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КЛОНАЛЬНОЕ КРОВЕТВОРЕНИЕ И ИОНИЗИРУЮЩЕЕ ИЗЛУЧЕНИЕ: 
РИСКИ РАЗВИТИЯ ОНКОГЕМАТОЛОГИЧЕСКОЙ И СОМАТИЧЕСКОЙ ПАТОЛОГИИ
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Введение. Влияние радиационно-индуцированной генетической нестабильности на формирование клональной экспансии актуально для монито-

ринга здоровья и превентивной диагностики онкогематологической и соматической патологии у лиц, подвергающихся длительному воздействию 

техногенного облучения в малых дозах (работники атомной промышленности и врачи лучевой диагностики).

Цель. Выявление возможных точек приложения превентивной диагностики маркеров нестабильности генома и клонального кроветворения 

у групп лиц, подвергающихся длительному воздействию техногенного облучения в малых дозах.

Обсуждение. Генетическая нестабильность в генах эпигенетической регуляции (DNMT3A, TET2, ASXL1), сигнальных путей и клеточной пролифе-

рации (JAK2, FLT3), регуляторов репарации ДНК (TP53, PPM1D), факторов сплайсинга РНК (SF3B1, SRSF2) наиболее часто инициирует клональное 

кроветворение, реализующееся чаще миелоидными и реже лимфоидными неоплазиями. Влияние клонального кроветворения на развитие со-

матических заболеваний опосредовано сочетанным действием носительства указанных мутаций и процессами хронического воспаления. Иони-

зирующее излучение в малых дозах способно инициировать клональную экспансию преимущественно за счет мутаций в генах DNMT3A и TET2. 

Исследований по оценке повышения заболеваемости на фоне развития клонального кроветворения в группах профессионального риска воз-

действия малых доз ионизирующего излучения (работники атомной промышленности и врачи лучевой диагностики) в настоящее время мало, 

что требует дальнейшего изучения.

Выводы. Исследования по выявлению маркеров риска роста заболеваемости на фоне развития клонального кроветворения в группах работни-

ков, подвергающихся длительному техногенному действию ионизирующего излучения в малых дозах, позволят сформировать когортно-ориенти-

рованную программу профилактики заболеваний у данных лиц.

Ключевые слова: генетическая нестабильность; клональное кроветворение; клональное кроветворение неустановленного потенциала; малые 
дозы ионизирующего излучения; соматическая мутация
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CLONAL HAEMATOPOIESIS AND IONIZING RADIATION: RISKS FOR HEMATOLOGICAL MALIGNANCIES 
AND SOMATIC DISEASES

Anastasiia A. Zherniakova1, Oleg B. Krysiuk1,2, Yevgeny O. Kunevich1

1 Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology, St. Petersburg, Russia
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Introduction. The influence of radiation-induced genetic instability on the formation of clonal expansion is a relevant problem in health monitoring and pre-

ventive diagnostics of oncohematological and somatic pathology in individuals exposed to long-term low-dose anthropogenic irradiation, such as nuclear 

industry workers and radiation diagnostics doctors.

Objective. Identification of possible application points of preventive diagnostics of genome instability markers and clonal hematopoiesis in groups of individu-

als exposed to long-term low-dose anthropogenic irradiation.

Results and discussion. Genetic instability in genes of epigenetic regulation (DNMT3A, TET2, ASXL1), signaling pathways and cell proliferation (JAK2, FLT3), 

DNA repair regulators (TP53, PPM1D), RNA splicing factors (SF3B1, SRSF2) most often initiates clonal hematopoiesis, which is realized more frequently by myeloid 

and less frequently by lymphoid neoplasia. The influence of clonal hematopoiesis on the development of somatic diseases is mediated by the combined effect of 

carrying these mutations and the processes of chronic inflammation. Low-dose ionizing radiation is capable of initiating clonal expansion mainly due to mutations 

in DNMT3A and TET2 genes. There is a lack of studies on the assessment of increased morbidity against the background of clonal hematopoiesis in groups 

of occupational risk of low-dose ionizing radiation exposure (workers in the nuclear industry and doctors of radiation diagnostics), which requires further study.

Conclusions. Studies aimed at identifying risk markers of morbidity growth in the setting of clonal hematopoiesis in groups of workers exposed to long-term 

anthropogenic action of low-dose ionizing radiation form the basis for developing cohort-oriented programs of disease prevention in these individuals.
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ВВЕДЕНИЕ

Изучение возникновения радиационно-индуцированной 
генетической нестабильности и ее взаимосвязи с фор-
мированием клональной экспансии является актуаль-
ным научным направлением в аспекте мониторинга со-
стояния здоровья работников атомной промышленности 
и врачей лучевой диагностики. Выявление факторов 
риска развития неблагоприятных событий у данных ка-
тегорий лиц, диспансерное наблюдение, а также своев-
ременная профилактика позволят предотвратить разви-
тие патологии [1].

Человек ежедневно подвергается воздействию ма-
лых доз ионизирующего излучения (ИИ), испускаемого 
как естественными источниками (радионуклиды в окружа-
ющей среде, находящиеся в атмосфере, в почве и воде), так 
и получаемого от искусственных или техногенных источни-
ков. Совокупность воздействия всех видов естественного 
излучения определяют как естественный или природный 
радиоактивный фон. Среднемировые показатели такого 
излучения в различных регионах мира находятся в диа-
пазоне от 2,4 до 4,0 мЗв/год, для Российской Федерации 
средний уровень — 3,36 (от 2,10 до 8,60) мЗв/год [1–3].

Воздействие ИИ на человека осуществляется за счет 
влияния природного радиоактивного фона, профессио-
нального облучения на рабочем месте, а также при по-
лучении медицинской помощи (медицинское облучение). 
Широкое использование ИИ в медицине и различных 
отраслях промышленности, прежде всего в атомной 
энергетике, способствует увеличению радиационной 
нагрузки на работников этих отраслей. Так, для опре-
деленного перечня производств, на которых возможно 
дополнительное техногенное воздействие ИИ, предел 
допустимой эффективной дозы ИИ составляет 5 мЗв/год  
для персонала группы Б и 20 мЗв/год для персонала 
группы А [3].

В настоящее время хорошо изучены и описаны бли-
жайшие и отсроченные последствия воздействия на ор-
ганизм человека ИИ в больших дозах при техногенных 
катастрофах, характеризующиеся критическими изме-
нениями, приводящими к дефектам функционирования 
органов и систем. Вместе с тем установлено, что малые 
дозы ИИ, при воздействии которых отсутствуют клини-
ческие проявления радиационного повреждения орга-
низма, также индуцируют повреждения на генетическом 
и эпигенетическом уровнях, а зависимость эффекта 
от дозы облучения носит немонотонный полимодальный 
характер. В последнее время появились данные относи-
тельно того, что действие малых доз ИИ может приво-
дить к нестабильности генома, модифицируя клеточные 
и тканевые процессы, что в итоге может способствовать 
изменению чувствительности организма к действию до-
полнительных нерадиационных факторов [4–6].

В последнее десятилетие ученые активно изуча-
ют клональное кроветворение (КК), рассматривая его 
в качестве биологического состояния, предраспола-
гающего к развитию злокачественных заболеваний 
системы крови (ЗЗСК), солидных опухолей, сердеч-
но-сосудистой патологии, аутоиммунных заболеваний 
и другой патологии [7–9].

Цель работы — выявление возможных точек прило-
жения превентивной диагностики маркеров нестабиль-
ности генома и КК у групп лиц, подвергающихся дли-
тельному воздействию техногенного облучения в малых 
дозах.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Общие представления о клональном кроветворении

Гемопоэтические клетки костного мозга (КМ) облада-
ют наиболее высоким пролиферативным потенциалом. 
Процессы пролиферации и дифференцировки клеток 
крови в КМ осуществляются непрерывно. Ежедневно об-
разуется около 1 триллиона клеток крови. Основой кро-
ветворения являются гемопоэтические стволовые клетки 
(ГСК), обладающие способностью к дифференцировке 
во все зрелые клетки периферической крови, что было 
впервые постулировано профессором А.А. Максимовым 
в 1909 году. Наилучшим подтверждением модели крове
творения, предложенной А.А. Максимовым, стали экспе-
риментальные данные, полученные в эпоху активного из-
учения последствий воздействия радиации на организм 
человека [10].

За последние десятилетия наши представления о си-
стеме гемопоэза существенно расширились и усложни-
лись [10–13]. Так, в многочисленных исследованиях была 
предложена идея непрерывных ландшафтов дифферен-
циации с небольшими или отсутствующими дискретны-
ми стадиями дифференциации и плавными переходами 
между состояниями клеток. В этом контексте клетки 
в гетерогенном пуле предшественников дифференциру-
ются по множеству потенциальных траекторий, которые 
содержат некие точки ветвления, определяющие судьбу 
конкретной клетки. Однако неизменным остается пред-
ставление о том, что потомство одной ГСК представля-
ет собой клон конкретной ГСК. В норме система крове
творения поликлональна, что предполагает продукцию 
различными ГСК «своих» клонов клеток и поддержание 
их числа, а также соотношения клеток различных степе-
ней и направлений дифференцировки в КМ в устойчивых 
пределах. Для кроветворных клеток с высокой пролифе-
ративной активностью характерно накопление генетиче-
ских «поломок» с нарастанием количества делений [14].

С возрастом у человека в физиологических усло-
виях происходят количественные и качественные из-
менения кроветворения: снижение общей пролифера-
тивной активности ГСК при относительном увеличении 
их общего количества, увеличение числа эритроидных 
предшественников, снижение числа лимфоидных пред-
шественников с возрастными изменениями функции 
иммунной системы. В целом кроветворение приобрета-
ет тенденцию к развитию олигоклональности [15]. В ос-
нове возрастных изменений КМ, вероятнее всего, лежат 
генетические и эпигенетические процессы. Отмечаются 
возрастное снижение регенеративного потенциала ГСК 
[16], характерные изменения экспрессии генов  — регу-
ляторов транскрипции, накопление соматических мута-
ций [17], выраженное укорочение теломерных участков 
хромосом [18]. Кроме того, у пожилых людей выявлена 
повышенная экспрессия генов, принимающих участие 
в регуляции апоптоза и воспаления в системе гемопоэза, 
тогда как у молодых людей высока активность генов, ре-
гулирующих процессы пролиферации и метаболической 
активности кроветворных клеток-предшественниц. Все 
описанные тенденции являются проявлением закономер-
ных процессов, характеризующих изменения кроветво-
рения в процессе старения организма [19].

Вместе с тем накопление мутаций может привести 
к такому развитию КК, при котором активируется про-
лиферация одной ГСК или более дифференцированной 
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клетки — предшественницы гемопоэза с формировани-
ем клона ее потомков, несущих мутации генов. Несмотря 
на то что КК не является самостоятельной нозологией, 
оно может выступать в качестве «промежуточного эта-
па» между нормальным кроветворением и ЗЗСК [20]. 
Показано, что КК может возникнуть в результате ней-
трального дрейфа или направленного отбора. В случае 
нейтрального дрейфа изначально все клоны клеток име-
ют равные шансы своего вклада в формирование пула 
самообновляющихся ГСК, решающее влияние оказыва-
ют случайные процессы, такие как истощение пула ство-
ловых клеток. При направленном отборе соматические 
изменения оказывают влияние на появление преимуще-
ства избирательного роста у определенных клонов ГСК 
относительно других, с последующим развитием кло-
нальной экспансии [21].

В 2014 году двумя независимыми группами были опу-
бликованы результаты крупных исследований с исполь-
зованием метода секвенирования нового поколения (new 
generation sequencing, NGS). Согласно полученным дан-
ным было определено, что развитие КК ассоциировано 
с соматическими мутациями, наиболее часто возника-
ющими в трех генах эпигенетической регуляции транс-
крипции (DNMT3A  — ген, кодирующий белок, осущест-
вляющий de novo метилирование; TET2 кодирует белок, 
который катализирует превращение модифицированного 
основания ДНК метилцитозина в 5-гидроксиметилци-
тозин и участвует в регуляции процесса транскрипции, 
ASXL1 кодирует ядерный белок, участвующий в эпигене-
тической регуляции экспрессии генов и в процессе ремо-
делирования хроматина). Полученные результаты нашли 
подтверждение при исследовании групп пациентов с раз-
ными типами ЗЗСК и солидными новообразованиями [22, 
23]. В работе M. Xie и соавт. было убедительно продемон-
стрировано, что наиболее часто и практически во всех 
нозологических подгруппах, которые были проанализи-
рованы, возникали мутации в генах DNMT3A, TET2, ASXL1 
и TP53 [24].

На основании накопленных данных в 2015 году был 
введен термин «клональное кроветворение неопреде-
ленного потенциала» (ККНП) (clonal haematopoiesis of 
indeterminate potential). Так, ККНП определяется при на-
личии клона кроветворной клетки с мутацией гена, ассо-
циированного с риском развития ЗЗСК, при отсутствии 
цитопении и критериев иных гематологических заболе-
ваний, согласно классификации Всемирной организации 
здравоохранения. Уровень аллельной нагрузки указан-
ного гена должен быть не менее 2% (значение принято 
в качестве минимального клинически значимого поро-
гового уровня для метода секвенирования нового поко-
ления (next generation sequencing  — NGS)), а для генов, 
сцепленных с Х-хромосомой у мужчин,  — не менее 4% 
[25, 26]. Частота детекции мутаций увеличивается с воз-
растом, а их наличие ассоциировано с повышением ри-
ска развития ЗЗСК. Было определено, что у порядка 
15–20% людей старше 70 лет без наличия онкогемато-
логического заболевания присутствует носительство со-
матических мутаций, ассоциированных с повышенным 
риском развития онкопатологии [27]. Позже для таких 
изменений был предложен термин «ассоциированное 
с возрастом клональное кроветворение» (age-related 
clonal haematopoiesis), которое определяется у пожилых 
пациентов при наличии соматической мутации в генах 
вне зависимости от ее клинического значения и уровня 

аллельной нагрузки, а также при отсутствии изменений 
в гемограмме и критериев ЗЗСК [23, 27].

Для обозначения состояния носительства мутаций, 
которые могут выступать в качестве непосредственного 
драйвера развития ЗЗСК, был введен термин «клональ-
ное кроветворение онкогенного потенциала» (ККОП) 
(clonal haematopoiesis of oncogenic potential) [28, 29]. 
Выделение такой категории и подход к разделению генов 
по их непосредственной роли в развитии ЗЗСК (то есть их 
онкогенному потенциалу) в настоящее время носит весь-
ма условный характер, является дискуссионным и требу-
ет накопления данных и анализа.

В научной литературе можно встретить также тер-
мин «клональная цитопения неустановленного значения» 
(clonal cytopenia of undetermined significance), для которой 
характерно наличие соматических мутаций в гене/генах, 
связанных с ЗЗСК, при уровне аллельной нагрузки не ме-
нее 2% (или 4% у мужчин в случае наличия мутации в ге-
нах, сцепленных с Х-хромосомой); отсутствие критериев 
ЗЗСК, других причин цитопении и молекулярных аберра-
ций; стойкая цитопения более чем в одном ростке кро-
ветворения (гемоглобин ниже 100 г/л, нейтрофилы менее 
1,8×109/л, тромбоциты менее 100×109/л) в течение не менее 
4 месяцев. Также при наличии стойкой цитопении более 
чем в одном ростке кроветворения и отсутствии критери-
ев миелоидного новообразования и других заболеваний 
системы крови предложено использовать термин «идио
патическая цитопения неустановленного значения» 
(idiopathic cytopenia of undetermined significance) [30].

Клональное кроветворение и онкогематологические 
заболевания

В настоящее время показано, что у лиц с КК чаще вы-
являются признаки генетической нестабильности, об-
условленные соматическими мутациями в генах эпи-
генетической регуляции (DNMT3A, TET2, ASXL1), генах 
сплайсинга РНК (SF3B1, SRSF2, ZRSR2), сигнальных путей 
и клеточной пролиферации (JAK2, FLT3), генах, связанных 
с метаболизмом и клеточной дифференцировкой (IDH1, 
IDH2), а также в генах регуляции репарации ДНК (TP53, 
PPM1D), в сравнении с популяцией они же часто обнару-
живаются при диагностике цитопений неясной этиологии. 
Около 80% случаев ККНП приходится на мутации в генах 
DNMT3A, TET2 и ASXL1 [22, 23].

Мутации, характерные для миелодиспластического 
синдрома (МДС), миелопролиферативных новообразо-
ваний и острого миелоидного лейкоза, наблюдаются 
в генах JAK2, PPM1D, TP53, SRSF2, SF3B1 и встречаются 
реже [26]. Частота обнаружения данных мутаций намного 
выше, чем заболеваемость ЗЗСК, тем не менее КК можно 
рассматривать как событие, предшествующее развитию 
гемобластозов. Признаки КК определяют у 50% боль-
ных апластической анемией, у 15% находят характерные 
для КК мутации генов DNMT3A и ASXL1 [31, 32]. Другим 
примером развития КК с его трансформацией в патоло-
гический процесс является пароксизмальная ночная ге-
моглобинурия. При данном заболевании клон, возникший 
из ГСК с дефицитом гликозил-фосфатидилинозитола, 
менее восприимчив к опосредованному Т-клетками унич-
тожению по сравнению с нормальными ГСК [30, 33].

Кроме того, КК с точечными мутациями или струк-
турными вариациями, такими как изменение числа копий 
гена, приводит к 10-кратному увеличению риска разви-
тия ЗЗСК. Роль нарушений противоопухолевого звена 
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иммунной системы в трансформации КК в ЗЗСК требует 
дальнейшего изучения [22]. При этом наличие ККНП со-
пряжено с 13-кратным повышением риска развития ге-
мобластозов, с частотой их возникновения у 0,5–1% па-
циентов в год [8].

В большинстве случаев ККНП является доброкаче-
ственным, особенно при небольших размерах клона, 
отсутствии множественных и драйверных мутаций [20]. 
Основные факторы риска развития не только гематологи-
ческих, но и соматических заболеваний при ККНП включа-
ют: значительный размер клона (от 10% и выше) и ускоре-
ние его роста, клональные изменения более чем в одной 
клеточной линии, множественные драйверные мутации, 
мутации гена TР53, хромосомные аберрации [34].

Накопленная информация и расширение спектра 
детектируемых генетических мутаций до недавнего вре-
мени не позволяли отделить мутации, инициирующие 
возникновение КК, от тех, которые являются ранним со-
бытием в развитии ЗЗСК, а также выделить мутации вто-
рого порядка, которые вносят наиболее существенный 
вклад уже при прогрессировании заболевания. Так, было 
предложено выделение драйверных мутаций, пассажир-
ских мутаций, а также фоновых и кооперирующих мута-
ций [20, 22]. В публикациях 2024 года указано, что уже 
разработаны методы для определения драйверных му-
таций, например «метод обогащения несинонимичных 
мутаций по сравнению с нейтральными синонимичными 
мутациями» или алгоритмы на основе машинного обуче-
ния [35, 36].

Таким образом, в соответствии с современными пред-
ставлениями мутации генов, ассоциированных с ККНП, 
являются одним из предрасполагающих факторов 
к развитию ЗЗСК. Появление таких мутаций приводит 
к трансформации нормальной ГСК в «предлейкозную» 
неопластическую ГСК. Измененная ГСК дает начало не-
большим субклонам и сама практически не отличается 
от нормальной ГСК. Частота выявления мутаций увеличи-
вается с возрастом, и это закономерный биологический 
процесс, сопровождающий старение. Однако «предлей-
козная» ГСК обладает повышенным риском для транс-
формации в лейкозную ГСК при приобретении допол-
нительных молекулярно-генетических повреждений. 
Факторы такой трансформации требуют дальнейшего 
изучения. Классификация генетических поломок по их 
онкогенному потенциалу также является областью ин-
тереса для современных научных исследований. Модель 
КК, представленная на рисунке 1, обобщает наши пред-
ставления о драйверных, кооперирующих, пассажирских 
и фоновых мутациях, а также о причинах генетической 
нестабильности, обусловливающих клональную эволю-
цию с развитием ЗЗСК.

Клональное кроветворение и соматическая 
патология

Развитие ККНП является независимым фактором риска 
не только различных гемобластозов, но и сердечно-со-
судистых заболеваний, болезни Альцгеймера, сахарно-
го диабета 2 типа, тромбозов, аутоиммунных процессов 
и иной патологии [7]. При развитии клональной экспан-
сии ГСК нет анатомических ограничений, и клетки клона 
циркулируют в кровяном русле в большом количестве 
[21]. Таким образом, при КК возрастает риск развития 
не только ЗЗСК (чаще миелоидных и реже лимфоидных), 
но и развития различной соматической патологии [21, 37].

В ряде публикаций было убедительно продемонстри-
ровано, что ККНП ассоциировано не только с риском 
развития острых лейкозов, МДС и других гемобласто-
зов, но и с такими формами неблагоприятного течения 
сердечно-сосудистой патологии, как острое нарушение 
мозгового кровообращения и острый инфаркт миокарда 
[38–40]. В двух независимых метаанализах также было 
показано, что наличие ККНП связано с высоким риском 
развития атеросклероза и сердечно-сосудистой патоло-
гии [40, 41].

Наличие ККНП способствует ускорению процессов 
атеросклеротического поражения сосудов. Данный факт 
был подтвержден на животных моделях, схожие выво-
ды были получены в дальнейшем и для человека [41–43]. 
Мутации, характерные для ККНП, ускоряют атероскле-
ротический процесс, что отмечали даже при незначи-
тельном увеличении их аллельной нагрузки [41]. Путем 
моделирования ККНП в эксперименте на мышах было по-
казано, что атеросклеротическое поражение аорты было 
на 60% более выражено по сравнению с контрольной 
группой животных [43]. Подобное моделирование ККНП 
показало свою исключительную воспроизводимость 
и в других экспериментах на животных [43, 44]. Схожие 
результаты были получены и при моделировании ККНП, 
сопряженного с мутацией JAK2V617F. Наличие данной 
мутации у животных обусловливало увеличение эритро-
фагоцитоза в атеросклеротических бляшках, что ускоря-
ло их дестабилизацию [45]. Кроме того, данная мутация 
была ассоциирована с более высокой частотой тромбо-
образования в атеросклеротических бляшках [45, 46].

