 
могут изменяться в широких пределах. Вместе с изменени-
ем микроклимата меняется и самочувствие человека. Нару-
шение теплового баланса активирует in vivo биологическую 
функцию адаптации, биологическую реакцию компенсации. 
Противостояние холоду, жаре происходит под контролем 
нервной системы; в ней задействованы органы, которые 
обеспечивают постоянную температуру тела эффективным 
и экономичным путем. Физиологичная система терморегу-
ляции включает регуляцию биологических реакций тепло-
образования и теплоотдачи. Терморегуляция происходит: а) 
путем реализации биохимических реакций и б) путем изме-
нения интенсивности кровообращения и потоотделения.

Терморегуляция биохимическим путем состоит в измене-
нии интенсивности окислительных процессов in vivo. Термо-
регуляция путем изменения кровообращения заключается в 
регуляции объема протекающей крови; ее можно рассматри-
вать как переносчик тепла от внутренних органов к поверх-
ности тела человека при сужении, расширении сосудов. При 
температуре окружающей среды в 36°C, отвод тепла проис-
ходит только за счет испарения.

Филогенетические, этиологические факторы ожирения. 
Согласно филогенетической теории общей патологии, Homo sa-
piens потребляет пищу, какую он хочет и сколько хочет; но у него 
есть и биологическая обязанность — все съеденное истратить; 
не можешь истратить — не ешь. Важно понять на какие цели in 
vivo расходуются субстраты при наработке энергии, принимая 
во внимание и роль ядер гипоталамуса, нейроэндокринной си-
стемы [37]. Считают, что ≈ 10% субстратов in vivo расходуется 
на поддержание температуры тела. Легко одеваясь, обливаясь 
холодной водой, мы можем потерять не более 10% субстратов 
пищи. Около 20% энергии, в среднем, организм затрачивает на 
повседневную физическую активность. Посещая фитнес-клуб, 
мы сможем потратить более 20% энергии.

Остальные 70% энергии организм использует на реали-
зацию жизнеобеспечения, на покрытие расходов в энергии 
при осуществлении реакций метаболизма. Энергоемкими 
являются: а) поддержание оптимального объема клеток, вы-
сокого градиента ионов K+ и Na+ по обе стороны клеточной 
мембраны, межклеточная среда : цитоплазма клеток; б) по-
стоянные сокращения гладкомышечных клеток; в) функция 
дыхания; г) активность биологической реакции М ↔ М; д) 
непрерывная функция эндоэкологии, биологические реак-
ции экскреции и реакция воспаления, энергетические за-
траты центральной нервной системы и центрального насоса 
сосудисто-сердечной системы — сердца.

На реализацию физико-химических и биохимических 
реакций метаболизма приходится трата большей части энер-
гии, которую производит in vivo Homo sapiens в форме АТФ. 
Заранее запасти энергию in vivo в форме АТФ человек не мо-
жет. В единицу времени при самой высокой потребности в 
энергии, Homo sapiens может истратить только то количество 

на порядок меньше. С «бедным» набором штаммов бактерий 
лабораторные мыши гораздо более склонны к ожирению, 
синдрому ИР и МС. За последние годы показано, что микро-
флора кишечника влияет на метаболизм: «плохая» микро-
биота способствует формированию болезни, «здоровая» — 
укрепляет здоровье [34].

Эксперименты на мышах показали, что при питании пи-
щей с животными жирами микробиота мышей меняется. От-
части, ситуацию можно поправить введением пробиотиков. 
В клиническом эксперименте, представители африканского 
племени в течение двух недель использовали только амери-
канскую пищу fast food, а группа афроамериканцев пита-
лась бобовыми культурами и овощами из рациона индейцев.  
В результате, в первом случае развился синдром ИР, а у афро-
американцев, содержание ХС и ТГ в плазме крови достовер-
но снизилось. И у первых и у вторых изменилась микробиота 
кишечника. После 10 дней питания в «МакДональдсе», ки-
шечная микрофлора выраженно нарушается. Колония бифи-
добактерий, которая in vivo сдерживает биологическую реак-
цию воспаления, вымерла и разнообразие микроорганизмов 
уменьшилось на 40%. Через две недели после окончания пи-
тания fast food, микрофлора так и не восстановилась. Такие 
нарушения часто встречаются у людей с ожирением, синдро-
мом ИР и метаболическим синдромом.

Разнообразие видов бактерий в кишечнике у городских жи-
телей гораздо меньше, чем у жителей села. Состав микробио-
ты у горожан в России, Европе и Америке является сходным; у 
сельских жителей, даже в пределах РФ, выраженно различает-
ся; в кишечнике человека также происходит процесс глобали-
зации. Люди во всех странах едят гамбургеры с антибиотика-
ми; микробиота становится скудной, понижается сопротивляе-
мость микрофлоры заболеваниям. В последние годы выявлена 
взаимосвязь между составом микробиоты кишечника и склон-
ностью к ожирению. Эту  закономерность выявили у мышей: 
мыши, которые получали одинаковую (богатую полисахари-
дами) пищу, но имели различные гены предрасположенности 
к ожирению, имеют разный состав бактерий в кишечнике.  
У предрасположенных к ожирению мышей с увеличением мас-
сы тела, изменяется и соотношение бактерий-симбионтов в ки-
шечнике. У мышей с ожирением, доля бактерий Bacteroidetes 
снижается (≈ 50%), а доля — Firmicute — пропорционально 
возрастает. Такая же взаимосвязь прослежена и у человека; в 
кишечнике человека также преобладают бактерии этих же ти-
пов. У пациентов с ожирением бактерий Bacteroidetes меньше, 
чем у худых. Это подтверждено и в США при участии моно- и 
дизиготных близнецов женского пола и их матерей (всего 154 
человека), которые имели избыточную и физиологичную мас-
су тела [35].

Используя современные методы, охарактеризованы не 
только истинные бактерии (эубактерии), но и древние археи. 
Отмечено, что у людей с ожирением повышается доля не 
только бактерий, которые продуцируют водород, но и мета-
ногенных архей, которые потребляют H2. Это характерно для 
людей с ожирением или тех пациентов, которые перенесли 
операцию шунтирования желудка. Авторы статьи предпо-
ложили, что именно согласованное повышение количества 
бактерий, производящих водород, и архей, которые его по-
требляют, способствует повышенному извлечению из пищи 
всей энергии. Полагают, что влияние на состав микробиоты 
кишечника потенциально можно применить и для лечения 
пациентов с ожирением [36]. Можно контролировать состав 
микробиоты с помощью фармацевтических, биотехнологи-
ческих или иных разрабатываемых подходов.

Эксперименты на мышах показали, что если провести коло-
низацию кишечника мышей микробиотой, которая характерна 
для животных с ожирением, мыши быстро набирают массу те-
ла. Если же использовать для колонизации микробиоту, харак-
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а) ожирение — патология белой жировой ткани, пула 
филогенетически поздних, инулинзависимых подкожных 
адипоцитов;

б) этиологическим фактором ожирения является различие 
активного, рецепторного депонирования ЖК в адипоцитах в 
форме неполярных ТГ; освобождение же ЖК из адипоцитов 
в межклеточную среду происходит только пассивно в форме 
полярных НЭЖК; покидают они адипоциты только пассивно 
по градиенту концентрации цитоплазма ИПА → межклеточ-
ная среда;

в) основой патогенеза ожирения является избыточное ко-
личество в пище пальмитиновой НЖК и транс-форм МЖК, 
избыточное депонирование в ИПА пальмитиновых изоформ 
ТГ; гормонзависимая липаза гидролизует все пальмитино-
вые ТГ с низкой константой скорости реакции;

г) важным в патогенезе является формирование in vivo 
пальмитинового, малоэффективного варианта метаболизма 
ЖК, вплоть до функционального дефицита in vivo АТФ;

д) при дефиците АТФ в плане компенсации на уровне ор-
ганизма происходит усиление липолиза в ВЖК сальника на 
уровне организма, активация чувства голода, приема пищи и 
опять увеличение количества депонированных пальмитиновых 
ТГ при малом освобождении ЖК в форме НЭЖК. Компенса-
торную активацию липолиза и освобождение НЭЖК в межкле-
точную среду при действии адреналина не может блокировать 
филогенетически поздний инсулин, поскольку более ранние в 
филогенезе ВЖК не имеют рецепторы только к инсулиноподоб-
ному фактору роста и не имеют рецепторов к инсулину.

Регуляция метаболизма ИПА сформировалась на позд-
них ступенях филогенеза, когда регуляция многих процес-
сов метаболизма, в частности М ↔ М, была уже завершена. 
Поэтому, мы полагаем, физиологично увеличению размеров 
и числа ИПА противостоят, казалось бы, неспецифичные 
функциональные системы, как:

а) липолитическое действие НУП в подкожной жировой 
ткани; они уменьшают число адипоцитов, размеры дистального 
отдела артериального русла и объем циркулирующей крови;

б) активация термогенеза в бежевых адипоцитах; они 
формируются из предшественников в пуле белых ИПА и 
снижают содержание в них ТГ путем усиления образования 
и рассеивания тепла;

в) не совсем ясная функция микробиоты кишечника, ко-
торая функционально способна противостоять ожирению.

Действие адипонектина — гуморального медиатора ме-
ханизма обратной связи ИПА → ядра гипоталамуса изложе-
но нами ранее и эффективным регулятором противодействия 
ожирению не стала. В этой непростой ситуации с этиологией 
и патогенезом ожирения, единственно эффективным спосо-
бом профилактики метаболической пандемии является ак-
тивация когнитивной биологической функции, ограничение 
количества потребляемой пищи (индукции субстратом) при 
облигатном снижении животных жиров с высоким содержа-
нием пальмитиновой НЖК.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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АТФ ↔ АДФ за сутки происходит образование десятков ки-
лограммов АТФ. Решающим в эволюционном, филогенети-
ческом развитии, превосходстве видов животных являются 
кинетические параметры [38].

В чем же состоит основная проблема похудения [39]. От-
вет на этот вопрос дает филогенетическая теория общей па-
тологии. Мы полагаем, что основной этиологический фактор 
биологической реакции ожирение ↔ похудение сформиро-
вался на разных ступенях филогенеза, на уровне ПС клеток, 
органов, систем органов, в самих жировых клетках. Этиоло-
гический фактор ожирения в том, что все жировые клетки 
депонируют ЖК в форме неполярных ТГ, а освобождают 
в межклеточную среду только в форме полярных НЭЖК. 
Следовательно: а) депонировать ЖК в жировые клетки зна-
чительно проще, чем из жировых клеток ЖК извлечь и б) 
прежде чем ЖК извлечь, надо ТГ подвергнуть гидролизу 
(липолизу) и освободить ЖК в форме НЭЖК при действии 
гормонзависимой липазы жировых клеток.

Параметры освобождения ЖК из ВЖК и ИПА в форме 
НЭЖК, зависимы от соотношения позиционных изомеров 
олеиновых, пальмитиновых ТГ, которые депонированы в жи-
ровых клетках. Их гормонзависимая липаза гидролизует, но 
с разной константой скорости реакции. Если мы посмотрим 
на последовательность пальмитиновых и олеиновых позици-
онных изоформ ТГ в плазме крови:
ППП → ППО → ОПП →  ПОП → ОПП → ООП → ПОО
 66,4           —           —          35,2         22,0       18,2           — 
 → ООО
     –5,5°C

и сопоставим ее с температурой плавления ТГ, становит-
ся ясно, что первыми липаза будет гидролизовать позицион-
ные изомеры олеиновых ТГ как олеил-олеил-олеат глицерол 
(ООО). И в последнюю очередь, липаза начнет гидролиз 
пальмитиновых позиционных изомеров ТГ как пальмитоил-
пальмитоил-пальмитат глицерол (ППП). Температура плав-
ления пальмитиновой НЖК составляет 63°C, а олеиновой 
МЖК только 15°C.

Согласно скорости гидролиза позиционных изоформ ТГ, 
поедание животного, сливочного жира (пальмитиновых ТГ) 
является причиной сдвига позиционных изоформ ТГ влево, 
формирования in vivo пальмитинового, малоэффективного 
варианта метаболизма ЖК и низкой эффективности наработ-
ки митохондриями АТФ. Происходит это по причине низкой 
активности гидролиза ТГ в ИПА при реализации биологи-
ческой функции трофологии (питания), биологической реак-
ции эндотрофии. И чем большее количество пальмитиновых 
ТГ накапливается в ИПА, чем медленнее гидролизует их гор-
монзависимая липаза, тем более увеличивается число ИПА и 
масса подкожной жировой клетчатки с развитием такой ме-
таболической пандемии, как ожирение.

Сопоставления, которые приведены выше, основаны на 
том, что точка плавления для каждого изомера ТГ, является 
физико-химической, функциональной константой. Экспери-
ментально показана достоверная, негативная, коррелятивная 
зависимость между точкой плавления позиционных изоме-
ров ТГ и скоростью их гидролиза в модельной системе при 
действии постгепариновой ЛПЛ. При скармливании крысам 
пищи с повышенным содержанием пальмитиновой НЖК, как 
и транс-форм МЖК, отмечено достоверное снижение скоро-
сти гидролиза ТГ в белой жировой ткани параллельно повы-
шению температуры плавления позиционных изомеров ТГ.

Разобравшись в этологии и патогенезе такой метаболиче-
ской пандемии как ожирение, мы можем обоснованно гово-
рить, что:
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Светлоклеточный рак почки (скПКР) характеризуется высокой частотой летальных исходов, и в первый год после 
постановки диагноза летальность составляет 16%. Отсутствие эффективной диагностики в ранних стадиях (30% 
случаев скПКР обнаруживается в поздних стадиях при наличии метастазирования) указывает на необходимость поиска 
новых биомаркеров скПКР. Нарушения в метилировании регуляторных генов микроРНК являются одной из причин раз-
вития опухоли. Цель данной работы — выявление гиперметилированных генов микроРНК при скПКР и оценка их диагно-
стических и прогностических характеристик. Определение статуса метилирования генов микроРНК в образцах ДНК 
из опухоли и неизмененной ткани 50 больных скПКР проводили с помощью бисульфитной конверсии ДНК и последующей 
метилспецифичной ПЦР. Показано частое гиперметилирование 7 генов микроРНК (miR-9-1/3, miR-124a-1/2/3, miR-34b/c, 
miR-129-2) в опухолях скПКР. Из 7 исследованных генов микроРНК составлены системы маркеров по 2—4 гена в каждой. 
Чувствительность систем из 4 маркеров по данным ROC-анализа достигает 88%, а специфичность — 94% (AUC 0,83—
0,84). Кроме того, показано, что гиперметилирование 5 генов микроРНК (miR-9-1/3, miR-34b/c, miR-124a-3, miR-129-2) 
ассоциируется с параметрами прогрессии скПКР (стадия, размер опухоли, степень дифференцировки и метастазиро-
вание в лимфатические узлы или удаленные органы). Из генов, гиперметилирование которых связано с метастазирова-
нием (miR-129-2, miR-9-3, miR-124a-3), составлены и охарактеризованы 5 прогностических систем маркеров. Гиперме-
тилирование гена miR-129-2 — новый эффективный маркер предсказания метастазирования (чувствительность 75% и 
специфичность 79%, AUC 0,77), который можно сочетать с маркерами, выявленными в других исследованиях.
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The clear-cell carcinoma of kidney is characterized by high rate of lethal outcomes. The lethality makes up to 16% in the first year 
after disease was diagnosed. The absence of efficient diagnostic at early stages (30% of all cases of clear-cell carcinoma of kidney 
are found out at late stages if there is  metastatic disease) indicates the necessity of searching new biomarkers of clear-cell carcinoma 
of kidney. The disorders in methylation of regulatory genes of micro-RNA are one the causes of development of tumor. The purpose 
of the present study is to discover hyper-methylated genes of micro-RNA under clear-cell carcinoma of kidney and to evaluate their 
diagnostic and prognostic characteristics. The establishment of status of methylation of genes of micro-RNA in samples of DNA from 
tumor and unaltered tissue of 50 patients with clear-cell carcinoma of kidney was implemented using bisulfite conversion of DNA 
and subsequent methyl-specific polymerase chain reaction. The frequent hyper-methylation of seven genes of micro-RNA (miR-9-1/3, 
miR-124a-1/2/3, miR-34b/c, miR-129-2) in tumors of  clear-cell carcinoma of kidney. Out of 7 analyzed genes of micro-RNA the 
systems of markers on 2-4 genes in each one were compiled. According ROC-analysis, the sensitivity of 4 markers systems reaches 
88%, specificity - 94% (AUC 0.83-0.84). Furthermore, it is demonstrated that hyper-methylation of 5 genes of micro-RNA (miR-9-1/3, 
miR-124a-1/2/3, miR-34b/c, miR-129-2) is associated with parameters of progression of clear-cell carcinoma of kidney (stage, size 
of tumor, degree of differentiation, metastasis in lymph nodes on remote organs). Out of genes which hyper-methylation is associated 
with metastasis disease (miR-9-1/3, miR-124a-1/2/3, miR-34b/c, miR-129-2) 5 prognostic systems of markers were compiled and 
characterized. The hyper-methylation of gene miR-129-2 is a new efficient marker of prognosis  of metastasis disease (sensitivity 75% 
and specificity 79%, AUC 0.77) that can be combined with markers discovered in other studies.
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Введение. Почечно-клеточный рак (ПКР) является тре-
тьим по распространенности урологическим заболеванием и 
составляет 2—3% всех некожных злокачественных новооб-
разований у взрослых обоих полов [1]. ПКР включает груп-
пу гистологически различных видов рака, таких как светло-
клеточный, папиллярный и хромофобный рак почки. При 
этом светлоклеточный рак почки (скПКР) является самым 
распространенным из всех видов ПКР [2]. СкПКР в ранних 
стадиях не имеет клинических проявлений, поэтому обнару-
жение этого заболевания происходит случайно визуальным 
методом, а на этапе диагностики 30% всех случаев скПКР 
уже имеют метастазирование [3]. В 2015 г. в России доля 
случаев скПКР с летальным исходом в течение года после 
постановки диагноза составила 16% [4]. При этом в качестве 
терапии локализованного заболевания скПКР в настоящее 
время остаются частичная или тотальная нефрэктомия [5]. 
Отсутствие эффективной диагностики в ранних стадиях за-
болевания и высокая частота летальных исходов указывают 
на необходимость поиска новых биомаркеров скПКР.

Нарушения в метилировании регуляторных генов явля-
ются одной из причин развития опухоли [6]. Так, при раке 
легкого наблюдали повышенное метилирование промото-
ров двух генов (О6-метилгуанин-ДНК метилтрансферазы и 
белка-супрессора p16) за 3 года до постановки диагноза рака 
легкого [7]. Гены микроРНК подвержены метилированию в 
несколько раз чаще, чем кодирующие белок гены [8]. Из ли-
тературы известно о связи степени метилирования генов ми-
кроРНК с их экспрессией при различных видах рака. Напри-
мер, гиперметилирование miR-34b/c вызывало подавление 
экспрессии этого гена при раке ротовой полости, кишечника, 
яичников и лейкозе [9], а гиперметилирование гена miR-9 по-
нижало его экспрессию при скПКР [10].

Нами ранее выявлено гиперметилирование ряда генов 
микроРНК при раке легкого и почки [11, 12]. Цель настояще-
го исследования — оценка диагностических и прогностиче-
ских характеристик гиперметилированных генов микроРНК 
при скПКР.

Материал и методы. Образцы опухолей скПКР собраны 
и клинически охарактеризованы в НИИ клинической онко-
логии ФГБУ «РОНЦ им. Н.Н. Блохина». Анализировали пар-
ные образцы опухоли и гистологически неизмененной ткани 
почки, полученные от 50 больных скПКР. Отбор образцов 
проводили, как было описано ранее [12]. Высокомолекуляр-
ную ДНК выделяли из ткани по стандартной методике.

Работа проведена с соблюдением принципов доброволь-
ности и конфиденциальности в соответствии с «Основами 
законодательства РФ об охране здоровья граждан», получено 
разрешение этического комитета РОНЦ им. Н.Н. Блохина, а 
также информированное согласие больных.

Бисульфитную конверсию ДНК и метилспецифичную 
ПЦР (МС-ПЦР) проводили, как описано ранее [12].

Статистический анализ выполняли с применением точно-
го критерия Фишера в программе AtteStat. Изменения счита-
ли значимыми при p ≤ 0,05.

Оптимальные системы маркеров выбирали на основании 
критерия Йодена по результатам ROC-анализа, проведен-
ного с помощью ресурса http://www.biosoft.hacettepe.edu.tr/
easyROC/, который позволил вычислить диагностические 
параметры: площадь под ROC-кривой (AUC), оптимальный 
критерий отсечения, чувствительность, специфичность, по-
ложительное и отрицательное предсказательные значения. 
Для системы из одного гена-маркера чувствительность опре-
деляли как долю образцов из опухоли, в которых данный ген 
метилирован, а специфичность — как долю неметилирован-
ных образцов из нормальной ткани (табл. 1).

Результаты. Профиль гиперметилирования генов ми-
кроРНК при скПКР и системы маркеров для диагностики 
скПКР. В данном исследовании представлены результаты 
анализа метилирования генов 7 микроРНК miR-9-1, 9-3, 
34b/c, 124a-1, 124a-2, 124a-3 и 129-2 при скПКР при помощи 
МС-ПЦР. В табл. 1 показан статус метилирования этих ге-
нов в образцах опухолевой и гистологически неизмененной 
(условно-нормальной) ткани почки от 50 пациентов.

Частота гиперметилирования этих генов в образцах опу-
холей составила 40—60% (табл. 2). Отмечена высокая до-
стоверность различий частот гиперметилирования в опухо-
левой и гистологически неизмененной ткани пациентов (p 
составляло 10–3—10–5). Как видно из табл. 2, все изученные 
нами гены имеют высокую частоту гиперметилирования в 
опухолевой ткани и полное отсутствие метилирования в тка-
ни «доноров» (за исключением miR-124a-2 — 1 случай на 5 
доноров).

На основании полученных результатов гиперметилирова-
ния 7 генов микроРНК при скПКР нами составлены потен-
циальные диагностические системы маркеров для выявления 
скПКР (табл. 3). Из всевозможных наборов генов самые вы-
сокие значения суммы чувствительности и специфичности 
соответствовали системам, в которые вошли гены miR 9-1, 
124a-3 и 129-2 (см. табл. 3). Примечательно, что для пер-
вых двух генов наблюдали 7-кратное, а для miR 129-2 — 19-
кратное увеличение частоты метилирования в опухоли по 
сравнению с условно-нормальной тканью; при этом полно-
стью отсутствовало гиперметилирование этих генов в образ-
цах ДНК «доноров» (см. табл. 2).

Наилучшей (по значению критерия Йодена) системой из 
1 гена является система на основе гена miR 129-2: она харак-
теризуется очень высоким значением специфичности — 98% 
(т. е. в 49 образцах условно-нормальной ткани этот ген не-
метилирован), однако ее чувствительность оказалась крайне 
низкой — 38% (т. е. в 19 образцах опухолевой ткани этот ген 
метилирован); значение AUC составило 0,68. Аналогично 
этому для наилучшей (по критерию Йодена) системы из 2 
генов (miR 9-1 и 124a-3) специфичность составила 90%, чув-
ствительность — 66% (см. табл. 3). При анализе систем из 
3 генов мы выделили 2 системы, являющиеся наилучшими 
по критерию Йодена: систему № 2 (miR 9-1, 9-3, 124a-3) со 
значениями специфичности 80% и чувствительности 80%, а 
также систему № 3 (miR 9-1, 124a-3, 129-2), которая харак-
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Т а б л и ц а  1
Метилирование 7 генов микроРНК в образцах ДНК 50 больных скПКР 

№ 124a-1 124a-2 124a-3 9-1 9-3 34b/с 129-2 TNM 124a-1 124a-2 124a-3 9-1 9-3 34b/с 129-2
1 + + + + — + — T1N0M0 + — — — — + —
2 — + — — — + — T1N0M0 + — + — — + —
3 + + + + + — — T1N0M0 — — — — — + —
4 — + + — + + — T1N0M0 — — — — — + —
5 — + + — — — — T1N0M0 + — — + — + —
6 + — — + — — — T1N0M0 — + — — — + —
7 — — + — + + — T1N0M0 — + — — — — —
8 + — — — + + — T1N0M0 — — — — — — —
9 + — — — + + — T1N0M0 — — — — — + —
10 — — — — — + — T1N0M0 — — — — + — —
11 — + — — — — — T1N0M0 — — — — + — —
12 — + — — — — — T1N0M0 — + — — — — —
13 — + — + — — — T1N0M0 — — — — — — —
14 — + — + — — — T1N0M0 — — — — — — —
15 + + — — + — + T1N0M0 — — — — — — —
16 + + — — — — — T2N0M0 + — — — — + —
17 + — — — — — — T2N0M0 — + + — + + —
18 + + — — + + — T2N0M0 — — — — — — —
19 — — — + — — — T2N0M0 + — — — + — —
20 + — + — — + — T2N0M0 — — — — — — —
21 — — — — — + — T2N0M0 — — — — — — —
22 — — — — — — — T2N0M0 — — — + + — —
23 + — + + + + + T2N0M0 — — — — — — —
24 — — — — — — — T2N0M0 — — — — — — —
25 — + + — — — + T2N0M0 — — — — — — —
26 — + — + — — + T2N0M0 — — — — — — —
27 + — + — — + + T1N1M0 + + — — — — —
28 + — + + + + + T3N1M0 + — — — — — —
29 — + + + + + + T3N1M0 + — — — — — +
30 + — — — + + + T3N1M0 — + — — — — —
31 + — + — — + + T1N1M0 — + — — + + —
32 + + — — + + — T3N0M0 — — — — — — —
33 + + — + — — — T3N0M0 — — — — — — —
34 — + — — — — — T3N1M0 — — — — + — —
35 + + + + + + + T3N1M0 — — — — — — —
36 + + + — — + + T3N0M0 — — — — — — —
37 — + + — — + + T3N0M0 — — — — — — —
38 + + — + — + + T2N1M0 — — — — — — —
39 + + — + — + — T3N0M0 — — — — — — —
40 — + — + — + — T3N0M0 — — — — — — —
41 — — — + + + + T3N0M0 — + — — — — —
42 — + + — + — — T1N1M0 — + — — — — —
43 — + — + + + — T3N1M0 — — — — — — —
44 + — + + — — — T3N0M0 — — — — — — —
45 + — + — + + + T3N0M1 — — — — — — —
46 + — — + + + + T3N2M0 — — — — — — —
47 — + + + + — + T4N2M1 + — — — — + —
48 — + — — + + — T3N0M1 — + + + — — —
49 + + + + + + + T2N1M1 — — — — — — —
50 — + + — — — — T2N2M0 — — — — — — —

П р и м е ч а н и е.  Слева приведены номера пациентов и данные для образцов ДНК из опухолей, справа — для образцов условно-
нормальной ткани; + соответствует наличию метилированного аллеля в образце ДНК ткани данного пациента; — соответствует отсутствию 
метилирования. По центру приведена TNM-классификация опухоли.
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теризуется высоким значением специфичности — 88% (чув-
ствительность 72%). Среди систем из 4 генов с наибольшей 
суммой чувствительности и специфичности выбрана система 
№ 7 (miR 9-1, 34b/c, 124a-3, 129-2), которая имеет наиболее 
высокие показатели AUC (0,84) и чувствительности (88%), а 
система № 5 (miR 9-3, 34b/c, 124а-2, 129-2) — наиболее вы-
сокую специфичность (94%).

Ассоциация метилирования с прогрессией скПКР и про-
гностические системы маркеров метастазирования. Про-
филь гиперметилирования 5 исследованных нами генов ас-
социируется с клинико-гистологическими характеристиками 
опухолей, которые связаны с прогрессией скПКР (табл. 4). 
Так, гиперметилирование генов miR-129-2 и -9-1 ассоцииру-
ется с увеличенным размером опухоли, miR-34b/c и -129-2 — 
с более поздней стадией скПКР, miR-129-2 — с пониженной 
степенью дифференцировки клеток опухоли. Гиперметили-
рование 3 генов, miR-129-2, -9-3, и -124a-3, ассоциируется 
с появлением метастаз в лимфатических узлах и удаленных 
органах (см. табл. 4).