Клональное кроветворение неясного потенциала по-
вышает не только риск острых сердечно-сосудистых со-
бытий, но и усугубляет течение сердечной недостаточно-
сти (СН) [40, 45]. В исследовании S. Sano, K. Oshima et 
al. мышам проводили трансплантацию 10% Tet2–/– клеток 
КМ, и при этом была выявлена связь инактивированного 
драйверного гена с высокой частотой развития СН [43]. 
Детальный транскриптомный анализ тканей сердца про-
демонстрировал у животных повышенную экспрессию 
генов, связанных с NLRP3-инфламмасомой, а также гена 
IL1B. Использование ингибитора NLRP3 снижало частоту 
ремоделирования сердца и риск развития СН у мышей 
[44, 47, 48]. Таким образом, было продемонстрировано, 
что драйверные мутации ККНП также интенсифицируют 
провоспалительную реакцию, приводящую к развитию 
сердечно-сосудистой патологии [7, 45, 48].

Вместе с тем уже установлены новые факты, и на дан-
ный момент продолжаются исследования относительно 
роли ККНП в развитии различных вариантов течения са-
харного диабета 2-го типа [7], болезни Альцгеймера [7, 
49], аутоиммунных заболеваний [7, 50], тромбозов [7, 46] 
и другой патологии. Решающую роль при соматической 
патологии отводят сочетанию эффектов соматических 
мутаций, характерных для ККНП, с хроническим вос-
палительным процессом, длительной гиперактивацией 
иммунной системы, сопутствующей патологией и ее те-
рапией, образом жизни, а также воздействием внешних 
факторов [46].

Ионизирующее излучение как индуктор генетической 
нестабильности и клонального кроветворения

Действие ИИ приводит к нарушению процессов ре-
парации, интерфазной или митотической репродук-
тивной гибели клеток и нарастающему дефициту 
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Рисунок подготовлен авторами по данным источника [24]

Рис. 1. Модель клонального кроветворения: реализация действия пассажирских (А) и драйверных (Б) мутаций

дифференцированных клеток с формированием детер-
минированных эффектов облучения. Они заключаются 
в прямом повреждающем действии ИИ на клетки и ткани 
и проявляются только после облучения в дозе, превы-
шающей пороговую, то есть такую, при которой опреде-
ляются клинически значимые последствия, как детерми-
нированные (тканевые реакции), так и стохастические. 
Степень выраженности повреждения быстро нарастает 
по мере накопления дозы облучения [51, 52].

При воздействии малых доз ИИ развиваются стоха-
стические эффекты. Под малыми дозами в таком случае 
принято понимать следующие: разовая эквивалентная 
доза до 0,1 Зв или 10 бэр; поглощенная доза до 0,1 Гр 
или 10 рад; эффективная эквивалентная доза до 0,1 Зв/
год, что примерно соответствует экспозиционной дозе 
750 мкР/час [1, 6]. В случае такого воздействия, когда 

незначительное повреждение клеток под действием ИИ 
произошло, но было полностью устранено за счет вос-
становительных процессов, клетки сохраняют жизне-
способность, но приобретают генетические мутации. 
Вероятность нанесения такого повреждения при единич-
ном воздействии малых доз ИИ минимальна, но резко 
возрастает при увеличении эффективной эквивалент-
ной дозы и длительности воздействия. Следовательно, 
для стохастических эффектов характерно отсутствие до-
зового порога облучения и принимается, что вероятность 
их возникновения линейно пропорциональна величине 
воздействующей дозы ИИ. К стохастическим эффектам 
относят развитие ЗЗСК и солидных опухолей, а также на-
следственной патологии [4, 6, 51].

Таким образом, основной реакцией организма на хро-
ническое действие малых доз ИИ является нарушение 
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стабильности генома и регуляторных процессов. На фоне 
генетической нестабильности возможны различные ре-
акции организма на воздействие внешних факторов, 
вплоть до гибели. Увеличение количества хромосомных 
аберраций может предшествовать развитию вторичного 
иммунодефицита, преждевременного старения, неопла-
зий, в том числе ЗЗСК, а также соматической патоло-
гии. Малые дозы ИИ являются для организма фактором 
стресса, а отдаленные последствия его длительного хро-
нического воздействия заключаются в истощении ком-
пенсаторных возможностей организма [7, 52].

В настоящее время возросло число публикаций по ис-
следованию эффектов профессионального воздействия, 
в том числе малых доз ИИ, у определенного профессио-
нального контингента (работники атомной промышленно-
сти, врачи лучевой диагностики и др.). Заслуживают внима-
ния данные, опубликованные в 2022 году в исследовании 
S. Jasra et al., в котором приведен анализ воздействия 
химических веществ и твердых частиц пыли на 481 спа-
сателя, принимавшего участие в ликвидации последствий 
катастрофы во Всемирном торговом центре 11 сентября 
2001 г. Авторами было обнаружено значительное увеличе-
ние рисков развития КК у данных лиц, при этом наиболее 
часто определяли мутации в генах DNMT3A и TET2, а ча-
стота их выявления увеличивалась с возрастом в сопо-
ставлении с 255 сотрудниками из группы сравнения [53].

По данным другого крупного исследования, прове-
денного в 2019 году и основанного на результатах наблю-
дения за лицами, пережившими атомную бомбардировку, 
не имеющими диагноза ЗССК, установлено, что под воз-
действием радиоактивного излучения наблюдалось уско-
рение процессов клональной экспансии клеток крови, 
что приводило к долгосрочному повышению циркулиру-
ющих моноцитов в группе лиц старше 60 лет [54]. Также 
в 2022 году были опубликованы результаты исследова-
ния, посвященного анализу наличия мутаций генов-драй-
веров КК у астронавтов NASA. В ходе исследования были 
выявлены 34 несинонимичные мутации в 17 драйверных 
генах, с наибольшей частотой встречаемости в генах 
TP53 и DNMT3A [55].

В последнее время появляются единичные работы, 
посвященные изучению производственного влияния ИИ 
на развитие онкологической и сердечно-сосудистой па-
тологии у сотрудников атомной промышленности и вра-
чей лучевой диагностики. Так, по результатам крупного 
метаанализа было установлено, что значение поглощен-
ной дозы ИИ, при превышении которого увеличивается 
смертность от болезней системы кровообращения у дан-
ных категорий работников, составляет 0,5 Гр [56].

По результатам метаанализа (данные 15 стран) по-
казателей общей смертности и смертности от всех 

злокачественных новообразований для работников ядер-
ной индустрии, а также для работников, имеющих контакт 
с наиболее токсичными тяжелыми металлами и химиче-
скими соединениями, по показателям смертности от всех 
злокачественных новообразований не было выявлено 
их явного повышения сравнительно с популяцией [57]. 
При проведении метаанализа данных по рискам развития 
сердечно-сосудистой патологии авторами также не были 
отмечены существенные различия с показателями в по-
пуляции [58]. Однако в контексте действия малых доз ИИ 
на развитие КК у данных категорий лиц в настоящее вре-
мя в крупных работах по определению мутаций, ассоции-
рованных с КК, сведений не представлено. Большинство 
отечественных исследований ориентированы на характе-
ристики ИИ и ретроспективный анализ заболеваемости, 
а также выживаемости сотрудников, подвергающихся 
длительному воздействию малых доз ИИ. Следовательно, 
возможность определения мутаций, ассоциированных 
с КК, представляет наибольший интерес для современ-
ных исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящее время установлена связь КК с естественны-
ми процессами старения. Описано влияние ККПН на по-
вышение рисков развития гемобластозов, соматической 
патологии и увеличение общей летальности. Генетическая 
нестабильность в генах DNMT3A, TET2, ASXL1. JAK2, 
TP53, PPM1D, SF3B1, SRSF2, которые наиболее часто 
инициируют КК, в сочетании с хроническим воспалением 
и повышенной активацией иммунной системы приводят 
к развитию указанных заболеваний.

Вместе с тем на данный момент нет исчерпывающих 
данных о рисках перехода клинически не выраженного 
ККНП в заболевание. Своевременный скрининг, направ-
ленный на выявление факторов, коррелирующих с небла-
гоприятными исходами, позволит выявлять лиц с повы-
шенным риском развития патологии.

Изучение влияния радиационно-индуцированной ге-
нетической нестабильности на формирование клональ-
ной экспансии является актуальным для мониторинга 
здоровья и превентивной диагностики онкогематологи-
ческой и соматической патологии у лиц с длительным тех-
ногенным облучением в малых дозах (работники атомной 
промышленности и врачи лучевой диагностики).

Дальнейшие исследования позволят не только улуч-
шить понимание роли КК и ККНП при различной пато-
логии, но и определить возможности терапевтического 
воздействия, направленного на профилактику неблаго-
приятного течения заболевания и увеличения продолжи-
тельности жизни.
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УГРОЗЫ И РИСКИ ЗДОРОВЬЮ ПРИ ЧРЕЗВЫЧАЙНЫХ СИТУАЦИЯХ: 
МЕДИКО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ, ПРОГНОЗНО-АНАЛИТИЧЕСКИЕ И МАТЕМАТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

О.А. Мельников, С.А. Краевой, В.Н. Болехан

Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью Федерального медико-биологического агентства, 
Москва, Россия

Введение. Методология оценки угроз и рисков здоровью становится все более востребованной в решении задач государственного управления 

санитарно-эпидемиологическим благополучием населения. Развиваются новые медико-биологические, прогнозно-аналитические и математиче-

ские подходы к оценке и анализу угроз и рисков здоровью при чрезвычайных ситуациях (ЧС), в том числе в рамках мониторинга биологических 

рисков. Появляется необходимость научно обоснованного рассмотрения указанной проблематики, используя в едином комплексе знания из раз-

личных научных областей, включая медицину, биологию, управление, прогнозирование, социологию, математику (теорию вероятностей, теорию 

множеств, теорию меры и др.). Для решения этой задачи авторы в процессе исследования основывались на принципе конвергентного подхода, 

уделяя особое внимание роли эффективного управления угрозами и рисками, которое оказывает существенное влияние на качество жизни лю-

дей, попадающих под воздействие неблагоприятных факторов при ЧС.

Цель. Совершенствование технологии анализа и прогнозирования угроз и рисков здоровью человека при чрезвычайных ситуациях на основе 

конвергентного мультидисциплинарного подхода.

Материалы и методы. В качестве основы для анализа нормативно-правовых материалов использовалась созданная в ФГБУ «ЦСП» ФМБА 

России база данных «Нормативные правовые акты радиационного, химического и биологического мониторинга». Информационной платформой 

для исследовательской работы послужила информационная система Федерального информационно-аналитического центра мониторинга био-

логических рисков ФМБА России, агрегирующая данные мониторинга биологических рисков, относящихся к компетенции ФМБА России. Для на-

учного обоснования прогнозно-аналитической части исследования использовалась созданная в ФГБУ «ЦСП» ФМБА России база данных «Методы 

научного прогнозирования», содержащая систематизированную методологическую прогностическую информацию. К методам теоретического 

уровня, использованным в исследовании, относятся логические методы (анализ и синтез знаний, метод аналогий), математические методы (моде-

лирования, теории вероятностей, теории меры, графов, множеств) и метод теоретического обобщения.

Результаты. В ходе исследования обобщены и систематизированы существующие подходы к оценке угроз и рисков здоровью, возникающие 

при чрезвычайных ситуациях, рассмотрены их основные характеристики и ключевые параметры. Проанализированы фазы процесса, связанного 

с возникновением угроз и рисков здоровью, и особенности управления ими. Изложены прогнозно-аналитические и математические аспекты рас-

сматриваемой проблематики на примере алгоритма прогнозно-аналитического расчета показателей, характеризующих ресурсную возможность 

и готовность системы здравоохранения к адекватному ответу на угрозу биологического характера. Произведен расчет потребности коечного 

фонда медицинских организаций и аппаратов искусственной вентиляции легких при эпидемии, вычислены конечные значения. Констатировано, 

что рассмотрение вышеперечисленных вопросов на основе комплексного конвергентного подхода формирует предпосылки для реализации эф-

фективного управления угрозами и рисками здоровью при чрезвычайных ситуациях.

Выводы. Прогнозно-аналитические подходы базируются на передовых идеях и механизмах, включая риск-ориентированные технологии, циф-

ровую паспортизацию территорий и объектов, активное использование геоинформационных разработок, методики оценки на базе сопряжения 

расчетных и натурных данных, ситуационное моделирование при изменяющихся или задаваемых условиях, учет факторов сочетанного воздей-

ствия и т. д. Характеризуя риск через меру опасности здоровью, сочетающую вероятность реализации угроз здоровью при ЧС и последствия по-

ражающих воздействий для жизни и здоровья, авторы определяют значение риска как математическое ожидание произведения функции оценки 

ущерба (последствий) здоровью организма/населения и вероятности совокупного воздействия поражающих факторов ЧС.

Ключевые слова: угрозы и риски здоровью; чрезвычайная ситуация; управление рисками; прогнозирование угроз и рисков; вероятность угроз; 
эпидемии; аппарат ИВЛ; коечный фонд
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THREATS AND RISKS TO HEALTH IN EMERGENCY SITUATIONS: BIOMEDICAL, PREDICTIVE 
ANALYTICAL, AND MATHEMATICAL ASPECTS

Oleg A. Melnikov, Sergey A. Kraevoy, Vasily N. Bolekhan

Centre for Strategic Planning, Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia

Introduction. The methodology for assessing health threats and risks is becoming increasingly in demand in the public management of the sanitary and 

epidemiological welfare of the population. New biomedical, predictive analytical, and mathematical approaches are being developed to assess and analyze 

health threats and risks in emergencies, including within biological risk monitoring. These issues require a scientifically based comprehensive consideration 

drawing on various scientific fields, including medicine, biology, management, prediction, sociology, and mathematics (probability theory, set theory, measure 

theory, etc.). To solve this problem, the authors adopted a convergent approach, paying special attention to the role of effective threat and risk management, 

which has a significant impact on the quality of life of people exposed to adverse factors in emergency situations.

Objective. To improve the technology for analyzing and predicting threats and risks to human health in emergencies using a convergent multidisciplinary 

approach.
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Materials and methods. The authors searched electronic bibliographic databases in the Russian (eLibrary and CyberLeninka) and English (Web of Science, 

Scopus, PubMed, Google Scholar, and Cochrane Library) languages. The database “Regulatory Legal Acts on Radiation, Chemical, and Biological Monitor-

ing” created at the Centre for Strategic Planning of the Federal Medical and Biological Agency served as the basis for analyzing regulatory documents. As the 

information platform in this study, the authors used the information system of the Federal Information and Analytical Center for Monitoring Biological Risks, 

which aggregates data on the monitoring of biological risks falling within the competence of the Federal Medical and Biological Agency, The predictive and 

analytical part of the study was scientifically justified using the database “Methods of Scientific Prediction” created at the Centre for Strategic Planning, which 

contains systematized methodological prognostic information. The theoretical methods used in the study include logical methods (analysis and synthesis of 

knowledge; analogy method), mathematical methods (modeling, probability theory, measure theory, graph theory, and set theory), and the method of theoreti-

cal generalization.

Results. In the study, the existing approaches to assessing health threats and risks arising in emergency situations are summarized and systematized; their 

main characteristics and key parameters are considered. The phases of the process involving the emergence of threats and risks to health and the specifics 

of their management are analyzed. The scientific medical and biological point of view on the essence and general characteristics of health threats and risks 

is presented. The predictive analytical and mathematical aspects of the problem under consideration are outlined. An example algorithm for predictive and 

analytical calculation of indicators characterizing the resource capability and readiness of the healthcare system to adequately respond to a biological threat 

is described in detail. The required bed capacity of medical organizations is assessed, as well as the need for artificial lung ventilation devices in case of an 

epidemic; the final values are calculated. The analysis of the specified issues using a comprehensive convergent approach creates the prerequisites for effec-

tive management of health threats and risks in emergency situations.

Conclusions. Predictive and analytical approaches are based on advanced ideas and mechanisms, including risk-based technologies, digital certification of 

territories and objects, active use of geoinformation developments, assessment procedures drawing on the combination of estimated and field data, situation 

modeling under changing or specified conditions, consideration of combined impact factors, etc. Characterizing the risk through a health hazard measure 

that combines the probability of health threats occurring in an emergency and the consequences of adverse effects for life and health, the authors define the 

value of risk as the mathematical expectation of the product of a function for assessing damage (consequences) to the health of an organism/population and 

the probability of combined impact of adverse factors in an emergency.

Keywords: health threats and risks; emergency situation; risk management; prediction of threats and risks; threat probability; epidemics; ALV; bed capacity
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ВВЕДЕНИЕ

На современном этапе методология оценки угроз и ри-
сков здоровью становится все более востребованной 
в решении задач государственного управления санитар-
но-эпидемиологическим благополучием населения [4]. 
Актуальность и значимость этой проблематики объясня-
ется прежде всего тем, что здоровье населения России 
считается основной ценностью страны и одним из наи-
более важных критериев национальной безопасности. 
Такой подход обусловливает важность изучения сущно-
сти угроз и рисков здоровью человека.

При этом в рамках общей методологии развиваются 
новые медико-биологические, прогнозно-аналитические 
и математические подходы к оценке и анализу угроз 
и рисков здоровью при чрезвычайных ситуациях (ЧС) 
как в системе мониторинга биологических рисков ФМБА 
России, так и в государственной системе социально-ги-
гиенического мониторинга. Появляется необходимость 
научно обоснованного разностороннего рассмотрения 
указанной проблематики, используя в едином комплексе 
знания из различных научных областей, включая меди-
цину, биологию, управление, прогнозирование, социо-
логию, математику (в том числе теорию вероятностей, 
теорию множеств, теорию меры и др.). Для решения дан-
ной задачи авторы в процессе исследования основыва-
лись на принципе конвергентного подхода, уделяя осо-
бое внимание роли эффективного управления угрозами 
и рисками, которое оказывает существенное влияние 

на качество жизни людей, попадающих под воздействие 
неблагоприятных факторов при ЧС.

Цель работы — совершенствование технологии ана-
лиза и прогнозирования угроз и рисков здоровью чело-
века при чрезвычайных ситуациях на основе конвергент-
ного мультидисциплинарного подхода.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве основы для анализа нормативно-правовых 
материалов использовалась созданная в ФГБУ «ЦСП» 
ФМБА России база данных «Нормативные правовые акты 
радиационного, химического и биологического монито-
ринга» [7]. Информационной платформой для исследо-
вательской работы послужила информационная система 
Федерального информационно-аналитического центра 
мониторинга биологических рисков ФМБА России, агре-
гирующая данные мониторинга биологических рисков, 
относящихся к компетенции ФМБА России. Для научного 
обоснования прогнозно-аналитической части исследо-
вания использовалась созданная в ФГБУ «ЦСП» ФМБА 
России база данных «Методы научного прогнозирова-
ния», содержащая систематизированную методологиче-
скую прогностическую информацию [8].

К методам теоретического уровня, использованным 
в исследовании, относятся логические методы (анализ 
и синтез знаний, метод аналогий), математические мето-
ды (моделирования, теории вероятностей, теории меры, 
графов, множеств) и метод теоретического обобщения.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ АНАЛИЗ

Первоисточник и эволюция понятия риска здоровью

Первоисточником понятия риска считается средневеко-
вый труд «Салернский кодекс здоровья» врача-алхимика 
Арнольда де Вилла Нова (Arnoldus de Villa Nova, жившего 
в период с 1235 по 1311 г.) из Салернской врачебной шко-
лы близ Неаполя, претендующей на звание самого ранне-
го высшего научного медицинского учреждения в Европе. 
В своей работе ученый представил данные о различных 
обстоятельствах, приводящих к возникновению заболе-
ваний, рассуждая в том числе о сочетанном действии не-
скольких обстоятельств, закладывая тем самым основы 
системного подхода к возникновению болезней [17].

В дальнейшем понимание сущности и оценки факто-
ров риска здоровью претерпевали неоднократные эво-
люционные изменения, опираясь на различные зарубеж-
ные (США, Европа) и российские подходы (периода конца 
ХХ  —  начала ХХI веков). Долгое время в практических 
исследованиях использовалась оценки атрибутивного 
риска, отвечающего на вопрос: «Какая часть текущего 
бремени болезней обусловлена накопленным эффектом 
всей предыдущей экспозиции?» [1].

В настоящее время актуальными становятся вопро-
сы, касающиеся вероятности и тяжести медико-биологи-
ческих последствий, наступающих после формирования 
и воздействия физических, химических и биологических 
факторов.

В статье рассмотрены физические, химические 
и биологические угрозы и риски здоровью граждан 
при чрезвычайных ситуациях природного или техноген-
ного характера. Понятие чрезвычайной ситуации опре-
делено в ГОСТ Р 22.0.02-2016 как обстановка на опреде-
ленной территории, сложившаяся в результате аварии, 
опасного природного явления, катастрофы, стихийного 
или иного бедствия, которые могут повлечь или повлек-
ли за собой человеческие жертвы, ущерб здоровью лю-
дей или окружающей среде, значительные материальные 
потери и нарушение условий жизнедеятельности людей. 
Риск ЧС формулируется как мера опасности чрезвычай-
ной ситуации, сочетающая вероятность возникновения 
чрезвычайной ситуации и ее последствия [3].

Дефиниции угроз и рисков: анализ современного 
законодательства Российской Федерации

Авторами был проведен анализ современного законо-
дательства Российской Федерации, включая основные 
нормативные правовые акты и стандарты, определяю-
щие понятия угроз и рисков. Среди общего перечня были 
выделены следующие документы: Закон РФ от 05.03.1992 
№ 2446-1 «О безопасности»; Федеральный закон (ФЗ) 
от 30.12.2020 № 492-ФЗ «О биологической безопас-
ности в Российской Федерации»; Указ Президента 
Российской Федерации от 11.03.2019 № 97 «Об Основах 
государственной политики РФ в области обеспечения 
химической и биологической безопасности на период 
до 2025 года и дальнейшую перспективу»; «Руководство 
по оценке риска здоровью населения при воздействии 
химических веществ, загрязняющих окружающую сре-
ду» (Р 2.1.10.1920-04); ФЗ от 27.12.2002 № 184-ФЗ «О тех-
ническом регулировании»; «Руководство по оценке риска 
здоровью населения при воздействии химических ве-
ществ, загрязняющих среду обитания» (Р 2.1.10.3968-23);  

ФЗ от 10.01.2002 № 7-ФЗ «Об охране окружающей сре-
ды»; ГОСТ Р 22.0.02-2016; ГОСТ Р 70620-2022; ГОСТ ISO 
12100-2013 и т.д.