Мы исследовали возможность использования систем 
маркеров, основанных на гиперметилировании генов 
микроРНК, для прогнозирования метастазирования. Рас-
смотрены 3 гена (miR-9-3, -124а-3 и -129-2), частота ги-
перметилирования которых статистически значимо или 
маргинально значимо повышена при метастазировании 
(см. табл. 4). Оказалось, что среди систем из 1 гена наи-
лучшими показателями обладает система на основе гена 

miR-129-2: значения чувствительности и специфичности 
составили 75 и 79% соответственно (табл. 5). Система 
из 2 генов, которая включает miR-129-2 и дополнительно 
miR-9-3, характеризуется повышением чувствительности 
до 94% и понижением специфичности до 59% по сравне-
нию с системой из 1 гена. Система из 3 генов, связанных 
с метастазированием, показала 100% чувствительность и 
низкую специфичность (47%).

Обсуждение. Результаты гиперметилирования 7 из-
ученных генов микроРНК (miR-9-1, 9-3, 34b/c, 124a-1, 
124a-2, 124a-3 и 129-2), полученные в данной работе, ука-
зывают на онкосупрессорную функцию этих микроРНК 
при скПКР. Из 7 генов микроРНК, исследованных нами, 
ранее в литературе упоминалось гиперметилирование при 
скПКР только для четырех из них. Так, ранее при скПКР 
показано гиперметилирование гена miR-124a-3 [13, 14]; 
для генов miR-9-1 и miR-9-3 также отмечено гипермети-
лирование, ассоциированное с уменьшением экспрессии 
этих генов [10]. В работе [15] указано, что частота метили-
рования гена miR-34b/c достигает 100% при скПКР. Полу-
ченные нами данные для этих 4 генов хорошо согласуются 
с указанными результатами.

Известно, что онкосупрессорные свойства miR-9 проявля-
ются подавлением ядерного фактора каппа-B и транскрипцион-
ных факторов FoxO, и подавление этой микроРНК связано с ме-
тастазированием [10], что согласуется с нашими результатами. 
МикроРНК miR-34b/c проявляет онкосупрессорные свойства 
путем подавления онкогенов с-MET и циклинзависимой киназы 
4, как показано ранее при раке кишечника, а при эпителиальном 

Т а б л и ц а  2
Частота метилирования 7 генов микроРНК при скПКР 

Ген 
микроРНК

p* Опухолевая 
ткань, n (%)

Условно-
нормальная 
ткань, n (%)

Ткань почки 
«доноров»,  

n (%)

miR-9-1 3,6•10–5 21/50 (42) 3/50 (6) 0/5 (0)
miR-9-3 0,0033 21/50 (42) 7/50 (14) 0/5 (0)
miR-34b/c 0,00027 29/50 (58) 11/50 (22) 0/5 (0)
miR-124a-1 0,0026 25/50 (50) 9/50 (18) 0/5 (0)
miR-124a-2 8,3•10–5 30/50 (60) 10/50 (20) 1/5 (20)
miR-124a-3 3,6•10–5 21/50 (42) 3/50 (6) 0/5 (0)
miR-129-2 3•10–6 19/50 (38) 1/50 (2) 0/5 (0)

П р и м е ч а н и е .  Условно-нормальной ткани соответствует 
гистологически неизмененная ткань пациентов. «Доноры» соот-
ветствуют постмортальным лицам без онкопатологии в анамнезе. 
Указаны процент и доля образцов, в которых данный ген микроРНК 
метилирован от общего количества образцов (n = 50). Здесь и в табл. 
4: статистически значимые величины p даны жирным шрифтом.

Т а б л и ц а  3
Потенциально диагностические системы маркеров — генов микроРНК с наибольшей суммой чувствительности и специфичности

Система Набор генов микроРНК AUC (95% CI) Критерий отсечения Sen Sp PV NV

№ 1 9-1; 124а-3 0,78 (0,703—0,861) 1/2 0,660 0,900 0,868 0,726
№ 2 9-1; 9-3; 124а-3 0,81 (0,732—0,891) 1/3 0,800 0,800 0,800 0,800
№ 3 9-1; 124а-3; 129-2 0,81 (0,742—0,891) 1/3 0,720 0,880 0,857 0,759
№ 4 9-1; 124а-1; 124а-3; 129-2 0,83 (0,764—0,912) 1/4 0,840 0,760 0,778 0,826
№ 5 9-3; 34b/c; 124а-2; 129-2 0,83 (0,752—0,909) 2/4 0,660 0,940 0,917 0,734
№ 6 9-1; 9-3; 124а-3; 129-2 0,83 (0,762—0,910) 1/4 0,820 0,780 0,788 0,812
№ 7 9-1; 34b/c; 124а-3; 129-2 0,84 (0,778—0,920) 1/4 0,880 0,720 0,759 0,857

П р и м е ч а н и е .  Здесь и в табл. 5: показаны значения площади под кривой (AUC) в виде среднего и 95% доверительного интервала 
(95% CI), оптимальный критерий отсечения, а также значения чувствительности (Sen) и специфичности (Sp), положительное (PV) и отрица-
тельное (NV) предсказательные значения.

Т а б л и ц а  4
Ассоциация гиперметилирования генов микроРНК в образцах 
опухолевой ткани с клинико-гистологическими характеристика-
ми

Показатель Ген микроРНК Клинико-
гистологический 

показатель

p

Размер опухоли miR-9-1 Т1 vs Т3/Т4 0,0922
miR-129-2 Т1 vs Т3/Т4 0,0354

Стадия рака miR-34b/c I+II vs III + IV 0,0475
miR-129-2 I+II vs III + IV 0,0028

Дифференцировка miR-129-2 нd + md vs ld 0,0045
Метастазирование miR-124a-3 N0/М0 vs N1-2/М1 0,0661

miR-9-3 N0/М0 vs N1-2/М1 0,0309
miR-129-2 N0/М0 vs N1-2/М1 0,0016
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раке яичников miR-34b/c подавляет с-MET и ингибирует про-
лиферацию, подвижность и инвазию клеток [9]. В литературе 
также упоминается ассоциация между статусом метилирова-
ния гена miR-124а-3 и размером опухоли скПКР [13]; однако в 
указанной работе не обнаружено связи с метастазированием. В 
нашем исследовании обнаружено маргинально значимое (p = 
0,0661) различие в метилировании miR-124а-3 между образца-
ми от пациентов с наличием и отсутствием метастазирования. 
Таким образом, из полученных нами данных можно заключить, 
что связь с наибольшим количеством клинических параметров 
скПКР проявляет ген miR-129-2. Связь гиперметилирования 
этого гена с метастазированием при скПКР показана нами впер-
вые, и этот ген можно выделить как новый маркер прогноза ме-
тастазирования при скПКР.

Основываясь на полученных результатах относительно 
профиля метилирования генов микроРНК, мы составили раз-
личные системы маркеров скПКР. Отобранные нами маркеры 
(преимущественно гены miR 9-1, 124а-3 и 129-2) и системы 
маркеров (№ 1—3) позволяют выявлять скПКР с чувстви-
тельностью до 80% и специфичностью до 90%. Из генов, 
гиперметилирование которых связано с метастазированием 
(miR-129-2, miR-9-3, miR-124a-3), нами составлены и охарак-
теризованы 3 прогностические системы маркеров. Ранее в 
литературе не упоминались такие системы маркеров, осно-
ванные на гиперметилировании генов микроРНК. Описаны 
лишь системы, основанные на измерении уровня экспрессии 
микроРНК, которые позволяют выявлять опухолевые клетки, 
в том числе при анализе сыворотки крови пациентов. Так, в 
работе [16] показано, что система из miR-378 и miR-451, ис-
следованная на выборке из 90 образцов, позволяет выявлять 
рак почки с чувствительностью 81% и специфичностью 83% 
(AUC 0,860), а система из miR-193a-3p, -362, -572, -28-5p и 
-378, исследованная на выборке из 79 образцов, характери-
зуется значением AUC, равным 0,796 (95% CI: 0,724—0,867) 
[17]. В некоторых исследованиях приводятся системы, со-
стоящие только из 1 микроРНК: miR-210 позволяет выявлять 
скПКР с чувствительностью 81% и специфичностью 79,4% 
(AUC 0,874), что показано на выборке из 132 образцов [18], 
а miR-451 — с чувствительностью 81% и специфичностью 
77% (AUC 0,77; на выборке из 125 образцов) [16].

Из полученных нами результатов следует, что гипер-
метилирование генов микроРНК может быть основой для 
эффективной системы биомаркеров для диагностики рака 
почки. Гиперметилирование гена miR-129-2 — новый эф-
фективный маркер предсказания метастазирования (чув-
ствительность 75% и специфичность 79%, AUC 0,77), ко-

торый можно сочетать с маркерами, выявленными в других 
исследованиях.
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референсные интервалы для основных параметров клинического 
анализа крови в динамике физиологической беременности. 
сравнительный анализ с беременностью после ЭКО и пэ

ФГБУ «Научный центр акушерства, гинекологии и перинатологии им. акад. В.И. Кулакова» Минздрава Российской 
Федерации, 117997, Москва

Представлены результаты обследования 1140 женщин со спонтанной одноплодной беременностью и 307 женщин с 
одноплодной беременностью, наступившей в результате проведения программы экстракорпорального оплодотворения 
и переноса эмбрионов в полость матки (ЭКО и ПЭ). Пациентки были распределены на 6 подгрупп в зависимости от 
гестационного срока (4—8, 9—13, 14—20, 21—27, 28—34 и 35—40 нед). Исследовано 16 основных гематологических 
показателей. Референсные интервалы (2,5 и 97,5 персентили) для разных сроков физиологической беременности были 
вычислены согласно рекомендациям Международной Ассоциации клинической химии (IFSS) по статистической обра-
ботке референсных значений. Показано, что при оценке результатов клинического анализа крови у беременных женщин 
необходимо использовать специальные референсные интервалы. Сравнительный анализ гематологических показателей 
в динамике беременности у здоровых женщин и у пациенток программы ЭКО и ПЭ показал, что интерпретацию резуль-
татов обследования у обеих групп пациенток можно проводить с использованием референсных интервалов, полученных 
для спонтанной беременности. Исключение составили общее количество лейкоцитов и количество тромбоцитов в сроке 
4—8 нед.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  гематологические показатели; референсные интервалы; беременность; ЭКО.
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The reference ranges for min parameters of clinical blood analysis in dynamics 
of physiological pregnancy. A comparative analysis with pregnancy after extra 
corporal fertilization and embryo transfer into uterine cavity
The academician V.I. Kulakov research center of obstetrics, gynecology and perinatology of Minzdrav of Russia, 117997 
Moscow, Russia
The article presents the results of examination of 1140 women with spontaneous monocyesis occurred and 307 women with 
monocyesis occurred as a result of implementation of program of extra-corporeal fertilization and transfer of embryos into uterus. 
The female patients were distributed to 6 subgroups depending on gestation period (4-8, 9-134, 14-20, 21-27, 28-34, 35-40 
weeks). The 16 main hematologic indices were analyzed. The reference intervals (2.5 and 97.5 percentiles) for various periods of 
physiological pregnancy  were calculated according IFSS guidelines concerning statistical processing of reference values. It is 
demonstrated that at evaluation of results of clinical analysis of blood in pregnant women it is necessary to apply special reference 
intervals. The comparative analysis of hematologic indices in dynamics of pregnancy of healthy women and in female patients 
of the program of extra-corporeal fertilization and transfer of embryos into uterus demonstrated that interpretation of results of 
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examination in both groups of female patients can be implemented using reference intervals derived for spontaneous pregnancy. 
The exclusion of this rule included total number of leukocytes and number of thrombocytes in period of 4-8 weeks.
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Во время беременности в организме женщины проис-
ходят многочисленные гематологические изменения [1, 2]. 
Большинство из них начинается вскоре после зачатия и про-
должается до конца беременности. Считают, что они направ-
лены на физиологическую адаптацию и создание оптималь-
ных условий жизнедеятельности матери и плода [1, 3].

Объем плазмы крови увеличивается, начиная с 6-й недели 
беременности, и к 28—30-й неделе его прирост составляет в 
среднем 1250 мл. Продукция эритроцитов возрастает с мень-
шей скоростью, в результате наблюдают относительное сни-
жение концентрации гемоглобина и количества эритроцитов 
в крови [4]. При нормальной беременности объем плазмы 
возрастает на 25—50% по сравнению с исходным уровнем, а 
общий объем крови увеличивается к родам на 40%, что под-
готавливает материнский организм к потенциальной крово-
потере, связанной с родами [5]. Отмечено, что осложнения 
беременности, приводящие к рождению маловесного к сроку 
гестации или нежизнеспособного плода, ассоциируются в 
том числе с недостаточным увеличением объема плазмы [1].

Во время беременности происходит увеличение количе-
ства лейкоцитов, в основном за счет фракции нейтрофилов 
[6, 7], умеренно увеличивается абсолютное и относительное 
количество моноцитов [8], при этом незначительно снижа-
ются абсолютное и относительное количество лимфоцитов, а 
абсолютные и относительные значения эозинофилов и базо-
филов не меняются [6, 7]. Также в течение физиологической 
беременности можно наблюдать повышенное разрушение 
тромбоцитов из-за активации протромботических процессов. 
Это приводит к постепенному снижению общего количества 
тромбоцитов в периферической крови, росту количества более 
крупных молодых форм тромбоцитов и, как следствие, к уве-
личению среднего объема тромбоцитов [7, 9].

Таким образом, изменение значений гематологических 
параметров у беременных диктует потребность в определе-
нии референсных интервалов для данной группы пациенток. 
Как правило, референсные интервалы для многих лаборатор-
ных параметров приводят для здоровых мужчин и здоровых 
небеременных женщин. Однако во время беременности пре-
терпевают изменения многие биологические маркеры, поэто-
му интерпретацию результатов лабораторного обследования, 
основанная на таких референсных значениях, нужно прово-
дить с большой осторожностью [10]. Кроме того, внедрение 
новых лабораторных методов, разнообразие применяемых 
методик определения и производимая в последнее время 
переоценка «нормальных значений» требуют периодической 
коррекции референсных интервалов [11].

Согласно рекомендациям Международной Ассоциации 
клинической химии (IFSS) и Института клинических лабора-
торных стандартов (CLSI) каждая лаборатория должна опре-
делить собственные валидированные референсные интерва-
лы исследуемых параметров, используя конкретные методы 
и лабораторное оборудования [11—14].

Другой аспект проблемы референсных значений для бе-
ременных — широкое развитие вспомогательных репродук-
тивных технологий (ВРТ) и увеличение процента беремен-
ностей, полученных в результате проведения программы 
экстракорпорального оплодотворения и переноса эмбрионов 
в полость матки (ЭКО и ПЭ). Один из наиболее важных эта-
пов реализации программы ЭКО — процедура стимуляции 
суперовуляции, при которой используют большие дозы ак-
тивных гормональных препаратов. В ответ на действие этих 
препаратов в яичниках созревает большое число фолликулов, 
продуцирующих стероидные гормоны — эстрадиол и проге-
стерон. Концентрация стероидных гормонов в циклах стиму-
ляции суперовуляции во много раз выше, чем в спонтанных 
циклах, что не может не оказывать влияния, как на процесс 
имплантации, так и на процесс раннего эмбриогенеза. Гор-
мональная регуляция и течение беременности, наступившей 
в результате использования вспомогательных репродуктив-
ных технологий, имеют ряд особенностей по сравнению со 
спонтанной беременностью [15]. Кроме того, в современной 
литературе есть указания на то, что течение беременности, 
наступившей в результате программы ЭКО и ПЭ (далее ЭКО 
беременность), сопровождается повышенной частотой раз-
вития осложнений беременности и родов [16]. Возможно, 
сравнительный анализ лабораторных показателей при спон-
танной и ЭКО беременности позволит вплотную подойти к 
проблемам повышения эффективности программы ЭКО, а 
также разработать адекватный алгоритм лабораторного мо-
ниторинга беременности, полученной в результате использо-
вания вспомогательных репродуктивных технологий.

Цель данной работы — определение собственных рефе-
ренсных значений для гематологических показателей у здо-
ровых беременных женщин, оценка влияния гестационного 
возраста на данные параметры и их сопоставление при физио- 
логической и ЭКО беременности.

Материал и методы. В исследование были включены 
1140 женщин в возрасте 21—39 лет со спонтанной неослож-
ненной одноплодной беременностью и 307 пациенток с од-
ноплодной беременностью, наступившей в результате про-
ведения программы экстракорпорального оплодотворения и 
переноса эмбрионов в полость матки, в возрасте 21—41 года, 
наблюдавшихся в НЦАГиП им. В.И. Кулакова. Пациентки 
были распределены на 6 подгрупп в зависимости от геста-
ционного срока (табл. 1 и 2). В контрольную группу вошли 
174 здоровые небеременные женщины в возрасте 19—39 лет, 
в группу сравнения — 52 небеременные женщины с беспло-
дием в анамнезе.

Кровь брали утром натощак из периферической вены в за-
крытые вакуумные системы S-Monovette фирмы Sarstedt (Гер-
мания) с антикоагулянтом К3ЭДТА. Во избежание возможного 
свертывания сразу после взятия кровь в пробирке тщательно 
перемешивали путем многократного покачивания.

Исследования проводили на гематологических автома-
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к 21—27-й неделе гестации. К родам было отмечено незна-
чительное повышение данных показателей, но при этом они 
оставались достоверно ниже средних значений контрольной 
группы (см. табл. 3).

При оценке количества тромбоцитов в динамике бере-
менности отмечали постепенное снижение средних значений 
с 258•109/л в I триместре до 212•109/л к концу III триместра. 
Нижняя граница референсного интервала перед родами со-
ставила 118•109/л.

При оценке скорости оседания эритроцитов верхняя гра-
ница референсного интервала составила от 19 мм/ч в I три-
местре до 44 мм/ч в сроке 35—40 нед.

Общее количество лейкоцитов повышалось с 1-х недель 
беременности. С конца II триместра средние значения в груп-
пах составили от 9,78 до 10,22•109/л (см. табл. 3), а референс-
ные интервалы — от 6,0 до 15,9•109/л. Увеличение количества 
лейкоцитов происходило в основном за счет нейтрофилов. Их 
абсолютное и относительное число возрастало одновременно с 
общим количеством лейкоцитов. Также в динамике беременно-
сти отмечали повышение абсолютного количества моноцитов 
и снижение абсолютного количества лимфоцитов. Максималь-
ные абсолютные значения количества моноцитов выявляли в 
III триместре. Не было обнаружено достоверных различий при 
оценке абсолютного количества базофилов и эозинофилов в 
контрольной группе и у беременных женщин, однако относи-
тельное число моноцитов, лимфоцитов, эозинофилов и базофи-
лов оказалось достоверно ниже, чем в контрольной группе, за 
счет лейкоцитоза и нейтрофилеза.

Проведенный статистический анализ полученных дан-
ных позволил рассчитать референсные интервалы для основ-
ных гематологических показателей в зависимости от срока 
физиологической беременности (см. табл. 3).

Т а б л и ц а  1
Обследованные женщин с физиологической беременностью

Группа Количество

Небеременные женщины (контроль) 174
Беременные, группа (нед)
1 (4—8) 168
2 (9—13) 123
3 (14—20) 179
4 (21—27) 205
5 (28—34) 288
6 (35—40) 177

Т а б л и ц а  2
Обследованные женщины с беременностью после ЭКО и ПЭ

Группа Количество

Небеременные женщины с бесплодием  
(группа сравнения)

52

Беременные, группа (нед)
1 (4—8) 58
2 (9—13) 51
3 (14—20) 47
4 (21—27) 58
5 (28—34) 44
6 (35—40) 49

Т а б л и ц а  3
Среднее, медиана и 95% референсный интервал для гематологических по-
казателей в динамике физиологической неосложненной беременности

Показатель Контроль Группы беременных

1 2 3 4 5 6
RBC, 1012/л
Хср 4,32 4,3 4,10* 3,84* 3,69* 3,79* 3,92*
Р50 4,3 4,27 4,11* 3,81* 3,69* 3,78* 3,91*
Р2,5 3,94 3,65 3,46 3,26 3,15 3,22 3,27
Р97,5 4,87 4,92 4,7 4,56 4,28 4,37 4,63
HGB, г/л
Хср 129 128 126* 117* 114* 116* 118*
Р50 129 130 125* 118* 114* 116* 119*
Р2,5 117 106 103 95 96 96 97
Р97,5 141 145 145 138 132 136 139
HCT,%
Хср 38,3 36,8 35,6* 33,5* 33,0* 33,6* 34,4*
Р50 38,2 36,8 35,5* 33,7* 33,1* 33,7* 34,5*
Р2,5 33,8 31,9 29,6 28,2 28,6 28,4 29,5
Р97,5 42,4 41,2 40,7 38,5 37,5 38,7 39,5
PLT, 109/л
Хср 251 258 239* 232* 233* 225* 212*
Р50 244 256 241* 225* 229* 219* 206*
Р2,5 178 175 165 141 161 133 118
Р97,5 406 395 368 363 341 348 340
СОЭ, мм/ч
Хср 2,93 4,65* 6,16* 9,87* 12,45* 16,79* 19,48*

тических анализаторах фирмы Sysmex XT 2000i и 
4000i (Sysmex, Япония) методом проточной цито-
флюорометрии. Определяли следующие параметры: 
количество лейкоцитов (WBC), эритроцитов (RBC) 
и тромбоцитов (PLT), концентрация гемоглобина 
(HGB), гематокрит (HCT), а так же абсолютные и от-
носительные значения нейтрофилов (NEU), лимфо-
цитов (LYM), моноцитов (MON), эозинофилов (EO) 
и базофилов (BASO). Определение СОЭ проводили 
на автоматическом анализаторе Roller R20PN (Alifax, 
Италия).

Для статистической обработки данных использо-
вали пакет статистических программ MedCalc 14.8.1. 
Проверяли вариационные ряды на нормальность с 
помощью теста Шапиро—Уилка. Для каждого пока-
зателя рассчитывали среднее значение (Xср), медиану 
(P50) и референсные интервалы (2,5 и 97,5 персен-
тили) в соответствии с требованиями CLSI C23-A2 
[10, 14]. Сравнивали ряды с использованием непара-
метрических методов (U-тест Манна—Уитни). Кри-
терием статистической достоверности считали p < 
0,05.

Результаты. Гематологические показатели в 
динамике физиологической беременности. Основ-
ные гематологические параметры, полученные при 
обследовании здоровых беременных женщин на 
сроках 4—8, 9—13, 14—20, 21—27, 28—34, 35—40 
нед, представлены в табл. 3. Достоверность различий 
между группами показана в табл. 4.

Средние значения количества эритроцитов, кон-
центрации гемоглобина и гематокрита в крови здоро-
вых беременных женщин с неосложненным течением 
беременности снижались, начиная со второй полови-
ны I триместра, и достигали минимальных значений 
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Сравнительный анализ показателей клиниче-
ского анализа крови при физиологической и ЭКО 
беременности.

Следующим этапом работы стал сравнительный 
анализ гематологических показателей в группах жен-
щин со спонтанной беременностью и беременностью 
после ЭКО. Полученные результаты представлены в 
табл. 5.

При сравнении контрольной группы (неберемен-
ные здоровые женщины) и группы сравнения (женщи-
ны с бесплодием) не выявлено различий ни по одному 
исследуемому показателю (см. табл. 3, 5).

В группе ЭКО динамика изменения количества 
эритроцитов, концентрации гемоглобина, гематокри-
та и СОЭ совпадала с таковой при физиологической 
беременности. Однако, начиная с конца I триместра, 
средние значения количества эритроцитов были до-
стоверно ниже, чем при физиологической беремен-
ности (рис. 1). Также отмечали пониженный уровень 
гемоглобина во II триместре (рис. 2). При этом все 
значения данных показателей в группах укладыва-
лись в соответствующие физиологические референс-
ные интервалы.

Количество тромбоцитов на 1-х неделях беремен-
ности (4—8 нед) у женщин после ЭКО было достовер-
но выше, чем у женщин с бесплодием (группа сравне-
ния) и чем у здоровых беременных в эти же сроки (см. 
табл. 5). Это, скорее всего, связано с повышенным 
уровнем половых гормонов, обусловленным прове-
дением ЭКО, и с активацией свертывающей системы. 
Для данного показателя в сроке 4—8 нед необходима 
коррекция референсного интервала, поскольку часть 
значений в группе ЭКО не уложилась в полученный 
референсный интервал для спонтанной беременности 
(рис. 3). Минимальные значения количества тромбо-
цитов, как и при спонтанной беременности, наблюда-
ли на последних неделях гестации.

При оценке общего количества лейкоцитов, ней-
трофилов (как относительного, так и абсолютного) и 
моноцитов (абсолютного) в динамике ЭКО беремен-
ности было показано, что значимые различия со спон-
танной беременностью отмечали только в I триместре. 
Так, на 4—8-й неделе беременности у пациенток ЭКО 
уровень лейкоцитов, абсолютное число нейтрофилов 
и моноцитов были выше, чем при спонтанной бере-
менности в 1,3, в 1,4 и в 1,2 раза соответственно, что, 
по-видимому, связано с сохраняющимся влиянием 
стимуляции суперовуляции и повышенным уровнем 
половых гормонов. В дальнейшем отмечали одинако-
вую динамику данных показателей в обеих группах 
беременных. Не выявлено достоверных различий при 
оценке абсолютного количества базофилов и эозино-
филов (рис. 4).

Абсолютное количество лимфоцитов (средние зна-
чения) было выше в группах ЭКО на всех сроках не 
только по сравнению со спонтанной беременностью, 
но и по сравнению с исходным состоянием (группа 
сравнения) в отличие от здоровых беременных. Не-
смотря на такое разнонаправленное изменение, все 
значения данного показателя укладывались в рефе-
ренсные интервалы для физиологической беремен-
ности.

Обсуждение. Лабораторное обследование, про-
водимое в течение беременности, направлено на ис-
ключение патологических процессов, способных по-
влиять на состояние матери и плода. Корректные ре-
ференсные интервалы необходимы клиницистам для 

Р50 2,5 3,00* 5,00* 8,00* 10,50* 15,00* 18,00*
Р2,5 2 2 2 2 2,1 3 3,43
Р97,5 8 19 16,87 27,2 33,85 39 43,58
NEU,%
Хср 55,11 66,28* 67,93* 69,59* 71,07* 70,85* 69,66*
Р50 56,2 65,20* 68,60* 69,60* 72,00* 71,20* 70,10*
Р2,5 40,6 50,16 51,47 57,1 57,02 59,8 55,48
Р97,5 72,8 83,08 79,7 81,85 80,6 79,33 79,28
NEU, 109/л
Хср 3,47 5,53* 5,88* 6,46* 7,04* 7,24* 6,81*
Р50 3,5 5,23* 5,61* 6,26* 7,03* 7,08* 6,73*
Р2,5 1,64 2,71 2,65 2,93 3,68 3,96 3,34
Р97,5 6,53 12,25 10,63 11,05 12,09 12,61 11,58
LYM,%
Хср 33,82 24,25* 22,84* 21,12* 19,47* 19,23* 20,41*
Р50 33,85 25,00* 22,80* 20,80* 19,00* 18,80* 19,60*
Р2,5 19,7 10,9 11,84 13 12,02 10,87 12,54
Р97,5 48,4 36,82 35,13 31,6 29,05 28,11 30,21
LYM, 109/л
Хср 2,13 2,02* 1,98* 1,96* 1,93* 1,97* 2,00*
Р50 2,11 2,01* 1,87* 1,87* 1,86* 1,87* 1,88*
Р2,5 0,8 0,59 0,61 0,67 0,78 0,72 0,75
Р97,5 4,34 4,43 4,69 4,27 4,36 4,47 4,41
MONO,%
Хср 8,44 7,9 7,42* 7,06* 7,34* 8,14 8,58
Р50 7,95 7,6 7,10* 7,00* 7,20* 8 8,4
Р2,5 4,8 5,02 4,82 4,3 4,62 5,12 5,34
Р97,5 13,8 13,52 12,24 10,11 11,62 12,38 13,4
MONO, 
109/л
Хср 0,53 0,66* 0,64* 0,66* 0,73* 0,83* 0,84*
Р50 0,49 0,61* 0,58* 0,63* 0,70* 0,80* 0,81*
Р2,5 0,19 0,27 0,25 0,22 0,3 0,34 0,32
Р97,5 1,24 1,99 1,63 1,36 1,74 1,97 1,96
BASO,%
Хср 0,41 0,31* 0,24* 0,22* 0,21* 0,22* 0,20*
Р50 0,4 0,30* 0,20* 0,20* 0,20* 0,20* 0,20*
Р2,5 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Р97,5 1,1 0,86 0,54 0,6 0,5 0,5 0,41
BASO, 109/л
Хср 0,03 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Р50 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Р2,5 0 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Р97,5 0,1 0,13 0,07 0,08 0,08 0,08 0,06
EO,%
Хср 2,2 1,24* 1,57* 2,11* 1,90* 1,55* 1,13*
Р50 1,7 1,00* 1,10* 1,20* 1,30* 1,00* 0,90*
Р2,5 0,3 0,1 0,11 0,2 0,32 0,22 0,25
Р97,5 7,6 3,78 7,4 9,55 9,93 7,36 3,65
EO, 109/л
Хср 0,14 0,1 0,14 0,20* 0,19* 0,16 0,11
Р50 0,11 0,08 0,09 0,11 0,13 0,1 0,09
Р2,5 0,01 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,02
Р97,5 0,68 0,56 0,99 1,29 1,49 1,17 0,53

*— различие достоверно при p < 0,05 при сравнении с контрольной груп-
пой; Хср — среднее; Р50 — медиана; Р2,5—Р97,5 — референсный интервал.
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Т а б л и ц а  4
Достоверность различия значений гематологических показателей между группами пациенток с физиологической беременностью

Группы RBC HGB HCT PLT WBC NEU абс LYM абс МONO абс BASO абс EO абс

Контроль/1 NS NS NS NS * * * * NS NS
Контроль/2 * * * NS * * * * NS NS
Контроль/3 * * * * * * * * NS NS
Контроль/4 * * * * * * * * NS NS
Контроль/5 * * * * * * * * NS NS
Контроль/6 * * * * * * * * NS NS
1/2 * * * NS NS * NS NS NS NS
1/3 * * * * * * * NS NS NS
1/4 * * * * * * * * NS NS
1/5 * * * * * * * * NS NS
1/6 * * * * * * * * NS NS
2/3 * * * NS * * NS NS NS NS
2/4 * * * NS * * NS * NS NS
2/5 * * * * * * NS * NS NS
2/6 * * NS * * * NS * NS NS
3/4 * * NS NS * * NS * NS NS
3/5 NS NS NS NS * * NS * NS NS
3/6 NS NS NS * * * NS * NS NS
4/6 * NS NS NS NS NS NS * NS NS
4/6 * * * * NS * NS * NS NS
5/6 * * * * * * NS NS NS NS

*— различие достоверно при p < 0,05; NS — различие недостоверно.

Рис. 1. Количество эритроцитов (1012/л) в динамике спонтан-
ной и ЭКО беременности. Рис. 3. Количество тромбоцитов (109/л) в сроке 4—8 нед 

спонтанной и ЭКО беременности.

Рис. 4. Общее количество лейкоцитов (109/л) в сроке 4—8 нед 
спонтанной и ЭКО беременности.

Рис. 2. Уровень гемоглобина (г/л) в динамике спонтанной и 
ЭКО беременности.
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Т а б л и ц а  5
Показатели клинического анализа крови в динамике ЭКО беремен-
ности (среднее, медиана, стандартное отклонение, SD)

Показатель Группа 
срав-
нения

Группы беременных

1 2 3 4 5 6
RBC, 1012/л
Хср 4,37 4,25 3,99* 3,64* 3,52* 3,67* 3,72*
Р50 4,33 4,29 3,94 3,59 3,53 3,6 3,6
SD 0,4 0,26 0,28 0,34 0,27 0,28 0,32
HGB, г/л
Хср 131,3 125,7 122,4* 113,9* 111,3* 113,9 120,4
Р50 131,5 129 123 113 111 114,5 119
SD 7,9 11 7,6 9,7 9,1 12 8,1
HCT,%
Хср 38,3 36,4 34,7 32,8 32 33,1 34,5
Р50 38,2 36,6 35,1 32,7 32,4 33 33,9
SD 2,3 2,7 2,1 2,8 2,2 2,9 2,4
PLT, 109/л
Хср 250 296* 244 255* 255* 220 193*
Р50 238 295 254 254 252 210 184
SD 49 45 57 46 62 56 48
СОЭ, мм/ч
Хср 3,34 5,71 5,9 9,29 9,81 18,49 18,08
Р50 2 3,5 3 9 8 16 16,5
SD 2,22 4,06 6,08 5,01 6,3 12,47 8,09
WBC, 109/л
Хср 6,31 10,96* 9,15* 9,49 10,33 10,22 9,58
Р50 6,2 10,58 9,38 9,1 9,96 9,75 9,69
SD 1,5 2,63 1,48 1,72 2,11 2,81 1,6
NEU, %
Хср 56,66 69,42* 64,78* 68,66 69,64 69,24 69,38
Р50 56,8 70,2 65,2 69,7 69,85 70,3 68,2
SD 9,44 8,67 5,38 5,84 4,54 6,17 5,49
NEU, 109/л
Хср 3,58 7,61* 5,93* 6,52 7,19 7,08 6,65
Р50 3,52 7,43 6,12 6,34 6,96 6,85 6,61
SD 0,14 0,23, 0,08 0,1 0,1 0,17 0,09
LYM,%
Хср 33,26 22,15* 24,95 22,12 20,44 20,37 21,05
Р50 33,75 21,8 24,6 21,3 19,7 20,1 21,2
SD 7,49 7 4,82 5,73 4,31 5,36 4,99
LYM, 109/л
Хср 2,1 2,43* 2,28* 2,10* 2,11* 2,08* 2,02*
Р50 2,09 2,31 2,31 1,94 1,96 1,96 2,05
SD 0,11 0,18 0,07 0,1 0,09 0,15 0,08
MONO, %
Хср 8,6 6,86* 7,48 7,2 7,51 8,13 8,68
Р50 8,45 6,9 7,6 6,8 7,45 8,15 8,85
SD 2,34 1,21 1,46 1,41 1,55 2 1,64
MONO, 109/л
Хср 0,54 0,75* 0,68* 0,68 0,78 0,83 0,83
Р50 0,52 0,73 0,71 0,62 0,74 0,79 0,86
SD 0,04 0,03 0,02 0,02 0,03 0,06 0,03
BASO, %
Хср 0,48 0,26* 0,28* 0,2 0,27 0,2 0,26
Р50 0,5 0,2 0,3 0,2 0,2 0,2 0,2
SD 0,29 0,14 0,11 0,11 0,24 0,1 0,16

правильной интерпретации результатов клинического 
анализа и четкого разграничения физиологических из-
менений и патологических состояний в течение бере-
менности.

Данные, полученные в ходе исследования, подтверж-
дают ранее выявленную тенденцию к изменению основ-
ных гематологических показателей при неосложненной 
беременности [1, 2].

Снижение уровня гемоглобина и количества эритро-
цитов у беременных женщин требует осторожности при 
диагностировании анемий. Согласно рекомендациям 
ВОЗ (1989) диагноз анемии, требующей медикаментоз-
ной коррекции, ставится при уровне гемоглобина в I и 
III триместрах ниже 110 г/л (гематокрит ниже 33%), во 
II триместре ниже 105 г/л (гематокрит ниже 32%).

Физиологическая беременность сопровождается 
лейкоцитозом, при этом обычно отсутствуют клиниче-
ские признаки инфекционно-воспалительных заболе-
ваний [7]. Нейтрофилез объясняется повышением кон-
центрации гранулоцитарного колониестимулирующего 
фактора в течение беременности [17]. Слабый моноци-
тоз также характерен для нормальной беременности и 
ассоциируется с ростом уровня макрофагального стиму-
лирующего фактора [8].

Гестационная тромбоцитопения (случайная тром-
боцитопения беременных) составляет 75—80% всех 
тромбоцитопений во время беременности. В этой си-
туации количество тромбоцитов редко опускается ни-
же 100•109/л, но иногда отмечают падение значений до 
70•109/л [18]. Чаще всего (до 74% всех тромбоцитопе-
ний беременных) у беременных отмечают умеренную 
тромбоцитопению (случайную тромбоцитопению, ко-
личество тромбоцитов не менее 70•109/л). Она не сопро-
вождается выраженными клиническими симптомами и 
не связана с другими факторами риска. Хотя механизмы 
развития такой случайной тромбоцитопении беремен-
ных неизвестны, более высокого риска развития тром-
боцитопении или кровотечения у детей, родившихся от 
этих матерей, не выявляют [19—21].

Значительное увеличение СОЭ во время беременно-
сти обусловлено в первую очередь повышением уров-
ня плазменных глобулинов и фибриногена, и поэтому 
следует с осторожностью интерпретировать результаты 
определения СОЭ как маркера воспалительной реакции 
у беременных женщин. При оценке данного показателя 
необходимо учитывать гестационный возраст. Кроме то-
го, была показана обратная зависимость СОЭ от концен-
трации гемоглобина [22].

Представленные выше данные свидетельствуют о 
том, что референсные значения гематологических по-
казателей, используемые в группе здоровых неберемен-
ных женщин, не подходят для интерпретации результа-
тов клинического анализа крови у беременных. Кроме 
того, нужно учитывать, что референсные интервалы 
для большого количества лабораторных исследований 
оказываются метод-зависимыми. Так, в данной работе 
исследования проводили на гематологических анализа-
торах фирмы SYSMEX серии XT 2000i и 4000i (Япония) 
методом проточной цитофлюориметрии. В результате 
были сформированы референсные интервалы для 16 
гематологических показателей в зависимости от срока 
физиологической беременности согласно правилам, ре-
гламентированным руководствами CLSI и IFCC. Полу-
ченные интервалы могут быть использованы в других 
клинико-диагностических лабораториях после соот-
ветствующей валидации согласно требованиям Инсти-
тута клинических и лабораторных стандартов (CLSI). Продолжение табл. 5 см. на стр. 24
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Предполагается, что любая лаборатория может использовать 
референсные интервалы как свои собственные, если при те-
стировании 20 образцов крови пациентов со сходными кли-
ническими характеристиками не более 2 результатов выходят 
за границы этих референсных интервалов [10, 13, 14].

Сравнительный анализ гематологических показателей в 
динамике беременности у здоровых женщин и у пациенток 
программы ЭКО и ПЭ показал, что интерпретацию результа-
тов обследования у обеих групп пациенток можно проводить 
с использованием одинаковых референсных интервалов, по-
лученных для неосложненной беременности. Исключение 
составили общее количество лейкоцитов и количество тром-
боцитов в сроке 4—8 нед. Для этих показателей на данном 
сроке у пациенток программы ЭКО необходима коррекция 
референсных интервалов.

Заключение. Таким образом, для оценки гематологиче-
ских показателей у беременных необходимо использовать 
референсные значения, рассчитанные для каждого гестаци-
онного возраста. Использование у беременных значений для 
небеременных женщин может привести к неправильной ин-
терпретации клинического анализа крови. При лабораторном 
мониторинге беременности после ЭКО и ПЭ возможно ис-
пользование референсных интервалов для физиологической 
беременности за исключением общего количества лейкоци-
тов и тромбоцитов на сроке 4—8 нед.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.
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BASO, 109/л
Хср 0,03 0,03 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02
Р50 0,03 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,02
SD 0 0,01 0 0,01 0,01 0,01 0,01
EO,%
Хср 2 1,41 1,68 1,83 2,09 1,44 1,16
Р50 1,66 0,8 1,5 1,3 1,4 1,15 1,1
SD 1,6 1,2 1,42 1,42 0,96 0,97 0,74
EO, 109/л
Хср 0,13 0,15 0,15 0,17 0,22 0,15 0,11
Р50 0,1 0,08 0,14 0,12 0,14 0,11 0,11
SD 0,02 0,03 0,02 0,02 0,02 0,03 0,01

П р и м е ч а н и е. * — различия достоверны при p < 0,05 при сравнении 
с физиологической беременностью в соответствующие сроки гестации.

Продолжение табл. 5
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Крупные ортопедические операции сопряжены с высоким риском развития тромбоза глубоких вен нижних конечностей 
(ТГВ). Для антитромботической профилактики в настоящее время широко используются новые оральные антикоа-
гулянты. Коагуляционные изменения на фоне действия прямого ингибитора тромбина дабигатрана исследовали у 30 
пациентов, перенесших эндопротезирование коленного сустава (ЭКС). Определяли рутинные клоттинговые показатели, 
фибринопептид А (ФПА), растворимые фибрин-мономерные комплексы (РФМК), Д-димер (Д-Д). Образцы крови отбира-
ли до операции, через 30 мин, на 1, 3, 7 и 14-е сутки после ЭКС.
Показано, что рутинные клоттинговые тесты, а также определение Д-димера и РФМК не позволяют провести адек-
ватную оценку коагуляционной активности у пациентов, перенесших крупную ортопедическую операцию. Концентрация 
специфического маркера фибринообразования ФПА остается повышенной не менее 2 нед после ЭКС, что свидетель-
ствует о сохранении гиперкоагуляции и риска тромбоза. Прием дабигатрана этексилата в фиксированной дозе не ис-
ключает развития ТГВ, что подтверждает точку зрения о полезности индивидуализации антитромботической про-
филактики при использовании новых оральных антикоагулянтов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  коагуляция; клоттинговые тесты, молекулярные маркеры, дабигатран; эндопротезирование 
коленного сустава.
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The clotting tests and molecular markers in evaluating of coagulation alterations 
against the background of anti-thrombotic prevention by Dabigatran after large 
orthopedic operations
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The large orthopedic operations are associated with high risk of development of thrombosis of deep veins of lower extremities. 
Nowadays, new oral anticoagulants are widely applied for anti-thrombotic prevention. The coagulation alterations against 
the background of effect of Dabigatran, a direct inhibitor of thrombin were examined in 30 patients underwent endoprosthesis 
replacement of knee joint. The routine clotting indices, fibrinopeptid A, soluble fibrin-monomeric complexes, D-dimer. The samples 
of blood were selected before operation, after 30 minutes, and at 1st, 3d, 7th and 14th day after endoprosthesis replacement of knee 
joint.  It is demonstrated that routine clotting tests and also detection of D-dimer and soluble fibrin-monomeric complexes provide 
no adequate evaluation of coagulation activity in patients underwent large orthopedic operation. The concentration of specific 
marker of fibrin formation of fibrinopeptid A continues to be increased no less than two weeks after endoprosthesis replacement of 
knee joint that testifies keeping hyper-coagulation and risk of thrombosis. The intake of Dabigatran etexilate in fixed dosage does 
not exclude development of thrombosis of deep veins of lower extremities that substantiates point of view concerning usefulness of 
individualization of anti-thrombotic prevention in case of application of new oral anti-coagulants.
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Введение. Обширные хирургические операции в ортопе-
дии сопряжены с высоким риском развития тромбоэмболи-
ческих осложнений [1]. При эндопротезировании коленного 
сустава (ЭКС) в отсутствие антитромботической профилак-
тики тромбоз глубоких вен (ТГВ) обнаруживается у 41—85% 
пациентов [2]. Существенное значение для развития патоло-
гических тромбов имеют индуцированные хирургическим 
вмешательством местные и общие реакции системы гемо-
стаза, ключевая роль в которых принадлежит формированию 
тромбина [3, 4]. Поэтому приоритетным направлением в 
профилактике тромбоэмболических осложнений у хирурги-
ческих больных является использование фармакологических 
препаратов, снижающих уровень образования тромбина либо 
ингибирующих его активность [5, 6]. К последним относится 
новый оральный антикоагулянт дабигатран, который прини-
мается в форме предшественника — дабигатрана этексилата 
и в организме преобразуется в активную форму [7]. Даби-
гатран специфически блокирует свободный и связанный с 
кровяным сгустком тромбин [8], при этом затормаживается 
превращение фибриногена (ФГ) в фибрин, а также активация 
тромбоцитов и факторов свертывания крови V, VIII и XI [9].

Рутинные коагуляционные тесты зависят от уровня тром-
бина и чувствительны к действию его ингибитора [10—12]. 
Однако эти тесты определяют только начальную скорость 
образования тромбина [13] и не дают представления о том, 
как развивается процесс свертывания на этапе распростра-
нения. Существенно дополнить оценку функционирования 
коагуляционной системы позволяет определение маркеров 
фибринообразования.

Формирование фибрина из ФГ можно разделить на 3 
стадии: протеолитическое отщепление тромбином фибрино-
пептидов A и B с образованием фибрин-мономеров, полиме-
ризацию мономеров с образованием фибриновой сети, ста-
билизацию фибрина путем образования ковалентных связей 
под действием фактора XIIIa. Деградация фибрина проис-
ходит в процессе его лизиса плазмином, при этом образуют-
ся специфические продукты — Д-димеры (Д-Д) [14]. Таким 
образом, специфическим маркером фибринообразования яв-
ляется фибринопептид А (ФПА) [15], Д-димер отражает как 
конечную стадию формирования фибрина, так и активность 
его лизиса.

Цель работы — используя рутинные клоттинговые мето-
ды и молекулярные маркеры образования фибрина, изучить 
изменения в системе свертывания крови на фоне действия 
дабигатрана у пациентов, перенесших ЭКС.

Материал и методы. В исследование включено 30 паци-
ентов (10 мужчин и 20 женщин) в возрасте 61 ± 8,5 года. Кри-
терий включения: поступление в ортопедическое отделение 
для проведения операции первичного тотального ЭКС. Кри-
терии исключения: патология системы гемостаза, почечная, 
печеночная недостаточность, онкологические заболевания, 
антикоагулянтная или антиагрегантная терапия перед опера-
цией. Получено одобрение локального этического комитета, 
а также информированное согласие всех обследованных.

С целью профилактики тромбоэмболических осложне-
ний все включенные в исследование пациенты принимали 
дабигатрана этексилат по стандартной схеме: первый прием 
110 мг через 5 ч после операции, затем 1 раз в день 220 мг в 
течение 14 сут.

Всем пациентам до операции и через 2 нед после хирур-
гического вмешательства проводилось ультразвуковое иссле-
дование вен нижних конечностей с целью выявления ТГВ. 
Наличие признаков геморрагических осложнений контроли-
ровалось в течение всего периода пребывания пациентов в 
стационаре.

Сбор крови пациентов выполняли за 1—2 сут до опе-
рации и на фоне профилактики дабигатраном в 1, 3, 7, 14-е 
сутки после ЭКС. Образцы венозной крови забирали утром 
натощак в специализированную пробирку с 3,2% (0,109 М) 
раствором цитрата натрия в соотношении 1:9 с забираемой 
кровью и доставляли в лабораторию в течение 10—20 мин 
после венепункции.

Бедную тромбоцитами плазму получали при центрифу-
гировании крови со скоростью 3000 об/мин (1200 g) в тече-
ние 15 мин на лабораторной центрифуге Sorwell («Thermo 
Electron LED GmbH», Германия). Рутинные клоттинговые 
исследования проводили непосредственно после получения 
бедной тромбоцитами плазмы. Для исследования молекуляр-
ных маркеров гемостаза, определяемых с использованием 
иммуноферментного анализа (ИФА), образцы плазмы крови 
замораживали и хранили при –20°C не более 1 мес.

Активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ), протромбиновое время (ПТВ) и тромбиновое вре-
мя (ТВ) определяли соответственно реактивами APTT-SP 
(liquid), PT-Fibrinogen HS PLUS, Thrombin Time (HemosIL, 
«Instrumentation Laboratory», США) на коагулометре ACL-
200 («Instrumentation Laboratory», США). В качестве стан-
дартной плазмы при определении ПТВ использовали Calibra-
tion plasma (HemosIL, «Instrumentation Laboratory», США), в 
качестве контроля — Normal Control и Low Abnormal Con-
trol (HemosIL, «Instrumentation Laboratory», США). Концен-
трацию ФГ определяли на коагулометре CA-50 («Sysmex», 
Япония) по Клаусу в модификации без разведения образца, 
использовали реактив Multifibren U («Siemens», Германия). 
Калибровку выполняли с помощью Fibrinogen Calibrators 
(«Siemens», Германия) с диапазоном концентраций от 0,6 до 
9,0 г/л.

Уровни ФПА определяли методом ИФА с наборами Imu-
clone FPA ELISA («American Diagnostic Inc.», США). Для ка-
либровки использовали стандартную коммерческую плазму 
(разведения 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64). Д-Д определя-
ли методом ИФА с реактивами Technozym D-dimer ELISA 
(«Technoclone», Австрия). Калибровочную кривую строили 
с использованием 5 стандартных растворов с концентрация-
ми от 0 до 1500 нг/мл. Контроль осуществлялся на низком и 
высоком уровнях. Для ИФА использовали микропланшетный 
инкубатор/шейкер Stat Fax 2200, микропланшетный вошер 
Stat Fax 2600, фотометр Stat Fax 2100 («Awareness Technology 
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Inc.», США). Уровень растворимых фибрин-мономерных ком-
плексов (РФМК) оценивали с помощью фенантролинового те-
ста («Технология-Стандарт», Россия).

Статистический анализ проводили в рамках правил ва-

риационной статистики. При сравнении послеоперационных 
показателей с исходными значениями использовали критерий 
Вилкоксона. Для оценки связи между показателями приме-
нялся корреляционный анализ с вычислением коэффициента 

Рис. 1. Коагуляционные показатели до и после эндопротезирования коленного сустава на фоне антитромботической профилак-
тики прямым ингибитором тромбина дабигатраном: АЧТВ (а), ПТВ (б), ТВ (в), концентрация ФГ (г).
Здесь и на рис. 2: * — различия с исходным уровнем имеют статистическую значимость (p < 0,05); пунктирными линиями обозначены границы ре-
ференсной нормы.

Рис. 2. Маркеры фибринообразования до и после эндопротезирования коленного сустава на фоне антитромботической про-
филактики прямым ингибитором тромбина дабигатраном: ФПА (а), РФМК (б), Д-димер (в).
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корреляции Спирмена. Расчеты производили в программе 
Statistica version 6.0.

Результаты. До операции у всех обследованных паци-
ентов значения рутинных коагуляционных тестов были в 
пределах референсной нормы. Спустя сутки после ЭКС на-
блюдалось значительное удлинение АЧТВ, ПТВ, ТВ, которое 
сохранялось до конца периода наблюдения (рис. 1, а—в). 
Наибольшие изменения показало ТВ, наименьшие - ПТВ.

Концентрация ФГ после операции существенно нараста-
ла, достигала максимума к 3-м суткам и оставалась на повы-
шенном уровне не менее 14 сут (рис. 1, г).

Концентрация ФПА в дооперационных пробах 19 (63,3%) 
пациентов, включенных в исследование, имела значения, 
превышающие референсную норму. Эти результаты согласу-
ются с опубликованными ранее данными, которые показыва-
ют, что у пациентов, имеющих тяжелую патологию крупных 
суставов и нуждающихся в операции эндопротезирования, 
наблюдались значительные гиперкоагуляционные изменения 
в крови [16, 17]. Хирургическое вмешательство индуцирова-
ло значительное нарастание формирования ФПА, максимум 
которого приходился на ранний послеоперационный период 
(рис. 2, а). Спустя 2 нед после ЭКС концентрация ФПА воз-
вращалась к исходному уровню, оставаясь тем не менее зна-
чительно выше референсной нормы

Послеоперационное повышение РФМК достигало макси-
мума к 3-м суткам, тенденция к нормализации появлялась с 7-х 
суток, однако до конца периода наблюдения данный показатель 
был выше исходного уровня и референсной нормы (рис. 2, б).

Динамика концентрации Д-Д в послеоперационном пе-
риоде имела несколько фаз: значительное повышение в 1-е 
сутки, существенный сдвиг к нормализации к 3-м суткам, 
повторное повышение к 7-м суткам с сохранением высокого 
уровня не менее 2 нед после ЭКС (рис. 2, в).

Анализ связей между рутинными клоттинговыми теста-
ми и маркерами фибринообразования показал значительную 
отрицательную корреляцию ФПА с АЧТВ в 1-е сутки после 
операции, r = –0,55, p < 0,05 (рис. 3, а). С 3-х суток связь меж-
ду данными показателями слабела, r = 0,34, p = 0,07. Связи 
между ФПА и показателями ПТВ, ТВ и ФГ не выявлено.

Для РФМК значимой корреляции с АЧТВ, ПТВ, ТВ не 
обнаружено, однако выявлена сильная связь между РФМК и 
ФГ: на 3-и сутки r = 0,72, p < 0,05 (рис. 3, б); на 7-е сутки r = 
0,80, p < 0,05; на 14-е сутки r = 0,69, p < 0,05.

Корреляции между концентрацией Д-Д и рутинными 
клоттинговыми тестами не обнаружено. Отсутствовали так-
же существенные связи между ФПА, РФМК и Д-Д как до 
операции, ни после ЭКС.

Перед хирургическим вмешательством ни у одного из 
пациентов, включенных в исследование, не было выявлено 
тромбоза вен нижних конечностей. В послеоперационном 
периоде ТГВ развился у 2 (6,7%) больных. Признаков гемор-
рагических осложнений не было выявлено ни у одного из 
обследованных лиц.

Обсуждение. Эндопротезирование крупных суставов со-
пряжено со значительной травматизацией костной, мышечной 
ткани, сосудов [18]. Экспозиция тканевого фактора повреж-
денными клетками эндотелия инициирует тромбинообразова-
ние, активированные тромбоциты обеспечивают поверхность 
для усиления коагуляционного процесса, что приводит к мас-
сивной продукции тромбина и фибрина [19]. Высокая интен-
сивность коагуляции сопровождается активным потреблени-
ем факторов свертывания, вызывая существенное падение 
их уровня. Снижению компонентов системы гемостаза спо-
собствует также периоперационная дилюция инфузионными 
растворами. Исследование, проведенное N. Rosencher и соавт. 
[20], показало, что через 3 ч после ЭКС концентрация фак-
торов II, V, VII, X падает на 30%, это приводит к удлинению 
тестов АЧТВ и ПТВ, которые возвращаются к норме между 
1-ми и 3-ми сутками. В нашем исследовании также отмечено 
значительное удлинение рутинных клоттинговых показателей, 
но возвращения к исходному уровню не происходило, что свя-
зано с модулирующим действием дабигатрана.

Прямой ингибитор тромбина оказывает влияние на все 
лабораторные тесты, которые зависят от активности фактора 
IIа (тромбина), включая ПТВ, АЧТВ, ТВ [10, 12]. В нашем 
исследовании ПТВ имело наименьшую чувствительность к 
ингибитору, ТВ было наиболее чувствительным к наличию 
препарата в плазме крови, но оба теста не имели связи с ак-
тивностью образования фибрина. Ранее было показано, что 
АЧТВ зависит от концентрации дабигатрана в крови [21]. 
С этими данными согласуется обнаруженное нами наличие 
корреляционной связи между АЧТВ и ФПА на фоне действия 
препарата. Однако связь с активностью фибринообразования 
имела место только в раннем послеоперационном периоде, 
поэтому результаты нашего исследования подтверждают по-
ложение о том, что рутинные коагуляционные тесты не по-
зволяют адекватно оценить эффект антикоагулянтного дей-
ствия дабигатрана.

Крупная ортопедическая операция индуцирует коагуляци-
онный процесс высокой интенсивности, при этом тромбин об-
наруживается в циркуляции интраоперационно, а увеличение 
плазменного уровня маркеров фибринообразования наблюдает-
ся уже в ранней послеоперационной стадии [22]. В представлен-
ной работе спустя сутки после ЭКС наблюдалось значительное 

Рис. 3. Корреляция между показателями АЧТВ и ФПА в 1-е сутки после операции (а); между ФГ и РФМК в 3-и сутки после 
операции (б); r — коэффициент корреляции Спирмена.
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повышение активности свертывания, о чем свидетельствовало 
двукратное увеличение концентрации маркера формирования 
фибрина — ФПА. Нормализация коагуляции после операций 
ЭКС, по данным разных авторов, может восстанавливаться в 
различные сроки: Y. López и соавт. [23] наблюдали повышенный 
уровень маркеров активации свертывания в течение недели по-
сле операции, A. Bunescu и соавт. [24] показали, что тромбине-
мия сохраняется до 10 сут после операции эндопротезирования. 
В нашей работе концентрация ФПА к 14-м послеоперационным 
суткам существенно не отличалась от исходного уровня, однако 
нужно учитывать, что пациенты, включенные в исследование, 
имели исходную гиперкоагуляцию. Таким образом, активность 
фибринообразования в конце периода исследования оставалась 
повышенной, что свидетельствует о длительном сохранении 
тромбинемии после ЭКС.