Результаты правового исследования показали, что по-
нятийный аппарат, относящийся к категориям «угроз и ри-
сков», в законодательстве РФ:

1)  находится в едином информационном простран-
стве;

2)  имеет одинаково выстроенные логические смысло-
вые (сущностные) взаимосвязи между указанными поня-
тиями, формирующими риски последствий в зависимо-
сти от видов и характера угроз;

3)  не имеет противоречий;
4)  логично различается в зависимости от областей 

применения.
Приведем некоторые определения. В целом «угроза 

безопасности» сформулирована в Законе РФ «О безопас-
ности» как совокупность условий и факторов, создающих 
опасность жизненно важным интересам личности, обще-
ства и государства [5].

В федеральном законе «О биологической безопасно-
сти» биологическая угроза (опасность) — наличие потен-
циально опасных биологических объектов, а также нали-
чие внутренних (находящихся на территории Российской 
Федерации) и внешних (находящихся за пределами тер-
ритории РФ) опасных биологических факторов, способ-
ных привести к возникновению и (или) распространению 
заболеваний с развитием эпидемий, эпизоотий, эпифи-
тотий, массовых отравлений, превышению допустимо-
го уровня биологического риска. Биологический риск 
определен как вероятность причинения вреда (с учетом 
его тяжести) здоровью человека, животным, растени-
ям и (или) окружающей среде в результате воздействия 
опасных биологических факторов [16].

В руководстве Р 2.1.10.3968-23 опасность — совокуп-
ность свойств факторов среды обитания человека (или 
конкретной ситуации), определяющих способность вызы-
вать неблагоприятные для здоровья эффекты при опре-
деленных условиях воздействия. В то же время риск рас-
сматривается как характеристика опасности, зависящей 
от уровня экспозиции химического фактора и специфики 
фактического или потенциального его воздействия в кон-
кретных условиях. Риск — вероятность причинения вре-
да жизни и здоровью граждан, имуществу физических 
и юридических лиц, государственному или муниципаль-
ному имуществу, среде обитания, жизни или здоровью 
животных и растений с учетом тяжести этого вреда. Риск 
для здоровья  —  вероятность нанесения вреда жизни 
и здоровью человека либо угрозы жизни или здоровью 
будущих поколений, в том числе с учетом тяжести это-
го вреда, обусловленная воздействием факторов среды 
обитания [14]. Другими словами, риск здоровью опреде-
ляется как сочетание (произведение) вероятности нане-
сения ущерба и тяжести этого ущерба [9].

При этом в Руководстве Р 2.1.10.1920-04 уточняется, 
что риск, в отличие от опасности, является результатом 
фактического или потенциального воздействия химиче-
ского соединения и зависит от экспозиции и специфики 
конкретных условий воздействия [13].

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ): 
опасности и риски здоровью

В практическом руководстве ВОЗ по биологической 
безопасности в лабораторных условиях опасный фактор 
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определен как объект или ситуация, которые могут вы-
звать негативные последствия при воздействии на орга-
низм, систему или группу (подгруппу) населения. Понятие 
риск определяется как сочетание вероятности возник-
новения инцидента и серьезности вреда (последствий), 
если этот инцидент возникнет. При этом подчеркивается, 
что опасный фактор не становится «риском» до тех пор, 
пока не будут учтены вероятность и последствия этого 
опасного фактора, вызывающего вред [19].

В четвертом издании руководства ВОЗ представле-
ны результаты исследований того, как вероятность и по-
следствия опасности влияют на риск здоровья [11]. Так, 
например, вероятность воздействия сигаретного дыма, 
представляющего собой распространенную опасность, 
зависит от ситуации. Воздействие будет наибольшим 
для курящего человека, умеренным  —  для пассивных 
курильщиков и наименьшим  —  для человека, исполь-
зующего средства защиты органов дыхания или нахо-
дящегося в зонах, свободных от курения. Последствия 
воздействия сигаретного дыма могут быть различными: 
от легкой тошноты и раздражения дыхательных путей 
до различных сердечных и легочных заболеваний, рака 
и даже смерти в зависимости от токсичности сигареты, 
частоты и продолжительности воздействия и других фак-
торов, связанных с чувствительностью человека.

Фазы угроз и рисков здоровью при ЧС

Логика проведения исследования обусловила необходи-
мость выделения трех основных фаз процесса, связан-
ного с возникновением угроз и рисков здоровью и управ-
ления ими; соответствующие данные представлены 
на рисунке 1.

Фаза формирования угроз и потенциальных рисков (I) 
включает в себя следующие компоненты:

1)  формирование и развитие ЧС (как источника угроз);
2)  генерирование поражающих факторов физическо-

го (в том числе радиационного), химического и биологиче-
ского характера и их проявлений;

3)  наличие обстоятельств и создание условий, 
при которых возможен контакт химического, физическо-
го или биологического опасного агента с организмом че-
ловека.

Фаза реализации угроз и формирования реальных 
рисков (II) характеризуется поражающим воздействи-
ем физических, химических и биологических факто-
ров на организм. Понятийный аппарат фазы (например, 

при химическим воздействии) включает «экспозицию, 
дозу/концентрацию, эффект».

Фаза управления реальными рисками и ликвидации 
последствий ЧС (III) предусматривает медико-санитарную 
помощь по предотвращению и ликвидации ущерба здо-
ровью. Так, например, при воздействии химических ве-
ществ на организм понятийный аппарат фазы включает 
в себя «ответ, заболевание и исход».

Медико-биологический взгляд на физические, 
химические и биологические угрозы и риски при ЧС

В зависимости от вида ЧС фазы могут иметь четкие гра-
ницы либо размытые очертания, поскольку сформиро-
ванное поражающее воздействие может носить кратко-
временный (иногда мгновенный) или затяжной временной 
характер. Краткосрочное воздействие происходит, на-
пример, при попадании в стоящую под деревом группу 
лиц грозовой молнии (грозовых разрядов природного 
происхождения). При этом поражающие факторы могут 
проявляться в различных формах: электромагнитного 
импульса, светового излучения, высокотемпературного 
эффекта, ударной волны. Воздействие может осущест-
вляться на все системы организма: опорно-двигательную, 
дыхательную, сердечно-сосудистую, мочеполовую, эндо-
кринную, нервную, систему органов чувств (сенсорную), 
зрительную и т.п. Это способно вызвать потерю зрения, 
судороги, паралич, инсульт, инфаркт, а иногда стать при-
чиной хронических головных болей и проблем с памятью.

Принято считать, что прогнозирование природных ЧС 
вызывает сложности. Однако можно прогнозировать по-
явление поражающих факторов и принимать предупреж-
дающие меры по защите от их воздействия, тем самым 
снижая вероятность реализации угроз и рисков, а также 
уровень их воздействия на здоровье, то есть управлять 
угрозами и рисками здоровью.

Так, например, характерными для Якутии природны-
ми ЧС являются весенне-летние половодья. Паводок из-
меняет структуру и функциональные связи природных 
очагов и обусловливает широкое распространение воз-
будителей бактериальных, вирусных и риккетсиозных 
инфекций, значительно усиливает интенсивность контак-
тов населения с природно-очаговыми территориальными 
комплексами. В период паводковой ситуации повышает-
ся риск возникновения инфекционных заболеваний (ви-
русного гепатита А, дизентерии, брюшного тифа). В зонах 
затопления имеют место нарушения водообеспечения, 

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 1. Фазы угроз и рисков при ЧС
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возрастает опасность загрязнения рек нечистотами 
от скотомогильников и выгребных ям, пестицидами и не-
фтепродуктами со складов и др. В результате повыша-
ется вероятность возникновения эпизоотий и возрастает 
риск заражения человека инфекционными и паразитар-
ными болезнями (лептоспирозом, туляремией, гемор-
рагической лихорадкой с почечным синдромом, иерси-
ниозами, псевдотуберкулезом, токсоплазмозом и др.). 
Увеличивается нагрузка на инфекционные стационары. 
В связи со скученностью проживания пострадавших ак-
тивизируется воздушно-капельный путь передачи возбу-
дителей ОРВИ и т. д.

Якутскими специалистами был проведен анализ фак-
торов, влияющих на максимальные уровни воды во вре-
мя весеннего половодья, взаимодействие которых часто 
ведет к возникновению катастрофических наводнений. 
Для принятия эффективных решений с целью минимиза-
ции рисков было предложено математическое решение 
с использованием байесовских сетей. В частности, с по-
мощью сети Байеса анализировали вероятность появле-
ния определенных состояний при различных сочетаниях 
выделенных факторов и объемов инвестиций в виде про-
филактических мероприятий [15].

Все ЧС, в результате которых происходит химическое 
загрязнение окружающей среды, сопряжены с длитель-
ным характером воздействия: например, горение про-
мышленных отходов на полигоне, сопровождающееся 
выбросами в атмосферу и распространением токсич-
ных для здоровья продуктов горения в направлении се-
литебной зоны. Предотвращение угрозы может лежать 
в границах упреждающих мер: от ликвидации свалки 
до эвакуации населения из зоны прогнозируемого рас-
пространения. По мнению экспертов, несмотря на разра-
ботанную в РФ обширную нормативную базу по допусти-
мому содержанию химических веществ в атмосферном 
воздухе (1300 предельно допустимых концентраций (ПДК) 
и 450 ориентировочных безопасных уровней веществ 
(ОБУВ)), при обследовании источников выбросов в ат-
мосферу загрязняющих веществ подавляющая их часть 
на данный момент не имеет разработанных и законода-
тельно утвержденных гигиенических регламентов [12]. 
Это осложняет заблаговременное и оперативное пла-
нирование и управление медико-санитарными мерами 
по ликвидации последствий; иными словами — планиро-
вание и управление рисками.

В последние годы наблюдается рост числа заболева-
ний, связанных с новыми патогенными вирусами, с утяже-
лением течения вызванных ими болезней и вовлечением 
новых регионов, ранее «незнакомых» с этими заболева-
ниями. Опыт показал, что инфекционные заболевания, 
вызываемые новыми штаммами вирусов, которые имели 
высокую вирулентность и способность к многочисленным 
мутациям, на первых этапах сопровождались довольно 
тяжелым течением с высоким уровнем летальности к об-
щему числу зараженных, а также трудно поддавались 
лечению с применением химиопрепаратов [2]. При этом 
около 20% заболевших нуждались в искусственной вен-
тиляции легких. В этот период планирование и управле-
ние рисками объективно находились на недостаточном 
уровне, что сказывалось на эпидемиологии заболевае-
мости [10]. По мнению авторов, отсутствие иммунизации 
врачей и среднего медицинского персонала негативно 
сказывалось на ситуации, так как резкое сокращение ко-
личества действующих квалифицированных сотрудников 
увеличивало риск тяжелого течения и исхода болезней 

у пациентов. Наиболее востребованными способами 
предотвращения угроз, вызванных эпидемиями и панде-
миями, являются научно обоснованные санитарно-проти-
воэпидемические (профилактические) мероприятия: про-
филактическая вакцинация, экстренная профилактика, 
дезинфекционные и режимно-ограничительные меры.

Научно-практическая оценка угроз и рисков 
здоровью и их основные характеристики

Оценка риска здоровью является одним из компонентов 
анализа риска, который включает в себя оценку риска, 
управление риском и информирование о риске. С точки 
зрения науки оценка риска — это последовательное си-
стемное рассмотрение всех аспектов воздействия ана-
лизируемого фактора на здоровье человека, включая 
обоснование допустимых уровней воздействия. В науч-
но-практическом приложении обоснование задачи оцен-
ки риска состоит:

1) в получении и обобщении информации о возмож-
ном влиянии факторов среды обитания человека на со-
стояние его здоровья;

2) в гигиеническом обосновании оптимального управ-
ленческого решения по устранению и снижению уровней 
риска;

3) в оптимизации контроля уровней экспозиции и ри-
сков [14].

Исходя из вышеизложенного, угроза здоровью 
при ЧС определяется как совокупность явлений, про-
цессов и факторов, способствующих (в условиях воз-
никновения и развития ЧС природного или техногенно-
го характера) формированию поражающих воздействий 
на организм физических, химических, биологических 
факторов, способных нанести ущерб здоровью населе-
ния. При этом риск здоровью при ЧС характеризуется 
также как мера опасности здоровью, сочетающая как ве-
роятность реализации угроз здоровью при ЧС, так и по-
следствия поражающих воздействий для жизни и здоро-
вья человека и его будущих поколений.

Прогнозно-аналитические аспекты

Основой информационно-аналитического обеспечения 
процессов разработки и реализации управленческих 
решений служит мониторинг физических, химических 
и биологических рисков, социально-гигиенический мони-
торинг.

Этапами и компонентами аналитического и практи-
ческого мониторинга являются: сбор информации, вы-
явление угроз и рисков, их идентификация, верификация 
и анализ, ситуационное моделирование, прогнозирова-
ние развития ситуации в текущий период и на перспек-
тиву, разработка соответствующих решений. Результаты 
анализа и прогнозирования служат надежной основой 
для выработки медицинских, санитарно-эпидемиологи-
ческих, гигиенических, социально-экономических и ор-
ганизационно-технических мер для эффективного управ-
ления, нацеленного на устранение и локализацию угроз 
и рисков ЧС.

В современной теории и практике прогнозирования 
существует значительное число различных методов [8], 
а также подходов к их применению. Эти подходы не огра-
ничиваются использованием одного-единственного ме-
тода. Широко применяется комбинированное использо-
вание различных методов прогнозирования: например 
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метода информационного и компьютерного моделирова-
ния в сочетании с вероятностно-статистическими мето-
дами и т.п. Комбинированный подход в прогнозировании 
следует считать наиболее перспективным. Для повыше-
ния достоверности и точности прогнозов используется 
схема сравнения результатов различных методов прогно-
зирования, подтверждающих и дополняющих друг друга 
или демонстрирующих какие-либо расхождения в полу-
ченных прогнозных оценках для их корректировки.

Сегодня прогнозно-аналитические подходы базиру-
ются на передовых идеях и механизмах, включая риск-
ориентированные технологии, цифровую паспортизацию 
территорий и объектов, активное использование гео-
информационных разработок, методики оценки на базе 
сопряжения расчетных и натурных данных, ситуационное 
моделирование при изменяющихся или задаваемых усло-
виях, учет факторов сочетанного воздействия и т.д. [20].

Математические аспекты оценки и прогнозирования 
угроз и рисков здоровью при ЧС

Характеризуя риск через меру опасности здоровью, со-
четающую вероятность реализации угроз здоровью 
при ЧС и последствия поражающих воздействий для жиз-
ни и здоровья, значение риска можно определить как ма-
тематическое ожидание произведения функции оценки 
ущерба (последствий) здоровью организма/населения 
и вероятности совокупного воздействия поражающих 
факторов ЧС (рис. 1).

	 R(x) = ∫ F(x) × P(x) dx, 	 (1)
где R — риск;
X — поражающее воздействие;
R(x) — интегральная мера риска;
F(x)  —  функция оценки ущерба (последствий) здоровью 
при воздействии поражающего фактора;
P(x)  —  вероятность формирования поражающего воз-
действия при ЧС.

Если для определения меры используется вероят-
ностный подход и, соответственно, вероятностная функ-
ция, то в методике расчета следует применять законы те-
ории вероятностей и математической статистики. В этом 
случае функция F(x) имеет вероятностный характер. 
Результирующая интегральная функция R(x) также яв-
ляется вероятностной, и ее значения R(x) всегда меньше 
или равны единице.

Обозначим угрозу как У, а вероятность угрозы 
(точнее, вероятность формирования поражающе-
го воздействия)  —  P(У ). Риск последствий здоровью 
обозначим как РП. Тогда вероятность риска послед-
ствий — Р(РП) — выразится через формулу произведе-
ния:

	 Р(РП) = Р(У ) × Р(П/У ),	 (2)

где Р(П/У ) — условная вероятность наступления послед-
ствий (при условии совершившегося вероятностного со-
бытия — воздействия поражающего фактора).

Из формулы (2) видно, что чем ниже вероятность угро-
зы, тем меньше риск. При отсутствии угрозы риск равен 
нулю. Аналогично: чем меньше условная вероятность на-
ступления последствий при поражающем воздействии, 
тем меньше сам риск последствий. При отсутствии по-
следствий риск равен нулю.

Дополнительная вероятность заболевания, ассо-
циированного с сочетанным действием климатических 
и химических факторов, рассчитывается на основе моде-
лирования причинно-следственных связей с использова-
нием множественного регрессионного анализа. При по-
строении математических моделей используются данные 
о заболеваемости в разрезе классов болезней или но-
зологических форм, на которые оказывают совместное 
влияние и климатический фактор, и химические веще-
ства, которые, в свою очередь, подвержены влиянию кли-
матических факторов [9, 18].

В гигиенических подходах и расчетах различают апри-
орный (прогностический) риск, базирующийся на дозо-
эффективных гигиенически-нормируемых воздействиях, 
и апостериорный (реальный) риск, опирающийся на ста-
тистическую оценку фактически свершившихся событий.

Пример алгоритма прогнозно-аналитического 
расчета показателей, характеризующих ресурсную 
возможность системы здравоохранения 
к адекватному ответу на угрозу биологического 
характера

Рассмотрим конкретный пример и рассчитаем конеч-
ные значения. Условия задачи: В городе Z с населением 
10 тыс. человек за период (Т) от инфекционного забо-
левания «Х» в ходе эпидемии заболело 1000 чел. —  (М), 
госпитализировано 200 чел. — (А), из-за тяжелого состо-
яния на ИВЛ переведено 20 чел.  —  (Е). При этом в тот 
же период Т от традиционно характерных для данного 
города и времени года заболеваний (далее  —  «традиц. 
забол.») зафиксировано 100 больных (N), госпитализиро-
вано — 10 (С), ИВЛ потребовался для 2 заболевших (F). 
Необходимо произвести прогнозный расчет резерва го-
спитальных мест и аппаратов ИВЛ для города R с населе-
нием 12 тыс. человек в условиях предстоящей эпидемии 
«Х» за аналогичный период (Т), если известно, что соци-
ально-экономические и санитарно-гигиенические харак-
теристики в городах схожи. Все события, связанные с за-
болеванием разными болезнями, несовместны.

Для решения поставленной задачи воспользуемся 
методом построения прогнозного графа — дерева эле-
ментарных событий группы логических и класса форма-
лизованных методов прогнозирования [6]. Первоначально 
проведем расчет апостериорных оценок для города Z 
с помощью графа, в котором элементарные события изо-
бражаются вершинами цепочек, идущими от начальной 
вершины Z к конечным вершинам; соответствующие дан-
ные представлены на рисунке 2.

Вероятность распространения заболевания 
в городе Z при эпидемии вычисляется по формуле: 
P

ZM 
= M/Z = 1000/10 000 = 0,1. По аналогии: вероятность 

заболевания традиционной нозологией равна P
ZN 

= 0,01; 
вероятность госпитализации при эпидемии P

MA 
= 0,2; ве-

роятность госпитализации при традиционных болезнях 
P

NC 
= 0,1; вероятность применения аппарата ИВЛ в медор-

ганизации при эпидемии P
AE 

= 0,1; вероятность использо-
вания ИВЛ при традиционных заболеваниях P

CF 
= 0,2.

Преобразуем дерево событий в вероятностный граф, 
где ребрами дерева являются вероятности совершения 
событий цепочки (рис. 3).

Чтобы найти вероятность элементарного события, 
то есть цепочки, необходимо перемножить условные 
вероятности вдоль этой цепочки. Так, вероятность го-
спитализации от инфекционного заболевания «Х» равна 
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P
ZMA 

= P
ZM 

× P
MA 

= 0,1 × 0,2 = 0,02, где P
ZM 

—
 
вероятность 

заболевания от эпидемии, P
MA

  —  условная вероятность 
госпитализации при условии заболевания болезнью «Х».

При этом вероятность госпитализации по городу Z 
равна суммарной вероятности элементарных событий 
P

госп 
= P

ZMA 
+ P

ZNC
 = P

ZM 
× P

MA 
+ P

ZN 
× P

NC
 = 0,021. По ана-

логии вероятность применения ИВЛ по городу Z равна 
P

ивл
 = P

ZMAE 
+ P

ZNCF
 = 0,0022.

Прогнозный априорный расчет резерва госпитальных 
мест и аппаратов ИВЛ для города R с населением 12 тыс. 
человек в условиях предстоящей эпидемии «Х» за период 
Т производится по следующим формулам:
•	 коечный резерв госпитализируемых: R × P

госп
 = 12000 × 

0,021 = 252.
•	 резерв аппаратов ИВЛ: R × P

ивл
 = 12 000 × 0,0022 = 26,4; 

то есть не менее 27 аппаратов.
Еще одним методом прогнозирования, приемлемым 

для расчета в условиях эпидемии, является моделирова-
ние с использованием компартментных моделей (в част-
ности, SIR-моделей), описывающих распространение за-
болевания и делящих население на группы, называемые 
компартментами. Модели SIR (Susceptible  —  Infected  — 

Recovered) основаны на системе дифференциальных 
уравнений, которые выражают динамику между различ-
ными эпидемиологическими состояниями населения, где 
выздоровление обеспечивает относительно длительную 
резистентность.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В заключение необходимо констатировать, что рас-
смотрение изложенных вопросов на основе комплекс-
ного подхода формирует благоприятные предпосылки 
для выработки решений по эффективному управлению 
угрозами и рисками здоровью при чрезвычайных си-
туациях. В процессе исследования авторы опирались 
на знания из различных научных областей, основы-
ваясь при этом на принципе конвергентного подхода. 
Реализация этого принципа позволит создать условия 
для выработки мер по снижению и ликвидации угроз 
и рисков здоровью для обеспечения санитарно-эпиде-
миологического благополучия населения России и ее 
будущих поколений.
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Рис. 3. Граф дерева вероятностей
Примечание: прерывистая линия  —  пути перехода к альтернативным 
и/или незначимым для рассмотрения событиям.
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СУБСТАНЦИЯ Р И СТРЕСС АССОЦИИРОВАНЫ С РАЗВИТИЕМ ХРОНИЧЕСКОЙ КРАПИВНИЦЫ

Н.В. Микрюкова1, Н.М. Калинина1,2
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Введение. Аллергические заболевания являются актуальной проблемой практического здравоохранения и в последнее десятилетие привлекают 

все более пристальное внимание врачей различных специальностей. Ведущим звеном в патогенезе стресс-индуцированной крапивницы является 

нейрогенное иммунное воспаление, сопровождающееся повышением уровня нейропептида субстанции Р (SP).

Цель. Анализ взаимосвязи между стрессорным фактором и уровнем субстанции Р с последующим обоснованием показателя в качестве био-

маркера для оценки клинического течения и прогноза заболевания у пациентов с хронической крапивницей.

Материалы и методы. Исследование проведено с участием 165 взрослых в возрасте от 18 до 68 лет. В основную группу были включены 97 па-

циентов с подтвержденным диагнозом хронической крапивницы (ХК), проходивших лечение в клинике в период с 2018 по 2023 г. Группу сравнения 

составили 68 практически здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту с исследуемой группой пациентов. Уровень субстанции Р в сыворотке 

крови определяли методом иммуноферментного анализа (Infinite F50 Tecan, Австрия) с использованием тест-системы CEA393Hu. Статистическую 

обработку результатов осуществляли с использованием программного комплекса STATA 18 (StataCorp LLC).

Результаты. Отмечалось повышение продукции субстанции P у пациентов с ХК 220,62 пг/мл по отношению к группе сравнения — 96,57 пг/мл, 

p < 0,001. При анализе логистической регрессии выявлена ассоциация между стрессом, уровнем субстанции Р у пациентов с ХК и установлено, 

что при увеличении концентрации субстанции Р на 1 пг/мл шанс возникновения ХК увеличивался в 1,02 раза, при наличии стрессовой ситуации 

в качестве триггера риск развития ХК повышался в 3 раза.

Выводы. С помощью построения мультивариантной модели логистической регрессии получены положительные значения параметров модели 

(с уровнем значимости p ≤ 0,01), указывающие на то, что именно воздействие стресс-фактора и повышение концентрации субстанции Р в кро-

ви ассоциировано с увеличением шанса возникновения хронической крапивницы. На основании полученных данных концентрация субстанции 

Р в крови пациентов с ХК может рассматриваться в качестве потенциального диагностического биомаркера, который можно рекомендовать 

для расширения панели скрининговых тестов, уточняющих патогенез возникновения заболевания, что позволит улучшить дифференциальную 

диагностику нозологии и обеспечить раннее выявление пациентов со стресс-индуцированной крапивницей.
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SUBSTANCE P AND STRESS ARE ASSOCIATED WITH THE DEVELOPMENT OF CHRONIC URTICARIA 

Natalya V. Mikryukova1, Natalia M. Kalinina1,2

1 Nikiforov Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russia
2 First Pavlov State Medical University of St. Petersburg, St. Petersburg, Russia

Introduction. Allergic diseases are a pressing challenge in practical healthcare, attracting increased attention of various medical specialists. The pathogen-

esis of stress-induced urticaria is driven by neurogenic immune inflammation, accompanied by an increase in the level of neuropeptide substance P (SP).

Objective. Assessment of the relationship between stress factors and substance P levels with the purpose of justifying the use of SP as a biomarker for as-

sessing the clinical course and prognosis of the disease in patients with chronic urticaria.

Materials and methods. The study was involved 165 adults aged 18–68 years. The main group included 97 patients with the confirmed diagnosis of 

chronic urticaria (CU) who were treated in a hospital setting in the period from 2018 to 2023. The comparison group included 68 practically healthy indi-

viduals, comparable in gender and age with the study group of patients. The level of substance P in the blood serum was estimated by immunoenzymatic 

techniques (Infinite F50 Tecan, Austria), using a CEA393Hu test system. Statistical processing of the results was performed using the STATA 18 software 

package (StataCorp LLC).

Results. An increase in the production of substance P to 220.62 pg/mL in CU patients, compared to 96.57 pg/mL in the reference group (p < 0.001), was 

observed. The logistic regression revealed an association between stress and substance P levels in CU patients. Thus, an increase in the concentration of 

substance P by 1 pg/mL led to a 1.02-fold increase in the CU risk. The CU risk increased by 3 times in the presence of a stress situation as a trigger.

Conclusions. The constructed multivariant logistic regression model produced positive values of the model parameters (p ≤ 0.01). This indicates the correla-

tion between the increased blood levels of substance P under the impact of stress factors and the risk of chronic urticaria development. The data obtained 

suggests that the concentration of substance P in the blood of CU patients can be considered as a potential diagnostic biomarker. This biomarker can be 

recommended for extending panel screening tests to clarify the pathogenesis of the disease, thus improving the differential diagnosis of the disease and 

facilitating early detection of patients with stress-induced urticaria.
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ВВЕДЕНИЕ

Аллергические заболевания являются актуальной про-
блемой практического здравоохранения и в последнее 
десятилетие привлекают все более пристальное вни-
мание врачей различных специальностей. В настоящее 
время именно взаимосвязь иммунологического и ней-
рогенного звеньев рассматривается в качестве ведуще-
го механизма в формировании воспалительной реакции 
при аллергических заболеваниях.

В современной аллергологии крапивница представ-
ляет серьезную проблему, занимая по частоте встречае-
мости третье место после аллергического ринита и брон-
хиальной астмы [1].

Стресс — собирательный термин, обозначающий ряд 
физиологических реакций организма в ответ на воздей-
ствие неблагоприятных факторов внешней среды [2], ох-
ватывающий три взаимосвязанных понятия: стимулы (как 
внутренние, так и внешние), которые вызывают стресс; 
физиологические и поведенческие реакции, активиру-
емые в ответ на эти стимулы; и патологические послед-
ствия чрезмерной стимуляции. Психогенные воздействия 
выступают в качестве звена в череде последовательных 
иммунологических событий и приводят к обострению за-
болевания, находясь в тесной связи с основными факто-
рами патогенеза [3].

В настоящее время иммунологи придерживаются кон-
цепции нейрогенного воспаления как основного звена 
в формировании/обострении хронической крапивницы 
(ХК), которое обусловлено чрезмерным высвобождением 
гипоталамических нейропептидов, сопряженных с ней-
ропептидами кожи, продуцирующихся в кератиноцитах, 
эндотелиальных клетках и др. Большинство исследовате-
лей не исключают того, что именно психические факторы 
могут потенцировать течение аллергических заболеваний. 
Некоторыми авторами подчеркивается также факт обо-
стрения течения крапивницы на фоне напряжения психо-
эмоциональной сферы под влиянием отрицательных эмо-
ций [4]. При этом активация корковых областей вследствие 
стресса приводит к изменению производства SP надпо-
чечниками и нисходящими вегетативными волокнами [5].

Исследования последних лет подтверждают значи-
мость стресса в развитии ХК [6, 7]; были изучены тревож-
ность и беспокойство, а также выявлена высокая частота 
посттравматического стрессового расстройства среди 
пациентов с данной нозологией [8, 9]. У значительной ча-
сти пациентов с хронической крапивницей (ХК) в анам-
незе наблюдали стрессовые ситуации задолго до появ-
ления симптомов и признаков данного заболевания [10]. 
Психогенные воздействия приводят к стимуляции оси 

«гипоталамус  —  гипофиз», сопряженной с активацией 
центров вегетативной нервной системы и высвобожде-
нием нейротрансмиттеров (нейропептидов и гормонов), 
воздействующих на эффекторные системы организма 
(иммунную, сердечно-сосудистую, а также на кожные по-
кровы) [5, 11]. Хронические стрессорные факторы приво-
дят к увеличению плотности кожных нервных волокон, 
повышению продукции тучных клеток, фактора роста не-
рвов (NGF) и отдельных нейропептидов [12].

F. Wang, T.B. Yang, B.S. Kim в экспериментах на живот-
ных продемонстрировали активацию тучных клеток (ТК) 
как мозга, так и кожи в условиях воздействия стрессовых 
факторов [13].

Тучные клетки экспрессируют множество рецепторов, 
которые позволяют распознавать и реагировать на широ-
кий спектр инфекционных патогенов и эндогенных моле-
кул, вырабатываемых поврежденными тканями. Так, на ТК 
экспрессируется высокоаффинный рецептор иммуногло-
булина E (FcεRI) и рецептор тирозинкиназы (KIT), игра-
ющие важную роль в развитии аллергических реакций 
и в иммунном ответе при глистной инвазии [14]. Вместе 
с тем тучные клетки экспрессируют микробные рецепто-
ры распознавания образов: Toll-подобный рецептор (TLR) 
и NOD-подобный рецептор [14]. Аларминовые рецепторы 
семейства интерлейкинов, например для IL-33 и рецептор 
для тимического стромального лимфопоэтина (TSLP), по-
средством которого ТК участвует в иммунном воспале-
нии Th2-типа [15]. Mas-связанный с G-белком рецептор X2 
(MRGPRX2) распознает нейропептиды, антимикробные 
пептиды и пептиды яда насекомых. Кроме того, эти ре-
цепторы присутствуют и на других эффекторных клетках 
иммунной системы — базофилах и эозинофилах [16].

Мембранный белок группы адгезивных рецепторов, 
сопряженных с G-белком (adhesion G protein-coupled 
receptor E2, ADGRE2), является механическим сенсором 
в тучных клетках. Он вызывает дегрануляцию в ответ 
на воздействие вибрации у людей, страдающих от вибра-
ционной крапивницы, и может сигнализировать о про-
никновении и миграции гельминтов через кожу [17]. Таким 
образом, тучные клетки играют важную роль в защите 
человека от гельминтов, бактерий, ядов животных и на-
секомых. Высвобождение кортикотропин-рилизинг-фак-
тора из эозинофилов и сенсорных нейронов (при стрессе) 
приводит к дегрануляции ТК через рецепторы кортико-
тропин-рилизинг-гормона [12].

Часто встречается крапивница, причиной развития/
обострения которой выступает стрессовый фактор, 
при этом ведущим звеном патогенеза является нейроген-
ное иммунное воспаление, сопровождающееся повыше-
нием уровня нейропептида субстанции Р (SP) [12].
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Субстанция Р — нейропептид периферических окон-
чаний чувствительных С-волокон кожи, который облада-
ет широким спектром прямых и непрямых биологических 
эффектов, приводящих к таким патофизиологическим 
реакциям, как отек, вазодилатация и зуд [17].

Субстанция Р экспрессируется в центральной 
и периферической нервной системе, иммунных клетках 
и является нейропептидом, биологическая активность 
которого проявляется через два рецептора на клеточ-
ной мембране: нейрокининовый рецептор, связанный 
с G-белком (NKR), и MRGPRX2. Известно, что у пациентов 
с хронической крапивницей ТК экспрессируют MRGPRX2 
в большем количестве [18], а нейромедиатор SP является 
наиболее информативным диагностическим маркером 
у пациентов с ХК [19].

Активация NKR опосредует нейронные сигнальные 
пути, связанные с возникновением ощущений и различ-
ных эмоциональных реакций.

Субстанция P (SP) играет важную роль в ощущении 
боли, поскольку передает информацию о повреждении 
тканей от периферических рецепторов в центральную 
нервную систему, где она преобразуется в болевые 
ощущения. Пока болевые сигналы передаются по аксо-
нам соматосенсорной области мозга, сенсорные ней-
роны также выделяют SP в области поврежденной 
ткани [20]. В дальнейшем это приводит к дегрануляции 
тучных клеток, расширению сосудов за счет расслабле-
ния гладкой мускулатуры сосудов и хемотаксису клеток 
иммунной системы. Такое взаимодействие между им-
мунной и нервной системами называется нейрогенным 
воспалением [21]. Кроме того, исследования показали, 
что SP увеличивает экспрессию молекул адгезии эн-
дотелия и лейкоцитов на микрососудистых эндотели-
альных клетках, что приводит к диапедезу лейкоцитов 
[22]. Существуют примеры синергетического действия 
различных триггеров тучных клеток. Так, А. Тараканова 
и соавт. показали, что SP увеличивает экспрессию ре-
цептора IL-33 ST2, а IL-33 увеличивает экспрессию NKR 
на тучных клетках человека [23], что приводит к увели-
чению секреции IL-1β — ключевого провоспалительно-
го цитокина.

Тем не менее на данный момент нет единого гармони-
зированного представления развития нейрогенного вос-
паления при ХК. В современных клинических протоколах 
по ведению пациентов с ХК данному звену патогенеза от-
водится второстепенная роль.

Цель работы: анализ взаимосвязи между стрессор-
ным фактором и уровнем субстанции Р с последую-
щим обоснованием показателя в качестве биомаркера 
для оценки клинического течения и прогноза заболева-
ния у пациентов с хронической крапивницей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проведена на базе ФГБУ ВЦЭРМ имени А.М. Ни
кифорова МЧС России. В исследование были включены 
165 взрослых в возрасте от 18 до 68 лет, из них 89 мужчин 
и 76 женщин. В основную группу было включено 97 паци-
ентов (мужчин  —  45, женщин  —  52) с подтвержденным 
диагнозом хронической крапивницы, получавшими лече-
ние в клинике в период с 2018 по 2023 г. Группу сравнения 
составили 68 практически здоровых лиц, сопоставимых 
по полу и возрасту с основной группой, без симптомов 
крапивницы и иной аллергической/соматической патоло-
гии [24].

Критерием включения пациентов в основную группу 
было наличие рецидивирующих уртикарных высыпаний 
и/или ангиоотеков в течение более 6 недель. Диагноз 
хронической крапивницы устанавливался в соответствии 
с Федеральными клиническими рекомендациями по диа-
гностике и лечению крапивницы [25].

В ходе исследования у пациентов был собран анамнез 
заболевания и жизни. При опросе уточнялись вопросы, 
составившие основу для формирования группы факто-
ров риска развития/обострения хронической крапивни-
цы, отдельное внимание уделено стрессовым факторам 
как потенциальным триггерам возникновения/обостре-
ния ХК.

У пациентов с хронической крапивницей и лиц 
из группы сравнения определяли уровень субстанции Р 
в сыворотке крови методом иммуноферментного ана-
лиза (Infinite F50 Tecan, Австрия) с использованием тест-
системы CEA393Hu (Cloud-Clone Corp., Китай). Образцы 
крови для получения сыворотки отбирали в вакутей-
нер с активатором свертывания, центрифугировали 
при 3000 об/мин в течение 10 минут. Образцы сыворотки 
хранились в пробирках типа Эппендорф при температу-
ре -80 °C. Перед исследованием все компоненты набора 
и образцы сыворотки находились при комнатной темпе-
ратуре +22 °C.

Статистическую обработку данных осуществляли 
с использованием программного комплекса STATA 18 
(StataCorp LLC). Сравнение выборок данных проводили 
с использованием U-критерия Манна — Уитни. За крити-
ческий уровень значимости принимали p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

При характеристике пациентов с ХК установлено, что все 
пациенты в момент проведения исследования находи-
лись в стадии обострения заболевания. В исследовании 
обе группы были сопоставимы по описательным характе-
ристикам (полу и возрасту).

В ходе исследования получены статистически значи-
мые различия в содержании субстанции Р в сыворотке 
крови у пациентов с ХК. Так, уровень субстанции Р бо-
лее чем на 56% превышал аналогичный показатель у лиц 
из группы сравнения. Соответствующие данные описа-
тельных характеристик пациентов и концентрации нейро-
пептида субстанции Р представлены в таблице 1.

Для независимой оценки биомаркеров и вероятно-
сти развития хронической крапивницы была построена 
мультивариантная регрессионная модель с прямым по-
следовательным включением статистически значимых 
переменных прогностических факторов (концентрация 
субстанции Р в сыворотке крови, наличие стрессовой 
ситуации, возраст, пол). Характеристика множественной 
логистической регрессии представлена в таблице 2.

Положительные значения параметров модели (с уров-
нем значимости p ≤ 0,01) указывают на то, что воздей-
ствие стресс-фактора и повышение концентрации 
субстанции  Р в крови ассоциировано с увеличением 
шанса возникновения хронической крапивницы. Влияние 
остальных факторов не было значимо.

Согласно данным регрессионного анализа, представ-
ленным в таблице 2, установлено, что при увеличении 
концентрации субстанции Р на 1 пг/мл шанс возникнове-
ния ХК увеличивался в 1,02 раза, при наличии стрессовой 
ситуации в качестве триггера риск развития ХК повы-
шался в 2,873 раза. Данные о повышении концентрации 
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SP у пациентов с обострением крапивницы в результате 
стрессовой ситуации свидетельствовали о возможности 
использования количественного уровня нейротрансмит-
тера субстанции P в качестве биомаркера для выявления 
триггера ХК.

Для определения эффективности и качества модели 
расчета риска возникновения ХК была построена ROC-
кривая (Receiver Operator Characteristic) и рассчитан по-
казатель качества модели AUC (площадь под кривой). 
Соответствующие данные представлены на рисунке 1.

С помощью построения мультивариантной модели 
логистической регрессии можно прогнозировать ве-
роятность наличия взаимосвязи развития хронической 
крапивницы с воздействием факторов риска (стресса, 
пола, возраста, повышения концентрации субстанции Р). 
В логистической регрессионной модели точка отсечения 
позволяет сделать заключение о связи/отсутствии воз-
никновения заболевания: если прогнозируемая вероят-
ность превосходит порог отсечения — вывод о наличии 

заболевания, в противном случае  —  о его отсутствии. 
Качество правильной диагностики наличия/отсутствия 
заболевания оценивается чувствительностью модели Se 
(долей верно спрогнозированных случаев наличия забо-
левания) и специфичностью Sp (долей верно спрогнози-
рованных случаев отсутствия заболевания).

Общую чувствительность модели оценивали с помо-
щью ROC-кривой, демонстрирующей зависимость чув-
ствительности от величины 1 — специфичности. Общую 
чувствительность модели определяли как площадь фигу-
ры AUC под графиком ROC-кривой (ее величина состави-
ла 0,8326). Данное значение превышает 0,8, что позволяет 
сделать вывод о высокой прогностической силе постро-
енной модели. Оптимальный порог отсечения определял-
ся как точка баланса между чувствительностью и спец-
ифичностью модели. Наиболее оптимальным являлся 
критерий отсечения 0,7, так как при нем отмечали наи-
лучшее соотношение специфичности и чувствительности 
модели риска развития ХК в зависимости от прогности-
ческих факторов риска.

Наибольшее значение для диагностики крапивницы 
выявлено для стресс-фактора и концентрации субстан-
ции Р. Данные о повышении концентрации SP у пациентов 
с обострением крапивницы в результате стрессовой си-
туации свидетельствуют о возможности использования 
нейротрансмиттера субстанции P в качестве биомар-
кера для выявления триггера ХК. Наличие клинической 
симптоматики и повышения в кровотоке субстанции Р 
свидетельствуют о заболевании, что делает возможным 
коррекцию терапии для достижения более устойчивого 
эффекта.

Субстанция P представляет собой провоспалитель-
ный нейропептид, связанный со стрессом, высвобож-
даемый из сенсорных нервных окончаний и являющийся 
ключевым медиатором в связи ЦНС с кожей. Она вызыва-
ет дегрануляцию тучных клеток и появление волдырей и/
или ангиоотеков при ХК. SP является одним из ключевых 
нейромедиаторов, который первым реагирует на стрес-
сорный фактор и вносит вклад в протекающее в коже 
воспаление с нейрогенным компонентом [19].

Повышение уровня субстанции Р у пациентов, стра-
дающих ХК, по отношению к группе сравнения было ста-
тистически значимым, что согласуется с данными других 
исследований [19, 26–28]. В некоторых исследованиях [29, 
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Рис. 1. ROC-кривая для оценки четырехфакторной модели риска воз-
никновения хронической крапивницы

Таблица 1. Описательные характеристики, концентрация субстанции Р у пациентов с хронической крапивницей и в группе сравнения

Показатель/признак Группа сравнения, n = 68 Пациенты с хронической крапивницей, n = 97

Возраст, лет 41,10 ± 12,52 38,59 ± 8,96

Пол М/Ж 44/24 45/52

Субстанция P, пг/мл 96,57 [78,04–138,16] 220,62 [127,30–302,65]*

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в формате в виде Me [Q1–Q3].
* статистическая значимость различий основной группы и группы сравнения, p < 0,05.

Таблица 2. Параметры мультивариантной модели логистической регрессии

Хроническая крапивница Отношение шансов p-value 95% доверительный интервал

Стресс 2,873 0,014 0,15–0,81

Субстанция Р 1,015 0,000 1,01–1,02

Пол 0,611 0,210 1,01–1,02

Возраст 1,0309 0,100 0,99–1,07

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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30] изучалась взаимосвязь между уровнем субстанции P 
и тяжестью депрессии у пациентов с ХК, на основании 
этих данных исследователями была подтверждена при-
чинно-следственная связь между развитием ХК и де-
прессией, однако выявленные взаимосвязи требуют бо-
лее углубленного изучения.

В нашем исследовании согласно статистической мо-
дели прогностическими факторами риска развития хро-
нической крапивницы являлись повышенный уровень 
в крови субстанции Р и стрессовое воздействие. Стресс-
индуцированность может сопутствовать многим сомати-
ческим заболеваниям и ухудшать их течение. Возможно, 
анализ уровней субстанции Р при другой патологии 
приведет к пониманию взаимосвязи между стрессом 
и болезнью с точки зрения иммунных взаимодействий 
и обеспечит комплексную основу для целенаправленных 
вмешательств и нового понимания диагностики и лече-
ния заболеваний.