Наше исследование показало, что концентрации всех изу-
чаемых маркеров фибринообразования резко повышаются 
при эндопротезировании. Однако если концентрация ФПА 
постепенно возвращается к исходному уровню, концентрация 
Д-димера вновь существенно увеличивается к 7-м суткам.  
В отличие от ФПА, образующегося в начальной стадии фор-
мирования фибрина и являющегося специфическим мар-
кером фибринообразования [15], Д-димер — продукт плаз-
миновой деградации нерастворимого фибрина, поэтому его 
уровень отражает активность не только формирования, но 
и лизиса фибрина. Повторное усиление литической актив-
ности обусловлено необходимостью освобождения от вы-
полнившего свою функцию фибринового сгустка в процессе 
репарации поврежденной стенки сосуда.

Данные, полученные ранее с использованием высокоспеци-
фичных иммуноферментных методов, показали, что концентра-
ция фибрин-мономерных комплексов и растворимого фибрина 
быстро повышается при эндопротезировании, а затем постепен-
но возвращается к исходному уровню [25]. В нашем исследова-
нии изменение параметров ортофенантролинового теста имело 
максимум, совпадающий с максимумом острофазной гиперфи-
бриногенемии. Корреляционный анализ обнаружил сильную 
связь между РФМК и ФГ с 3-х послеоперационных суток, од-
нако связи с ФПА, специфичным маркером фибринообразова-
ния, выявлено не было. Очевидно, на фоне послеоперационной 
гиперфибриногенемии тест РФМК имеет сильную зависимость 
от уровня субстрата фибринообразования.

Послеоперационная воспалительная реакция индуцирует 
опосредованное цитокинами усиление продукции гепатоцита-
ми ФГ как одного из острофазных белков [26]. Воспаление со-
провождается также повышением прокоагулянтной активности 
эндотелия и стимулирует образование тромбина во всем вну-
трисосудистом пространстве [27]. Мы наблюдали сохранение 
гиперфибриногенемии и повышенного уровня фибринообра-
зования спустя 2 нед после ЭКС, что может свидетельствовать 
о длительном взаимодействии между процессами коагуляции и 
воспаления после крупной ортопедической операции.

В нашем исследовании на фоне приема стандартной до-
зы дабигатрана этексилата после ЭКС не выявлено призна-
ков повышенной кровопотери, однако у двух пациентов был 
обнаружен ТГВ. Новые оральные антикоагулянты, в число 
которых входит дабигатран, рекомендуется применять в фик-
сированной дозе без лабораторного мониторинга [7]. Теоре-
тически при этом должен достигаться оптимальный баланс 
между антитромботической эффективностью и риском кро-
вотечения. В то же время исследования показывают боль-
шую межиндивидуальную вариабельность концентрации 
дабигатрана в крови, что может приводить к избыточности 
либо недостаточности антикоагулянтного эффекта [21]. Мы 
обнаружили, что концентрация маркера фибринообразования 
(ФПА) сильно варьирует у пациентов, перенесших ЭКС. Это 
может свидетельствовать о значительных различиях в уровне 

ингибирования тромбина при использовании фиксированной 
дозы антикоагулянта.

Заключение. На фоне действия прямого ингибитора тром-
бина дабигатрана рутинные клоттинговые тесты не позволя-
ют провести адекватную оценку коагуляционной активности 
после крупной ортопедической операции.

Д-Д и РФМК не имеют связи со специфическим марке-
ром фибринообразования ФПА и не могут адекватно отра-
жать изменения коагуляции у пациентов, перенесших ЭКС, 
что объясняется зависимостью Д-Д от фибринолиза, а РФМК 
— от уровня острофазной гиперфибриногенемии.

Формирование ФПА, т. е. активность коагуляционного 
процесса, повышено у значительного числа лиц спустя 2 
недели после ЭКС, что свидетельствует об обоснованности 
пролонгированной антитромботической профилактики.

Прием дабигатрана этексилата в фиксированной дозе 
не исключает развития ТГВ после крупной ортопедической 
операции, что подтверждает точку зрения относительно по-
лезности индивидуализации антитромботической профилак-
тики при использовании новых оральных антикоагулянтов.
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Одним из перспективных иммунологических методов, ис-
пользуемых в настоящее время для диагностики инфекцион-
ных заболеваний, является иммунохроматография. Принцип 
данного метода основан на тонкослойной хроматографии и 
создании комплекса «антиген—антитело» [1], визуализация 
которого возможна благодаря меченым соединениям, в ка-
честве которых при разработке иммунохроматографических 
тест-систем чаще всего используют наночастицы коллоидно-
го золота [2].

В настоящее время создано большое количество им-
мунохроматографических тест-систем, предназначенных 
для выявления возбудителей инфекционных заболеваний 
[3—10]. Однако проблемы выбора оптимального размера 
наночастиц коллоидного золота, концентрации антител, со-
става буферных растворов, используемых для разведения и 
отмывки антител, а также тестирования иммунохроматогра-
фических тест-систем, становятся актуальными каждый раз, 
когда встает вопрос о разработке новой иммунохроматогра-
фической тест-системы. Вышеизложенное обусловливает 
необходимость обобщения результатов исследований, по-
священных поиску оптимальных условий разработки высо-
коспецифичных и высокочувствительных диагностических 
тест-систем, основанных на методе иммунохроматографии.

Этапы процесса создания иммунохроматографической 
тест-системы можно представить следующим образом: полу-
чение конъюгата антител с коллоидным маркером; отмывка 
конъюгата от несвязавшихся антител; нанесение конъюгата 
на стекловолоконную мембрану; нанесение специфических 
и антивидовых антител, соответственно, на аналитическую 
и контрольную зоны нитроцеллюлозной мембраны; сушка и 
сборка мультимембранного композита [11].

В качестве коллоидного маркера используют углерод, 
квантовые точки, парамагнитные частицы, липосомы, ла-
тексные частицы, но чаще всего — наночастицы коллоид-
ного золота (НчКЗ) [2]. В иммунохроматографии применяют 
препараты КЗ как малого — 3—5 нм, так и большого — до 
50 нм — диаметра, но чаще всего для получения конъюга-
та НчКЗ с антителами используют наночастицы размером 
20—35 нм [3—10]. Применение наночастиц более крупного 
размера требует специальных решений по обеспечению их 
стабильности в растворе и предотвращению агрегации [12].

Несмотря на опыт многолетних исследований, вопрос об 
оптимальной концентрации биомолекул в составе конъюгата с 

НчКЗ остается открытым. Обычно в ИХА используют конъю-
гаты с содержанием антител, на 10—20% превышающим ми-
нимальную концентрацию, достаточную для предотвращения 
агрегации НчКЗ в растворах, содержащих 10% раствор хлори-
да натрия [13]. Превышение данных значений может привести 
к снижению чувствительности иммунохроматографической 
тест-системы. Так, А.А. Титов и соавт. в ходе оптимизации 
иммунохроматографических тестов для детекции ботулини-
ческих токсинов выявили, что предел обнаружения токсинов 
уменьшался при увеличении нагрузки конъюгата по белку в 
2 раза относительно минимальной стабилизирующей концен-
трации [14].

Оптимальная концентрация антител в конъюгате зависит 
от индивидуальных особенностей белкового препарата. На-
пример, при разработке иммунохроматографической тест-
системы для детекции антигенов H. pylori значение данного 
параметра составило 19 мкг/мл [3], для обнаружения Т-2 ток-
сина — 30 мкг/мл [7], а в ходе получения конъюгата с НчКЗ 
при создании тест-системы для диагностики возбудителей 
сапа и мелиоидоза была использована минимальная концен-
трация антител (5,5 мкг/мл) [6].

Неоднозначно мнение авторов и по поводу буферных рас-
творов, используемых для получения конъюгата НчКЗ с анти-
телами. Наночастицы коллоидного золота в растворах элек-
тролитов характеризуются нестабильностью, которая связана 
с нарушениями их энергетического барьера, приводящими к 
агрегации частиц. Поэтому для получения конъюгатов НчКЗ с 
антителами применяют буферные растворы с ионной силой не 
ниже 0,01 М [15]. Наиболее распространенными буферными 
растворами для получения конъюгатов (рабочими буферны-
ми растворами) являются сукцинатно-боратный, фосфатно-
солевой, ацетатный, карбонатный растворы, а также трис-
буфер. Например, авторы трис-буфер использовали в качестве 
рабочего буфера при создании тест-систем для детекции ми-
котоксина [4], возбудителя бруцеллеза [8] и вируса табачной 
мозаики [10], фосфатно-солевой буфер — для детекции диф-
терийного [5] и ботулинического токсина [14], карбонатный — 
для детекции возбудителей сапа и мелиоидоза [6].

Одним из способов повышения чувствительности созда-
ваемых тест-систем является перевод антител, используемых 
для получения конъюгата (если они исходно находились, на-
пример, в фосфатно-солевом буферном растворе), в соответ-
ствующий рабочий буфер посредством диализа.
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Эффективность адсорбции иммуноглобулинов на НчКЗ 
зависит от pH буферного раствора, в котором находятся анти-
тела: оптимальный диапазон его значений, согласно данным 
литературы, составляет 8—9 ед. [3—5].

В качестве стабилизаторов в состав рабочего буфера ча-
ще всего добавляют бычий сывороточный альбумин в кон-
центрации от 0,25% [3] до 10% [7] и 1% сахарозу [3, 6, 7].

Имеются некоторые закономерности в использовании 
комбинаций буферных растворов для получения конъюгата 
антител с НчКЗ; для отмывки конъюгата от несвязавшихся 
антител и последующего разведения конъюгата до необходи-
мой оптической плотности (в соответствии с данными спек-
трофотометрии); в качестве буфера разгона при анализе тест-
систем (см. таблицу).

Наиболее часто используемые комбинации буферных 
растворов, применяемые при разработке и анализе иммуно-
хроматографических тест-систем [3—6, 9]

Для отмывки полученного конъюгата от антител, не свя-
завшихся с частицами золота, используют метод центрифу-
гирования. По данным литературы, чаще всего с этой целью 
используют следующие режимы центрифугирования: темпе-
ратура — +4°C, время центрифугирования — 15 [7, 16] — 45 
[17] мин, значение центробежной силы — от 6000 g [18] до 
25 000 g [15].

После центрифугирования супернатант удаляют, осадок 
ресуспензируют в стабилизирующем буферном растворе, в 
качестве консерванта добавляют 0,1% раствор азида натрия 
[3, 4, 6, 7].

Иммунохроматографическая тест-система представляет 

собой мультимембранный композит, состоящий из мембраны 
для образца, мембраны для конъюгата, аналитической и ад-
сорбирующей мембран. Состав мультимембранного компо-
зита иммунохроматографической тест-системы представлен 
на рис. 1.

Чувствительность и специфичность разрабатываемой 
тест-системы во многом зависят от выбора рабочей мембра-
ны, на которой в ходе анализа формируются иммунные ком-
плексы.

В работе А.Е. Урусова [4] был проведен анализ 12 
видов рабочих мембран двух самых популярных фирм-
производителей мембран для ИХА — MDI («Advanced 
Microdevices», Индия) и «Millipore» (США), различающих-
ся скоростью латерального потока. Результаты исследования 
показали, что с повышением скорости потока коллоидного 
маркера с иммобилизованными антителами по рабочей мем-
бране увеличивается специфичность, уменьшается время 
анализа, но в разы снижается чувствительность (предел об-
наружения возбудителя) [4].

Из данных, представленных на рис. 2, следует, что для 
определения афлатоксина АФБ1 оптимальной оказалась мем-
брана MDI CNPC 15, поскольку при ее использовании обе-
спечивались максимальная интенсивность окрашивания обра-
зующихся полос и высокая чувствительность (предел обнару-
жения при визуальной детекции составил 1 нг афлатоксина на 
1 мл пробы). Аналогичные исследования были проведены и в 
отношении охратоксина А, при этом лучшие результаты по ин-
тенсивности окраски и пределу обнаружения были получены 
при использовании мембраны Millipore HF 240 [4].

Чаще всего при разработке иммунохроматографических 
тест-систем используют мембраны фирмы MDI (данную 
фирму предпочли авторы 11 из 17 проанализированных ста-
тей) [3—11, 18, 20]. Процентное соотношение в пользу выбо-
ра рабочей мембраны фирмы-производителя MDI и Millipore 
составляет, соответственно, 35,3 и 65,7%.

Однако и при использовании мембран одной из выше-
названных фирм нет единого мнения по поводу их преиму-
ществ, связанных с размером пор в мембране и скоростью 
латерального потока жидкости. Из продуктов фирмы MDI 
для конструирования тест-систем выбирают обычно мембра-
ны CNPF10 (CNPC10) с размером пор 10 мкм и скоростью 
латерального потока 4 см за 125 с [3] (120 с [4]) или CNPC15 
с размером пор 15 мкм и скоростью латерального потока 4 
см за 100 с. Из мембран фирмы Millipore — HF240 (скорость 
латерального течения — 240 с/4 см) [4, 7, 15] или HF120 (ско-
рость латерального течения — 120 с/4см).

Иммунохрома-
тографическая 

тест-система, пред-
назначенная для 

детекции:

Характеристика БР, используемого:

для диализа АТ в качестве рабочего 
буфера

для отмывки конъюгата от несвязавших-
ся АТ и доведения его концентрации до 

необходимой оптической плотности

для анализа тест-систем

H. pylori [3] 0,01 М трис-HCl 
буфер, pH 9,0

0,01 М трис-HCl буфер, 
pH 9,0

0,02 М трис-HCl, pH 7,6 + 1,0 % БСА 
+ 1,0 % сахароза + 0,1 % Tween-20 + 

0,1 % NaN3

0,2 М карбонатный буфер, 
pH 9,5 + 4 мМ ЭДТА + 1,0 

% БСА + 0,1 % NaN3

Corynebacterium 
diphtheriae [5]

0,01 М карбонатный 
буфер, pH 9,0

0,01 М карбонатный 
буфер, pH 9,0

0,05 М ФБС, pH 7,4 + 0,1 М NaCl + 
0,25 % БСА + 0,05 % NaN3

Нет информации

Burkholderia mal-
lei [6]

0,005 M карбонатный 
буфер, pH 8,2

0,005 M карбонатный 
буфер, pH 8,2

0,02 M трис-буфер, pH 8,2 1 % 
сахароза, 1 % БСА, 0,02 % Tween20, 

0,01 % NaN3

0,02М ФСБ + 0,05 % 
Tween 20

Т2-токсина [4] 0,01 М трис-буфер, 
pH 9,0

0,01 М трис-буфер, pH 
9,0

0,05 М трис-буфер pH 7,5 + 1,0 % 
БСА + 1,0 % сахароза + 0,05 % NaN3

0,02 М ФСБ + 0,1 % 
Тритон-Х-100

Plasmodium falci-
parum [9]

0,05 М боратный 
буфер, pH 7,4

0,05 М боратный буфер, 
pH 7,4 10 % БСА, 0,5 % 
Tween 20, 0,05 % NaN3

0,05 М боратный буфер, pH 7,4 0,1 % 
БСА, 0,5 % Tween 20, 0,05 % NaN3

0,05 М боратный буфер, 
pH 7,4 + 1 % БСА + 0,5 % 
Tween 20 + 0,05 % NaN3

Рис. 1. Состав мультимембранного композита.
1 — мембрана для нанесения образца; 2 — мембрана для конъюгата; 3 — 
рабочая мембрана; 4 — адсорбирующая мембрана; А — аналитическая 
зона; К — контрольная зона [19].
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При нанесении конъюгата НчКЗ с антителами оптималь-
ным выбором являются мембраны фирмы MDI (PT-R-5 [6, 
10, 19], PT-R-7 [3, 7]).

Эффективным способом повышения чувствительности 
иммунохроматографического анализа является усиление окра-
ски аналитической зоны после добавления солей серебра [3]. 
Для этого после проведения иммунохроматографии на рабо-
чую мембрану тест-полоски с окрашенными зонами наклады-
вают мембрану с лактатом серебра и гидрохиноном и наносят  
100 мкл дистиллированной воды. Через 10 мин мембрану сни-
мают и регистрируют цифровое изображение зон связывания 
иммунореагентов с помощью сканера CanoScan LiDE 90. Уси-
ление окраски зон обусловлено восстановлением катиона и об-
разованием оболочки металлического серебра вокруг НчКЗ.

Оптический сигнал, генерируемый НчКЗ, может быть 
усилен с помощью ферментов. В работе C. Parolo и соавт. 
[20] предложена иммунохроматографическая тест-система, 
в которой НчКЗ конъюгированы с антителами и пероксида-
зой. После проведения анализа тест-полоску отмывают от 
несвязавшихся реагентов и погружают в раствор субстрата 
пероксидазы (тетраметилбензидина, дающего ярко-синий 
нерастворимый продукт окисления) [12].

Успех создания высокочувствительной иммунохрома-
тографической тест-системы во многом зависит от условий 
нанесения реагентов на мембраны тест-полоски. Так, А.Е. 
Урусовым и А.В. Жердевым на примере тест-системы для 
выявления липополисахарида Brucella abortus определены 
оптимальные условия иммобилизации реагентов на иммуно-
хроматографические мембраны [20]: скорость нанесения ан-
тител на аналитическую и контрольную зоны — 5—20 мм/с; 
концентрация наносимых реагентов — 1—3 мкл/мм (рис. 3); 
оптимальное значение скорости нанесения реагентов на сте-
кловолокнистую мембрану для конъюгата — 8 мкл/мм (обе-
спечивает равномерную пропитку мембраны и отсутствие 
избытка реагента); оптимальные значения pH буфера разгона 

— 8—9 ед. Кроме того, с целью обеспечения равномерности 
потока иммунохимических компонентов по мембране во вре-
мя тестирования и для повышения специфичности иммунох-
роматографического анализа авторы рекомендуют добавлять 
в состав буфера разгона небольшие количества детергентов 
— 0,05% SDS или 0,005% Тритон Х-100 [20].

После нанесения иммунореагентов готовые мембраны 
хранят при комнатной температуре в течение как минимум 
7—8 ч до полного высыхания и сборки мультикомпозита 
[20]. Упаковывать изготовленные тест-системы следует в па-
кеты из комбинированного материала на основе алюминие-
вой фольги вместе с расфасованным по 0,6 г силикагелем, 
хранить — при комнатной температуре [3].

Таким образом, в данной статье обобщены данные по вы-
бору оптимальных условий разработки высокоспецифичных 
и высокочувствительных иммунохроматографических тест-
систем для диагностики инфекционных заболеваний [3—11, 
14, 18]. Следует учесть, что значения таких параметров, как 
концентрация антител в конъюгате с НчКЗ, молярность и pH 
буферных растворов, не являются универсальными для всех 
тест-систем. Выше представлены лишь наиболее распростра-
ненные варианты, упоминаемые в проанализированных рабо-
тах. Условия постановки реакции, номенклатуру и концентра-
ции используемых иммунохимических реагентов в каждом 
конкретном случае уточнять следует экспериментально.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Финансирование. Исследование не имело спонсорской 
поддержки.
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Новиков Д.В.1, Фомина С.Г.1, Гурина Н.Н.1, Перенков А.Д.1, Красногорова Н.В.1, Шумилова С.В.1,  
Луковникова Л.Б.1, Новиков В.В.1, Караулов А.В.1, 2

КОРРЕЛЯЦИЯ ЭКСПРЕССИИ MUC1, ICAM1, IL32, FcγR3A И FoxP3 В ОПУХОЛЕВЫХ 
ОЧАГАХ БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

1ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Нижегородский государственный университет им. Н.И. Лобачевского», 
603950, Нижний Новгород; 
2 ГБОУ ВПО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова» Минздрава России, 
119991, Москва

Гипогликозилированный муцин 1 (MUC1) часто избыточно экспрессируется в клетках карциномы молочной железы, что 
является неблагоприятным прогностическим маркером для больных раком молочной железы (РМЖ). Целью данного ис-
следования явилась оценка в опухолевых очагах больных РМЖ взаимосвязи между экспрессией MUC1 и генов, принимаю-
щих участие в реализации иммунологических реакций. Методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипци-
ей (ОТ-ПЦР) в реальном времени исследовали экспрессию генов MUC1, Fas, ICAM1, FcγR3A, FcγR3B, FoxP3, IL2Rα, IL32 
и TNF в опухолевых очагах 40 больных раком молочной железы. Уровень мРНК каждого из исследуемых генов оценивали 
относительно трех генов домашнего хозяйства. Частота обнаружения мРНК MUC1 составила 80%, мРНК Fas — 95%, 
мРНК ICAM1 — 97,5%, мРНК IL2Rα — 87,5%, мРНК FoxP3 — 85%, мРНК TNF — 95%, мРНК FcγR3A — 95%, мРНК 
FcγR3B — 32,5% и мРНК IL32 — 75%. Обнаружена прямая корреляция между уровнями мРНК MUC1, ICAM1, IL32, 
FcγR3A и FoxP3. Наиболее тесная связь регистрировалась между уровнями экспрессии генов MUC1 и IL32 (r = 0,72; p = 
0,0001). По сравнению с MUC1-негативными, MUC1-позитивные карциномы молочной железы характеризовались более 
высоким уровнем мРНК провоспалительных цитокинов IL32 и TNF, молекулы адгезии ICAM1 и молекулярного маркера 
Т-регуляторных клеток FoxP3. Данный профиль экспрессии генов в опухолях больных РМЖ показывает связь экспрессии 
MUC1 с воспалением и его модуляцией Т-регуляторными клетками. Обсуждается влияние экспрессии исследуемых генов 
на фенотип раковых клеток и течение заболевания.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  рак молочной железы; воспаление; MUC1; ICAM1; IL32; FcγR3A; FoxP3.
Для цитирования: Новиков Д.В., Фомина С.Г., Гурина Н.Н., Перенков А.Д., Красногорова Н.В., Шумилова С.В., Лу-
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Введение. Микроокружение опухоли играет ключевую 
роль в прогрессии рака молочной железы (РМЖ). В опухо-
левых очагах кроме раковых клеток присутствуют эндоте-
лиальные и периваскулярные клетки, адипоциты, фибробла-
сты и активированные клетки иммунной системы. Наиболее 
представленными являются макрофаги, которые во многом 
определяют взаимодействие иммунной системы и опухоле-
вых клеток. Присутствие в опухолевом очаге повышенного 
количества инфильтрующих лимфоцитов и цитотоксических 
Т-клеток ассоциировано с успешным ответом на химиотера-
пию [1] и снижением риска смерти от болезни у пациентов с 
HER2-положительными опухолями [2]. Вместе с тем иммун-
ная система может способствовать как росту опухоли, так и 
метастазированию. Воспалительные процессы, которые со-
путствуют развитию опухолевой ткани, приводят к состоя-
нию, сходному с таковым при заживлении ран. Продукция 
клетками микроокружения опухоли и самими клетками опу-
холи биологически активных молекул опосредует сигналы 
к перестройке метаболизма раковых клеток, пролиферации, 
ангиогенезу и миграции, что в итоге влияет на выживаемость 
пациентов и ответ на терапию [3].

Муцин 1 (MUC1, CD227) является опухолеассоцииро-
ванным антигеном, который избыточно экспрессируется в 
карциномах молочной железы. В эпителиальных клетках 
MUC1 сильно гликозилирован и экспрессируется исклю-
чительно на апикальной поверхности. В раковых клетках 
MUC1 гипогликозилирован и распределен по всей поверх-
ности клетки. Кроме того, значительное количество MUC1 
обнаруживается в ядре и митохондриях [4]. На мембране 
раковой клетки MUC1 участвует в сигнальных взаимодей-
ствиях и контактах между клетками и матриксом. В ядре 
MUC1 взаимодействует с различными факторами транс-
крипции и элементами промоторных регионов [5]. Экспрес-
сия MUC1 в раковых клетках вызывает транскрипционные 
изменения, опосредующие общую выживаемость в ответ на 
гипоксию, недостаток питательных веществ и воздействие 
иммунной системы [6]. Экспрессия MUC1 опухолевыми 
клетками является неблагоприятным прогностическим 
маркером при РМЖ [7]. В настоящее время MUC1 рассма-
тривается как мишень для направленной иммунотерапии 
карцином различных локализаций, включая РМЖ [8]. Ранее  
S. Cascio и соавт. показали, что MUC1 регулирует транс-
крипцию провоспалительных цитокинов в культурах рако-
вых клеток путем связывания с промоторами генов в ком-
плексе с ядерным фактором κВ р65 [9].

В настоящей работе показано, что в сравнении с MUC1-
негативными (MUC1–), MUC1-позитивные (MUC1+) карци-
номы у больных РМЖ характеризуются более высоким уров-
нем мРНК провоспалительных цитокинов IL32 и TNF, а так-
же более высоким уровнем мРНК маркера Т-регуляторных 
клеток FoxP3 и мРНК молекулы адгезии ICAM1.

Материал и методы. В исследование включены 40 
больных РМЖ, проходивших хирургическое лечение в 
ФГБУ «Российский онкологический научный центр им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России. Все больные дали со-
гласие на участие в исследовании. После хирургического 
удаления тканей фрагмент опухолевого очага размером  
0,5 см3 помещали в 0,5 мл лизирующего буфера (4М гуани-
дин тиоцианат, 100 мМ ацетат натрия, 1% Тритон Х-100) и 
замораживали при –20°C. Суммарную нуклеиновую кислоту 
выделяли из 200 мкл лизата методом фенол-хлороформной 
экстракции. Полученный препарат нуклеиновой кислоты 
обрабатывали ДНКазой I («Thermo Fisher Scientific Inc.», 
США) и синтезировали кДНК с использованием M-MLV 
ревертазы (ЗАО «Силекс», Россия). Полученную кДНК ам-
плифицировали в полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 
реальном времени.

В каждом образце оценивали уровень мРНК MUC1, Fas 
(CD95), ICAM1 (CD54), FcγR3A (CD16A), FcγR3B (CD16B), 
FoxP3, IL2Rα (CD25), IL32 и TNF. Для нормировки исполь-
зовали мРНК генов домашнего хозяйства: убиквитина С 
(UBC), бета-2-микроглобулина (B2M), гипоксантин-гуанин 
фосфорибозилтрансферазы (HPRT1), бета-актина (BA), ти-
розин 3-монооксигеназы/триптофан 5-монооксигеназы, ак-
тивационного протеина зета (YWHAZ). Определение уров-
ней мРНК исследуемого гена и гена домашнего хозяйства 
проводили в одной пробирке с использованием зондов Taq-
Man. Смесь ПЦР объемом 25 мкл содержала 2 мкл кДНК, 
по 0,4 пМ праймеров и зондов TaqMan, 0,8 мМ дНТФ, 2 мМ 
MgCl2, 2,5 единицы активности Taq-полимеразы (ЗАО «Си-
лекс», Россия). Реакцию проводили в амплификаторе CFX-
96 («Bio-Rad», США). Первичная структура используемых 
праймеров и зондов представлена в табл. 1.

В каждом образце проводили нормировку уровней иссле-
дуемых мРНК по трем генам домашнего хозяйства. В расче-
тах учитывали эффективность реакции, которую вычисляли 
по стандартной прямой, построенной по результатам по-
следовательных разбавлений. Относительные уровни мРНК 
оценивали методом сравнения пороговых циклов (ΔΔCt). 
Для поиска взаимосвязей между экспрессией генов внутри 
одного образца использовали уровни мРНК, нормирован-
ные относительного одного гена домашнего хозяйства. При 
сравнении уровней мРНК между образцами нормировочный 
коэффициент рассчитывали как среднее геометрическое зна-
чение уровней мРНК, полученных относительно нескольких 
генов домашнего хозяйства.

Статистические вычисления проводили с использовани-
ем компьютерной программы GraphPad Prism 5.0 («GraphPad 
Software Inc.», США). Соответствие распределения количе-
ственных признаков нормальному закону оценивали крите-
рием Колмогорова—Смирнова с поправкой Лиллиефорса. 
Оценку взаимосвязей между уровнями мРНК проводили по 
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Спирмену. Для сравнения уровней между группами приме-
няли U-критерий Манна—Уитни. Различия считали стати-
стически достоверными при значениях p < 0,05.

Результаты. В образцах опухолевых очагов частота обнару-
жения мРНК MUC1 составила 80%, Fas (CD95) — 95%, ICAM1 
(CD54) — 97,5%, IL2Rα (CD25) — 87,5%, FoxP3 — 85%, TNF 
—95%, FcγR3A — 95%, FcγR3B — 32,5% и IL32 — 75%.

Для оценки путем совместной амплифика-
ции относительных уровней мРНК подбирали 
пары, включающие ген домашнего хозяйства и 
ген интереса. Выбор гена домашнего хозяйства 
проводили на основе эффективности реакции 
при совместной амплификации с кДНК иссле-
дуемого гена в одной пробирке. Использова-
ли пары генов, в которых значение эффектив-
ности реакции для обеих мРНК было не ниже 
0,7. Для нормировки уровня мРНК MUC1 за-
данным условиям соответствовали мРНК ВА, 
В2М и YWHAZ; для нормировки уровня мРНК 
ICAM1, FcγR3A, FcγR3B и TNF — мРНК BA, 
UBC и YWHAZ; для нормировки уровня мРНК 
Fas, FoxP3 и IL2Rα — мРНК B2M, HPRT1 и 
YWHAZ; для нормировки уровня мРНК IL32 
— мРНК B2M, UBC и YWHAZ.

В большинстве исследуемых образцов чис-
ловые значения относительных уровней мРНК 
MUC1, ICAM1, Fas, TNF, IL32, FcγR3A и IL2Ra 
варьировали в пределах 0,1—3 единицы. Для 
мРНК FoxP3 и FcγR3B регистрировались более 
низкие числовые значения уровней мРНК, со-
ставляющие сотые и тысячные доли от уровней 
экспрессии референтных генов. Низкие значе-
ния свидетельствуют о том, что наблюдаемый 
уровень мРНК является характеристикой не-
большого числа клеток опухолевого очага боль-
ных РМЖ, вероятно, относящихся к лимфоци-
там, инфильтрованным в опухоль.

Прямая корреляционная связь обнаружена 
одновременно между уровнями мРНК MUC1, 
ICAM1, IL32, FcγR3A и FoxP3, причем связь 
между уровнями мРНК MUC1 и IL32 была 
наиболее тесной (табл. 2). Следует отметить, 
что мРНК IL32 была обнаружена только в двух 
MUC1— образцах опухолевого очага больных 
РМЖ. Оценка тесноты связи экспрессии FcγR3B 
с уровнями мРНК других генов не проводилась, 
поскольку мРНК FcγR3B была выявлена лишь в 
трети (13 из 40) исследуемых образцов.

Сравнение относительных уровней мРНК 
в MUC1-позитивных (MUC1+) и негативных 
(MUC1–) опухолевых очагах показало, что 
уровни мРНК ICAM1, TNFα, IL32 и FoxP3 
статистически значимо выше в MUC1+ карци-
номах (см. рисунок). Наиболее яркие различия 
регистрировались между уровнями мРНК IL32 
в MUC1+ и MUC1– опухолевых очагах. В MUC1-
негативных опухолях регистрировался высокий 
уровень мРНК Fas, однако различия не имели 
статистической значимости. В MUC1+ карци-
номах дополнительно к мРНК ICAM1, IL32 и 
FoxP3 регистрировали более высокий уровень 
мРНК TNF, который, однако, не коррелировал с 
уровнями мРНК других генов.

Обсуждение. На основе экспрессии генов 
РМЖ принято разделять на молекулярные под-
типы, которые тесно связаны с клиническими 
проявлениями заболевания и чувствительно-

стью к лекарственным средствам. В то же время в ряде ис-
следований показано, что молекулярный подтип и характер 
воспалительного процесса в месте локализации опухоли яв-
ляются двумя независимыми особенностями РМЖ [10—12]. 
В настоящей работе выявлена значимая прямая корреляция 
между экспрессией генов MUC1, ICAM1, IL32, FcγR3A и 
FoxP3 в опухолевых очагах РМЖ. Наибольшей теснотой свя-

Т а б л и ц а  1
Олигонуклеотиды, используемые для проведения ОТ-ПЦР в реальном времени 

мРНК Олигонуклеотид (5' → 3')

UBC F GCACAGCTAGTTCCGTCGCA
R TGCATTGTCAAGTGACGAT
Z CY5-ATTTGGGTCGCAGTTCTTGTTTGTGGAT-BHQ-2

HPRT1 F CTGAAGAGCTATTGTAATGA
R TTATATCCAACACTTCGTGG
Z CY5-AGATATAATTGACACTGGCAAAACAATGCA-BHQ-2

B2M F CTGGAGGCTATCCAGCGTAC
R GCTTACATGTCTCGATCCCA
Z CY5-TTCAGGTTTACTCACGTCATCCAGCA-BHQ-2

BA F AGCCTTCCTTCCTGGGCATG
R AGGAGGAGCAATGATCTTGA
Z CY5-CTGTGTTGGCGTACAGGTCTTTGCGG-BHQ-2

YWHAZ F TGCAATGATGTACTGTCTCT
R ACTGATCGACAATCCCTTTC
Z CY5-ATTACTACCGTTACTTGGCTGAGGTTGCC-BHQ-2

MUC1 F CGCTGGCCATTGTCTATCTCA
R AGAGGCTGCTGCCACCATTA
Z ROX-CTTGGCTGTCTGTCAGTGCCGCCGAAAG-BHQ-2

Fas F ACCAAATGTGAACATGGAAT
R CTTTCTGTGCTTTCTGCAT
Z ROX-TCAAGGAATGCACACTCACCAGCAACACCA-BHQ-2

IL32 F CTGAAGGCCCGAATGCACCA
R TAGAGGAGTGAGCTCTGGGT
Z FAM-AGGGCTACCTGGAGACAGTGGCGGCTTA-BHQ-1

FcγR3A/В FA/B GCTCTGCTACTTCTAGTTTCA
RA CACTGTCCTTCTCGAGCACC
RB CACTGTCCTTCTCAAGCACG

ZA/B ROX-CTGTGGTGTTCCTGGAGCCTCAATGGTA-BHQ-2
ICAM-1 F GAGCTTCGTGTCCTGTATGG

R CTCATACCGGGGGGAGAGCA
Z ROX-CCCATTGCCCGAGCTCAAGTGTCTAAAGGA-BHQ-2

FoxP3 F GAGAAGCTGAGTGCCATGCA
R GGAGCCCTTGTCGGATGAT
Z FAM-TGCCATTTTCCCAGCCAGGTGG-BHQ-1

IL2Rα F CTGCTCACGTTCATCATGGT
R AGTTCAACATGGTTCCTTCC
Z ROX-TGACGATGACCCGCCAGAGATCCCACACGC-BHQ-2

TNF F CTCTTCTCCTTCCTGATCGTG
R TTGAGGGTTTGCTACAACATGG
Z ROX-AGAGTTCCCCAGGGACCTCTCTCTAATC-BHQ-2
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зи обладали MUC1 и IL32. При сравнении уровней экспрес-
сии исследуемых генов было показано, что в MUC1+ карцино-
мах дополнительно к ICAM1, IL32 и FoxP3 регистрировался 
более высокий уровень экспрессии TNF, который, однако, не 
коррелировал с уровнями мРНК других генов. Полученные 
данные свидетельствуют, что MUC1-позитивные карциномы 
молочной железы характеризуются высоким уровнем ме-
диаторов воспаления. Ранее было показано, что экзогенные 
провоспалительные цитокины, такие как TNF и интерферон-
гамма, приводят к повышению экспрессии MUC1 в карци-
номах молочной железы [13]. Внутриклеточная локализация 
MUC1 сопровождается повышением экспрессии TNF в мо-
дельных линиях клеток РМЖ [9]. TNF является мощным ин-
дуктором экспрессии эндогенного IL-32, а IL-32 сам по себе 
способствует длительной продукции TNF [14]. Таким обра-
зом, совместная экспрессия MUC1, IL32 и TNF способствует 
автостимуляции провоспалительного каскада. Ранее пока-
зано, что MUC1 и IL32 способствуют пролиферации и сни-
жают апоптоз линий клеток РМЖ [15]. Обнаруженный нами 
низкий уровень мРНК Fas в MUC1+ опухолях РМЖ косвенно 
подтверждает эти данные (см. рисунок).

Высокий уровень экспрессии мРНК FoxP3 в MUC1+ опу-
холевых очагах РМЖ отражает присутствие большого числа 
регуляторных Т-клеток (Treg) по сравнению с MUC1– карци-
номами РМЖ. По литературным данным известно, что при-
влечение Treg в опухолевое микроокружение является одной 
из основных стратегий, используемых раковыми клетками 
для подавления иммунитета и уклонения от иммунного над-

зора [16]. Показано также, что присутствие FoxP3+ 
Treg клеток в опухолевых очагах больных РМЖ при-
водит к повышенному метастатическому потенциалу 
клеток опухоли [17]. Отсутствие связи между уров-
нями мРНК FoxP3 и мРНК другого маркера Treg кле-
ток — IL2Rα, по-видимому, объясняется экспрессией 
IL2Rα клетками самой опухоли.

Экспрессия ICAM1 не регистрируется в нор-
мальном эпителии молочной железы [18]. В нашем 
исследовании мРНК ICAM1 детектировалась в боль-
шинстве исследуемых образцов опухолевых очагов, 
а в MUC1-позитивных опухолях регистрировался 
более высокий уровень экспрессии мРНК ICAM1. 
Ранее показано, что MUC1+ клетки РМЖ способны 
мигрировать по поверхности или через слой ICAM1-
экспрессирующих клеток с помощью прямых взаи-
модействий между MUC1 и ICAM1 [19]. В гене 
ICAM1 описаны генетические перестройки [20] и его 
экспрессия клетками РМЖ тесно связана со способ-

ностью к метастазированию [21]. Корреляция между уров-
нями мРНК ICAM1 и FoxP3 свидетельствует, что изменение 
уровня экспрессии ICAM1 опосредует инфильтрацию Treg 
в опухолевый очаг.

Интересным является обнаружение высокого уровня 
экспрессии гена FcγR3A клетками РМЖ и ее корреляция с 
экспрессией генов провоспалительных цитокинов. Высокий 
уровень мРНК FcγR3A в опухолевых очагах свидетельствует 
в пользу его экспрессии раковыми клетками. Ранее было по-
казано, что при прогрессии РМЖ повышение уровня мРНК 
FcγR3A происходит перед морфологическими изменениями 
опухолевых клеток [22]. Какие функции выполняет FcγR3A 
в раковой клетке, остается неизвестным. Экспрессия моле-
кулярного маркера нейтрофилов FcγR3В выявлена только 
в трети исследуемых образцов, причем все опухоли были 
MUC1+.

Таким образом, показана связь экспрессии генов MUC1, 
ICAM1, IL32, FcγR3A и FoxP3 в опухолевых очагах боль-
ных РМЖ. По сравнению с MUC1-негативными, MUC1-
позитивные карциномы характеризуются более высоким 
уровнем мРНК провоспалительных цитокинов IL32 и TNF, 
молекулы адгезии ICAM1 и маркера Treg-клеток FoxP3. Дан-
ный профиль экспрессии генов в опухолях больных РМЖ 
показывает связь экспрессии MUC1 с воспалением и его ре-
гуляцией с помощью FoxP3+ Treg.
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Коэффициенты парных корреляций между уровнями исследуемых 
мРНК, рассчитанные относительно мРНК YWHAZ 

Коэффициент корреляции Спирмена

MUC1 ICAM1 Fas TNF IL32 FcγR3A IL2Rα FoxP3

MUC1 0,46 –0,2 0,08 0,72 0,45 0,15 0,47
ICAM1 0,003 0,08 0,24 0,41 0,49 0,12 0,64
Fas 0,06 0,17 0,08 –0,28 0,09 0,12 –0,04
TNF 0,61 0,15 0,63 0,16 –0,05 –0,25 –0,07
IL32 0,0001 0,008 0,07 0,32 0,49 0,13 0,43
FcγR3A 0,004 0,0001 0,19 0,75 0,001 –0,04 0,24
IL2Rα 0,36 0,48 0,45 0,13 0,43 0,8 0,29
FoxP3 0,003 0,67 0,80 0,68 0,006 0,14 0,29

Сравнение относительных уровней мРНК исследуемых ге-
нов в MUC1+ (n = 32) и MUC1– (n = 8) опухолевых очагах 
больных РМЖ (*p < 0,05; ***p < 0,001).
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ МЕТОДОВ ДЕТЕКЦИИ 
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Лабораторная диагностика антифосфолипидного синдрома (АФС) состоит в выявлении антифосфолипидных антител 
(АФА) методом иммуноферментного анализа (ИФА), а именно в детекции антикардиолипиновых (аКл) антител и анти-
тел к β2-гликопротеину (aβ2Гп). Несмотря на то, что серологическая диагностика играет решающую роль в постановке 
диагноза АФС, использование лабораторных тестов затруднено их недостаточной стандартизацией. Новым подходом 
к детекции антифосфолипидных антител стало использование иммуноблоттинга на основе поливинилиденфторидной 
(ПВДФ) мембраны. Преимущество этого метода по сравнению с методом ИФА — использование для сорбции антигенов 
гидрофобной твердой фазы. Пористая структура ПВДФ мембраны ориентирует гидрофильные участки фосфолипидов 
и обеспечивает тем самым более плотное их распределение, имитируя билипидный слой мембран живого организма. Для 
уточнения и сравнения ценности разных методов мы сопоставили результаты измерения АФА на ИФА тест-системах 
разных производителей и наборах реактивов для иммуноблоттинга. Нами собрана коллекция биоматериала 47 паци-
ентов с некардиоэмболическими ишемическими инсультами, 20 пациентов с рецидивирующими тромбозами глубоких 
вен нижних конечностей и 50 пациентов с акушерской патологией, а также 30 здоровых доноров. В данных сыворот-
ках измерены аКлаIgG, аКлаIgM, аβ2ГП1 методом ИФА с помощью немецких тест-систем фирм Euroimmun и Orgentec 
Diagnostica, образцы с наиболее высоким титром — методом иммуноблоттинга на реактивах фирмы Medipan. На осно-
вании измерений АФА различными ИФА тест-системами частота aβ2ГП1 составила 31% для Euroimmun ИФА наборов 
реактивов, 78% — для Orgentec Diagnostica ИФА тест-систем, аКлIgG — 2 и 30%, аКлIgM — 31 и 54% соответственно. 
Измерив АФА методом иммуноблоттинга на тест-системах фирмы Medipan в биообразцах с наиболее высокими ти-
трами, мы обнаружили аβ2ГП1 у всех пациентов, аКлIgG — у 70%, аКлIgM — у 30% пациентов. Сходимость между 
тремя коммерческими наборами реактивов варьирует от 20 до 88%. Стандартизация коммерческих тест-систем все 
еще не достигнута. Новый метод иммуноблоттинга может быть использован в сочетании с классическими методами 
серологической диагностики АФС. Отсутствие алгоритмов диагностики и стандартизации различных тест-систем 
для детекции АФА ставит под сомнение достоверность серологического диагноза АФС, а следовательно и существова-
ние АФС как нозологической единицы.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  антифосфолипидный синдром; антифосфолипидные антитела; иммуноферментный анализ; 
иммуноблоттинг; стандартизация.
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The comparative analysis of immunologic techniques of detection of anti-
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The laboratory diagnostic of anti-phospholipid syndrome consists in detection of anti-phospholipid antibodies using technique 
of enzyme-linked immunosorbent assay namely in detection of anti-cardiolipin antibodies and antibodies to β2-glycoprotein. In 
spite of the fact that serological diagnostic plays a key role in diagnosing anti-phospholipid syndrome application of laboratory 
tests s complicated by their insufficient standardization. The new approach to detection of anti-phospholipid antibodies became 
application of immune blotting on the basis of polyvinylidenfluoride membrane. As compared with enzyme-linked immunosorbent 
assay, the advantage of the mentioned technique is in using hydrophobic solid phase for sorption of antigens. The porous structure 
of polyvinylidenfluoride membrane orientates hydrophilic areas of phospholipids  and by that ensures their more dense distribution 
imitating bi-lipid layer of membranes of living organism. To specify and compare value of different techniques the comparison 
was implemented concerning the results of measurement of anti-phospholipid antibodies in enzyme-linked immunosorbent assay 
test-systems of various manufacturers and reagents kits for immune blotting. The collection was assembled including bio-materials 
from 47 patients with non-cardioembolic ischemic strokes, 20 patients with recurrent thrombosis of deep veins of lower extremities 
and 50 patients with obstetrics pathology and also 30 healthy donors. In the given serums aKlaIgG, aKlaIgM, aβ2glycoprotein 
I   were measured using enzyme-linked immunosorbent assay technique assisted by test-systems of Euroimmun and Orgentes 
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Diagnostica and the samples with the highest titre using immune blotting technique with reagents manufactured by Medipan. 
On the basis of measurement of anti-phospholipid antibodies by various enzyme-linked immunosorbent assay test-systems the 
rate of aβ2glycoprotein I amounted to 31% in case of Euroimmun reagents kits for enzyme-linked immunosorbent assay, 78% 
in case of Orgentec Diagnistica test-systems for enzyme-linked immunosorbent assay, aKlaIgG - 2% and 30%, aKlaIgM - 31% 
and 54% correspondingly. The measurement of anti-phospholipid antibodies using immune blotting technique on Medipan test-
systems in bio-samples with the highest titres  detected aβ2glycoprotein I in all patients, aKlaIgG in 70% and aKlaIgM in 30% of 
patients. The convergence between three commercial reagents kits varies from 20% to 88%. The standardization of commercial 
test-systems still to be achieved. The new technique of immune blotting can be applied jointly with classic techniques of serological 
diagnostic of anti-phospholipid syndrome. The absence of algorithms of diagnostic and standardization of different test-systems 
for detection of anti-phospholipid antibodies prejudices reliability of serological diagnosis of anti-phospholipid syndrome and 
therefore existence of anti-phospholipid syndrome as a nosologic unit.

K e y w o r d s :  anti-phospholipid syndrome; anti-phospholipid antibodies; enzyme-linked immunosorbent assay; immune blot-
ting; standardization
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Введение. Антифосфолипидные антитела (АФА) — серо-
логический маркер антифосфолипидного синдрома (АФС), 
который характеризуется венозными и/или артериальны-
ми тромбозами, акушерской патологией, тромбоцитопени-
ей, а также разнообразными неврологическими, кожными, 
сердечно-сосудистыми нарушениями, характер и выражен-
ность которых зависят от локализации тромботической ок-
клюзии в том или ином сосудистом бассейне [1]. Основными 
лабораторными показателями АФС служат волчаночный ан-
тикоагулянт (ВАК), антикардиолипиновые антитела (аКЛ) и 
антитела к β2-гликопротеину 1 (аβ2ГП1) [2]. β2-гликопротеин 
1 (β2ГП1) — фосфолипид-связывающий белок и кофактор, 
необходимый для взаимодействия АФА с фосфолипидами 
[1]. Оценка титра АФА и количество положительных тестов 
позволяет разделить пациентов по группам риска. Пациен-
ты, положительные по всем трем тестам, а также и пациен-
ты с высоким титром антикардиолипиновых антител (аКл) 
(> 40 GPL или MPL) состоят в группе наиболее высокого 
риска развития клинических проявлений [2]. В структуре 
других этиологических причин АФС — вероятная причина 
14% инсультов, 11% инфарктов миокарда, 10% тромбозов 
глубоких вен, 6% патологии беременности, 9% выкидышей.  
У 30—40% пациентов с системной красной волчанкой при-
сутствуют антифосфолипидные антитела, но только у 10% 
есть проявления антифосфолипидного синдрома [3].

Несмотря на то что серологическая диагностика играет 
решающую роль в постановке диагноза АФС, использование 
лабораторных тестов затруднено их недостаточной стандар-
тизацией. Классический метод детекции аКЛ и аβ2ГП1 — 
иммуноферментный анализ (ИФА). Оригинальные стандар-
ты сыворотки, содержащей АФА, (стандарты Харриса) были 
первой попыткой глобальной стандартизации тест-систем 
для диагностики АФС на основе первых радиоиммунных 
методов [2, 4, 5]. Доступность этих стандартов ограничена.  
В качестве альтернативных могут использоваться референс-
ные материалы на основе моноклональных человеческих 
антител, так называемые стандарты АФА Саппоро, но на 
данный момент они не получили широкого распространения 
[2, 8, 9].

Новый подход к детекции антифосфолипидных антител 
— использование иммуноблоттинга. Преимущество этого 
метода — сорбция антигенов на PVDF-мембране на основе 

гидрофобного поливинилиделфторида. Его пористая струк-
тура ориентирует гидрофильные участки фосфолипидов и 
обеспечивает тем самым их плотное распределение. Данный 
метод более полно отражает связь антител с антигеном в ор-
ганизме пациентов с АФС [10].

Цель нашего исследования — сопоставление классиче-
ских и новых методов детекции АФА и оценка их диагно-
стической ценности в постановке серологического диагноза 
АФС.

Материал и методы. Для оценки встречаемости АФА и 
сопоставимости тестов для их выявления проведен анализ ин-
формационной базы данных специализированной лаборато-
рии за 2013—2014 гг. Комплексный тест, включающий опре-
деление аКлIgG, аКлIgM, aβ2ГП, выполнен 885 пациентам.

Нами собраны клинические данные и биологические об-
разцы: 47 образцов пациентов с некардиоэмболическими 
ишемическими инсультами, 20 — пациентов с рецидиви-
рующими тромбозами глубоких вен нижних конечностей, 51 
— пациентов с акушерской патологией, 70 — здоровых до-
норов, а также 34 биологических образца с высоким титром 
АФА из серологической коллекции лаборатории диагностики 
аутоиммунных заболеваний.

Для исследования сопоставимости результатов тестов 
оценены тест-системы различных производителей. Мы ис-
пользовали ИФА тест-системы фирмы Euroimmun (Гер-
мания), в дальнейшем именуемой Производитель 1 (ПР1); 
фирмы Orgentec Diagnostica (Германия), Производитель 2 
(ПР2), и тест-системы фирмы Medipan, основанные на мето-
де иммуноблоттинга, Производитель 3 (ПР3), в соответствии 
с инструкцией. В собранных биообразцах измерены аКлIgG, 
аКлIgM, aβ2ГП1 антитела. Проведен сравнительный анализ и 
оценка сходимости результатов.

Определение активности волчаночного антикоагулян-
та проведено нами в оригинальной модификации: вместо 
плазмы мы использовали контрольную плазму, смешанную 
с сывороткой пациентов в соотношении 1:4. Образцы ин-
кубировали при t = 0°C в течение 30 мин, после чего изме-
ряли активированное частичное тромбопластиновое время 
(АЧТВ) на полуавтоматическом коагулометре (Helena Biosci-
ences Europe). Использовали чувствительные к ВАК реакти-
вы APPTSiLPlus (Helena Biosciences Europe). Соотношение 
сыворотки и плазмы, время и температура инкубации опре-
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деляли экспериментальным путем. Мы рассчитали границы 
нормы в биообразцах 70 здоровых доноров методом 95 пер-
центиль и оценили воспроизводимость данной методики.  
В качестве референтного значения был принят временной 
интервал от 24 с до 50 с. Мы измерили ВАК в оригинальной 
модификации в 34 биообразцах с высоким титром АФА из 
серологической коллекции специализированной лаборато-
рии.

Для определения роли минорных антител в диагностике 
АФС в ВАК-положительных образцах измерены антитела к ан-
нексину V IgM, IgG и антитела к протромбину методом ИФА 
на тест-системах фирмы Orgentec Diagnostica (Германия).

Результаты. Для сопоставления результатов тестов для 
выявления АФА между собой мы провели анализ базы ла-
бораторных исследований специализированной лаборато-
рии. Комплексный тест, включающий определение аКлIgG, 
аКлIgM, aβ2ГП на тест-системах ПР1, выполнен 885 пациен-
там. Лабораторный диагноз антифосфолипидного синдрома 
выставлен 122 пациентам (рис. 1) Из них aβ2ГП1 определяли 
у 90%, аКЛIgG — у 27, аКлIgM — у 27% пациентов. Веду-
щим маркером стал aβ2ГП1, определяющийся в 55% изоли-

рованно, в 20% — в комплексе с аКлIgG или аКлIgM и только 
в 0,8% случаев — с аКлIgG и аКлIgM.

Чтобы оценить корреляцию между АФА и ВАК, мы из-
мерили активность ВАК в 34 биологических образцах с 
наиболее высоким титром антител. Активность ВАК была 
обнаружена только у 11. Из 11 пациентов 100% положи-
тельны по aβ2ГП1 (ПР1), 63 — по аКЛIgG (ПР2), 73 —по 
аКЛIgG (ПР2), 55 — по аКлIgM (ПР1), 73 — по аКлIgM 
(ПР2), 73 — по аPs-PT (ПР2), 0,09— по aAnnexinIgG, 18% 
— по aAnnexinIgM (ПР2).

Также в ВАК-положительных образцах мы измерили 
АФА методом иммуноблоттинга (ПР3): антитела к фосфа-
тидилсерину IgG обнаруживали в 82% образцов, к фосфати-
дилсерину IgM — в 36, фосфоинозитолу IgG — в 36, фос-
фоинозитолу IgM — в 9, аКЛIgG — в 64, аКЛIgM — в 36, 
aβ2ГП1 IgG — 64, aβ2ГП1 IgM — в 18% (рис. 2).

Для определения встречаемости АФА в группах па-
циентов с разными клиническими проявлениями, а также 
для оценки сходимости ИФА тест-систем аКлIgG, аКлIgM, 
aβ2ГП измерены в биообразцах пациентов с некардиоэмболи-
ческими инсультами, тромбозами глубоких вен, патологией 
беременности на ИФА тест-системах ПР1 и ПР2 (см. табли-
цу, рис. 3). У пациенток с патологией беременности АФА вы-
являли чаще, чем у других групп пациентов.

Чтобы уточнить лабораторный диагноз АФС и сравнить 
классический и новый методы детекции АФА в сомнитель-
ных биообразцах, мы измерили АФА методом иммуноблот-
тинга (ПР3) (рис. 4). Согласно полученным данным наиболее 
частым маркером АФС оказался β2ГП1.

Среди больных с подтвержденным методом иммуно-
блоттинга (ПР3) лабораторным диагнозом АФС превалирует 
группа пациентов, положительных по одному маркеру (ПР1) 
и по двум маркерам (ПР2).

Обсуждение. В зависимости от локализации тромбоза, 
АФС может поражать несколько систем и органов, а также 
служить причиной выкидышей и преждевременных родов, 
что делает проблему АФС актуальной во врачебной практи-
ке различных узких специалистов. Клинические проявления 
АФС неспецифичны, поэтому диагноз может быть верифи-
цирован только посредством измерения АФА. Измерение 
аКЛ, аβ2ГП1, ВАК, являющихся основными лабораторными 
критериями АФС, затруднено в связи с методологически-
ми сложностями, а также недостаточной стандартизацией 
тестов. Выбор источника антигена, типа сорбционной по-
верхности, состава дилюирующих, моющих, блокирующих 
буферных растворов, использования сыворотки или плазмы 
в качестве биоматериала, а также температуры и времени ин-
кубации тест-систем представляют собой сложную задачу и 
отличаются у разных производителей. Эти методологические 

Рис. 1. Сходимость сероположительных результатов тестов 
для выявления АФА на основе анализа лабораторной базы 
данных.
Преобладают а-β2ГП1, при этом три положительных маркера АФС обна-
ружены только в 5 образцах. Цифрами обозначено количество серопози-
тивных образцов при сопоставлении сочетанного выявления АФА.

Рис. 2. Встречаемость АФА в ВАК-положительных образцах, 
измеренных методом иммуноблоттинга, по данным исследо-
вания 11 пациентов.

Рис. 3. Сравнение встречаемости АФА, измеренных ИФА 
тест-системами ПР1 и ПР2 в 128 биообразцах пациентов с 
предполагаемым АФС.
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особенности, а также отсутствие международных стандартов 
ведут к значительным вариациям результатов [2, 4, 5]. Для 
преодоления этих проблем научным и стандартизационным 
комитетом Международного общества по изучению тром-
боза и гемостаза разработаны рекомендации по детекции 
антифосфолипидных антител для твердофазных тест-систем 
[11—15]. Авторы предлагают алгоритмы для улучшения 
преаналитического этапа, проведение исследования на АФА 
в течение 2—3 дней после забора крови, постановки проб в 
дублях, расчет внутрилабораторного пограничного значения 
и референтного интервала, но не упоминают о недостаточ-
ной стандартизации тест-систем. Несмотря на рекомендации 
для лабораторной диагностики АФС методом ИФА, резуль-
таты тестов, выполненных на различных коммерческих тест-
системах, плохо сопоставимы между собой [2, 17].

В нашей работе мы проанализировали базу лабораторных 
исследований специализированной лаборатории, сравнили 
ИФА тест-системы разных производителей между собой, а 
также оценили новый метод иммуноблоттинга для детекции 
антифосфолипидных антител, использовали его в качестве 
подтверждающего метода в ВАК-положительных и сомни-
тельных биологических образцах.