Следует отметить необходимость оценки влияния 
стресса у пациентов с ХК для своевременного направле-
ния их на консультацию к психотерапевту для назначения 
психологического или психофармакологического лече-
ния для уменьшения проявлений крапивницы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в ходе исследования выявлено статисти-
чески значимое повышение нейропептида субстанции 
Р в сыворотке крови у пациентов с ХК. С помощью по-
строения мультивариантной модели логистической ре-
грессии получены положительные значения параметров 
модели (с уровнем значимости p ≤ 0,01), указывающие 
на то, что именно воздействие стресс-фактора и повыше-
ние концентрации субстанции Р в крови ассоциировано 
с увеличением шанса возникновения хронической кра-
пивницы. Построенная логистическая модель имела вы-
сокую общую чувствительность, что позволяет сделать 
вывод о ее высокой прогностической силе. На основании 
полученных данных концентрация субстанции Р в крови 
пациентов с ХК может рассматриваться в качестве по-
тенциального диагностического биомаркера, который 
можно рекомендовать для расширения панели скринин-
говых тестов, уточняющих патогенез возникновения ХК, 
что позволит улучшить дифференциальную диагностику 
нозологии и обеспечить раннее выявление пациентов со 
стресс-индуцированной крапивницей для назначения па-
тогенетической терапии.
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ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ ИНТРАНАЗАЛЬНЫХ НАНОРАЗМЕРНЫХ ПОЛИМЕРНЫХ 
СИСТЕМ ДОСТАВКИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ И АНТИДОТОВ В МЕДИЦИНЕ 
ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ
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Введение. Создание усовершенствованных лекарственных форм антидотов и средств терапии, применение которых возможно не только квалифи-

цированным медицинским персоналом, но и в порядке само- и взаимопомощи, является актуальной задачей медицины экстремальных ситуаций.

Цель. Оценка возможности применения наноразмерных полимерных систем доставки лекарственных средств и антидотов, предназначенных 

для введения в носовую полость (интраназально), в медицине экстремальных ситуаций.

Обсуждение. В ходе исследования были выделены основные полимерные носители субмикронного размера, которые являются перспективными 

для дальнейшего возможного создания интраназальной формы антидотов. На биодоступность доставляемого вещества влияют физико-химиче-

ские характеристики самого носителя, условия его получения, а также физиологические и анатомические факторы. Представлены данные о воз-

можных способах коррекции указанных факторов с целью повышения биодоступности. Вторая часть работы посвящена примерам применения 

полимерных наноносителей в терапии отравлений тяжелыми металлами, компонентами ракетного топлива и поражений, вызванных радиоактив-

ными веществами. Показано, что в некоторых случаях носители (дендримеры, циклодекстрины) могут сами выступать в качестве антидотов. В ис-

следовании представлен перечень антидотов, разрешенных к применению на территории Российской Федерации, для которых возможна с учетом 

их физико-химических и фармакокинетических свойств разработка интраназальных форм.

Выводы. На основании анализа данных литературы предложены наиболее перспективные полимерные носители субмикронного размера для ин-

тенсификации назальной доставки лекарственных средств и антидотов: дендримеры, липосомы, нанокапсулы, наночастицы и циклодекстрины. 

На примере перечня антидотов, разрешенных к применению на территории Российской Федерации, предложен список препаратов, для которых 

применение данных носителей является перспективным.
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PROSPECTS FOR THE USE OF INTRANASAL NANOSCALE POLYMER DELIVERY SYSTEMS FOR DRUGS 
AND ANTIDOTES IN EXTREME MEDICINE
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Introduction. The development of improved formulations of antidotes and remedies, which can be used not only by qualified medical personnel, but also in 

self- and mutual assistance, is an urgent task for extreme medicine.

Objective. Evaluation of the possibility of using nanoscale polymer delivery systems for medicines and antidotes intended for intranasal administration (into 

the nasal cavity) in extreme medicine.

Discussion. The main submicron-sized polymer carriers which are promising as the basis for the creation of an intranasal form of antidotes are identified. The 

bioavailability of the substance delivered is dependent on the physico-chemical properties of the carrier, the conditions for its production, as well as physiological 

and anatomical factors. Data is presented regarding possible ways of correcting these factors in order to increase bioavailability. Examples of the use of polymer 

nanocarriers in the treatment of poisoning with heavy metals and rocket fuel components, as well as lesions caused by radioactive substances, are presented. It 

is shown that carriers (dendrimers, cyclodextrins) can act as antidotes in certain cases. The study presents a list of antidotes approved for use within the territory 

of the Russian Federation, for which the development of intranasal forms is possible, taking their physico-chemical and pharmacokinetic properties into account.

Conclusions. Following a review of literature sources, the most promising submicron-sized polymer carriers for the intensification of intranasal delivery of 

drugs and antidotes are herein proposed: dendrimers, liposomes, nanocapsules, nanoparticles, and cyclodextrins. Using the list of antidotes approved for use 

in the Russian Federation as an example, promising drugs that can be potentially developed on the basis of these carriers are proposed.
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ВВЕДЕНИЕ

В фармакологии/токсикологии антидотом принято назы-
вать любое лекарственное средство, способное обезвре-
живать токсикант и устранять вызываемый им патологи-
ческий эффект. Для быстроты действия такие препараты, 
как правило, разрабатываются и производятся в лекар-
ственной форме растворов для инъекций. Несмотря 
на успехи и достижения современной фармацевтической 
промышленности, по объективным фармакоэкономиче-
ским причинам в настоящее время как на мировом фар-
мацевтическом рынке, так и в России как никогда наблю-
дается тенденция нехватки целого ряда лекарственных 
препаратов, применяемых в терапии острых и хрониче-
ских отравлений тяжелыми металлами, наркотическими 
и фосфорорганическими соединениями (ФОС), цианида-
ми и гидразином.

Антидотная терапия входит в состав комплексного ле-
чения острых отравлений как бытового, так и техногенно-
го характера и применяется врачами токсикологических 
бригад на догоспитальном этапе, врачами медицинских 
учреждений на госпитальном этапе, а также в порядке 
само- и взаимопомощи в мирное и военное время.

Растущая потребность в удобных и эффективных 
лекарственных препаратах (ЛП) для лечения и купи-
рования последствий интоксикаций привела к суще-
ственному прогрессу фармацевтических технологий 
за последнее десятилетие [1]. Значительно возрос-
ло количество усовершенствованных лекарственных 
форм антидотов и средств терапии, применение кото-
рых возможно не только квалифицированным медицин-
ским персоналом, но и в порядке само- и взаимопомо-
щи. Также растет тенденция применения современных 
систем доставки для модифицирования детоксикаци-
онных свойств антидотов. При разработке новых ле-
карственных форм известных антидотов необходимо 
учитывать различия фармакокинетических показате-
лей относительно их традиционных, преимуществен-
но инъекционных лекарственных форм. Наибольший 
интерес в данном аспекте вызывают интраназальные 
формы ЛП, которые позволяют нивелировать различия 
в быстродействии между инвазивными и неинвазивны-
ми лекарственными формами введения, но не во всех 
случаях обеспечивают должную биодоступность и те-
рапевтическое действие. Одним из возможных решений 
для разработки интраназальных ЛП является исполь-
зование полимерных микро- и нанокапсул в качестве 
носителей для доставки антидотов, что является одной 
из актуальных тенденций в лечении отравлений метал-
лами, предотвращении тяжелых отравлений наркотиче-
скими веществами и алкоголем [2, 3].

Разработка неинвазивных лекарственных форм анти-
дотов, в частности интраназальных форм с использо-
ванием полимерных наноносителей, может не только 
повысить эффективность известных препаратов, но и рас-
ширить сферы их медицинского применения. Однако 
следует учитывать, что система доставки ЛП, в том чис-
ле наноразмерная, не должна изменять исходные свой-
ства антидота / лекарственного вещества или приводить 
к появлению побочных эффектов при их применении [4], 
например таких, как дыхательная депрессия, вызванная 
нежелательной доставкой лоперамида в центральную 
нервную систему (ЦНС) в случае его совместного приема 
с ингибиторами Р-гликопротеина [5]. Наоборот, наиболее 

перспективно применение интраназальной формы вве-
дения лекарственных препаратов в терапии острых от-
равлений нейротоксикантами в связи с возможностью 
интенсификации транспорта действующего вещества 
в ткани головного мозга, минуя гематоэнцефалический 
барьер (ГЭБ) и фазу метаболизма во внутренних орга-
нах. Например, при отравлении фосфорорганическими 
соединениями (ФОС) пралидоксим с низкой способно-
стью проникновения через ГЭБ как антидот слабо влияет 
на центрально-опосредованное угнетение дыхания, вы-
зываемое действием ФОС, но при интраназальном введе-
нии в форме катионных липосом хлорида пралидоксима 
(2-PAM) в качестве носителей способен снижать повреж-
дение головного мозга и смертность у крыс при их отрав-
лении параоксоном [6].

Отмечено, что интраназальные формы антидотов 
могут быть перспективными при выборе терапии отрав-
лений, вызванных пульмонотоксикантами, везикантами 
и нервно-паралитическими отравляющими веществами, 
а также при острых радиационных поражениях [7, 8]. Так, 
для купирования синдрома тошноты и рвоты назальная 
форма антиэметика существенно упрощает оказание 
помощи пострадавшему, тогда как прием традиционных 
средств в форме диспергируемых таблеток или буккаль-
ных пленок будет невозможен.

Современные наноносители, предлагаемые для мо-
дификации лекарственных препаратов, включают: на-
ночастицы, такие как углеродные наночастицы (нано-
трубки, графены), неуглеродные наночастицы (частицы 
железа, золота), наночастицы из биополимеров (капсу-
лы, липосомы), нанороботы и наночипы [9–12]; дендри-
меры  — трехмерные разветвленные монодисперстные 
полимеры; клатраты  — комплексы бета-циклодекстри-
на; липосомы — биосовместимые и биодеградируемые 
двухслойные липидные везикулы размером до 0,5 мкм, 
способные инкапсулировать как полярные, так и непо-
лярные соединения [13, 14].

Основной отличительной характеристикой данных 
наноматериалов является их размер и состав. Именно 
они изначально определяют первичные физические 
и химические свойства будущего носителя: раствори-
мость в воде и биологических жидкостях, поверхност-
ный заряд, сорбционную, агрегационную и адгезионную 
способности, межмолекулярные взаимодействия, взаи-
модействие с клеточными мембранами и белками, цито-
токсичность [15].

Лекарственные препараты на основе полимерных 
микро- и наноносителей могут быть введены различными 
путями: перорально, буккально, трансдермально, назаль-
но, парентерально и т.д.

При интраназальном пути введения всасывание ве-
ществ происходит главным образом в носовой полости 
[16, 17] и зависит от различных факторов, приведенных 
на рисунке 1, особенности которых и способы их коррек-
ции будут рассмотрены далее.

Интраназальный путь введения характеризуется от-
сутствием эффекта первого прохождения через печень. 
Ввиду анатомической особенности слизистой носа ве-
щества попадают непосредственно в артериальный кро-
воток. Высокая биодоступность, удобство применения 
и высокая скорость развития эффекта позволяют рас-
сматривать данный путь введения как перспективный 
для доставки лекарственных препаратов на основе по-
лимерных микро- и наноносителей.
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Цель работы — оценка возможности применения на-
норазмерных полимерных систем доставки лекарствен-
ных средств и антидотов, предназначенных для введения 
в носовую полость (интраназально), в медицине экстре-
мальных ситуаций.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Физико-химические факторы всасывания веществ 
при интраназальном пути введения и способы их 
коррекции

На биодоступность веществ при интраназальном пути 
введения влияют физико-химические свойства нано-
носителей, такие как отношение поверхности к массе, 
прочность, проводимость, растворимость, стабильность 
и реакционная способность [17].

Разработка синтетических носителей, способ-
ных захватывать биомакромолекулы-мишени,  — одно 
из направлений создания антидотов нового поколения. 
В природе взаимодействия между биомакромолекула-
ми реализуются за счет слабых электростатических, 
гидрофобных, водородных и вандерваальсовых сил. 
При создании носителей-антидотов, способных захва-
тывать молекулы-мишени, имитируются многоточечные 
электростатические взаимодействия путем включения 
функциональных мономеров (хелатирующих лигандов). 
Например, в качестве антидотов при отравлениях ме-
дью могут применяться наночастицы из поли(этилен- 
ко-глицидилметакрилата), функционализированные три- 
этилентетрамином, N,N-ди(2-пиридилметил)амином, 
8-гидроксихинолином или 8-гидроксихинолин-2-суль
фоновой кислотой [18].

Полимерные капсулы могут включать гидрофиль-
ные и гидрофобные антидоты, образуя с ними как ко-
валентные, так и нековалентные связи. Полимерные 
нанокапсулы способны защищать антидот от его де-
градации, вызванной белками крови или ферментами 
(пептидазы, фосфолипазы) гематоэнцефалического 
барьера. Высвобождение антидота из микро- и нано-
капсул зависит от физико-химических характеристик 
лекарственного средства (размер частиц, концентра-
ция и растворимость) и самого полимера (структу-
ра, молекулярная масса, пористость и механическая 
прочность).

Анатомические и физиологические факторы 
всасывания веществ при интраназальном пути 
введения и способы их коррекции

Физико-химические характеристики оказывают суще-
ственное влияние на дальнейшую судьбу препарата 
после интраназального введения. Если он имеет раз-
мер более 1 кДа, не растворяется в слизистой обо-
лочке носа или обладает выраженным отрицатель-
ным зарядом (будет отталкиваться от отрицательно 
заряженной слизистой оболочки), то он не сможет 
проникать через слизистую оболочку носовых пазух. 
Проникновение веществ через слизистую оболочку мо-
жет происходить несколькими путями, например транс-
клеточным проникновением и парацеллюлярно (между 
клетками). Липофильные вещества осуществляют 
трансцитоз путем пассивной диффузии и с помощью 
везикулярных транспортных механизмов, быстро аб-
сорбируются. Поэтому применение липофильных си-
стем доставки для нелипофильных антидотов может 
существенно повысить их эффективность. Полярные 
системы доставки антидота проходят через эпите-
лий парацеллюлярно. Последний менее эффективен 
для крупных молекул (более 1000 Да) [16].

Возможность аксонального транспорта, который по-
зволяет миновать ГЭБ, имеет значение, например, при ин-
траназальной доставке многих анальгетиков и спазмоли-
тиков, а также для купирования различных синдромов, 
вызванных действием токсикантов. Однако при данном 
пути носитель должен быть способен к ретроградному 
и антероградному перемещению в аксонах и дендри-
тах [19]. Важными физико-химическими характеристи-
ками наноносителей при данном пути проникновения 
являются их размер и химический состав поверхности. 
Наночастицы размером 20–50 нм способны проникать 
напрямую в центральную нервную систему путем аксо-
нального транспорта и могут усиливать биодоступность 
[20]. Отрицательно заряженные наноносители притягива-
ются мембранами и синаптическими щелями нейронов. 
Следовательно, такие носители могут быть применимы 
для интраневральной доставки лекарственных веществ. 
Для положительно и нейтрально заряженных наноно-
сителей характерен медленный перенос по аксонам, 
а для отрицательно заряженных носителей характерен 
быстрый перенос [21].

Рисунок подготовлен авторами по данным работы [15]

Рис. 1. Факторы, влияющие на всасывание систем доставки лекарств при интраназальном введении лекарственных препаратов
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Влияние условий производства лекарственных форм 
на всасывание веществ при интраназальном пути 
введения

На всасывание вещества при интраназальном пути 
введения оказывают влияние условия производства 
наноразмерной системы доставки. Разработка каж-
дой отдельно выбранной системы также требует инди-
видуального подхода и исследования ее токсичности. 
Применение токсичных органических растворителей (как 
в случае применения этиленгликоля при формировании 
некоторых нанокапсул) может позволить добиться жела-
емого уменьшения размера. Однако в некоторых случаях 
может привести к повышению токсичности при неполном 
его удалении. Способ получения наноносителя подбира-
ется исходя из физико-химических свойств включаемого 
ЛП. Выбранный способ получения не должен негативно 
влиять на включаемое вещество (способствовать его 
разрушению или модифицировать его свойства).

Грамотный выбор полимера, из которого формиру-
ется наноноситель, включает в себя выполнение следу-
ющих условий: полимеры не должны быть токсичными, 
не должны вызывать канцерогенное или мутагенное дей-
ствие, должны быть биосовместимыми. Известно, что не-
которые разветвленные полимеры (дендримеры поли-
пропилениминовые (PPI), полиамидаминовые (PAMAM) 
и полилизиновые (PLL)) обладают значительной цитоток-
сичностью вследствие большого содержания концевых 
аминогрупп [22]. Поэтому наиболее часто применяют но-
сители не выше 4-го поколения. В большинстве случаев 
токсические эффекты, вызванные полимерными наноно-
сителями, связаны с увеличением их цитотоксичности, 
а именно: снижением жизнеспособности клетки, ростом 
апоптоза, разрушением ДНК, разрывом клеточной мем-
браны и активацией перекисного окисления липидов [23].

Одним из существенных недостатков интраназально-
го введения большинства ЛП является относительно низ-
кая проницаемость слизистой полости носа для крупных 
макромолекул и интенсивный мукоцилиарный клиренс. 
Использование биоадгезивных полимеров (таких, как хи-
тозан, карбопол, циклодекстрин и плюроник), входящих 
в состав наноносителя, позволит увеличить время пре-
бывания препарата в полости носа, тем самым улучшая 
всасывание. Природа полимера влияет на его биоадге-
зивные качества, к тому же биоадгезивный полимер дол-
жен быть полярным и обладать достаточной вязкостью. 
На мукоадгезию полимеров существенно влияют гиб-
кость полимерной цепи (жесткая сшивка цепей полиме-
ров существенно ограничивает их диффузию через мем-
браны и взаимодействие с муцином), молекулярная масса 
(чем ниже молекулярная масса, тем легче проницаемость 
через слизистую), степень набухания, способность к об-
разованию водородных связей.

Поскольку слизистая оболочка носа липофильна, мож-
но предположить, что степень абсорбции липофильных 
носителей будет более эффективной. Для обеспечения 
адекватной фармакокинетики полимера, необходимой 
для реализации лечебного эффекта при интраназальном 
введении, используют специальные растворители и веще-
ства-пенетранты, повышающие способность проникно-
вения через биологические мембраны, и разнообразные 
системы частиц-носителей различной природы, формы, 
размера. Например, добавка хитозана способна увеличи-
вать парацеллюлярный транспорт веществ при интрана-
зальном введении капель 0,5% хитозана и 1% атропина 

сульфата в терапии отравлений фосфорорганическими 
соединениями [24]. В качестве носителя также может 
быть интересен циклодекстрин (диметил-бета-циклодек-
стрин) ввиду его способности не только переносить ле-
карственные вещества, но и, подобно хитозану, увеличи-
вать их парацеллюлярный транспорт [25].

Несмотря на ряд существенных отличий фармако-
кинетики парентерального и интраназального способов 
введения, последний обладает существенным преиму-
ществом: неинвазивность процедуры введения антидота, 
возможность снижения дозы за счет лучшей биодоступ-
ности, упрощение технологии производства, возмож-
ность самостоятельного введения [18, 20].

При этом перспективные носители могут одновремен-
но доставлять различные группы лекарственных средств 
(например, антиэметики и анальгетики). Применение но-
сителей для лекарственных средств позволяет модифи-
цировать их физико-химические свойства (увеличить ги-
дрофильность, проницаемость биологических барьеров), 
повысить биологическую доступность и тем самым опти-
мизировать фармакокинетические показатели.

Из всего многообразия нами были выбраны четыре 
наиболее перспективных, на наш взгляд, субмикронных 
носителя для назального пути введения: липосомы, ден-
дримеры, нанокапсулы и циклодекстрины.

Применение наноносителей для интенсификации 
проникновения ЛС и антидотов 
через гематоэнцефалический барьер

Многие опасные для человека вещества (наркотические 
вещества, фосфорорганические пестициды, нервно-па-
ралитические отравляющие вещества и др.) легко пре-
одолевают гематоэнцефалический барьер и проникают 
в ткани центральной нервной системы. При этом лишь 
небольшая часть используемых в медицине лекарствен-
ных препаратов способна эффективно преодолевать 
ГЭБ, что затрудняет разработку антидотов ЦНС-активных 
веществ. В большинстве случаев лишь гидрофильные со-
единения с молекулярной массой менее 150 Да и гидро-
фобные соединения с массой менее 600 Да способны 
проникать через ГЭБ путем пассивной диффузии [26–28]. 
Таким образом, многие из используемых ЛС не способны 
обеспечить эффективную защиту центральной нервной 
системы при интоксикациях различного генеза.

Скорость проникновения ЛС через ГЭБ определяет 
адекватность, своевременность и эффективность тера-
певтического действия [28]. Например, эксперименталь-
но установленная скорость поступления налоксона в го-
ловной мозг в 8–10 раз превышает скорость поступления 
морфина [29], что позволяет ему оказывать выраженное 
антидотное действие. Но в случае отравлений быстро 
проникающими через ГЭБ центрально-активными ток-
сикантами антидотная активность налоксона существен-
но снижается [30]. При этом сочетание эффективных 
систем доставки и назального способа введения может 
существенно усилить действие традиционных антидотов 
и обеспечить их применение не только квалифициро-
ванным медицинским персоналом, но и в порядке само- 
и взаимопомощи [28].

Системы доставки на основе наноносителей могут 
обеспечить ЛС лучшую эффективность проникновения 
через ГЭБ четырьмя путями: посредством накопления 
на стенках кровеносных капилляров головного моз-
га, повышая градиент концентрации антидота между 
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кровотоком и тканями ЦНС; путем прохождения в сво-
бодной форме или вместе с носителем за счет раскрытия 
плотных соединений между эндотелиальными клетками 
головного мозга; с помощью эндоцитоза эндотелиальны-
ми клетками и последующим высвобождением антидота 
в эндотелиальном слое и диффузией в ткани головно-
го мозга; посредством трансцитоза через слой эндоте-
лиальных клеток в головной мозг [31]. Наиболее часто 
для доставки лекарственных препаратов в головной мозг 
используют в качестве носителей наночастицы из био-
разлагаемых полимеров, таких как полилактидгликолид 
(PLGA), человеческий сывороточный альбумин (HSA) и хи-
тозан [32]. Например, применяемый как антидот мышья-
ка кверцетин, инкапсулированный в наночастицы PLGA, 
способен пересекать ГЭБ, что позволяет нивелировать 
истощение клеток головного мозга при отравлениях [33].

Как перспективные полимерные наноносители 
для антидотов нейротоксикантов хорошо показали себя 
дендримеры (трехмерные разветвленные монодисперс-
ные полимеры), способные проходить через гематоэнце-
фалический барьер [32]. Так, конъюгаты низкомолекуляр-
ного антидота фосфорорганического соединения (ФОС) 
пиридин-альдоксима с полиамидаминовым дендриме-
ром (PAMAM) 5-го поколения показали свою эффек-
тивность в модели интоксикации параксоном на мышах 
[34]. Полиэфирные дендримеры 2,2-бис(гидроксиметил)
пропановой кислоты (bis-MPA) способны связывать фос-
форорганические соединения, в частности дихлофос, 
что позволило рассматривать такой полимерный наноно-
ситель как самостоятельный антидот ФОС [35].

Применение полимерных наноносителей 
при отравлениях тяжелыми металлами

К группе тяжелых металлов относятся ртуть, свинец, 
кадмий, мышьяк, хром, кобальт, молибден, никель, сурь-
ма, цинк, скандий, марганец, ванадий, стронций, барий, 
вольфрам. Их органические и неорганические соеди-
нения встречаются во многих отраслях промышленно-
сти, активно применяются в сельском хозяйстве и быту. 
Механизм действия многих тяжелых металлов основан 
на блокировании сульфгидрильных, аминных и карбок-
сильных групп белков-ферментов и структурных белков. 
В результате этого нарушается белковый, углеводный 
и жировой обмен в организме. Разработка новых анти-
дотов и хелатов для лечения интоксикаций тяжелыми ме-
таллами остается важной и актуальной задачей [36].

Хелатотерапия  — один из способов лечения отрав-
лений тяжелыми металлами; она основана на формиро-
вании нерастворимого, менее токсичного комплекса ме-
таллов, который легко выводится из организма. Поэтому 
перспективным направлением в лечении отравлений тя-
желыми металлами является использование полимерных 
наночастиц как в качестве носителей для доставки, так 
и самостоятельно, принимая во внимание наличие у дан-
ных соединений хелатирующих свойств.

Циклодекстрины — природные полимерные системы 
доставки, представители отдельного класса макроцикли-
ческих лигандов в супрамолекулярной химии [36], харак-
теризуемые как нетоксичные вещества, способные об-
разовывать комплексы со многими токсикантами (рис. 2).

Впервые об использовании циклодекстрина в каче-
стве самостоятельного антидота стало известно в 2002 
году, когда была продемонстрирована его способность 

нивелировать эффекты, вызванные курареподобными 
миорелаксантами [38], что позволило разработать лекар-
ственный препарат для реверсии нейромышечной блока-
ды на основе модифицированного гамма-циклодекстри-
на, вводимого внутривенно в дозах от 1 до 16 мг/кг. Такой 
путь введения и дозы позволяют рассматривать возмож-
ность интраназального пути введения циклодекстри-
на как альтернативу, особенно с учетом того, что дан-
ные соединения обладают способностью к связыванию 
со многими ксенобиотиками, в частности опиоидными 
анальгетиками, и, следовательно, могут найти приме-
нение как детоксицирующие вещества при отравлениях 
такими длительно действующими опиатами, как метадон, 
для которых не существует доступных антидотов [39]. 
Поскольку внешняя поверхность природных циклодек-
стринов содержит первичные и вторичные гидроксильные 
группы, которые могут ковалентно связываться с ионами 
тяжелых металлов, они могут выступать и как перспек-
тивные антидоты при отравлениях тяжелыми металлами, 
такими как медь, свинец (наиболее сильное сродство) 
и кадмий [40]. Так как некоторые циклодекстрины раз-
решены и для применения в пищевой промышленности 
при производстве продуктов специализированного пита-
ния, они могут быть рекомендованы в качестве лечебно-
профилактического питания для сотрудников предпри-
ятий, контактирующих с тяжелыми металлами.

Для лечения хронических отравлений тяжелыми ме-
таллами (в частности свинцом) предлагается хелатная 
терапия димеркаптоянтарной кислотой (DMSA), динатрий-
этилендиаминтетрауксусной кислотой кальция (EDTA), 
2,3-димеркаптопропанолом (BAL) и D-пеницилламином. 
Однако к основным их недостаткам следует отнести 
слабую растворимость в воде, низкую биодоступность 
при приеме внутрь (перорально) и короткий период полу-
выведения, что значительно ограничивает их клиническое 
применение [41]. При этом адсорбенты тяжелых метал-
лов, используемые в промышленности, такие как мезо-
пористые кремниевые наночастицы (MSN) [10], потенци-
ально могут применяться и в качестве адсорбента ЛС 

Рисунок подготовлен авторами по материалам PubChem [37]

Рис. 2. Структурная формула бета-циклодекстрина
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в организме, например для лечения случаев отравления 
тиоловыми ядами. Например, наночастицы MSN, модифи-
цированные хелатором ЭДТА, показали хороший эффект 
при интоксикации железом [42]. Также для лечения отрав-
лений тяжелыми металлами рассматривается куркумин, 
инкапсулированный в хитозановые нанокапсулы диаме-
тром 50 нм. Хитозановая оболочка защищает соединение 
от поглощения ретикулоэндотелиальной системой (RES), 
повышает его биодоступность и позволяет более длитель-
но циркулировать в крови. Такой подход дает возможность 
существенно снизить дозу куркумина при пероральном 
введении для эффективного выведения тяжелых метал-
лов из организма [43]. Аналогично инкапсуляция селено-
метионина в PLGA-нанокапсулы приводила к 7-кратному 
повышению его детоксицирующей эффективности по от-
ношению к ртутьсодержащим веществам по сравнению 
с традиционным способом введения [44].

Применение в качестве носителей дендримеров и ден-
дриграфтов позволяет делать гидрофильными некоторые 
гидрофобные вещества. Их использование при комплек-
сообразовании с водорастворимыми хелаторами, такими 
как DMSA, дает возможность получить гидрофильные 
комплексы с оптимальными показателями биодоступ-
ности [41], а водорастворимые комплексы дендримеров 
с полифенолом кверцетином обеспечивают способность 
к проникновению через ГЭБ и могут быть использованы 
для борьбы с окислительным стрессом при отравлениях 
мышьяком [33, 45].

Применение полимерных наноносителей 
для доставки антидотов и радиопротекторов

Единственным эффективным антидотом при отравлении 
несимметричным диметилгидразином (НДМГ) считается 
пиридоксин (витамин В

6
) [46]. Данный препарат купирует 

судорожный синдром и уменьшает токсическое действие 
НДМГ и его метаболитов на ЦНС. Нейротоксическое дей-
ствие несимметричного диметилгидразина проявляется 
в снижении содержания пиридоксальфосфата в резуль-
тате его взаимодействия с пиридоксалем, содержащимся 
в клетках тканей головного мозга. В результате образу-
ются токсичные пиридоксальгидразоны, угнетающие ак-
тивность пиридоксалькиназы и блокирующие тем самым 
синтез в клетке пиридоксальфосфата [46].

Структура витамина В
6
 содержит гидроксильную груп-

пу, что предполагает возможность электростатического 
взаимодействия с полимерными носителями, имеющими 
положительно заряженные функциональные группы, на-
пример дендримеры. Полифенол куркумин, заключенный 
в нанолипосомальную форму (NLC), также проявил себя 
в качестве средства терапии отравления диметилгидра-
зином у мышей. Введение нанолипосомального курку-
мина в дозе 150 мг/кг позволило значительно снизить 
показатели сывороточной аланинаминотрансферазы 
(АлАТ) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ), которые повыша-
лись под действием диметилгидразина, а также замет-
но повысить уровень γ-аминомасляной кислоты (ГАМК) 
в гиппокампе [47].

Высокую опасность для человека проявляют соли 
синильной кислоты. При этом липосомальный метге-
моглобин (MetHb@Lipo) показал свою эффективность 
в качестве нового антидота при отравлении цианидами 
[48], существенно увеличивая выживаемость животных 
после контакта с сероводородом за счет сохранения 

активности цитохром-С-оксидазы и подавления метабо-
лического ацидоза [13].

Поражение радиоактивными веществами мо-
жет происходить только при нештатных чрезвычай-
ных ситуациях (транспортировка отходов, испытания 
и работа на установках с радиоактивными элементами). 
Разработка неинвазивной формы радиопротекторов 
также является важной задачей. Например, наиболее 
известный и эффективный радиопротектор Амифостин 
в настоящее время может быть введен только парен-
терально, но при таком способе введения он быстро 
выводится из организма. В связи с этим исследовате-
ли всего мира активно занимаются разработкой новой 
формы антидота, которая могла бы обеспечить более 
эффективное дозирование препарата и снизить его 
токсичность. Т.К. Mandal et al. разработали гибридные 
микрокапсулы из PLGA и хитозана, которые позволили 
эффективно инкапсулировать Амифостин. Такой со-
став микрокапсулы обеспечивал сокращение скорости 
высвобождения препарата на 45%. Кроме того, имеет-
ся предположение, что введение в оболочку хитозана 
позволит увеличить всасывание препарата и увеличить 
его биодоступность [49].

Применение полимерных наноносителей 
для разработки средств симптоматической терапии

Многие химические вещества вызывают при отравле-
нии целый спектр патофизиологических процессов, 
которые представляют угрозу для жизни человека. 
В таких случаях требуется одновременное применение 
как средств этиотропной терапии, так и патогенетиче-
ской, симптоматической терапии для устранения от-
дельных симптомов интоксикации. Совершенствование 
терапевтических препаратов для симптоматической 
терапии за счет разработки систем доставки предпо-
ложительно может не только существенно облегчить 
процедуру их введения, но и повысить эффективность 
лечения. Например, модифицированные противорвот-
ные препараты могут найти свое применение для ку-
пирования рвотного рефлекса при острых радиаци-
онных поражениях и отравлениях ФОВ. В настоящее 
время классическими путями введения данной группы 
препаратов является пероральный и парентеральный. 
Интраназальное введение противорвотных средств мо-
жет существенно упростить процедуру введения пре-
парата и нивелировать эффект первого прохождения 
через печень [50]. В исследовании Y. Ozsoy, S. Güngör 
назальное введение метоклопрамида in situ в виде ге-
лей из полоксамера 405 позволяло повысить его биодо-
ступность на 19% по сравнению с пероральным введе-
нием [51]. Высокая эффективность при интраназальном 
введении ондасетрона и гранистерона была получена 
благодаря их включению в микрочастицы из хитозана, 
сшитые глутаровым альдегидом [52]. Высокую анти-
эмическую активность при интраназальном введении 
показали препарат гранисетрона, инкапсулированный 
в микрочастицы на основе циклодекстрина и карбокси-
метилцеллюлозы [53].

При отравлениях раздражающими веществами, 
ожогах, в стоматологической и хирургической прак-
тике для лечения боли используют анальгетики (опи-
оидные и неопиоидные анальгетики центрального 
действия, адъювантные анальгетики, нестероидные 
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противовоспалительные препараты). Однако многие 
анальгетики имеют короткий период действия, что приво-
дит к увеличению частоты его введения пациенту. В этом 
случае использование системы доставки может позво-
лить обеспечить постепенное низкодозное контролиру-
емое поступление препарата в организм пострадавшего 
при сохранении эффективности и снижении побочных 
эффектов. Например, включение бензокаина® в полимер-
ные наночастицы (PLGA, PLA, PCL) позволяет пролонги-
ровать обезболивающий эффект по сравнению с обыч-
ным препаратом [54].

Не менее важным при острых отравлениях многими 
токсикантами является купирование судорожного син-
дрома. Применение противосудорожных препаратов, 
таких как карбамазепин, в виде наночастиц из карбок-
симетилхитозана, при интраназальном введении дает 
возможность обеспечить необходимую концентрацию 
препарата в мозге и, соответственно, повысить эффек-
тивность лечения [55].

Предложения по модификации антидотных 
средств, разрешенных к применению в Российской 
Федерации

На основании анализа отечественной и зарубежной ли-
тературы, а также исходя из структурных и физико-хи-
мических особенностей препаратов, рекомендованных 
для применения в качестве антидотов, нами предложе-
ны возможные полимерные носители для модификации 
некоторых антидотных средств, разрешенных в насто-
ящее время к применению на территории Российской 
Федерации (табл. 1).

Очевидно, что далеко не все антидоты нуждают-
ся в разработке интраназальной формы. Например, 
из нашего анализа были изначально исключены такие 
препараты, как этиловый спирт или глюконат кальция. 
Также разработка интраназальных форм для некоторых 
антидотов изначально нежелательна, поскольку может 
усилить эффект препарата и привести к возможным 
опасным побочным эффектам. Например, в случае при-
менения антихолинэстеразного препарата прозерина 

нежелательно усиление его влияния на ЦНС. Некоторые 
из применяемых в медицине антидотов (такие, как атро-
пина сульфат, купренил® и пиридоксина гидрохлорид) 
с хорошей биодоступностью и эффективностью в тра-
диционных формах не нуждаются в существенных мо-
дификациях, кроме как из соображений удобства при-
менения. Тем не менее разработка интраназальной 
формы пиридоксина может, например, оказаться пер-
спективной в качестве возможного профилактического 
антидота для работников, имеющих профессиональный 
контакт с компонентами ракетного топлива. Структура 
как пиридоксина, так и атропина технически позволяет 
им электростатически связываться с концевыми груп-
пами дендримера, и, по нашим предположениям, такая 
система доставки может демонстрировать большую 
эффективность за счет интенсификации всасывания 
и проникновения через ГЭБ, что позволит при аварий-
ных ситуациях оказывать введение антидота в порядке 
само- и взаимопомощи.

В некоторых случаях менее инвазивная интрана-
зальная форма может являться альтернативой парен-
теральному и пероральному введению и найти свое 
применение, например, в педиатрии. Такой известный 
антидот, как Викасол, применяется при передозировке 
препаратами — антагонистами витамина К (варфарин, 
фениндион, аценокумарол). Разработка интраназаль-
ных лекарственных форм синтетического витамина 
К может иметь перспективу в педиатрии для профилак-
тики витамин К-зависимого геморрагического синдро-
ма у новорожденных. Парентеральное введение анти-
дота детям с таким синдромом приводит к излишней 
травматизации, при этом липосомальная интраназаль-
ная форма витамина К позволит не только решить про-
блему упрощения введения лекарственного средства 
пациентам, но и обеспечить эффективную его доставку 
в организм.

Целесообразность разработки неинвазивных ле-
карственных форм, разрешенных в настоящее время 
к применению на территории Российской Федерации [56], 
с учетом их физико-химических и фармакокинетических 
свойств рассмотрена в таблице 1.

Таблица 1. Оценка перспективности разработки неинвазивных лекарственных форм отдельных разрешенных к применению на территории Российской 
Федерации антидотов с учетом их физико-химических и фармакокинетических свойств

Наименование антидота 
и показания к применению

Форма выпуска, 
доза препарата

Физико-химиче-
ские свойства

Абсорбция
Целесообразность разработки неинвазивных 

лекарственных форм

Галантамин

Отравление холинолитиками 

Р-р для в/в и п/к 
введения
1 мг/мл

ММ =  
368,27 г/моль

Слабораство-
рим в воде 
и спирте

Растворим 
в хлороформе

pKa 8,32

Галантамин купирует 
церебральный холи-
нергический синдром.
Абсолютная био-
доступность при пе-
роральном приеме 
составляет около 
90%.

Период полувыведе-
ния: 7 ч

Учитывая, что липосомы и дендримеры с раз-
мером частиц 3–5 мкм эффективно доставляют 
лекарственные вещества в головной мозг. На 
основании физико-химических свойств препа-
рата перспективна разработка его липосомаль-
ной формы методом гидратации/регидратации 
тонкой пленки ввиду слабой растворимости 
в воде и спирте, но хорошей растворимости 
в хлороформе.
Реакционная гидроксильная группа галанта-
мина может электростатически связываться 
с дендримерами, имеющими положительно 
заряженные аминогруппы, в частности с поли-
лизиновым дендримером третьего поколения, 
способным проникать через ГЭБ. Возника-
ющая электростатическая связь достаточно 
непрочная и позволит обеспечить плавное вы-
свобождение препарата из молекулы носителя. 
Ожидается эффективная доставка препарата 
в ЦНС при интраназальном применении, 
что может позволить обеспечить необходимую 
терапевтическую дозу галантамина



34 EXTREME MEDICINE | 2024, VOLUME 26, No 4

Review | CLINICAL PHARMACOLOGY 

Наименование антидота 
и показания к применению

Форма выпуска, 
доза препарата

Физико-химиче-
ские свойства

Абсорбция
Целесообразность разработки неинвазивных 

лекарственных форм

Глюкагон®

NH
2
-His-Ser-Gln-Gly-Thr-Phe- 

Thr-Ser-Asp-Tyr-Ser-Lys-Tyr-
Leu-Asp-Ser- Arg-Arg-Ala-
Gln-Asp-Phe-Val-Gln-Trp-Leu- 
Met-Asn-Thr-COOH

Передозировка блокатора-
ми кальциевых каналов

Лиофилизат  
д/пригот.
р-ра д/инъекц.
1 мг

ММ =  
3485 г/моль

Гидрофобный

Растворы 
препарата 
стабильны 
в течение 48 ч 
при хранении 
при температу-
ре 5 °C

pKa 7,1

При внутривенном 
введении глюкагона 
в дозе 1 мг/мл макси-
мальная концентра-
ция в крови на уровне 
7,9 нг/мл достигается 
спустя 20 мин. При 
внутримышечном вве-
дении максимальная 
концентрация состав-
ляет 6,9 нг/мл через 13 
мин. При интраназаль-
ном введении в дозе 
3 мг максимальная 
концентрация со-
ставляет 6130 пг/мл 
через 15 мин

Рассмотрение строения и физико-химических 
свойств глюкагона позволяет ожидать вклю-
чение данного пептида в гидрофобную часть 
липосомы, что может обеспечить его защиту 
от воздействия ферментов и деструкции.
Заряженные реакционные концевые группы 
пептида (NH

2
 и COOH) позволяют предпо-

лагать возможность образования электро-
статических взаимодействий с заряженными 
дендримерами.
При интерназальном введении такие препараты 
на основе липосом или дендримеров могут обе-
спечить требуемую концентрацию глюкагона, 
необходимую для обеспечения терапевтиче-
ского действия

Карбоксим®

Поражение ФОВ

Р-р для в/м 
введения
15% — 1 мл
(150 мг)

ММ =  
413,35 г/моль

Гидрофильный

Является реактива-
тором холинэстераз 
центральной нервной 
системы.

Восстанавливает 
нервно-мышечную 
проводимость

Ввиду своего строения карбоксим плохо прохо-
дит через ГЭБ. Для внутримышечной доставки 
данного препарата требуется большая доза. 
Применение правильно подобранного носителя 
для препарата может позволить существенно 
снизить его высокую дозу при сохранении 
терапевтического эффекта. В то же время обе-
спечение оптимальной биодоступности при ин-
траназальном введении карбоксима может 
позволить создать антидот, удобный для при-
менения в рамках само- и взаимопомощи.
Некоторые функционализированные циклодек-
стрины стехиометрически способны поглощать 
ФОС. Интраназальная система доставки «ре-
активатор ацетилхолинэтеразы — циклодек-
стрин» позволит обеспечить парацеллюлярный 
транспорт препарата и, вероятно, даст возмож-
ность увеличить его эффективность.
Поскольку карбоксим и другие реактиваторы 
ацетилхолинэстеразы — гидрофильные пре-
параты, их можно включать и в нанокапсулы, 
и в липосомы. Однако наиболее перспективным 
решением является формирование комплекса 
дендример-карбоксим за счет заряженных 
фрагментов молекулы, что может повысить 
эффективность прохождения карбоксима 
через ГЭБ. Кроме того, дендример способен 
самостоятельно реагировать с некоторыми 
ФОС, что также позволит увеличить эффектив-
ность антидота

Налоксон

Отравление наркотическими 
анальгетиками

Р-р для инъек-
ций, 0,4 мг/мл,
1 мл, ампулы

ММ =  
327,4 г/моль

Гидрофильный

pKa 7,9

Является антагони-
стом μ-опиоидных 
рецепторов.

Период полувыве-
дения:
1–1,5 ч

Биодоступность 
при приеме внутрь 
до 20%

Липосомальные и дендримерные формы анта-
гонистов опиоидных рецепторов при интра-
назальном введении позволяют максимально 
увеличить биодоступность действующих ве-
ществ за счет увеличения их абсорбции путем 
простой диффузии, необходимой для надежно-
го терапевтического эффекта при отравлениях 
наркотическими анальгетиками. При этом 
недостаток биодоступности при таком способе 
введения компенсируется прямым поступлени-
ем антагонистов в ткани ЦНС, что обеспечивает 
терапевтическое действие не хуже, чем у их 
инъекционных препаратов.
Наоборот, при лечении социально значимых 
заболеваний (различные виды зависимостей) 
наиболее перспективно микрокапсулирование 
в биоразлагаемые полимеры, такие как PLGA 
или хитозан, что, как правило, обеспечивает 
медленное пролонгированное действие таких 
препаратов при введении депо-формы и обе-
спечивает их защиту от воздействия РЭС

Налмефен

Лечение алкогольной 
зависимости

Таблетки, по-
крытые пленоч-
ной оболочкой, 
18 мг

ММ =  
339,4 г/моль

Гидрофильный

pKa 7,6

Опиоидный антаго-
нист длительного 
действия с сродством 
к к-опиоидному 
рецептору 
и μ-опиоидному ре-
цептору.

Не подвергается 
пресистемному мета-
болизму

Таблица составлена авторами по материалам PubChem [37]

Продолжение таблицы 1
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ результатов проведенного исследования по-
зволяет заключить, что наиболее перспективными на-
норазмерными полимерными системами доставки ле-
карственных средств и антидотов, предназначенных 
для интраназального введения, являются дендримеры, 
липосомы, циклодекстрины и нанокапсулы.

На всасывание системы доставки лекарственного ве-
щества и антидота при интраназальной доставке влияют 
физико-химические характеристики самого носителя (от-
ношение поверхности к массе, прочность, проводимость, 
растворимость, стабильность и реакционная способ-
ность), физиологические и анатомические факторы (спо-
собность проникать через ГЭБ), а также условия получе-
ния носителей (наличие или отсутствие примесей в виде 
растворителей и веществ-пенетрантов).