Анализ базы лабораторных серологических исследова-
ний за 2013—2014 гг. показал, что превалирующим марке-
ром АФС оказались антитела к β2ГП1, в то время как аКЛ, 
IgM, так и IgG встречаются крайне редко и практически 
никогда — изолированно. Изолированная положительность 
как по аКл, так и по aβ2ГП1 не ассоциирована с тромбозами. 
Наиболее вероятно, что лишь aβ2ГП с ВАК-активностью па-
тогенетически связаны с клиническими проявлениями.

Заключение. Из проведенного нами сравнительного ана-
лиза и оценки сходимости ИФА тест-систем ПР1 и ПР2 мож-
но сделать вывод, что сходимость тест-систем разных произ-
водителей вариабельна, в некоторых тестах — крайне низка 
(от 20 до 88%).

Один из первых сравнительных анализов тест-систем 
ИФА проведен в 1987 г. Авторы сравнивали чувствительность 
первых коммерческих и внутрилабораторных тест-систем 
и пришли к выводу, что чувствительность внутрилабора-
торных тест-систем выше чувствительности коммерческих 
тестов и что ИФА-методика для детекции АФА нуждается 
в стандартизации [5]. В 2009 г. вышла обзорная статья, на-
звание которой очень хорошо характеризует возникшую 20 
лет назад проблему, до сих пор не имеющую решения [17]. 
Редкие статьи о сравнении коммерческих тест-систем между 
собой говорят о том, что анализ воспроизводимости показы-
вает небольшие различия между ИФА тест-систем от разных 
производителей [16, 18].

Частота положительных результатов при использовании 
реактивов разных производителей в исследованных нами 
группах пациентов крайне вариабельна. По результатам те-
стов наибольшее значение приобретает аКЛIgM и aβ2ГП1. 
Тест-системы ПР1 чаще выявляют aβ2ГП1, наборы реактивов 
ПР2 — КЛ IgM. Из некритериальных маркеров (Ps-Pt и An-
nexin) a-PS-PT тест обладает чувствительностью, сравнимой 
с чувствительностью аКЛIgM и аКЛIgG [19—21].

В качестве подтверждающего теста мы использовали 
метод иммуноблоттинга (ПР3) в сомнительных биологиче-
ских образцах, которые были положительными при исполь-
зовании ИФА тест-систем хотя бы одного из производите-
лей. Помимо использования PVDF — мембраны в качестве 
твердой фазы, преимуществом данной методики стало еще 
и определение минорных классов АФА, а именно антител 
к фосфатидилсерину и фосфатидилинозитолу. Антитела к 
фосфатидилсерину определялись в 32—80% биологических 
образцов, а антитела к фосфатидилиназитолу практически 
не идентифицировались. В отличие от ИФА тест-систем, при 
использовании методики иммуноблоттинга превалирующим 
маркером после aβ2Гп оказывается аКлIgG.

В целом полученные нами данные о детекции анти-
кардиолипиновых антител и антител к β2-гликопротеину 
и сравнение их с ИФА тест-системами свидетельствуют о 
том, что сходимость детекции антифосфолипидных анти-
тел методом иммуноблоттинга с тестами ИФА ПР2 значимо 
превышает сходимость с тестами ИФА фирмы ПР1. Метод 
иммуноблоттинга представляется нам довольно перспек-
тивным для использования в качестве подтверждающего 
теста в диагностике АФС, но вопрос об отсутствии стан-
дартизации тест-систем ИФА различных производителей 
остается открытым.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов.

Рис. 4. Частота АФА в сомнительных биообразцах, измерен-
ных методом иммуноблоттинга.

Встречаемость АФА в группах пациентов с разными клиническими проявлениями

Группы пациентов Антитела к 
β2гликопротеину1 

(ПР1)

Антитела к 
β2гликопротеину1 

(ПР2)

Антитела к 
кардиолипину 

IgG (ПР1)

Антитела к 
кардиолипину 

IgG (ПР2)

Антитела к 
кардиолипину 

IgM (ПР1)

Антитела к 
кардиолипи-
ну IgM (ПР2)

Пациенты с некардиоэмболиче-
ским острым инсультом (n = 47)

4 (8%) 11 (25%) — 2 (6%) — 15 (34%)

Пациентки с патологией беремен-
ности (n = 51)

9 (18%) 19 (39%) 1 (2%) 12(24%) 12 (24%) 5 (11%)

Пациенты с тромбозом глубоких 
вен (n = 20)

1 (5%) 5 (10%) — — 13 (26%) 5 (10%)

Здоровые доноры (n = 10) 2(20%) — — 1 (10%) — —

П р и м е ч а н и е . ПР1 — Euroimmun; ПР2 — Orgentec Diagnostica.
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Карзакова Л.М.1, Мучукова О.М.1, Борисова Л.В.2, Кудряшов С.И.1

ИССЛЕДОВАНИЕ HLA-АССОЦИАЦИЙ ХРОНИЧЕСКОЙ ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНИ 
ЛЕГКИХ В УСЛОВИЯХ КРЕМНИЙОРГАНИЧЕСКОГО ПРОИЗВОДСТВА

1ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет им. И.Н. Ульянова» Минобрнауки России, 428015, г. Чебоксары; 
2БУ «Республиканский эндокринологический диспансер» Минздрава Чувашии, 428009, г. Чебоксары

Цель работы — изучить ассоциации полиморфных аллельных генов HLA класса II — DRB1, DQA1 и DQB1 и их гаплоти-
пических сочетаний с хронической обструктивной болезнью легких (ХОБЛ) у работников кремнийорганического произ-
водства в чувашской популяции. Проведено HLA-генотипирование 50 больных ХОБЛ и 38 здоровых работников кремний-
органического производства, принадлежащих к чувашской этнической популяции. Генотипирование проводили по трем 
генам HLA: DRB1 (14 аллелей), DQA1 (8 аллелей) и DQB1 (11 аллелей) методом мультипраймерной полимеразной цепной 
реакции. Для типирования использовали наборы фирмы «ДНК-Технология» (Россия). Степень ассоциации HLA-аллелей 
и гаплотипов с развитием ХОБЛ в условиях кремнийорганического производства определяли по значению относитель-
ного риска (ОР). Обнаружены отрицательные ассоциации ХОБЛ с аллелями HLA-DRB1*01 (ОР = 0,021; p < 0,001); 
DQA1*0101 (ОР = 0,013; p < 0,001); DQB1*0501 (ОР = 0,021; p < 0,001) и гаплотипами DRB1*01-DQA1*0101 (ОР = 
0,031; p < 0,01); DRB1*07-DQA1*0201 (ОР = 0,076; p < 0,01); DRB1*13-DQA1*0102 (ОР = 0,11; p < 0,05).
Установлены HLA-маркеры устойчивости к развитию ХОБЛ в условиях кремнийорганического производства в чуваш-
ской популяции.
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The purpose of study is to examine associations of polymorphic allele genes HLA class II - DRB1, DQA1 and DQB1 and 
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population. The HLA-genotyping was implemented to 50 patients with chronic obstructive disease of lungs and 38 healthy workers 
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Введение. О возможности развития патологии бронхи-
ального дерева, связанной с воздействием вредных произ-
водственных факторов, известно на протяжении нескольких 
столетий [3]. В настоящее время известны две нозологиче-
ские формы профессионального поражения воздухоносных 
путей легких — профессиональный бронхит и хроническая 
обструктивная болезнь легких (ХОБЛ) профессиональной 
этиологии [13]. В соответствии с программным документом 
экспертов глобальной инициативы по борьбе с ХОБЛ — 
Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD), 
«ХОБЛ — болезненное состояние, характеризующееся не 
полностью обратимой бронхиальной обструкцией» [16]. Об-
струкция прогрессирует и является следствием атипичной 
воспалительной реакции легких на раздражающие частицы 
и газы. Главным фактором риска в 80—90% случаев ХОБЛ 
выступает курение. Существенная часть (4,5—24,6%) случа-
ев ХОБЛ может быть связана с производственной деятельно-
стью человека [7, 14]. Среди основных факторов риска про-
фессиональной природы наиболее агрессивными считаются 
кадмий и кремний [1]. Кремнийорганические соединения 
вызывали в эксперименте повреждение слизистой оболочки 
бронхиального дерева, эмфизематозное расширение просве-
тов альвеол с истончением межальвеолярных перегородок 
[4]. В связи с этим наше внимание привлекли высокие пока-
затели заболеваемости ХОБЛ, рост заболеваемости с времен-
ной утратой трудоспособности по болезням органов дыхания 
у работников цеха по производству кремнийорганических 
соединений ПАО «Химпром», г. Новочебоксарск Чувашской 
Республики [11].

Вместе с тем не у всех курящих и не у всех работников, 
подвергающихся вредному воздействию промышленных 
аэрозолей, развивается бронхиальная обструкция [16]. Сле-

довательно, в формировании ХОБЛ участвуют внутренние 
индивидуальные факторы. Предполагается наличие группы 
генов восприимчивости к ХОБЛ, включающей гены фактора 
некроза опухоли альфа, трансформирующего фактор роста 
бета1 [12]. На роль генов, определяющих предрасположен-
ность индивида к развитию ХОБЛ, могут претендовать и 
аллели генов системы гистосовместимости человека — HLA 
(human leukocyte antigens) [21]. HLA-гены класса II, чрез-
вычайно важные для развития иммунного ответа, рассма-
триваются в качестве маркеров целого ряда заболеваний, в 
патогенезе которых участвуют иммунологические механиз-
мы [17, 18, 20]. Известны единичные работы, посвященные 
изучению ассоциации генов HLA с ХОБЛ [2, 6]. В чувашской 
популяции выявлена связь ХОБЛ с HLA-аллелями DRB1*11, 
DQB1*0301 [6]. В русской популяции населения Ульяновской 
области России данное заболевание было ассоциировано с 
аллелями DQB1*0201, DQA1*0101 [2]. Противоречивость 
приведенных данных может быть связана с этническими осо-
бенностями HLA-профиля обследуемых и разнородностью 
состава обследованных групп, обусловленных различиями в 
этиопатогенетических механизмах развития ХОБЛ.

Целью настоящего исследования явилось определение 
роли генов HLA (класс II) в развитии ХОБЛ в условиях крем-
нийорганического производства в чувашской популяции.

Материал и методы. Обследованы 88 работников цеха 
кремнийорганического производства (ПАО «Химпром», г. 
Новочебоксарск, Россия). Обследуемую когорту разделили на 
две группы. Первую группу составили больные ХОБЛ в ста-
дии ремиссии — 50 человек (в том числе 20 мужчин и 30 жен-
щин в возрасте 28—66 лет), у которых симптомы заболевания 
в виде кашля и одышки развились в течение 3—5 лет после 
начала работы на химкомбинате. ХОБЛ диагностировали в 
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соответствии с диагностическими критериями GOLD [16]. 
Длительность заболевания — 12,3 ± 2,4 года. Вторую группу 
составили 38 человек (22 мужчины и 16 женщин в возрасте 
32—64 лет), работающих и живущих в тех же условиях на про-
тяжении 15—30 лет и не имеющих заболеваний, связанных с 
профессиональной деятельностью. Эта группа работников, 
устойчивых к развитию ХОБЛ, условно названа группой «ре-
зистентных» к заболеванию. Сформированные группы были 
однородны по половому, возрастному составу, продолжитель-
ности работы на химическом производстве, стажу курения. 
Средний возраст группы больных ХОБЛ составил 45,4 ± 2,3 
года, лиц группы «резистентных» — 43,5 ± 2,1 года. В обеих 
группах преобладали лица мужского пола, составляющие 66,0 
± 6,7% в первой группе и 68,4 ± 7,5% — во второй. В первой 
группе доля курящих равнялась 22,0 ± 5,8%, во второй — 21,0 
± 6,6%. С целью исключения этнических различий в обсле-
дуемые группы отбирались лишь коренные жители Чувашии, 
предки которых как минимум в трех последних поколениях 
принадлежали к чувашской этнической популяции.

HLA-генотипирование аллелей II класса проводили мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) согласно методике 
производителя в ДНК, полученной из ядерных клеток пери-
ферической крови (ПК), с использованием наборов реаген-
тов НПФ «ДНК-Технология» (Москва). Типировали по 14 ал-
лелям DRB1, 8 аллелям DQA1 и 11 аллелям DQB1-локусов. 
Параллельно с иммуногенетическими исследованиями про-
водили иммунофенотипирование мононуклеарных клеток 
ПК обследуемых методом непрямой иммунофлюоресценции 
с использованием моноклональных антител CD3, CD4, CD8, 
CD20, CD25, CD71, CD95 («Сорбент», Москва), определе-
ние концентрации сывороточных IgM, IgG, IgA по Манчи-
ни, циркулирующих иммунных комплексов (ЦИК) методом 
осаждения полиэтиленгликолем (ПЭГ-6000), изучение фаго-
цитарной активности нейтрофилов в латекс-тесте согласно 
стандартным методикам [10]. Статистическую обработку 
проводили с помощью программы Statistica 10.0. Частоту ал-
лелей и гаплотипов (Н) вычисляли по формулам, предложен-
ным P. Mattiuz и соавт. [19]. Силу ассоциации анализируемых 
признаков определяли с помощью величины относительного 
риска (ОР), которую высчитывали по модифицированной 
формуле J. Haldane для малых выборок [8]. Достоверность 
ассоциации, а также разницы в частоте распространения ал-
лелей в группах обследованных оценивали с помощью че-
тырехпольной таблицы сопряженности с поправкой Йетса 
на непрерывность вариации (χ2) и точному двухстороннему 
тесту Фишера (модуль Nonparametrics/Distrib.). Коррекцию 
p (pc) проводили путем умножения величины p на число 
исследованных HLA-аллелей [8]. При изучении количе-
ственных показателей CD3, CD4, CD8, CD20, CD25, CD71, 
CD95-лимфоцитов, IgM, IgG, IgA, ЦИК учитывалось их рас-
пределение. Если оно приближалось к нормальному, то дан-
ные представляли в виде M ± SD (где М — среднее ариф-
метическое, SD — среднее квадратичное отклонение), при 
этом достоверность различия количественных показателей 
определяли с помощью t-параметрического критерия Стью-
дента (p). Если распределение отличалось от нормального, то 
данные представляли в виде Ме {Р10; Р90}, где Ме — медиана, 
Р10 — нижний и Р90 — верхний перцентили, и при сравнении 
двух независимых выборок использовали непараметриче-
ский критерий Манна—Уитни [9].	

Результаты и обсуждение. Анализ частот обнаруженных 
аллелей HLA класса II в обследованных группах выявил от-
сутствие у больных ХОБЛ аллелей DRB1*01, DQA1*0101 
и DQB1*0501. При этом все три данных аллеля являлись 
наиболее часто встречающимися HLA-специфичностями у 
представителей группы «резистентных» работников крем-
нийорганического производства (табл. 1).

Выраженность ассоциации аллелей HLA с развитием 
ХОБЛ определялась по значению ОР. Значения ОР, превы-
шающие 1, свидетельствуют о положительной ассоциации 
аллеля с развитием рассматриваемого заболевания; значения 
ОР меньше 1 указывают на ассоциацию вариантов HLA-
генов с устойчивостью к развитию заболевания. У больных 
ХОБЛ установлены отрицательные (ОР < 1) связи HLA-генов 
DRB1*01, DQA1*0101 и DQB1*0501 с развитием заболевания. 
Более наглядными являются реципрокные значения, представ-
ляющие собой величины, обратные ОР (1/ОР), которые пока-
зывают, во сколько раз меньше риск развития заболевания у 
лиц, имеющих в своем генотипе конкретный аллель, чем у лиц 

Т а б л и ц а  1
Частоты распределения аллелей HLA класса ІІ среди больных 
ХОБЛ и устойчивых к развитию ХОБЛ работников кремнийор-
ганического производства,%

HLA-аллель Больные ХОБЛ  
(n = 50)

Устойчивые к 
ХОБЛ (n = 38)

p

DRB1*01 0 15,8 < 0,001
*15(02) 14,0 5,3 NS
*16(02) 6,0 10,5 NS
*17(03) 6,0 13,2 NS
*18(03) 0 0 NS
*04 12,0 7,9 NS
*11(05) 26,0 7,9 NS
*12(05) 6,0 2,6 NS
*13(06) 10,0 6,6 NS
*14(06) 0 5,3 NS
*07 2,0 13,1 NS
*08 2,0 5,3 NS
*09 16,0 6,1 NS
*10 0 0 NS
DQA1*0101 0 21,0 < 0,001
*0102 18,0 18,4 NS
*0103 12,0 5,3 NS
*0201 2,0 13,1 NS
*0301 28,0 13,1 NS
*0401 2,0 5,3 NS
*0501 38,0 23,7 NS
*0601 0 0 NS
DQB1*0201 6,0 23,7 NS
*0301 34,0 15,8 NS
*0302 4,0 0 NS
*0303 22,0 7,9 NS
*0305 2,0 2,6 NS
*0401/0402 2,0 5,3 NS
*0501 0 15,8 < 0,01
*0502/0504 6,0 15,8 NS
*0503 0 0 NS
*0601 6,0 2,6 NS
*0602-8 18,0 10,5 NS

П р и м е ч а н и е. NS — различие статистически недостоверно 
(p > 0,05).
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без этого аллеля. Наличие у работников кремнийорганическо-
го производства в генотипе аллелей DRB1*01, DQA1*0101 и 
DQB1*0501 снижает риск возникновения ХОБЛ в 47,6; 76,9 и 
47,6 раза соответственно (табл. 2).

Для анализа генетической структуры популяции боль-
шее значение, по сравнению с отдельными аллелями, имеют 
устойчивые гаплотипические сочетания, которым свойствен-
но достоверное положительное неравновесное сцепление [5]. 
Из парных сочетаний аллелей локусов HLA-DRB1 и HLA-
DQA1, имеющих статистически значимое положительное 
сцепление, гаплотипы HLA-DRB1*01-DQA1*0101, HLA-
DRB1*07-DQA1*0201, HLA-DRB1*13-QA1*0102, HLA-
DRB1*14-DQA1*0101, HLA-DRB1*15-QA1*0103 и DRB1*17-
DQA1*0501 определялись лишь в группе резистентных лиц и 
не обнаружены у больных ХОБЛ (табл. 3). Два гаплотипиче-
ских сочетания: HLA-DRB1*11-DQA1*0501 и HLA-DRB1*15-
DQA1*0102 не выявлялись у устойчивых к развитию ХОБЛ 
работников, но встречались у больных ХОБЛ.

Анализ аллельных сочетаний локусов DRB1 и DQB1 по-
казал, что для больных ХОБЛ характерно присутствие гапло-
типа DRB1*15-DQB1*0601, в то время как у резистентных 
к заболеванию лиц специфичным был гаплотип DRB1*14-
DQB1*0502-04. Среди аллелей локусов DQA1 и DQB1 не 
было выявлено ни одного статистически достоверного га-
плотипического сочетания ни в группе больных, ни в группе 
устойчивых к развитию заболевания лиц.

В результате изучения степени ассоциации HLA-
гаплотипов с развитием ХОБЛ с использованием показателя 
ОР установлено, что из перечисленного выше ряда гапло-
типических сочетаний лишь три гаплотипа — DRB1*01-
DQA1*0101, DRB1*07-DQA1*0201 и DRB1*13-DQA1*0102 
— имели статистически значимую ассоциацию с ХОБЛ 
(табл. 4), причем все связи имели обратный характер. Следо-
вательно, наличие данных гаплотипов в генотипе работников 
кремнийорганического производства обеспечивает устойчи-
вость к развитию ХОБЛ.

По мнению W. Bodmer и J. Bodmer [15], проявление не-
равновесного сцепления в популяции обусловлено действием 
естественного отбора. Неравновесное сцепление обеспечи-
вает наиболее благоприятное взаимоотношение с окружаю-
щей средой. Видимо, присутствие в геноме у представителей 
чувашской популяции гаплотипов DRB1*01-DQA1*0101, 
DRB1*07-DQA1*0201 и DRB1*13-DQA1*0102 обеспечивает 
резистентность к отрицательным факторам внешней среды 
и обусловливает устойчивость к развитию ХОБЛ в условиях 
кремнийорганического производства, а также, возможно, в 
условиях воздействия и других факторов, способных вызы-
вать развитие данного заболевания (курение, выхлопные га-
зы автотранспорта, химические поллютанты и др.). Данные 
гаплотипы можно рассматривать как протективные маркеры 
заболевания.

Вероятно, гаплотипы устойчивости к ХОБЛ обеспечивают 
оптимальное функционирование иммунной системы, выпол-
няя регулирующую функцию в отношении иммунного ответа. 

Т а б л и ц а  2
Частота HLA-ассоциаций у больных ХОБЛ и у устойчивых к 
ХОБЛ работников кремнийорганического производства

HLA-аллель Частота HLA-аллеля,% ОР 1/ОР pc

Больные 
ХОБЛ

Устойчивые 
к ХОБЛ

DRB1*01 0 15,8 0,021 47,6 0,0001
DQA1*0101 0 21,0 0,013 76,9 0,0001
DQВ1*0501 0 15,8 0,021 47,6 0,0001

Т а б л и ц а  3
Частота HLA-гаплотипов со статистически значимой и поло-
жительной величиной неравновесного сцепления у работников 
кремнийорганического производства

HLA-гаплотип Больные ХОБЛ Устойчивые к ХОБЛ

DRB1*01-DQA1*0101 — 1315
1728***

DRB1*04-DQA1*0301 1185 957
1835** 1115**

DRB1*07-DQA1*0201 — 1216
1416***

DRB1*08-DQA1*0401 206 512
211* 541**

DRB1*09-DQA1*0301 1891 707
2929*** 823*

DRB1*11-DQA1*0501 1769 —
3876**

DRB1*12-DQA1*0501 — —
DRB1*13-DQA1*0102 — 654

823*
DRB1*13-DQA1*0103 775 496

871*** 541*
DRB1*14-DQA1*0101 — 848

1115*
DRB1*15-DQA1*0102 984 —

1316**
DRB1*15-DQA1*0103 — 512

541**
DRB1*16-DQA1*0102 511 1125

646* 1416**
DRB1*17-DQA1*0501 — 1254

1728**
DRB1*08-DQB1*0401-02 206 512

211* 541**
DRB1*09-DQB1*0303 1804 496

2362*** 541*
DRB1*11-DQB1*0301 1744 681

3230*** 823*
DRB1*13-DQB1*0602-08 711 732

871** 823**
DRB1*14-DQB1*0502-04 — 922

1115**
DRB1*15-DQB1*0601 544 —

646*
DRB1*15-DQB1*0602-08 1034 481

1324** 541*
DRB1*16-DQB1*0502-04 604 922

646*** 1115**
П р и м е ч а н и е . Верхняя строка в каждой ячейке таблицы — 

частота гаплотипа (Н × 10 000), нижняя строка — величина неравно-
весного сцепления (D × 10 000).

* — p < 0,05; ** — p < 0,01; *** — p < 0,001 — достоверность 
по двухстороннему точному методу Фишера для четырехпольных 
таблиц.
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Поиск механизмов иммунорегуляторной роли HLA-молекул 
поставил задачу изучения ассоциаций HLA-гаплотипов с им-
мунологическими параметрами, отражающими функциони-
рование различных звеньев иммунной системы у здоровых 
людей. Для решения этой задачи исследуемая когорта здоро-
вых работников была разделена на подгруппы в зависимости 
от наличия и отсутствия в генотипе обследуемого рассматри-
ваемого гаплотипа, и для каждой подгруппы были определе-
ны медиана и перцентильные значения иммунологического 
показателя в пределах Р10—Р90 (табл. 5).

Маркер устойчивости к ХОБЛ-гаплотип DRB1*01-
DQA1*0101 имел наибольшее влияние на иммунологи-
ческие параметры: его наличие в генотипе здоровых лиц 
определяло более высокие уровни содержания клеток с 
хелперным фенотипом (CD4), преобладание экспрессии 
на мононуклеарных клетках активационных маркеров по-
зитивной активации CD25 (рецепторов цитокина с регу-
лирующей Т-клеточной функцией — интерлейкина-2) над 
маркером негативной активации — CD95 (Fas-рецептором 
апоптоза). Другой гаплотип — DRB1*13-DQA1*0102 опре-
делял низкий уровень экспрессии рецептора активационно-
го апоптоза. Гаплотипическое сочетание аллелей DRB1*07 
и DQB1*0201 отрицательно влияло на число эозинофиль-
ных клеток в ПК. Таким образом, влияние гаплотипических 
маркеров устойчивости к развитию ХОБЛ на функциониро-
вание иммунной системы сводится к их стимулирующему 
влиянию на количественные и активационные показатели 
клеточного звена адаптивного иммунитета. В связи с по-
лученными данными значительный интерес представляет 
сравнение показателей функционирования различных зве-
ньев иммунной системы больных ХОБЛ и устойчивых к 
развитию заболевания работников кремнийорганического 
производства (табл. 6).

Иммунный статус у больных ХОБЛ отличался низкими 
уровнями содержания в ПК лимфоцитов, связанных с кле-
точным механизмом адаптивного иммунитета — CD3+-, 
CD4+- и CD8+-клеток. Наблюдался дисбаланс экспрессии 

активационных маркеров на клетках: число мононуклеаров, 
несущих маркеры положительной активации CD25 и CD71, 
оказалось меньше, чем в группе резистентных лиц, а чис-
ло клеток, имеющих маркер негативной активации — Fas-
рецептор апоптоза, напротив, увеличено. У больных уровни 
ЦИК и IgA в сыворотке крови были выше, чем у здоровых, 
что может являться свидетельством активации на системном 
уровне гуморального звена адаптивного иммунного ответа. 
Характер изменений в функционировании иммунной си-
стемы у больных ХОБЛ в целом противоположен сдвигам в 
иммунологических параметрах, обусловленных регулирую-
щим влиянием на них гаплотипических маркеров устойчи-
вости к ХОБЛ. Следовательно, обнаруженные в настоящем 
исследовании HLA-сцепленные генетические факторы 
устойчивости к развитию ХОБЛ опосредованы, возможно, 
HLA-ассоциированной устойчивостью факторов иммунной 
защиты организма человека к отрицательному влиянию на 
них химических факторов.

Заключение. В генотипе работников кремнийоргани-
ческого производства выявлены маркеры устойчивости к 
развитию ХОБЛ — HLA-аллели DRB1*01, DQA1*0101 и 
DQВ1*0501 и гаплотипические сочетания HLA — DRB1*01-
DQA1*0101, DRB1*07-DQA1*0201 и DRB1*13-DQA1*0102. 
Протективные HLA-маркеры ХОБЛ ассоциированы с более 
высокими показателями клеточного механизма адаптивного 

иммунитета, находящимися под HLA-
сцепленным генетическим контролем.
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HLA-гаплотип Показатель иммун-
ного статуса

Значение показателя Ме {Р10; Р90} p

в присутствии 
гаплотипа

в отсутствие 
гаплотипа
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П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 6: абс. — абсолютное значение содержания клеток 
(∙109/л).

Т а б л и ц а  6
Статистически значимые различия иммунологических показа-
телей у больных ХОБЛ и здоровых работников кремнийорга-
нического производства (M ± SD)

Иммунологический 
показатель

Больные ХОБЛ  
(n = 50)

Устойчивые к 
ХОБЛ (n = 38)

CD3+-клетки,% 42,3 ± 9,3*** 52,6 ± 6,2
CD3+-клетки, абс. 830,6 ± 217,6*** 1016,3 ± 266,5
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CD4+-клетки, абс. 438,1 ± 199,2*** 610,1 ± 222,3
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CD71+-клетки,% 3,8 ± 0,8*** 4,4 ± 0,7
CD95+-клетки,% 19,8 ± 5,9*** 11,2 ± 3,8
ЦИК, усл. ед. 17,9 ± 10,7** 13,0 ± 5,8
IgA, г/л 3,4 ± 1,6*** 2,6 ± 1,1
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Первое упоминание о криоглобулинах (КГ) принадлежит 
Wintrobe (1933), затем началось бурное изучение и разработ-
ка разных методов и подходов к определению КГ. Криогло-
булины — показатель нарушения иммунных свойств орга-
низма, они обнаружены при многих заболеваниях: СКВ, рев-
матоидный артрит, гломерулонефрит, васкулиты, вирусные 
гепатиты В и С, цирроз печени и др. [1, 2].

Известно, что перечисленные заболевания связаны с на-
рушениями в гуморальном звене иммунной системы и со-
провождаются увеличением крупных (связанных с IgM) и 
мелких (связанных с IgG) циркулирующих иммунных ком-
плексов (ЦИК). ЦИК — наиболее универсальные факторы 
воспалительного процесса, а также тканевого повреждения. 
Они играют существенную роль в развитии ряда тяжелых 

хронических системных заболеваний человека [3]. Извест-
но также, что к одному из типов ЦИК принадлежат белки, 
которые преципитируют на холоде, — криоглобулины. КГ 
при температурах ниже +37°C проявляют аномальную рас-
творимость и способны образовывать криопреципитаты, 
один из компонентов которых может проявлять антительную 
активность, тогда как КГ формируют иммунные комплексы, 
играющие существенную роль в хронизации иммуноком-
плексных заболеваний [2].

Существует множество методов и подходов к определе-
нию КГ [4—7]. Однако методы, применяемые в исследова-
тельских целях, не позволяют использовать их в условиях 
клинико-диагностических лабораторий ввиду отсутствия 
единого стандарта исследования. Так, существуют разные 
модификации метода: количественное и полуколичествен-
ное определение КГ, их визуальная оценка, в предлагаемых 
методах используются разные объемы сыворотки, предусма-
тривается длительная инкубация сыворотки при +4°C (от 2 
до 7 сут).
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В связи с этим мы разработали новый подход к определе-
нию КГ, в основу которого положено определение крупных 
(связанных с IgМ) и мелких (связанных с IgG) ЦИК, способ-
ных преципитировать при +4°C и полностью растворяться 
при +37°C.

Цель работы — оценить содержание криоглобулинов, 
связанных с IgM и IgG, с учетом циркулирующих крупных и 
мелких иммунных комплексов.

Материал и методы. Обследовано 57 практически здоро-
вых и 55 больных с диагнозом «цирроз печени» в возрасте от 
18 до 60 лет. Среди практически здоровых оказалось 6 (10,5%) 
мужчин и 51 (89,4%) женщин, средний возраст которых со-
ставил 36 ± 1,77. Среди больных с диагнозом «цирроз печени» 
— 24 (43,6%) мужчин и 32 (58,1%) женщин, средний возраст 
44 ± 1,89 лет. Здоровый контингент отобран по следующим 
критериям: к этой группе относили практически здоровых лю-
дей, которые при медицинском осмотре не имели каких-либо 
отклонений в состоянии организма, не страдающих острыми и 
хроническими заболеваниями. Больных циррозом печени от-
бирали согласно классификации по Чайлд—Пью [8].

Взятие крови у пациентов проводили, используя стан-
дартную процедуру забора крови в количестве не менее 2 мл. 
Стерильные пробирки и шприцы для взятия крови содержали 
в термостате при температуре +37°C. Сыворотку крови отде-
ляли общепринятым методом. Кровь инкубировали в термо-
стате при +37°C в течение одного часа, что позволило свести 
к минимуму потери КГ при ретракции сгустка и предотвра-
тить связывание с компонентами комплемента.

В собранной сыворотке определяли крупные и мелкие 
ЦИК, используя при этом 3 и 4% раствор полиэтиленгликоля. 
Оптическую плотность (ОП) определяли при длине волны 
450 на иммуноферментном анализаторе, что позволило ис-
пользовать минимальное количество реактивов.

Основываясь на том, что КГ преципитируют при +4°C, 
оставшуюся сыворотку оставляли в холодильнике при +4°C 
на сутки, а затем определяли спектр ЦИК. Поскольку извест-
но, что КГ полностью растворяются при +37°C, сыворотка 
(после холодильника) была проинкубирована в термостате 
при +37°C в течение часа, после чего определены крупные и 
мелкие ЦИК. О количестве КГ судили по разнице оптической 
плотности проб, инкубированных при +4°C и +37°C.

Результаты и обсуждение. Статистическую обработку 
результатов проводили с помощью компьютерных программ 

Microsoft Excel. Достоверность различий между группами 
оценивали по критерию t Стьюдента. Результаты считали 
статистически значимыми при p < 0,05.

Поскольку разработанный нами подход выявления КГ 
основан на определении ЦИК, на начальном этапе исследо-
ваний мы выявили содержание ЦИК у практически здоровых 
и больных ЦП. Данные представлены в табл. 1.

Из данных, представленных в табл. 1, видно, что в группе 
больных с ЦП количество ЦИК более чем в 2 раза превыша-
ет нормативные значения, причем это касается как крупных, 
так и мелких ЦИК (p < 0,001 в обоих случаях).

Используя предложенный подход и проведение стати-
стической обработки, мы определили крупные (связанные 
с IgM) и мелкие (связанные с IgG) криоглобулины в группе 
практически здоровых лиц и больных ЦП. Полученные ре-
зультаты исследований представлены в табл. 2.

Как видно из представленных в таблице данных, после 
суточного выдерживания сыворотки при +4°C, а затем часо-
вой инкубации в термостате при +37°C и проведения мате-
матического анализа получены значения, которые и опреде-
ляли содержание КГ в сыворотке экспериментальных групп. 
Обнаружено, что в сыворотке крови здоровых лиц присут-
ствуют криоглобулины, связанные с IgM, и криоглобулины, 
связанные с IgG, что соответствует и данным литературы, где 
авторы обнаружили содержание криоглобулинов в сыворотке 
крови здоровых лиц [9].

У больных с ЦП отмечали достоверное увеличение КГ 
в сыворотке крови. Так, содержание КГ, связанных с IgM, у 
пациентов с ЦП было почти 2 раза выше, чем у практически 
здоровых (p < 0,05), а связанные с IgG — почти в 3 раза пре-
вышали нормативные значения (p < 0,001).

У 16 больных ЦП (29% всех случаев) отмечали высокий 
уровень (выше среднего показателя по группе) криоглобу-
линов, связанных с IgM, у 20 больных (36,7% всех случаев) 
— высокий уровень криоглобулинов, связанных с IgG. У 14 
пациентов этой группы (25,5% всех случаев) отмечали соче-
танные высокие показатели обоих криоглобулинов.

Заключение. Разработанный нами подход к определению 
криоглобулинов в сыворотке крови объективен, не требует 
большой затраты времени и реактивов. Использование пред-
лагаемого метода позволит определять содержание крио-
глобулинов в сыворотке крови больных в любой клинико-
диагностической лаборатории, а также при проведении скри-
нинговых исследований и в научных целях.
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Т а б л и ц а  1
Содержание циркулирующих иммунных комплексов в сыво-
ротке крови здоровых лиц и больных циррозом печени

Показатель, у.е. Контрольная 
группа (n = 69)

Больные ЦП  
(n = 55)

3% ЦИК, связанные с IgG 24,3 ± 2,3 60,9 ± 6,9*
4% ЦИК, связанные с IgM 41,4 ± 3,8 99,7 ± 10,2*

* — достоверность различий (p < 0,001) относительно контроль-
ной группы.

Т а б л и ц а  2
Содержание криоглобулинов в сыворотке крови здоровых и 
больных циррозом печени

Показатели, у.е. Контрольная 
группа (n = 69)

Больные ЦП 
(n = 55)

Криоглобулины, связанные с IgM 11,2 ± 1,7 20,4 ± 4,5*
Криоглобулины, связанные с IgG 12,2 ± 1,5 32,1 ± 5,6**

* — достоверность различий (p < 0,05) относительно контроль-
ной группы; ** — достоверность различий (p < 0,001) относительно 
контрольной группы.
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Поскольку сфера применения биомаркеров с каждым годом расширяется и уже включает в себя использование их в 
качестве индикатора наличия или отсутствия заболевания, ответа на терапию, эффективности лекарственного сред-
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лекарственных препаратов, значимость изучения биомаркеров нельзя переоценить. Данная работа посвящена система-
тизации и структурированию существующей информации о биомаркерах, начиная с первичного скрининга и заканчивая 
валидацией выбранной молекулы или характеристики.
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Возможность безошибочно предсказывать развитие рака 
и вовремя начать лечение, возможность выбирать терапию 
в зависимости от индивидуальных особенностей пациента, 
возможность ранней диагностики заболевания и определе-
ния стадии заболевания за секунды in vitro — ключом к ре-
шению этих и многих других задач современной медицины 
могут стать биомаркеры. Биомаркер определяют как количе-
ственно и объективно измеряемый индикатор биологическо-
го, патогенного процесса или фармакологического ответа на 
терапию [1] и используют [2—4]:

• как индикатор наличия (или отсутствия) заболевания, 
его степени тяжести;

• на разных этапах разработки лекарственного средства;
• в оценке пригодности доклинических моделей на жи-

вотных;
• в клинических исследованиях для разделения пациен-

тов по группам;
• как диагностический или сопутствующий диагностике 

параметр;
• индикатор ответа на терапию;
• характеристику эффективности и безопасности/токсич-

ности лекарственного средства;
• при поиске механизмов действия лекарственных пре-

паратов;
• анализе и регистрации биоаналоговых лекарственных 

средств.
Классификации биомаркеров. При введении биомаркеров 

в медицинскую практику они были в основном физиологи-
ческими (температура тела, кровяное давление и сердечный 
ритм) и служили сигналом наличия нарушений в работе вну-
тренних органов [2]. В настоящее время, исходя из широкого 
спектра их применения, стало ясно, что биомаркерами могут 
быть различные, как правило, измеряемые количественно 
параметры, как то: молекулы, изображения, свойства клеток, 
тканей, органов и организма в целом, а также их комбинации. 
Все чаще биомаркерами становятся белки, особенно пер-
спективным выглядит использование белков сыворотки кро-
ви ввиду их доступности, наличия разработанных методов 
анализа и диагностического потенциала [5]. За последние го-
ды сотни потенциальных биомаркеров — белков сыворотки 
крови были оценены на предмет возможного использования 
в диагностике болезней; к сожалению, только единицы наш-
ли применение в клинической практике. К примеру, для диа-
гностики рака яичников в качестве потенциальных биомар-
керов рассматривали цитокины, факторы роста, коагуляции 
и апоптоза, гормоны, адгезионные молекулы; зарегистриро-
ванным биомаркером стал только СА 125 [6]. Также в послед-
нее время большую популярность приобрели биомаркеры 
на основе ДНК и РНК, которые включают в себя саму ДНК 
(циркулирующая ДНК для диагностики рака легкого [7]), ва-
риации числа копий гена, длинные некодирующие РНК [8], 
паттерны метилирования ДНК (фекальные ДНК-тесты для 
выявления колоректального рака [9]), микроРНК (биомаркер 
при диагностике и прогнозировании рака яичников [10]) или 
модифицированные гистоны. Более традиционные биомар-
керы представляют собой простые характеристики состоя-
ния здоровья человека, такие как величина артериального 
давления, объем легких, концентрация глюкозы в сыворотке/
плазме крови, объем мочи, клеточные метаболиты, липиды 
и другие физические и биохимические измеряемые величи-
ны. Параметры, оцениваемые при проведении компьютерной 

или магнитно-резонансной томографии [11], могут также вы-
ступать в качестве биомаркеров.

Рабочая группа по биомаркерам и суррогатным конечным 
точкам Национального института здравоохранения США [1] 
классифицировала биомаркеры на три типа:

— тип 0 отражает естественный ход заболевания и корре-
лирует с известными клиническими показателями в течение 
всей длительности заболевания (например, концентрация 
глюкозы в крови натощак);

— тип I отражает влияние терапии с учетом механизма 
действия лекарственного средства (как маркеры противовос-
палительной активации);

— тип II — суррогатные конечные точки, которые пред-
сказывают клиническую эффективность или вред при ис-
пользовании лекарственного средства.

Также биомаркеры можно разделить по их применению 
(табл. 1).

Клинические биомаркеры — это определенные валиди-
рованные характеристики или переменные, отражающие са-
мочувствие и качество жизни пациента в результате лечения. 
Они являются объективным отражением уровня здоровья 
человека и характеризуют протекание и исход его патологи-
ческого и естественного биологического процессов и связан-
ных с ними функциональных и физиологических реакций, а 
также ответа на фармакологическое вмешательство [16]. Сур-
рогатные биомаркеры — это мера замещения клинической 
конечной точки, которая используется для оценки эффектив-
ности фармакологического вмешательства на основании из-
менения биологических маркеров. Такие маркеры, в отличие 
от клинических точек, могут быть не очевидны с первого 
взгляда, поскольку не характеризуют здоровье пациента в 
полной мере. Примерами суррогатных биомаркеров могут 
быть изменение кровяного давления и/или степени сниже-
ния концентрации липопротеинов высокой плотности в плаз-
ме крови при использовании соответствующих лекарств [17] 
(тогда как клиническим биомаркером будет, например, го-
ловная боль), а также использование уровня гликированного 
гемоглобина (HbA1c) в крови в качестве суррогатной конеч-
ной точки при диабете [18]. Проверка суррогатных конечных 
точек требует обширных данных, в том числе полученных в 
ходе крупных рандомизированных клинических испытаний, 
которые должны продемонстрировать, что суррогат является 
достаточно прогностическим для истинного клинического 
параметра, и эффект терапии на суррогат прогнозирует его 
влияние на истинную конечную точку. Как следствие, при 
всей обширности изучения таких маркеров, количество за-
регистрированных и используемых в реальной клинической 
практике биомаркеров крайне мало.

Диагностические маркеры — это биомаркеры наличия 
заболевания у индивидуума; такие маркеры в некоторых слу-
чаях могут быть использованы для определения этапа болез-
ни, и при этом они также будут прогностическими биомарке-
рами. Наличие таких маркеров особенно важно для ранней 
диагностики заболеваний, для которых в настоящее время не 
существует эффективной терапии на поздних стадиях, как, 
например, некоторые формы рака.

Тем не менее при отсутствии эффективной терапии на 
первый план выходит другая роль диагностических биомар-
керов — помощь в фундаментальных исследованиях процес-
са течения болезни или оценка новых лекарственных веществ 
в качестве потенциальных терапевтических средств. Прогно-
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стические биомаркеры также могут быть использованы для 
прогнозирования развития заболевания или возможности 
его вылечить у пациентов вне зависимости от принимаемой 
терапии [3], как, например, при применении коммерческих 
диагностических тест-систем для изучения материала, полу-
ченного при биопсии опухоли.

Предиктивные биомаркеры полезны при анализе пользы 
или вреда конкретного лекарственного средства для пациен-
та [3]. Яркий пример — оценка эффективности лечения рака 
молочной железы трастузумабом (рекомбинантные гумани-
зированные моноклональные антитела к рецептору эпидер-
мального фактора роста человека 2 типа — HER2) путем ам-
плификации онкогена HER2/neu на ранних стадиях рака гру-
ди [19]. Биомаркеры также полезны при изучении эффектов 
новых лекарственных веществ и их фармакодинамики.

Биомаркеры могут быть классифицированы по их отно-
шению к мишеням лекарственных препаратов. Такие мише-
ни в основном представлены белками. Если биомаркер со-
впадает с предполагаемой терапевтической мишенью, как, 
например, для большинства противоопухолевых препаратов, 
концентрация биомаркера может говорить о влиянии или 
отсутствии влияния препарата на мишень и соответственно 
свидетельствовать о его эффективности/неэффективности 
[19]. В этом случае совместное изучение биомаркера и пре-
парата в клинических испытаниях может ускорить процесс 
разработки лекарственного средства. Тем не менее, хотя пер-
вичные мишени лекарства могут быть наиболее подходящи-
ми биомаркерами, во многих случаях различные клеточные 
белки, которые связываются с препаратом, также оказывают 
непосредственное влияние на взаимодействие лекарственно-
го препарата и его первичной мишени. В таких случаях для 
представления правильной клинической картины необходи-
мо учитывать все возможные взаимодействия.

Поиск биомаркеров. Для успешного применения био-
маркер необходимо выбрать, изучить и валидировать. Для 
поиска биомаркеров существуют две основные стратегии: 
стратегия, основанная на гипотезе или основанная на откры-
тии [20]. Идентификация биомаркеров на основе гипотезы 
осуществляется в результате анализа механизмов развития 

болезни. Например, данные о том, что при сахарном диабете 
наблюдается стабильно повышенный уровень глюкозы в кро-
ви, привели к идентификации гликированного гемоглобина в 
качестве биомаркера для диагностики сахарного диабета [21]. 
Выбор, основанный на открытии, чаще является результатом 
скрининга множества молекул, потенциально связанных с 
изучаемой болезнью. В таком случае на начальной стадии 
определяют только категорию потенциального биомаркера. 
Тем не менее такой скрининг часто приводит к появлению 
новых гипотез. Так, при изучении генов в опухолевых клет-
ках яичников и молочной железы было обнаружено повреж-
дение гена BRCA1 при данных видах злокачественных ново-
образований, после чего последующее его изучение привело 
к пониманию его роли в репарации ДНК, т. е. к гипотезе [22]. 
При поиске биомаркеров особенно следует отметить инно-
вационные подходы, объединенные суффиксом «-омика» (от 
англ. -omics), которые относятся к таким перспективным тех-
нологическим платформам, как транскриптомика, геномика, 
протеомика и метаболомика. Эти подходы, хотя и недавно 
разработанные, позволяют исследователям обнаружить и 
идентифицировать различные присутствующие в организме 
молекулы или их части (ДНК, РНК, белки, пептиды, липиды, 
метаболиты) для количественной оценки их уровня в кро-
ви, плазме и моче [23]. Все чаще омика-стратегии становят-
ся первым этапом поиска биомаркеров, за которым следует 
огромная аналитическая работа по квалификации выбран-
ных молекул для использования в разработке лекарств и по-
следующей постановке диагноза [2].

Вне зависимости от стратегии, которой придерживается 
исследователь, при поиске биомаркера необходимо ответить 
на следующие вопросы:

• Каким будет предполагаемое использование 
биомаркера(ов)? Например, для выявления заболевания 
на начальных этапах, для оценки влияния лекарственных 
средств на течение заболевания, для идентификации мише-
ней лекарственных средств и т. д.

• Какой источник материала будет использован (ткань, 
биологическая жидкость)? Так, использование образцов, 
собранных не специально для изучения биомаркера, часто 

Т а б л и ц а  1
Основные типы биомаркеров, используемых на разных стадиях жизнедеятельности

Биологические процессы Патогенные процессы Ответ на терапию

Конечная точка клинической эффективности — характеристика, отра-
жающая самочувствие, функционирование и выживаемость пациента [1]

Конечная точка клини-
ческой эффективности

Конечная точка клинической эф-
фективности

Суррогатный биомаркер — биомаркер, используемый взамен какой-либо 
конечной точки и предсказывающий либо клиническую эффективность, 
либо вред, либо отсутствие какой-либо реакции [12]

Суррогатный биомаркер Суррогатный биомаркер

Прогностический биомаркер — биомаркер, который используют при 
прогнозах развития болезни или исхода заболевания у пациента вне 
зависимости от используемой/неиспользуемой терапии [13, 14]. Иногда 
выделяют биомаркеры состояния, которые применяются для определе-
ния тяжести заболевания, или верификационные биомаркеры, подтверж-
дающие заболевание на субклинической стадии (до появления первых 
клинических признаков)

Прогностический био-
маркер

Фармакодинамический биомар-
кер — биомаркер, показывающий 
прямой фармакологический эффект 
лекарственного препарата [15]

Диагностический био-
маркер — биомаркер 
для идентификации за-
болевания у пациента

Предиктивный биомаркер — это 
такой, который предсказывает 
пользу или вред медикаментозной 
или иной терапии [13],
в том числе:
• биомаркеры эффективности — 
предсказывают клиническую пользу
• биомаркеры токсичности/безопас-
ности — предсказывают клиниче-
ский риск/безопасность
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приводит к ошибкам измерения и трудностям при валидации 
биомаркера. Моча, сыворотка, плазма, слюна или мокрота, 
как правило, доступнее, чем ткани, требующие биопсии.

• Какой способ измерения будет использован (микрочип 
для изучения экспрессии генов, иммунологический метод 
анализа, масс-спектрометрия и т. п.)?

• Как будут выбраны пациенты и контрольные группы?
• Какова специфика клинического исследования, какие 

конечные клинические точки представляют интерес?
• Как будут интерпретированы результаты измерения 

уровня биомаркера?
• Можно ли использовать экспериментальные модели за-

болевания на животных вместо клинических испытаний на 
людях?

Так как кровеносные сосуды пронизывают все ткани 
организма, логично предположить, что кровь является ис-
точником биомаркеров по умолчанию, однако связь между 
тестируемыми образцами и заболеванием может оказаться 
важнее. Так, при болезнях ЦНС можно использовать спин-
номозговую жидкость [24], кровь идеально подходит при 
сердечно-сосудистых заболеваниях, моча — при метаболи-
ческих болезнях, болезнях печени или почек. При заболе-
ваниях желудочно-кишечного тракта в качестве источника 
биомаркеров могут быть использованы желудочный сок или 
слюна [25], при болезнях легких — слюна, мокрота или даже 
пары выдыхаемого воздуха. При заболеваниях, локализован-
ных в конкретном месте, могут быть использованы ткань или 
тканевая жидкость. Вместе с тем иногда образцы, получен-
ные из очагов, удаленных от источников заболевания, тоже 
могут содержать подходящие биомаркеры. Например, анализ 
РНК, выделенной из образцов крови, позволяет диагности-
ровать болезнь Альцгеймера или ее отсутствие со 100% чув-
ствительностью и 96% специфичностью [26].

N. Rifai и соавт. [27] отмечают важность наличия «золо-
того стандарта» образцов для белковых биомаркеров, кото-
рые не только были бы отобраны близко к пораженной ткани/
органу (чтобы измеренные показатели превосходили таковые 
для остальных белков сыворотки/плазмы на достаточное чис-
ло порядков), но и обеспечивали бы максимальный контраст 
между здоровыми добровольцами и больными пациентами. 
Отдельные пациенты могут выступать в качестве собствен-
ного контроля (например, при изучении каких-либо характе-
ристик до и после терапии).

Однако в случае если заболевание является системным, 
а не локализованным в каком-либо участке тела, при таком 
подходе потенциальные биомаркеры могут быть потеряны. 
Поскольку каждый из пациентов-доноров биомаркеров в 

данном случае является больным, можно говорить о неко-
торой предвзятости данного подхода при отборе пациентов. 
Если исследования для обнаружения биомаркеров проводят 
на ограниченном числе пациентов, в дальнейшем обязатель-
но должны быть проведены дополнительные исследования 
на большем числе пациентов с адекватной статистической 
моделью и с включением в исследуемые группы здоровых 
индивидуумов и/или лиц с сопутствующими заболеваниями.

Если есть возможность, следует использовать положи-
тельный контроль (например, «золотой стандарт» терапии 
данного заболевания при изучении лекарства-кандидата) 
для возможности сравнения с существующими биомарке-
рами. Кроме того, для ряда гетерогенных заболеваний, как 
например рак молочной железы, одного биомаркера или да-
же панели биомаркеров недостаточно для использования у 
всей популяции больных. В таком случае исследования для 
выявления биомаркеров могут потребовать гораздо большего 
объема образцов и групп, чем для однородных заболеваний, 
а также использования различных методов статистического 
анализа.

Подходы к выбору биомаркеров. Универсального подхода 
к выбору биомаркеров не существует, и выбор его зависит 
от задачи исследования [28]. Два основных подхода к оценке 
биомаркеров — это логистическая регрессия и ROC-анализ.

Логистическую регрессию широко используют для оцен-
ки связи биомаркеров с бинарными событиями в рамках 
клинических исследований. Исследователи должны решить, 
рассматривают ли они биомаркер как непрерывную или кате-
гориальную переменную. Измеряемые параметры, которые 
распределены асимметрично, должны быть нормализованы, 
прежде чем они могут быть оценены как непрерывные; для 
этого и используют логарифмическое преобразование. Если 
биомаркеры включены в расчет как переменные с непрерыв-
ным значением в логистической регрессии, модель предпо-
лагает, что данные по биомаркеру подчинены нормальному 
распределению среди испытуемых, испытывающих «собы-
тие», а также среди тех, кто его не испытывает (контрольная 
группа) [29]. Несмотря на то что распределение измеряемых 
параметров биомаркеров часто отличается от нормального, 
применение трансформации по логарифмической шкале или 
лямбда-преобразование позволяют приблизить их к нормаль-
ному распределению. Коэффициенты соотношения, полу-
ченные из логистической регрессии, описывают взаимосвязь 
между наличием биомаркера и клиническим событием, од-
нако неточное математическое преобразование может приве-
сти к ошибочным оценкам [28].

На практике несколько чаще используют определение 
рабочей характеристики приемника (ROC) и измерение 
площади под кривой (AUROC, или просто AUC) (т. н. ROC-
анализ) [30]. Этот подход предложен в качестве наиболее 
оптимального способа выбора биомаркеров на Консорциуме 
по экспериментально-прогностической оценке безопасности 
[31] и служит частью процесса проверки каждого индивиду-
ального биомаркера-кандидата, а затем и для панели различ-
ных комбинаций биомаркеров в исследовательской организа-
ции ранней диагностики (EDRN) Национальных институтов 
онкологии США, вплотную занимающейся изучением био-
маркеров [13]. Кривая рабочей характеристики приемника 
отражает способность маркера указывать на различие между 
двумя группами субъектов. Для этого варьируют какой-либо 
из параметров и строят график «специфичность против чув-
ствительности». Так, например, при использовании в каче-
стве примера двухкомпонентной диагностики рака на ось ор-
динат наносят процент истинно-положительных измерений 
(количество субъектов с достоверно определенным раком — 
характеристика чувствительности), а на ось абсцисс — про-
цент ложноположительных результатов (пациенты без рака, 

ROC-анализ.
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которым ошибочно поставлен диагноз «рак», — характери-
стика специфичности). AUC 0,5 свидетельствует о том, что 
эффективность биомаркера не выше случайной (50%), в то 
время как AUC 1,0 означает, что найден идеальный класси-
фикатор, который верно диагностирует как наличие рака, так 
и его отсутствие (см. рисунок). Такая обработка учитывает 
ошибки как первого, так и второго рода, то есть прогнози-
рует как ложноположительные, так и ложноотрицательные 
результаты. AUC позволяет сравнивать эффективность (ес-
ли анализ проводят на том же наборе проб) различных био-
маркеров или панели биомаркеров, но предполагает нали-
чие другого признанного метода, позволяющего определить 
истинно-положительные срабатывания (т. н. «золотого стан-
дарта», как например гистопатология органов).

Другим важным моментом, на который стоит обратить 
внимание, является количество субъектов, проанализирован-
ных при оценке эффекта биомаркера. Это принципиальный 
момент для дизайна клинических исследований при изуче-
нии биомаркеров. Многие биомаркеры исследовали менее 
чем на ста пациентах, однако в таком случае связь биомар-
керов с определенным состоянием не имеет достаточной ста-
тистической мощности. Количество и объем получаемых об-
разцов также важно заранее предусмотреть. Для идеальной 
оценки биомаркеров желательно иметь как наборы данных 
для определения параметров метода, так и независимые на-
боры данных для оценки стабильности результатов [20]. Во 
многих случаях из-за ограниченности средств и времени для 
оценки данных используют «бутстрэп» подходы, основан-
ные на перекрестной валидации или многократном делении 
одного набора данных на разные выборки, которые могут 
быть использованы для оценки общей эффективности метода 
(англ. bootstrapping) [32]. Такая парадигма позволяет оценить 
производительность на «независимых» данных, но не всегда 
учитывает влияние неизвестных или неучтенных отношений 
в рамках этих данных [32]. Однако таким образом можно до-
вольно эффективно провести понижающую селекцию био-
маркеров, что может значительно упростить установление 
потенциальных биомаркеров-кандидатов, когда данные неза-
висимых тестов недоступны.

Методы оценки биомаркеров. Критическим моментом 
при количественном определении биомаркеров является ис-
пользование стандартных операционных процедур для сбора 
и хранения проб для экспериментов, ведь даже небольшие 
различия в обработке и подготовке проб могут сыграть важ-
ную роль в надежности результатов и воспроизводимости 
анализов. Поэтому разработка биомаркеров должна быть за-
вершена валидацией анализа для определения биомаркеров, 
особенно такого его параметра, как устойчивость, характе-
ризующего способность анализа давать правильные вос-
производимые результаты при незначительных колебаниях 
условий проведения эксперимента [33], а также проверкой 
анализа при значительных изменениях этих условий.