Показано, что некоторые носители могут сами яв-
ляться антидотами: дендримеры способны реагировать 
с ФОС (как в случае с полиэфирным дендримером bis-
MPA и дихлофосом), циклодекстрины являются антидо-
тами для курареподобных миорелоксантов.

При отравлениях тяжелыми металлами высокую эффек-
тивность на данный момент показали не только модифи-
цированные хелатирующие вещества (такие как мезопори-
стые кремниевые наночастицы, модифицированные ЭДТА), 
но и наночастицы хитозана, содержащие куркумин и инкап-
сулированный в PLGA-нанокапсулы селенометионин.

Интраназальный способ введения может быть удо-
бен при радиационных поражениях, когда затруднен 

пероральный прием антидота (вследствие рвоты). 
Повышение эффективности известных радиопротек-
торов и снижение токсичности при одновременном их 
неинвазивном введении также перспективное и по сей 
день не решенное направление в данной области.

Оценена возможность применения полимерных нано-
носителей в целях совершенствования терапевтических 
препаратов для симптоматической терапии (антиэметики, 
противовоспалительные, противосудорожные, обезбо-
ливающие и антигистаминные препараты). На примере 
включения бензокаина в наночастицы PLGA продемон-
стрирована возможность пролонгирования обезболива-
ющего эффекта препарата.

В обзоре даны предложения по модификации 
резерва антидотов, применяемых на территории 
Российской Федерации. Показано, что для многих их 
них интраназальная форма введения является наи-
более перспективной ввиду ее неинвазивности (па-
рентеральное введение вызывает дополнительную 
травматизацию пораженных тканей и может служить 
входными воротами для вторичной инфекции), просто-
ты употребления, а также быстрой скорости доставки 
лекарственного препарата. В данной работе отмече-
но, что микрокапсулирование позволяет при необхо-
димости добиться программируемого высвобожде-
ния препарата. Большинство наноносителей имеют 
как неоспоримые достоинства, так и ограничения. 
В связи с этим вопросы поиска наиболее эффектив-
ных интраназальных носителей на сегодняшний день 
остаются открытыми.
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Введение. Карбаматы широко используются в фармацевтической промышленности, сельском хозяйстве и бытовой химии. Являясь обратимыми 

ингибиторами холинэстераз, карбаматы могут вызывать развитие генерализованного судорожного синдрома. Несвоевременное лечение способ-

ствует формированию стойких неврологических нарушений. Для разработки и адекватной оценки специфической активности в доклинических 

исследованиях новых средств купирования судорожного синдрома при острых интоксикациях данной группой веществ необходима легко вос-

производимая экспериментальная модель судорожного синдрома на основе карбаматов.

Цель. Разработка экспериментальной модели генерализованного судорожного синдрома на крысах с применением фенилкарбамата как модель-

ного токсиканта для тестирования в доклинических исследованиях средств терапии при отравлении ингибиторами холинэстераз.

Материалы и методы. Исследование проведено на беспородных половозрелых крысах-самцах возрастом 3 месяца (80 животных), распре-

деленных на 4 группы (3 опытные и 1 контрольная). На первом этапе сравнивали параметры судорожного синдрома, вызываемого модельными 

токсикантами: фенилкарбаматом в дозе 1 мг/кг м.т., коразолом в дозе 65 мг/кг м.т. и тиосемикарбазидом в дозе 8 мг/кг м.т. Изучены: двигательная 

активность (в тесте «Открытое поле»), нейромоторные функции (тест на силу хвата), когнитивные функции (по условной реакции пассивного из-

бегания болевого раздражения — УРПИ) и показатели сердечно-сосудистой системы (оценка ЭКГ и ритмограммы сердца). Выраженность судо-

рожного синдрома определяли по шкале Racine. Дополнительно оценивали структуру тканей мозга гистологическими методами. На втором этапе 

изучали биохимические показатели в 3-х опытных (с токсикантами) и контрольной группах. В сыворотке крови изучены некоторые биохимические 

показатели, оценивающие функцию печени, почек, прооксидантной и антиоксидантной систем. На третьем этапе изучали активность холинэсте-

разы в крови и головном мозге у 30 контрольных и 30 опытных крыс после воздействия фенилкарбамата. Статистическая обработка результатов 

осуществлялась с помощью Statistica v.10.

Результаты. При моделировании судорожного синдрома у крыс по времени наступления латентного периода, продолжительности и интенсивности 

судорог фенилкарбамат сопоставим с коразолом. При реализации модели зафиксировано достоверное снижение частоты сердечных сокращений 

через 48 ч после введения. В тесте УРПИ установлено, что введение увеличивает время первого захода в темный отсек до обучения. Достоверные из-

менения маркеров функции печени (АЛТ, билирубин, холестерин, триглицериды), перекисного окисления липидов и антиоксидантной системы (МДА, 

ГП) подтверждают наличие комплексных механизмов развития судорог и неврологических нарушений. Результаты гистологического исследования 

тканей мозга свидетельствуют, что фенилкарбамат провоцирует выраженные нарушения структуры мозга в эксперименте на крысах.

Выводы. Разработанная экспериментальная модель судорожного синдрома у крыс на основе фенилкарбамата проста в воспроизведении и мо-

жет эффективно применяться в доклинических исследованиях новых средств купирования судорожного синдрома при отравлении ингибиторами 

холинэстераз.
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EXPERIMENTAL MODEL OF CONVULSIVE SYNDROME BASED ON PHENYLCARBAMATE

Aleksandra S. Melekhova, Alisa V. Belskaya, Veronika N. Zorina*, Margarita V. Melnikova, Larisa G. Kubarskaya, Olga N. Gaikova

Golikov Research Center of Toxicology, Saint-Petersburg, Russia

Introduction. Carbamates are widely used in the pharmaceutical industry, agriculture, and household chemicals. Being reversible cholinesterase inhibitors, 

carbamates can cause the development of generalized convulsive syndrome. Untimely treatment contributes to the emergence of persistent neurological 

disorders. In order to develop and adequately assess in preclinical studies the specific activity of new drugs for the relief of convulsive syndrome in acute 

intoxication with this group of substances, an easily reproducible experimental model of convulsive carbamate-induced syndrome is required.

Objective. Development of an experimental model of generalized convulsive syndrome in rats using phenylcarbamate as a model toxicant for testing in pre-

clinical studies of therapies for poisoning with cholinesterase inhibitors.

Materials and methods. The study was performed using mongrel sexually mature male rats, aged 3 months (80 animals), divided into 4 groups (3 experi-

mental and 1 control). At the first stage, the parameters of convulsive syndrome caused by model toxicants were compared: phenylcarbamate 1 mg/kg bw, 

corazol 65 mg/kg bw, and thiosemicarbazide 8 mg/kg bw. The following parameters were studied: motor activity (open field test), neuromotor functions (grip 

strength test), cognitive functions (conditioned avoidance responses, CAR), and cardiovascular indicators (ECG and cardiac rhythmogram assessment). The 

severity of the convulsive syndrome was identified by Racine stages. Additionally, the structure of brain tissues was evaluated by histological methods.  second 
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stage, biochemical parameters were studied in three experimental (with toxicants) and control groups. Some biochemical parameters were studied in the 

blood serum, assessing the function of the liver, kidneys, prooxidant and antioxidant systems. At the third stage, the activity of cholinesterase in the blood 

and brain was studied in 30 control and 30 experimental rats after phenylcarbamate exposure. Statistical processing of the results was carried out using 

Statistica v.10.

Results. When modeling convulsive syndrome in rats, phenylcarbamate is comparable to corazol in terms of the onset of the latency period, duration and 

intensity of seizures. When implementing the model, a significant decrease in heart rate was recorded 48 h after administration. The CAR test found that the 

introduced substance increases the time of the first entry into the dark compartment before training. Significant changes in markers of liver function (ALT, 

bilirubin, cholesterol, triglycerides), lipid peroxidation and the antioxidant system (MDA, GPx) confirm the complexity of mechanisms responsible for the de-

velopment of seizures and neurological disorders. The results of histological examination of brain tissues indicate that phenylcarbamate induces pronounced 

disorders of the brain structure in an experiment on rats.

Conclusions. The developed experimental model of phenylcarbamate-based convulsive syndrome in rats is easy to reproduce, thus being recommended 

for preclinical studies of new drugs for the relief of convulsive syndrome in poisoning with cholinesterase inhibitors.
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ВВЕДЕНИЕ

Карбаматы являются производными карбаминовой кис-
лоты, амино- и карбоксильные окончания которой заме-
щены структурно разнообразными алкильными, ариль-
ными или алкил-арильными группами [1]. Карбаматы 
структурно сходны с амидами и эфирами, их химическая 
и конформационная стабильность, устойчивость к про-
теолизу, а также способность многих представителей 
группы проходить через клеточную мембрану и гематоэн-
цефалический барьер обусловливают все более широкое 
применение карбаматов в фармацевтической промыш-
ленности как в качестве активного компонента лекар-
ственных форм, так и в качестве носителей, заменяющих 
пептиды в готовых лекарственных формах [2]. Помимо 
фармацевтической промышленности, карбаматы актив-
но применяются в сельском хозяйстве и в составе бы-
товой химии, что нередко служит причиной случайных 
или преднамеренных отравлений.

Ряд производных карбаминовой кислоты относится 
к высокотоксичным соединениям, обратимым (в отличие 
от фосфорорганических соединений  —  ФОС) ингибито-
рам холинэстераз, приводящим к формированию так на-
зываемого «холинэргического кризиса», сопряженного 
с развитием генерализованного судорожного синдрома, 
в тяжелых случаях заканчивающегося комой и летальным 
исходом. При действии карбаматов во время острой ин-
токсикации за счет быстрого гидролиза связи С=О (де-
карбомилирования фермента) активность холинэстераз 
у выживших восстанавливается в течение нескольких 
часов, полное восстановление функции холинэстераз 
наблюдается через 24–48 ч [3]. Вместе с тем при от-
равлениях ингибиторами холинэстеразы наблюдаются 

воспалительные реакции в тканях нервной системы, апоп-
тоз нервных клеток и нейродегенеративные изменения, 
потенцирующие развитие стойких неврологических нару-
шений у выживших.

Необходимо отметить, что смертность и инвалиди-
зация при остром отравлении карбаматами достаточно 
высоки. Так, согласно данным ВОЗ от 2019 года, только 
в результате преднамеренного суицида с применением 
карбаматов в мире умерло более 1600 человек, коли-
чество несмертельных отравлений составляло от не-
скольких сотен тысяч до нескольких миллионов в год (по 
статистике разных стран). При неэффективном или не-
своевременном лечении у значительной части выжив-
ших впоследствии часто наблюдались тремор, голо-
вокружения, головные боли, частичная потеря памяти, 
эмоциональная лабильность, спутанность сознания, 
когнитивные нарушения, периферическая нейропатия 
и вегетативная дисфункция [4].

Следует отметить, что при лечении острого от-
равления карбаматами применяются те же методы, 
что и при отравлении ФОС (атропинизация, введение 
препаратов бензодиазепинового ряда для купирования 
судорожного синдрома в первые 10–20 мин после воз-
действия) и методы лечения острых приступов истинной 
эпилепсии при развитии рефрактерных к бензодиазе-
пинам судорог (введение барбитуратов, анестетиков) [5]. 
Эффективность антидотов высока только при их приме-
нении на самых ранних стадиях отравления [6].

В последнее время появляется все больше под-
тверждений тому, что патогенез отравлений карбаматами 
и ФОС включает в том числе проявления нехолинергиче-
ской токсичности посредством индукции активных форм 
кислорода (АФК) и образования карбонилированных 
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белков. ФОС и карбаматы также взаимодействуют с ми-
тохондриальными транслокационными белками, с рецеп-
торами андрогенов, эстрогенов и глюкокортикоидов, уча-
ствующими в метаболизме холестерина, негативно влияя 
на их функции, при этом особенности механизмов и вы-
раженность воздействия на организм у ФОС и карбама-
тов различаются [7, 8]. Это обосновывает необходимость 
разработки новых средств терапии отравлений карба-
матами. Однако она невозможна без применения адек-
ватных экспериментальных моделей для оценки спец-
ифической активности новых средств в доклинических 
исследованиях. На сегодняшний день создание противо-
судорожных средств осуществляется преимущественно 
для терапии истинной эпилепсии; в качестве экспери-
ментальных моделей используется максимальный элек-
трошок, введение коразола и др. [9]. Для моделирования 
генерализованного судорожного синдрома на животных 
в эксперименте в качестве токсикантов-пестицидов, вли-
яющих на активность холинэстеразы, обычно используют 
фосфорорганические соединения (диазинон, малаоксон, 
хлорфенвинфос и дихлофос) [10]. Экспериментальные 
модели генерализованного судорожного синдрома 
с применением карбаматов, предъявляющие значитель-
но меньшие требования к обеспечению безопасности 
при проведении доклинических исследований, не описа-
ны в научных публикациях.

Таким образом, цель работы  —  разработка экспе-
риментальной модели генерализованного судорожного 
синдрома на крысах с применением фенилкарбамата 
как модельного токсиканта для тестирования в доклини-
ческих исследованиях средств терапии при отравлении 
ингибиторами холинэстераз.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на белых беспородных 3-месяч-
ных крысах-самцах массой 150–250 г, полученных из ФГУП 
«ПЛЖ «Рапполово» национального исследовательского 
центра «Курчатовский институт», Ленинградская область. 
Животные содержались в стандартных условиях вивария 
[11]. Поддерживался 12-часовой цикл освещения, корм 
и вода выдавались ad libitum.

В серии предварительных экспериментов определе-
на среднесмертельная доза (ЛД

50
) фенилкарбамата (ФК) 

при внутрибрюшинном и внутрижелудочном путях введе-
ния крысам, составляющая 1,43 ± 0,12 и 10,0 ± 0,77 мг/кг  
массы тела соответственно [12]. Для лучшей воспро-
изводимости экспериментальной модели судорожного 
синдрома в доклинических исследованиях был выбран 
внутрибрюшинный путь введения фенилкарбамата, так 
как данный путь является альтернативным внутривенно-
му пути введения и обеспечивает 100% биодоступность 
препарата. В наших предыдущих работах также была 
экспериментально подобрана судорожная доза фенил-
карбамата 1 мг/кг м.т., обеспечивающая индукцию судо-
рожного синдрома у 100% животных при минимальном 
проценте смертности.

Эксперимент состоял из трех последовательных этапов.
На первом этапе проводили оценку характера судо-

рожного синдрома. Для этого лабораторные животные 
в зависимости от применяемого судорожного агента 
были распределены на 4 группы и контрольную группу 
с введением 0,9% раствора натрия хлорида, по 20 голов 
в каждой группе. Моделирование судорожного синдро-
ма в первой группе проведено с помощью обратимого 

ингибитора ацетилхолинэстеразы из группы карбама-
тов, а именно фенилового эфира карбаминовой кислоты 
(далее фенилкарбамат) 1 мг/кг м.т. Оригинальное соеди-
нение синтезировано в ФГБУ «НКЦТ им. С.Н. Голикова» 
ФМБА России под руководством Беспалова А.Я. и за-
щищено патентом Российской Федерации на изобрете-
ние [13]. Во второй и третьей группах в качестве мо-
дельных токсикантов использовали, соответственно: 
Коразол (Пентилентетразол, 6,7,8,9-тетрагидро-5H-
тетразоло(1,5-a)азепина, C

6
H

10
N

4
), производитель Sigma-

Aldrich, в дозе 65 мг/кг м.т. и Тиосемикарбазид (амид 
гидразинотионкарбоновой кислоты, CH

5
N

3
S) в дозе 

8 мг/кг м.т., ресинтезирован в лаборатории синтеза ФГБУ 
«НКЦТ им. С.Н. Голикова» ФМБА России [14]. В каждой 
экспериментальной группе 10 животных было задей-
ствовано для изучения двигательной активности, ней-
ромоторных функций, сердечно-сосудистой системы 
и 10 — для оценки когнитивных функций.

Выраженность судорожного синдрома после введе-
ния токсикантов определяли визуально по модернизиро-
ванной шкале Racine [15].

Оценку двигательной активности, тревожности 
проводили с помощью компьютеризированного теста 
«Открытое поле», разработанного C.S. Hall (1936) [16] 
с помощью системы VideoMot2, TSE (Германия). Оценку 
поведения проводили через 24, 48 ч. Регистрировали 
7 компонентов поведения в течение 2-х мин наблюдения: 
горизонтальную и вертикальную (стойки) активность, 
груминг, скорость движения животных и расстояние, 
пройденное животным в течение эксперимента, общую 
двигательную активность, количество движений в центре 
площадки и на периферии.

Изучение нейромоторных функций, клинически вы-
ражающихся общей слабостью, астенией, в эксперимен-
тальных условиях проводили через 24, 48 ч с помощью 
анализатора системы хватки «Bioseb GS3», позволяюще-
го автоматически регистрировать силу захвата решетки 
передними лапами крысы и точный момент отпускания.

Когнитивные функции оценивали с помощью реги-
страции параметров условной реакции пассивного из-
бегания болевого раздражения (УРПИ) через 2, 24 и 48 ч 
после обучения в двухкамерной установке PACS-30 
(Columbus Instruments, США). Регистрировали следую-
щие параметры: время первого посещения темной ка-
меры (до обучения для оценки наличия у животного нор-
кового рефлекса), латентный период захода в темную 
наказуемую камеру, время пребывания в светлой и тем-
ной камерах. Общее время эксперимента для каждого 
животного — 120 с. Наряду с временными параметрами 
УРПИ в каждой группе при повторных тестированиях ре-
гистрировали количество обучившихся животных, у кото-
рых латентный период захода в темную камеру был более 
120 с (продолжительность наблюдения за животными).

Для оценки деятельности сердечно-сосудистой си-
стемы проводили электрокардиографическое исследо-
вание (ЭКГ) во II отведении на приборе электрокарди-
ограф ветеринарный «Поли-Спектр-8В» («Нейрософт», 
Россия) через 24, 48 ч. Измеряемые показатели: частота 
сердечных сокращении (ЧСС), величина зубца R, интер-
валы PQ и QT, рассчитываемые по II стандартному отве-
дению. На этом же приборе осуществляли оценку рит-
мограммы сердца с помощью кардиоинтервалографии 
по Баевскому (КИГ) [17].

У животных, подвергнутых запланированной эвта-
назии и некропсии, на первом этапе эксперимента был 
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выполнен гистологический анализ головного мозга. 
Срезы органов были обезвожены, пропитаны парафином 
и окрашены гематоксилином и эозином, с последующим 
исследованием методом световой микроскопии на ми-
кроскопе Leica DM1000, Leica Microsystems Wetzlar GmbH 
(Германия) при 400-кратном увеличении. Для эвтаназии 
применяли ингаляцию СО

2
 с использованием оборудова-

ния Open Science (Россия).
На втором этапе эксперимента проводили оценку не-

которых биохимических показателей, а также ионного 
состава крови животных. В группе «фенилкарбамат» до-
полнительно оценивали антиоксидантный статус в срав-
нении с интактной группой. Для этого была сформиро-
вана новая выборка, в которой судорожный синдром 
моделировали фенилкарбаматом в дозе 1 мг/кг м.т., ко-
разолом в дозе 65 мг/кг м.т., тиосемикарбазидом в дозе 
8 мг/кг м.т. В зависимости от времени забора крови (24, 
48 ч; 7 и 14 сут) лабораторные животные для контроля 
исследуемых показателей были разделены на 4 группы, 
включая интактную группу, по 24 головы в каждой.

Кровь от животных для биохимического анализа за-
бирали в сухой вакутейнер через 24, 48 ч, на 7 и 14 сут. 
Далее отобранный биологический материал центрифу-
гировали (центрифуга Z 326 K, производства Германии, 
серия 66110159) при 3000 об/мин, при 4 °С 10 мин. 
Для дальнейших исследований отбирали надосадоч-
ную жидкость  —  сыворотку. Исследовали прозрачную 
сыворотку без признаков гемолиза. Определение био-
химических показателей (триглицеридов, аспартатами-
нотрансферазы (АСТ), аланинаминотрансферазы (АЛТ), 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ), щелочной фосфатазы (ЩФ), 
общего холестерина, мочевины, общего билирубина) 
проводили на биохимическом анализаторе А-25 фир-
мы «BioSystems» (Испания) с использованием наборов 
АО «Вектор-Бест» (Россия). Калибровку анализатора 
и внутренний контроль качества исследований произво-
дили на калибровочных и контрольных материалах АО 
«Вектор-Бест» (Россия).

Для изучения антиоксидантной системы использова-
ли плазму крови и эритроцитарную взвесь, получаемую 
центрифугированием цельной крови при 3000 g на про-
тяжении 3 мин с последующей трехкратной отмывкой 
эритроцитов физиологическим раствором и поэтапным 
центрифугированием при указанных параметрах. Из от-
мытых эритроцитов готовили гемолизат соответствую-
щим для каждой методики образом. В гемолизате эритро-
цитов по методу W.H. Habig и W.B. Jakoby [19] определяли 
показатели системы антиоксидантной защиты: суперок-
сиддисмутазы (СОД) [18]; глутатионпероксидазы (ГП), глу-
татионредуктазы (ГР). Для оценки процессов перекисно-
го окисления липидов (ПОЛ) определяли концентрацию 
восстановленного глутатиона (ВГ) [20], а также стабиль-
ного конечного продукта ПОЛ  —  малонового диальде-
гида (МДА) [21]. Исследование проведено на биохимиче-
ском анализаторе «А-25» (BioSystems SA).

Для изучения механизма действия фенилкарба-
мата на третьем этапе оценивали активность холинэ-
стеразы в крови и головном мозге. Активность аце-
тилхолинэстеразы определяли по методу Эллмана 
[22]. Экспериментальные животные были разделены 
на две группы: контрольная 30 голов и опытная 30 го-
лов. Крысам-самцам из опытной группы внутрибрюшин-
но вводили фенилкарбамат в дозе 1 мг/кг м.т. Животным 
из группы контроля вводили внутрибрюшинно 0,9% рас-
твор натрия хлорида. После декапитации у исследуемых 
групп проводили забор крови и тканей головного мозга 
через определенные интервалы времени: 10, 30, 60 мин, 
6 и 24 ч. На одну временную точку задействовали 6 жи-
вотных.