Для обнаружения биомаркеров могут быть использованы 
различные методы. Если метод основан на известной ранее 
информации (т. е. на гипотезе), его чаще всего используют 
для наблюдения за изменениями содержания аналита (потен-
циального биомаркера), исходя из общих знаний. Сильной 
стороной такого подхода будет применение общеизвестного 
метода анализа, например, использование мультиплексных 
анализов при оценке уровня цитокинов в ходе стимуляции 
иммунного ответа. Методы, основанные на открытиях, когда 
биомаркеры ищут «вслепую», путем скрининга, более рас-
пространены. Часто в этом случае можно заранее определить 
только категорию потенциального биомаркера (белковый 
биомаркер, генетический биомаркер, продукт метаболизма 
и т. д.), но не идентифицировать его. Для определения био-
маркеров в случае, когда известно об их белковой природе, 

часто используют различные варианты масс-спектрометрии, 
позволяющие фракционировать несколько сотен пептидов и 
даже выявлять посттрансляционные модификации [13]. Для 
детекции метаболических биомаркеров применяют в комби-
нации с масс-спектрометрией такие методы, как газожидкост-
ная (ГЖХ) и высокоэффективная жидкостная хроматография 
(ВЭЖХ), капиллярный электрофорез, а также ядерный маг-
нитный резонанс (ЯМР) [34]. Подходы для анализа генома 
(ДНК-секвенирование и т. д.) также довольно перспективны, 
а поскольку в качестве биомаркеров могут применяться раз-
личные изображения, методы их получения также можно 
добавить к этому списку [35]. Бывают и случаи, когда в об-
наружении искомого биомаркера может помочь только ком-
бинация нескольких методов.

Валидация биомаркеров. После того как биомаркеры 
выбраны, необходимо их тщательно квалифицировать и ва-
лидировать в клинических исследованиях. Под валидацией 
понимают процесс документированного подтверждения до-
стижения разумной степени уверенности в том, что выбран-
ный биомаркер выполняет свое функциональное назначение, 
а его использование приводит к ожидаемым результатам. Та-
кая работа является многопрофильной и требует привлечения 
множества лабораторий и организаций различного профиля.

Валидацию любого биомаркера следует начинать с вали-
дации анализа для его определения, а иногда и с предвари-
тельной его разработки. В связи с особенностями изучения 
биомаркеров (динамические или слишком низкие/высокие 
концентрации в образцах, чувствительность к условиям за-
бора и хранения образцов, влияние компонентов раствора 
и отсутствие хорошо охарактеризованного стандарта [36]), 
валидация метода их оценки сложнее валидации обычного 
метода определения биомолекул. Поэтому единой стратегии 
валидации методов для оценки биомаркеров не существу-
ет. Разные исследователи классифицируют их на несколько 
категорий, самой распространенной из которых является 
подход «пригодности для конкретных целей» (англ. «fit-for-
purpose»), когда методику валидируют под определенные за-
дачи, допуская ее непригодность для альтернативных целей 
[37]. При таком подходе анализы для принятия решения о 
дальнейшем изучении биомаркера, о выборе биомаркеров-
кандидатов и концепции доклинических исследований, ана-
лизы для тестирования образцов из клинических исследова-
ний валидируют в различном объеме (табл. 2).

При валидации биомаркера для клинического примене-
ния задачи анализов также можно разделить на первичную 
оценку пригодности (показывают прямой биологический 
или фармакологический эффект), на анализ для оценки вто-
ричных эффектов (корреляция прямого биологического или 
фармакологического эффекта с известным терапевтическим 
действием: фармакодинамика, анализ ответа, выбор дозы и 
режима дозирования), и анализы для оценки безопасности 
или подтверждения/постановки диагноза. В зависимости от 
цели строгость требований также различна, например, вали-
дация биомаркера для установления диагноза должна быть 
проведена в сертифицированных лабораториях, действую-
щих согласно Резолюции по улучшению работы клиниче-
ских лабораторий (CLIA), а образцы могут быть только из 
клинического исследования, тогда как в остальных случаях 
это не принципиально [3].

Кроме валидации метода, сам биомаркер должен пройти 
квалификацию, то есть должен быть оценен на предмет кор-
реляции с клиническими эффектами. Признанный валидный 
биомаркер — это маркер, который можно определить ана-
литическим методом с установленными воспроизводимыми 
характеристиками и о котором существует общепризнанное 
мнение в научном и медицинском сообществе касательно 
физиологической, токсической и клинической значимости 
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результатов. Некоторые биомаркеры можно классифициро-
вать как потенциально валидные, они отличаются от при-
знанных валидных тем, что их значимость не установлена, 
а основана на научных гипотезах или предположениях. Все 
остальные биомаркеры относятся к категории исследуемых, 
и именно они составляют большую часть всех изучаемых на 
стадии разработки биомаркеров [38].

Кроме того, в клинических исследованиях биомаркеры 
также делят по функциям, которые они выполняют. Биомар-
керы, играющие интегральную роль, используют в тестиро-
ваниях в рамках текущих клинических исследований. Такие 
биомаркеры либо характеризуют пригодность исследования 
в принципе, либо помогают подразделить одно клиническое 
исследование на разные направления по мере необходимости. 

Если интегральные маркеры служат для принятия индивиду-
ального решения по пациенту, то их анализы должны быть 
проведены в соответствии с правилами CLIA. Так, в ходе I 
фазы клинического исследования интегральный биомаркер 
может быть использован для подтверждения правильности 
подобранной дозы лекарственного средства и оценки необ-
ходимости ее увеличения, а в ходе II фазы такой биомаркер 
помогает определить, следует ли продолжать или прекратить 
набор пациентов из-за отсутствия эффективности изучаемо-
го лекарственного средства у дефицитных по биомаркеру 
участников исследования.

В тестах, предназначенных для идентификации или вали-
дации методик анализа или маркеров, которые будут только 
изучены в планируемом клиническом исследовании для про-

Т а б л и ц а  2
Объем валидации анализа для определения биомаркеров в зависимости от задачи

Параметры, которые 
необходимо учесть

Принятие решения о дальнейшем исполь-
зовании биомаркера (1)

Выбор дозы и режима дозирования, выбор/
подтверждение концепции (2)

Безопасность биомаркера/ под-
тверждение диагноза (3)

Выбор раствора с 
учетом влияния его 
компонентов

Выбирают теоретически наиболее веро-
ятно подходящий

Выбирают наилучший (минимальное 
влияние на результат и стабильность 
аналита)

(2) + максимальное прибли-
жение к аналиту

Забор образцов Выбирают теоретический способ как 
наиболее вероятно подходящий

При выборе метода забора образцов 
руководствуются их стабильностью 
при краткосрочном хранении, хране-
нии при комнатной температуре и при 
замораживании—оттаивании

(2) + изучают стабильность 
при долгосрочном хранении

Документация План валидации не нужен, описание 
анализа или использование документов 
из коммерческих наборов для описания 
результатов

Нужны и план и отчет по валидации Нужны и план и отчет по 
валидации

Референсный стан-
дарт и реагенты

Ограниченно охарактеризованы, ис-
следования стабильности начаты

Хорошо охарактеризованы, установлен 
контроль изменений от партии к партии

Соблюдены требования 
GMP для референсного 

стандарта, реагенты охарак-
теризованы и стабильны

Калибраторы Стандарты из набора или 6 ненулевых 
стандартов

6 ненулевых стандартов (2)

Диапазон Используют 3 валидационных прогона 
для нахождения нижнего и верхнего 
предела количественного определения 
на стандартных образцах

Используют 6 валидационных прогонов, 
нижний и верхний предел количествен-
ного определения рассчитывают на 
основании точности и прецизионности на 
независимых образцах

(2) + чувствительность как 
принципиальный параметр

Точность На валидированных образцах или 
контролях из коммерческого набора, 
минимум 3 независимых прогона

4—6 валидированных образцов, минимум 
6 независимых прогонов

(2)

Прецизионность
Чувствительность По схеме из набора или как стандарт 

с минимальной концентрацией для 
анализа в лаборатории

Основана на независимых валидирован-
ных образцах, измеренных минимум в 6 
независимых прогонах

Чувствительность, адек-
ватная для обнаружения 

разницы между больными и 
здоровыми пациентами

Селективность и 
специфичность

В соответствии с инструкцией набора 
или по разработанному в лаборатории 
методу анализа — специфичность к 
тестируемому препарату

От других изоформ, ко-медиаторов и 
эндогенных лигандов

(2)

Стабильность На валидационных или актуальных 
образцах: замораживание-оттаивание 
— 1 цикл

На валидационных или актуальных об-
разцах замораживание-оттаивание —  
3 цикла

На актуальных образцах (2) 
+ 2-летняя стабильность

Стабильность при комнатной темпера-
туре — до 4 ч

Стабильность при комнатной температуре 
— до 24 ч

Стабильность при +4°C — до 4 ч Стабильность при +4°C — до 24 ч
Влияние разведения Стабильность при экстракции
Краткосрочное хранение Стабильность при –20°C и при –80°C

Стабильность 1 год
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поведения белков в плазме, и их низкие концентрации по 
сравнению с основными белками. Тем не менее биомаркеры 
используются на всех фазах изучения лекарственного препа-
рата — от этапа разработки до последней фазы клинических 
исследований. Остается надеяться, что в ближайшем буду-
щем все больше биомаркеров будут стоять на страже здоро-
вья пациентов и помогать работе врачей.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии 
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интеграционную роль. Так, в ходе I фазы клинического ис-
следования такой биомаркер планируют к изучению при ис-
пользовании минимальной токсической или выбранной дозы 
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щей картины происходящего. Статистический дизайн и объ-
ем пробы заданы заранее.

При вспомогательной или исследовательской роли био-
маркеров клинические исследования используются для раз-
работки биомаркеров и/или их методов анализа или для 
лучшего понимания терапевтического потенциала агента. 
Эти данные по биомаркерам сами по себе не могут служить 
основанием для завершения I или II фазы клинического ис-
следования. Примерами могут служить ретроспективные 
анализы биомаркеров, пилотные или пробные биопсии или 
исследования, генерирующие гипотезу.

Панели биомаркеров. Ключевой вопрос при валидации 
биомаркеров — это потенциальная необходимость исполь-
зования панели биомаркеров и достаточность использования 
одного биомаркера. В ряде случаев панель превосходит один 
маркер, но иногда один или два маркера могут прекрасно ра-
ботать для решения конкретных задач. Факт наличия в транс-
формированных клетках нескольких сигнальных путей, а 
также широкое распространение гетерогенности опухолей 
при большинстве онкологических заболеваний с участием 
эпителия предполагают, что множественные биомаркеры бо-
лее адекватно отражают биологию гетерогенных опухолей и 
превосходят по эффективности анализы по одному биомар-
керу [39]. Наличие различных сопутствующих заболеваний 
у пациентов также может затруднить точный диагноз, что 
приводит к необходимости сбора дополнительной информа-
ции, которую зачастую можно получить только анализируя 
панель биомаркеров. Вместе с тем добавление дополнитель-
ных маркеров может повысить чувствительность за счет сни-
жения специфичности. Например, по протоколу, разработан-
ному для анализа биомаркеров в EDRN, после результатов 
слепого анализа биомаркеров по результатам установленного 
референсного набора данных на предмет специфичности и 
чувствительности, были протестированы отдельные био-
маркеры, после чего сформированы панели биомаркеров для 
сравнения эффективности панели с эффективностью какого-
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тификации рака простаты и рака яичников достаточно пары 
маркеров.

Заключение. К сожалению, огромное количество потенци-
альных биомаркеров остаются только на страницах научных 
журналов. Из 150 тыс. известных опубликованных данных 
биомаркеров-кандидатов меньше ста находят реальное при-
менение в клинической практике [40]. Главной проблемой, 
конечно, остается финансирование, так как для того чтобы 
превратить пилотные исследования в комплект документов, 
необходимых для регистрации биомаркера, необходим боль-
шой объем ресурсов, межлабораторных взаимодействий и 
дополнительных экспериментов. Также проблемой может 
стать отсутствие воспроизводимости из-за неправильно 
спланированного исследования, неверной обработки данных 
или персонализированного характера действия биомаркера. 
Парадоксально, но даже при масштабных и дорогостоящих 
исследованиях причиной их провала могут быть обычные 
нарушения правил работ в лаборатории: нарушения сроков 
и условий хранения образцов, пулирование образцов и т. п. 
Помешать исследованию может и динамический характер 
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Проведена оценка частоты выявления Mycoplsma hominis (M. hominis) и Ureaplasma spp. методом полимеразной цеп-
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Среди воспалительных заболеваний урогенитально-
го тракта одно из ведущих мест занимают уреа- и мико-
плазменные инфекции, возбудителями которых являются 
условно-патогенные микроорганизмы Mycoplasma hominis 
(M. hominis) и Ureaplasma spp. Урогенитальные микоплаз-
мы M. hominis и Ureaplasma spp. являются этиологическими 
агентами таких заболеваний, как негонококковые уретриты, 
эндометриты и бактериальные вагинозы [9—12]. Пораже-
ние верхних отделов урогенитального тракта M. hominis, 
Ureaplasma spp. может приводить к нарушению репродук-
тивной функции — невынашиванию беременности, беспло-
дию. Урогенитальные микоплазмы также могут быть при-
чиной преждевременных родов, рождения детей с малым 
весом [1, 3, 5]. При обнаружении M. hominis и Ureaplasma 
spp. микробиологические лабораторные методы играют ре-
шающую роль в связи с отсутствием четких клинических 
проявлений, широким распространением бессимптомного 
носительства и частым сочетанием M. hominis и Ureaplasma 
spp. с другими инфекционными агентами. Несмотря на ши-
рокое использование в настоящее время полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) культуральный метод (КМ) диагности-
ки продолжает оставаться «золотым стандартом» при вы-
явлении M. hominis и Ureaplasma spp. Микробиологическое 
исследование на наличие микоплазм в исследуемом мате-
риале позволяет не только с высокой чувствительностью 
и специфичностью выявлять возбудитель, но и оценивать 
его количественное содержание в исследуемом материа-
ле, определять чувствительность выделенных штаммов к 
антибактериальным препаратам [6, 14]. При назначении ле-
чения предварительное определение антибиотикочувстви-
тельности M. hominis и Ureaplasma spp. позволяет снизить 
удельный вес положительных результатов при повторном 
обследовании после курса антибиотикотерапии с 37,3 до 
7,7% [13]. Клинически значимый титр для M. hominis и Ure-
aplasma spp. составляет 104 КОЕ/мл, поскольку микоплазмы 
в количестве 103 КОЕ/мл и менее могут обнаруживаться у 
здоровых людей [6].

Отделом новых технологий ФБУН НИИЭМ им. Пасте-
ра были разработаны наборы реагентов для выявления M. 
hominis и Ureaplasma spp. и определения их антибиотико-
чувствительности («Микоплазма-АЧ-12», «Уреаплазма-АЧ-
12»). Наборы разрабатывались с 2009 по 2011 г., регистра-
ционные удостоверения получены в 2009 г., в 2011 г. — бес-
срочно. В основе наборов реагентов «Микоплазма-АЧ-12», 
«Уреаплазма-АЧ-12» лежит использование селективных 
питательных сред для выявления либо M. hominis, либо 
Ureaplasma spp. Выбор селективных питательных сред 
обусловлен созданием оптимальных условий для роста M. 
hominis и Ureaplasma spp. при подавлении роста других 
микоплазм, грибов и большинства представителей бактери-
альной флоры, потенциально содержащихся в исследуемых 
образцах. Идентификация микоплазм основывается на ха-
рактерном для M. hominis гидролизе аргинина, а для Ure-
aplasma spp. гидролизе мочевины с выделением аммиака 
и защелачиванием среды, при этом визуализация реакции 
фиксируется при смене цвета среды с зеленого на фиоле-
товый для M. hominis и с желтого на красный или красно-
малиновый для Ureaplasma spp. Наборы «Микоплазма-АЧ-
12», «Уреаплазма-АЧ-12» разработаны в виде микротест-
систем, куда входят лиофильно высушенные питательные 
среды и готовые стерильные полистироловые 12-луночные 

стрипы, в лунки которых сорбированы растворы различных 
антибактериальных препаратов. После вскрытия стрипов 
стандартизированную суспензию в жидкой питательной 
среде в одинаковой дозе асептически вносят в соответ-
ствующие ряды лунок, закрывают крышкой и инкубируют 
при оптимальной температуре 37°C. После инкубирования 
при наличии роста M. hominis и Ureaplasma spp. (изменение 
цвета) в контроле культуры и опытных лунках определяют 
величину концентрации возбудителя и чувствительность к 
антибиотикам. В тех лунках, где антибиотик не действует, 
отмечают рост возбудителей (изменение цвета). В лунках 
стрипов, входящих в состав наборов «Микоплазма-АЧ-12», 
«Уреаплазма-АЧ-12», сорбированы антибактериальные 
препараты различных групп, которые зарегистрированы на 
территории РФ и используются в лечении микоплазменных 
инфекций практикующими врачами. Каждый антибактери-
альный препарат сорбирован в лунки стрипов в одной кон-
центрации, позволяющей оценивать чувствительность уро-
генитальных микоплазм в двух категориях: чувствительные 
или резистентные.

Цель — провести сравнительный анализ частоты вы-
являемости M. hominis и Ureaplasma spp. между двумя ме-
тодами (ПЦР и КМ) при использовании наборов реагентов 
«Микоплазма-АЧ-12», «Уреаплазма-АЧ-12» с определением 
характера чувствительности клинических изолятов M. homi-
nis и Ureaplasma spp. в двух клинико-диагностических лабо-
раториях Санкт-Петербурга и Челябинска.

Материал и методы. Исследование проводилось на кли-
ническом материале (отделяемое уретры, цервикального 
канала) с 2011 по 2015 г., полученном от 406 пациентов, из 
которых 277 обратились для амбулаторного обследования в 
медицинский центр при ФБУН НИИЭМ им. Пастера (Санкт-
Петербург), а 129 пациентов обратились для амбулаторного 
обследования в медицинский центр «Ситимед» ООО «Эко-
логия здоровья» (Челябинск). Материал для исследования 
забирали до начала антибиотикотерапии при помощи одно-
разовых стерильных зондов и цитощеток в специализирован-
ную транспортную среду.

Обследование клинического материала (отделяемое уретры, 
цервикального канала) на наличие ДНК Ureaplasma spp. и M. 
hominis проводилось методом ПЦР с использованием наборов 
реагентов «АмплиСенс» (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии Роспо-
требнадзора, Москва). В Санкт-Петербурге реакцию амплифи-
кации и учет результатов проводили на устройстве «АНК-32» 
(Россия). В Челябинске реакцию амплификации и учет резуль-
татов проводили на аппарате BioRad CFX 96 (США).

Исследование клинического материала КМ проводились 
с использованием наборов реагентов «Микоплазма-АЧ-12» 
и «Уреаплазма-АЧ-12» (ФБУН НИИЭМ им. Пастера, Санкт-
Петербург). В Челябинске также определяли характер чув-
ствительности выявленных клинических изолятов M. homi-
nis и Ureaplasma spp. к 12 антибактериальным препаратам.

Статистическую обработку данных проводили с помо-
щью пакета программ STATISTICA 8 (StatSoft, Inc., США). 
Для описания полученных результатов по оценке выявления 
использовались стандартные методы непараметрической 
статистики. (ХИ-квадрат и критерия Фишера). Оценка 95% 
доверительных интервалов (ДИ) произведена по Клопперу—
Пирсону.

Результаты и обсуждение. В результате исследования 
клинического материала 277 человек, обратившихся для ам-
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булаторного обследования в медицинский центр при ФБУН 
НИИЭМ им. Пастера (Санкт-Петербург), методом ПЦР Ure-
aplasma spp. была обнаружена у 59 (21,3%) человек, M. homi-
nis — у 3 (1,1%) человек, а оба возбудителя: M. hominis и 
Ureaplasma spp. — у 23 (8,3%) человек. При исследовании 
клинического материала КМ только Ureaplasma spp. выявля-
лась в 68 (24,6%) случаях, рост M. hominis был обнаружен в 
1 (0,4%) случае, а оба возбудителя (M. hominis и Ureaplasma 
spp.) обнаружены у 9 (3,3%) человек.

При использовании метода ПЦР общее выявление Ure-
aplasma spp. в клиническом материале составило 82 (59 + 23 
= 82) (29,6%) случая (95% доверительный интервал по мето-
ду Клоппера—Пирсона 24,3% — 35,4%), а при исследовании 
КМ — 77 (68 + 9 = 77) (27,8%) случаев (95% доверительный 
интервал 22,6% — 33,5%). Достоверно значимых различий 
по частоте выявления Ureaplasma spp. не выявлено [χ2 = 0,22; 
p > 0,05]. При использовании метода ПЦР общее выявление 
M. hominis составило 26 (23 + 3 = 26) (9,4%) случаев (95% 
доверительный интервал 6,2% — 13,4%), а КМ — 10 (9 + 1 
= 10) (3,6%) случаев (95% доверительный интервал 1,7% — 
6,5%). Значимость различий составила [χ2 = 7,61; p < 0,05].

Общее совпадение результатов между двумя методами 
(ПЦР и КМ) в проведенных исследованиях по частоте вы-
явления Ureaplasma spp. из клинического материала, полу-
ченного от пациентов, составило 97,5%, в исследованиях по 
частоте выявления M. hominis общее совпадение результатов 
составило 93,5%.

Результаты сравнительного исследования клинического 
материала по частоте выявления урогенитальных микоплазм 
M. hominis и Ureaplasma spp. методом ПЦР и КМ представле-
ны в таблице и на рисунке.

В результате исследования клинического материала от 
129 человек, обратившихся в медицинский центр «Ситимед» 
(Челябинск), методом ПЦР общее выявление Ureaplasma spp. 
составило 83 (64,3%) случая (95% доверительный интервал 
55,4 — 72,6%), а при исследовании КМ — 57 (44,2%) случа-
ев (95% доверительный интервал 35,4 — 53,2%). Значимость 
различий по частоте выявления Ureaplasma spp. составила [χ2 
= 10,56; p < 0,05]. Общее выявление M. hominis при исполь-
зовании метода ПЦР наблюдалось у 11 (8,5%) человек (95% 
доверительный интервал 4,3 — 14,7%), а КМ — у 6 (4,7%) 
человек (95% доверительный интервал 1,7 - 9,8%). Достовер-
но значимых различий не выявлено [χ2 = 1,57; p > 0,05].

Общее совпадение результатов между двумя методами 
(ПЦР и КМ) в проведенных исследованиях по частоте выяв-
ления Ureaplasma spp. составило 79,9%. При исследованиях 
по частоте выявления M. hominis общее совпадение результа-
тов составило 96,1%.

В медицинском центре «Ситимед» (Челябинск) при ис-
следовании клинического материала 129 человек с помощью 
наборов «Микоплазма-АЧ-12» и «Уреаплазма-АЧ-12» также 
определяли характер чувствительности выявленных изоля-
тов M. hominis и Ureaplasma spp. к 12 антибактериальным 
препаратам. Культуральное исследование показало, что ча-
стота выявления M. hominis составила 6 (4,7%) случаев, из 
которых 3 (50%) изолята оказались резистентны к джозами-
цину, а 2 (33,3%) изолята — к мидекамицину и линкомицину. 
К остальным антибиотикам (доксициклину, тетрациклину, 
офлоксацину, ципрофлоксацину, пефлоксацину, спарфлокса-
цину, левофлоксацину, моксифлоксацину и клиндамицину) 
клинические изоляты M. hominis оказались чувствительны. 
Частота выявления Ureaplasma spp. КМ составила 57 (44,2%) 
случаев, из которых 31 (54,4%) изолят был резистентным к 
азитромицину, к эритромицину — 30 (52,6%), к рокситроми-
цину — 15 (26,3%), к мидекамицину — 14 (24,6%), к кла-

Сравнение частоты выявления Mycoplasma hominis и 
Ureaplasma spp. культуральным методом и методом ПЦР в 
Санкт-Петербурге и Челябинске.

Сравнение результатов по частоте выявления Mycoplasma hominis и Ureaplasma spp. культуральным методом и методом ПЦР

Результаты Исследование в Санкт-Петербурге Исследование в Челябинске

Ureaplasma spp. M. hominis Ureaplasma spp. M. hominis

количество % количество % количество % количество %

КМ «+» 76 27,4 9 3,25 57 44,2 6 4,6
ПЦР «+»
КМ «–» 194 70 250 90,25 46 35,7 118 91,5
ПЦР «–»
Совпадение 270 97,5 259 93,5 103 79,9 124 96,1
КМ «+» 1 0,4 1 0,4 0 0 0 0
ПЦР «–»
КМ «–» 6 2,2 17 6,1 26 20,1 5 3,9
ПЦР «+»
Несовпадение 7 2,5 18 6,5 26 20,1 5 3,9
В с е г о 277 100 277 100 129 100 129 100

Copyright ОАО «ЦКБ «БИБКОМ» & ООО «Aгентство Kнига-Cервис»



63

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2017; 62(1)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2017-62-1-60-64

Microbiology

ритромицину — 7 (12,3%), к левофлоксацину — 13 (22,8%), 
к спарфлоксацину — 8 (14,0%), к офлоксацину — 5 (8,8%), 
к моксифлоксацину — 4 (7,0%), к джозамицину — 4 (7%), 
к доксициклину — 2 (3,5%), а к тетрациклину — 2 (3,5%). 
Следует отметить, что 8 (14,04%) изолятов Ureaplasma spp. 
оказались мультирезистентны, т. е. проявили устойчивость 
ко всем двенадцати антибиотикам.

Выводы. В проведенных сравнительных исследованиях 
по оценке частоты выявления урогенитальных микоплазм 
Ureaplasma spp. и M. hominis отмечается высокий процент 
совпадения результатов между двумя методами (ПЦР и КМ). 
Так, в Санкт-Петербурге при обнаружении Ureaplasma spp. 
общее совпадение результатов составило 97,5%, а при выяв-
лении M. hominis — 93,5%. В Челябинске общее совпадение 
результатов несколько отличалось от полученных результа-
тов в Санкт-Петербурге: при обнаружении Ureaplasma spp. 
было ниже (79,9%), а при выявлении M. hominis наоборот не-
много выше (96,1%).

Согласно полученным данным было установлено, что 
частота обнаружения Ureaplasma spp. оказалась значительно 
выше, чем M. hominis. Так, в Санкт-Петербурге для Ureaplas-
ma spp. частота выявления составила 29,6% (ПЦР) и 27,8% 
(КМ), когда для M. hominis она была 9,4% (ПЦР) и 3,6% 
(КМ). В Челябинске частота выявления Ureaplasma spp. бы-
ла приблизительно в 2 раза выше, чем в Санкт-Петербурге, 
и составила 64,3% (ПЦР) и 44,2% (КМ), частота выявления 
M. hominis находилась примерно на том же уровне — 8,5% 
(ПЦР) и 4,7% (КМ).

В ходе исследования в Челябинске также был опреде-
лен характер чувствительности обнаруженных клиниче-
ских изолятов M. hominis и Ureaplasma spp. с помощью на-
боров «Микоплазма-АЧ-12» и «Уреаплазма-АЧ-12». Оце-
нивая результаты, обращает внимание высокий процент 
антибиотикорезистентности выявленных изолятов Ure-
aplasma spp., устойчивость наблюдалась по отношению ко 
всем 12-ти антибактериальным препаратам. Наименее ак-
тивными антибиотиками оказались макролиды, особенно 
азитромицин и эритромицин, к которым были резистент-
ны около 50% исследованных изолятов Ureaplasma spp. 
Из фторхинолонов наименее активным антибиотиком ока-
зался левофлоксацин. Проведенное исследование выявило 
мультирезистентность у 8 (14,04%) изолятов Ureaplasma 
spp., что может являться следствием бесконтрольного ле-
чения или неправильного назначения антибактериальных 
препаратов без предварительного определения антибиоти-
кочувствительности.

Таким образом, согласно проведенным исследованиям 
по частоте выявления урогенитальных микоплазм методом 
ПЦР и КМ можно сделать вывод, что оба метода сравнимы 
по своей диагностической эффективности и могут быть ис-
пользованы в практическом здравоохранении. Расхождение 
результатов, т.е. отсутствие роста урогенитальных мико-
плазм на питательных средах при положительном результате 
исследования методом ПЦР, может быть объяснено несколь-
кими причинами: низкой обсемененностью биопроб возбу-
дителем, а также более высокой чувствительностью метода 
ПЦР, наличием нежизнеспособных форм микоплазм в кли-
ническом материале или отсутствием четкой стандартизации 
количества исходного материала.

На наш взгляд, полученные результаты по определению ха-
рактера чувствительности клинических изолятов урогениталь-
ных микоплазм к антибактериальным препаратам и выявлению 
множественной устойчивости Ureaplasma spp., показывают не-
обходимость до назначения лечения проводить анализ на срав-
нительную чувствительность антибиотиков различных видов.
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