Статистическую обработку полученных эксперимен-
тальных данных осуществляли с помощью программно-
го обеспечения для статистического анализа Statistica 
v.10. Для оценки достоверности различий между груп-
пами в функциональных и биохимических исследовани-
ях применяли параметрический дисперсионный анализ 
(ANOVA). Для оценки достоверности различий в динамике 
изменения активности ацетилхолинэстеразы в головном 
мозге и в крови крыс использовали непараметрический 
критерий Манна — Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Основные характеристики судорожного синдрома, на-
блюдаемые при введении фенилкарбамата внутрибрю-
шинно в дозе 1 мг/кг м.т., по сравнению с эффектами, на-
блюдаемыми при введении коразола и тиосемикарбазида 
(ТСК), представлены в таблице 1.

Время наступления латентного периода судорог у жи-
вотных из группы, получавшей фенилкарбамат в дозе 
1 мг/кг м.т., сопоставимо с аналогичным параметром 
у крыс-самцов, получавших коразол в дозе 65 мг/кг м.т. 
(табл. 1). Длительный латентный период появления су-
дорог, проявляющихся не только в виде клонических, 
но и в виде тонических судорог, а также экстензий, от-
мечен только у животных из группы, получившей тио-
семикарбазид. В группе животных при использовании 
фенилкарбамата интенсивность судорожного синдрома 
5-го уровня по Racine регистрировали у 60% животных, 
что  сопоставимо с животными из групп сравнения (при-
менение коразола и тиосемикарбазида). В то же вре-
мя интенсивность судорожного синдрома 6-го уровня 
по Racine регистрировали в большей степени у животных 
из групп с коразоловой и тиосемикарбазидной моделями. 
Необходимо отметить, что продолжительность судорож-
ного синдрома при 5-м и 6-м уровне по Racine у животных 
из группы с фенилкарбаматной моделью была сопостави-
ма с данными у животных из группы с коразоловой моде-
лью судорожного синдрома. При этом у животных из груп-
пы с тиосемикарбазидной моделью продолжительность 
судорожного синдрома как при 5-м, так и 6-м  уровне 

Таблица 1. Сравнительная оценка латентного периода и продолжительности судорожного синдрома исследуемых конвульсантов

№ Показатель
ФК, 1мг/кг м.т.

n = 20
Коразол, 65 мг/кг м.т.

n = 20
ТСК, 8 мг/кг м.т.

n = 20

1 Латентный период проявления судорог, мин 5,33 ± 0,33 8,11 ± 0,6 106,8 ± 7,34

2 Продолжительность судорожного синдрома при 5-м уровне по Racine, мин 30 ± 0,6 35 ± 1,9 129 ± 9,0

3 Продолжительность судорожного синдрома при 6-м уровне по Racine, мин 13 ± 1,5 12 ± 1,0 150 ± 7,1

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в формате среднего значения и стандартной ошибки среднего (М ± m).
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по Racine была гораздо длительнее. При этом леталь-
ность в группах «фенилкарбамат» и «коразол» составляла 
20%, а в группе тиосемикарбазид — 33%.

При оценке поведения и двигательной активности 
с помощью многоцелевой системы открытого поля уста-
новлено, что у животных, получавших фенилкарбамат, 
через 24 ч после введения наблюдалось статистически 
значимое угнетение параметров двигательной активно-
сти в 2 раза по сравнению с контрольной группой живот-
ных. Кроме того, при введении коразола наблюдалось 
статистически значимое увеличение общей двигательной 
активности в 2,4 раза, количества горизонтальных пере-
мещений в 4,3 раза и актов груминга в 2 раза по сравне-
нию с контролем. У крыс, получавших тиосемикарбазид, 
выявлено статистически значимое возрастание общей 
двигательной активности в 1,2 раза, количества горизон-
тальных перемещений в 1,9 раза, количества стоек в 3,1 
раза, актов груминга в 1,9 раза, среднего расстояния 
в 2,5 раза и средней скорости в 2,6 раза, двигательной 
активности на периферии в 6,6 раза.

Статистически значимых различий между показателя-
ми силы хвата у животных, получавших судорожные дозы 
фенилкарбамата или других токсикантов, по сравнению 
с контрольной группой не обнаружено.

При оценке когнитивных нарушений в тесте УРПИ 
установлено, что у животных, получивших фенилкарба-
мат в судорожной дозе, зарегистрировано увеличение 
времени первого захода в темный отсек до обучения. 
Тиосемикарбазид не оказывал статистически достовер-
ного влияния на обучение ни при введении токсиканта 
за сутки до обучения, ни при введении за сутки после 
обучения. Коразол, введенный за 24 ч до обучения, со-
гласно полученным результатам, вызывал дозозависи-
мое нарушение краткосрочной памяти по механизму 
влияния на процессы фиксации информации (след па-
мяти).

При изучении функции сердечно-сосудистой систе-
мы зафиксировано достоверное снижение частоты сер-
дечных сокращений (ЧСС) через 48  ч после введения 
фенилкарбамата (403,0 ± 18,8 против 484,5 ± 8,7 уд. мин 
в контрольной группе). При оценке индекса напряжен-
ности по данным кардиоинтервалографии через 24  ч 
отмечены достоверные отличия от значений в группе, 
получавшей фенилкарбамат (47 715,2 ± 10 714,0 против 
13 889,6 ± 4623,0 у.е.) и в группе, получавшей тиосеми-
карбазид (14 814,5 ± 6278,8 против 73 743 ± 16 103,0 у.е.).

При гистологическом исследовании образцов тканей 
головного мозга у животных, получивших фенилкарбамат, 
через 24 ч после введения выявлено большое количество 
темных нейронов коры вытянутой формы без четкой гра-
ницы ядра, ядрышко не визуализируется по сравнению 
с группой контроля (рис. 1).

В белом веществе наблюдали очаговое разрежение 
нейропиля, преимущественно за счет отростков клеток 
(астроцитов, олигодендроцитов или нейронов). Вены 
в белом веществе растянуты, заполнены эритроцита-
ми, плохо воспринимающими эозин, без четких границ. 
Большинство нейронов ствола темные, сморщенные, 
но на этом фоне встречаются отдельные клетки в состо-
янии острого набухания (рис. 2). В тканях мозжечка клет-
ки Пуркинье темные, ядро и ядрышко не определяются, 
наблюдаются очаги паренхиматозного кровоизлияния, 
«выпадения» клеток, очаги элективного некроза; соот-
ветствующие данные представлены на рисунке 3.

Обращает на себя внимание, что фенилкарбамат, 
не приводящий к развитию выраженных нарушений дви-
гательной активности и когнитивных функций в первые 
24 ч после введения (в отличие токсикантов групп сравне-
ния: коразола и тиосемикарбазида), при оценке в тестах 
«открытое поле» и «УРПИ» также негативно влияет на це-
лый ряд биохимических показателей по прошествии двух 
недель после воздействия. При этом после воздействия 
коразола наблюдали единичные и менее выраженные 
сходные изменения.

Данные биохимического состава крови эксперимен-
тальных животных в течение 24 часов и в более длитель-
ный период представлены в таблице 2.

После воздействия фенилкарбамата в первые сут-
ки фиксировали повышение триглицеридов, которое 
нормализовалось к концу экспериментального перио-
да наблюдений. Часть изменений происходила по типу 
декомпенсации: избыточное повышение концентрации 
биохимического показателя и последующее его резкое 
снижение в ответ на воздействие токсиканта. В тоже вре-
мя на 14-е сутки выявлено снижение средних значений 
по таким показателям, как АЛТ, ЛДГ. Также на 14-е сутки 
наблюдали повышение ЩФ, мочевины, билирубина и сни-
жение уровней холестерина.

При оценке ионного состава крови (табл. 3), характе-
ризующего, помимо прочего, функцию почек, установ-
лено, что изменения, вызываемые фенилкарбаматом 
в первые сутки (снижение концентрации ионов натрия 

Б

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Кора лобной доли головного мозга крысы (увеличение ×400): А — контрольное животное; Б — через 24 часа после введения фенилкарбамата
Примечание: стрелкой указан темный нейрон вытянутой формы без четкой границы ядра.

А
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и магния), аналогичны эффектам после воздействия ти-
осемикарбазида, что может свидетельствовать об избы-
точной затрате ионов в момент судорожного синдрома.

Поскольку фенилкарбамат является ингибитором 
ацетилхолинэстеразы (АХЭ), необходимо было оценить 
степень его влияния на активность АХЭ в разработанной 
модели судорожного синдрома. В таблице 4 приведены 
результаты определения уровня АХЭ в цельной крови 
и процентное соотношение ингибированной АХЭ в крови 
и головном мозге после введения фенилкарбамата в су-
дорожной дозе.

При анализе данных, представленных в таблице 4, 
выявлено достоверное угнетение АХЭ в головном мозге 
и в цельной крови белых крыс в течение 6 часов после 
введения фенилкарбамата. Через 24 ч происходит пол-
ное восстановление активности фермента. Важно отме-
тить, что через 6 часов после введения фенилкарбамата 
при сохраняющейся ингибиции АХЭ на 42,3 и 30,5% в цен-
тральной нервной системе и в периферической крови со-
ответственно судороги у крыс полностью прекращались.

Дополнительно изучено состояние отдельных компо-
нентов антиоксидантной системы и маркеров перекисно-
го окисления липидов в разные временные периоды по-
сле воздействия фенилкарбамата в дозе 1 мг/кг м.т.

Установлено, что в первые сутки после введения жи-
вотным фенилкарбамата достоверно изменяются три 
из четырех изученных показателей. При этом уровень 

малонового диальдегида в группе «фенилкарбамат» 
в первые сутки наблюдения снижен по сравнению с кон-
трольной группой почти в 2 раза, но к 14 сут наблюдений 
его уровень значительно превышал контрольные пока-
затели, в то же время активность глутатионпероксидазы 
демонстрирует противоположную направленность изме-
нений по сравнению с контролем (табл. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Модели с применением ингибиторов холинэстеразы 
на основе ФОС имеют свои особенности, и при разра-
ботке антидотов их использование предпочтительнее, 
чем моделей для тестирования противоэпилептических 
препаратов [10]. Наши исследования продемонстриро-
вали, что воздействие фенилкарбамата на организм 
экспериментальных животных также имеет особен-
ности, которые должны учитываться как при изучении 
патогенеза отравлений, так и при разработке средств 
лечения. Изучение ключевых характеристик судорожно-
го синдрома при остром отравлении в течение 2 часов 
продемонстрировало, что в целом модель на основе фе-
нилкарбамата (внутрибрюшинное введение) сопоставима 
с распространенной в практике доклинических иссле-
дований скрининговой судорожной моделью на основе 
коразола. При использовании фенилкарбамата в каче-
стве модельного токсиканта интенсивность судорог была 

Б

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Мозжечок крысы (увеличение ×400): А — контрольное животное; Б — через 24 часа после введения фенилкарбамата
Примечание: стрелкой указаны клетки Пуркинье темные, ядро и ядрышко не определяются.

А

Б

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Ствол головного мозга крысы (увеличение ×400): А — контрольное животное; Б — через 24 часа после введения фенилкарбамата
Примечание: стрелкой указаны клетки в состоянии острого набухания.

А
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выражена немного меньше (5-й уровень у >60 % живот-
ных), чем в группах сравнения (интенсивность 6-го уров-
ня при введении коразола и тиосемикарбазида). Важно 
отметить, что степень выраженности судорог 5-го уровня 
по шкале Racine соответствует генерализованному судо-
рожному синдрому у человека, что позволяет рекомендо-
вать фенилкарбамат в качестве эффективного токсикан-
та для моделирования тяжелого судорожного синдрома 
при разработке средств лечения.

Выявленные изменения в частоте сердечных со-
кращений свидетельствуют о том, что при разработке 
средств лечения отравлений карбаматами целесообраз-
но уделять внимание препаратам, влияющим на функции 
сердца и сосудов. При этом модель на основе введения 
фенилкарбамата может послужить основой для тестиро-
вания соответствующих подходов к лечению. В целом за-
фиксированные изменения показателей ЭКГ совпадают 

с данными научной литературы, где описано выраженное 
влияние карбаматов и ФОС на показатели сердечно-со-
судистой деятельности [23].

Поскольку стандартные тесты для оценки двигатель-
ной активности и когнитивных нарушений низкоинформа-
тивны при применении в первые сутки после воздействия 
фенилкарбаматом, можно предположить, что развиваю-
щиеся после подобных отравлений нарушения функции 
нервной системы имеют длительный и сложный патоге-
нез и требуют либо более продолжительных наблюдений, 
либо применения альтернативных тестов при экспери-
ментальном моделировании отравлений соединениями 
группы карбаматов.

Результаты гистологического исследования тканей 
мозга подтверждают, что, несмотря на отсутствие вы-
раженных отклонений в тестах для оценки когнитивных 
нарушений у экспериментальных животных в первые 

Таблица 2. Влияние изучаемых судорожных токсикантов на биохимические показатели в крови животных в различные временные периоды

Изучаемые показатели 
Период

наблюдения
Интактная группа

n = 24
ФК, 1 мг/кг м.т

n = 24
Коразол, 65 мг/кг м.т.

n = 24
ТСК, 8 мг/кг м.т.

n = 24

Триглицериды, ммоль/л 24 ч 0,32 ± 0,03 0,52 ± 0,05* 0,45 ± 0,06 0,62 ± 0,04*

48 ч 1,07 ± 0,16 1,24 ± 0,17 0,68 ± 0,06* 0,96 ± 0,08

7 сут 1,43 ± 0,26 0,87 ± 0,08 1,12 ± 0,10 1,32 ± 0,20

14 сут 0,83 ± 0,07 1,09 ± 0,14 1,32 ± 0,13* 0,76 ± 0,09

ЛДГ, Ед/л 24 ч 1001,3 ± 114,9 916,4 ± 112,6 870,8 ± 89 754,6 ± 32,3

48 ч 909,2 ± 78,6 894,2 ± 55,2 792,4 ± 52,5 867 ± 62,4

7 сут 894,4 ± 61,2 816,1 ± 83,3 1046,9 ± 79,9 929,9 ± 71,5

14 сут 935,7 ± 67,3 686,8 ± 63,2* 759,4 ± 81,3 783,7 ± 67,4

АЛТ, ЕД/л 24 ч 52,8 ± 2,2 56,4 ± 5,4 56,4 ± 2,3 62,5 ± 5,4

48 ч 60,7 ± 3,1 62,1 ± 2,7 65,0 ± 4,4 58,4 ± 2,7

7 сут 71,4 ± 2,5 69,2 ± 3,9 79,4 ± 7,1 70,8 ± 4,1

14 сут 55,5 ± 3,2 43,6 ± 2,1* 48,3 ± 1,6 53,3 ± 6,2

АСТ, ЕД/л 24 ч 132,8 ± 7,6 156,6 ± 12,7 146,0 ± 5,1 146,5 ± 7,7

48 ч 143,5 ± 8,3 153,4 ± 5,2 150,7 ± 7,9 155,2 ± 7,4

7 сут 169,7 ± 7,9 160,9 ± 12,2 169,1 ± 10,9 170,9 ± 10,7

14 сут 140,3 ± 7,4 142,7 ± 6,7 125,7 ± 6,9 150,3 ± 14,4

ЩФ, ЕД/л 24 ч 215,8 ± 12,5 179,6 ± 11* 198,1 ± 15,3 277,3 ± 20,4*

48 ч 292,0 ± 22,8 328,1 ± 15,9 256,2 ± 25,4 258 ± 29,3

7 сут 302,7 ± 27,9 269,7 ± 23,2 305,3 ± 34,3 343 ± 25,8

14 сут 210,4 ± 18,7 306,5 ± 24,7* 301,9 ± 22* 295 ± 46,1

Холестерин, ммоль/л 24 ч 1,61 ± 0,05 1,40 ± 0,08* 1,22 ± 0,08* 1,48 ± 0,08

48 ч 1,14 ± 0,05 1,15 ± 0,06 1,15 ± 0,05 1,24 ± 0,05

7 сут 1,10 ± 0,08 1,03 ± 0,04 1,24 ± 0,07 1,30 ± 0,08

14 сут 1,61 ± 0,07 1,41 ± 0,08* 1,30 ± 0,07* 1,45 ± 0,08

Билирубин общий, 
мкмоль/л

24 ч 10,2 ± 0,4 12,0 ± 1,0 12,1 ± 1,3 14,1 ± 1,5*

48 ч 18,2 ± 2,8 20,2 ± 1,8 10,5 ± 1,6* 17,6 ± 1,3

7 сут 13,8 ± 2,8 14,4 ± 2,3 19,6 ± 2,1 17,9 ± 2,0

14 сут 12,2 ± 1 17,6 ± 1,8* 18,2 ± 2,7* 14,3 ± 1,3

Мочевина, 
ммоль/л

24 ч 4,4 ± 0,2 3,6 ± 0,3* 4,0 ± 0,3 4,7 ± 0,3

48 ч 4,5 ± 0,3 5,9 ± 0,3* 4,7 ± 0,6 4,2 ± 0,1

7 сут 5,2 ± 0,5 5,4 ± 0,2 5,4 ± 0,2 6,4 ± 0,4

14 сут 4,2 ± 0,2 5,6 ± 0,3* 4,9 ± 0,2* 3,9 ± 0,3

Таблица составлена авторами на основании собственных данных

Примечание: данные представлены в формате среднего значения и стандартной ошибки среднего (М ± m). * доверительная вероятность различий 
относительно контрольной группы (р < 0,05).



45

Оригинальная статья | КЛИНИЧЕСКАЯ ФАРМАКОЛОГИЯOriginal article | CLINICAL PHARMACOLOGY

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2024, ТОМ 26, № 4

Таблица 3. Влияние изучаемых судорожных токсикантов на ионный состав крови животных в различные временные периоды судорожного синдрома

Изучаемые показатели 
Период

наблюдения
Интактная группа

n = 24
Коразол, 65 мг/кг м.т.

n = 24
ТСК, 8 мг/кг м.т.

n = 24
ФК, 1 мг/кг м.т

n = 24

K+, (ммоль/л) 24 ч 4,7 ± 0,1 4,5 ± 0,1 4,6 ± 0,1 4,9 ± 0,1

48 ч 4,6 ± 0,2 4,6 ± 0,1 4,6 ± 0,1 4,8 ± 0,1

7 сут 4,2 ± 0,1 4,1 ± 0,1 4,0 ± 0,1 4,2 ± 0,1

14 сут 5,2 ± 0,2 5,1 ± 0,1 5,1 ± 0,2 5,7 ± 0,2

Na+, (ммоль/л) 24 ч 160 ± 0,9 153,6 ± 1,5* 157,6 ± 1,4 155,4 ± 1,2*

48 ч 155,3 ± 1,3 157,7 ± 1,7 158,6 ± 1,2 159,0 ± 1,0*

7 сут 162,1 ± 1,3 161,1 ± 1,5 163,5 ± 1,0 162,7 ± 1,2

14 сут 145,2 ± 1,6 142,9 ± 1,9 143 ± 1,7 142,9 ± 1,9

CI–, (ммоль/л) 24 ч 96,6 ± 1,5 95,1 ± 1,1 99 ± 1,6 99,2 ± 1,1

48 ч 96,9 ± 1,0 94,8 ± 1,7 96,6 ± 0,7 99,2 ± 1,2

7 сут 93,6 ± 1,5 92,6 ± 1,6 92,9 ± 1,2 94,4 ± 1,1

14 сут 93,8 ± 0,7 92,5 ± 1,4 92,3 ± 1,7 96,5 ± 1,1*

Фосфор (Р), ммоль/л 24 ч 2,89 ± 0,07 2,82 ± 0,08 2,64 ± 0,07* 2,85 ± 0,08

48 ч 2,65 ± 0,05 2,69 ± 0,10 2,49 ± 0,03* 2,94 ± 0,06*

7 сут 2,14 ± 0,07 2,12 ± 0,05 2,14 ± 0,06 2,29 ± 0,07

14 сут 2,85 ± 0,08 2,68 ± 0,06 2,65 ± 0,11 2,63 ± 0,04*

Магний (Mg), ммоль/л 24 ч 1,37 ± 0,25 0,35 ± 0,07* 0,94 ± 0,01 0,27 ± 0,02*

48 ч 1,23 ± 0,19 0,89 ± 0,02 0,96 ± 0,02 0,90 ± 0,02

7 сут 1,27 ± 0,19 0,88 ± 0,03 1,19 ± 0,18 0,90 ± 0,02

14 сут 0,56 ± 0,03 0,63 ± 0,02 0,57 ± 0,05 0,67 ± 0,02*

Таблица составлена авторами на основании собственных данных

Примечание: данные представлены в формате среднего значения и стандартной ошибки среднего (М ± m). * доверительная вероятность различий 
относительно контрольной группы (р < 0,05).

Таблица 4. Динамика изменений активности ацетилхолинэстеразы в головном мозге и в крови белых крыс после введения фенилкарбамата

Время
ФК (n = 6) Контроль (n = 6) % ингибирования, 

кровь
% ингибирования, 

мозгАХЭ, Е/мл крови АХЭ, Е/мг мозга АХЭ, Е/мл крови АХЭ, Е/мг мозга

10 мин 463,1 [365,4; 480,5]* 35,1 [32,7; 38,5]* 757,4 [606,4; 796,4] 78 [70,7; 80,4] 38,9 [36,6; 51,8] 54,9 [50,6; 58,1]

30 мин 370,9 [328,8; 396,2]* 66,3 [59,9; 79,7]* 563,7 [556,9; 634,9] 88,4 [87; 92,7] 34,2 [29,7; 41,7] 25,1 [9,9; 32,3]

60 мин 441,1 [292,1; 494,7] 63,4 [51,3; 70,6]* 690,1 [469,2; 700,0] 92 [90,6; 104,5] 36,1 [28,3; 57,7] 31,0 [23,2; 44,2]

6 ч 492,4 [418,8; 543,8] 68,1 [55,0; 86,2] 698,7 [686,8; 777,6) 120,3 [108; 144,6] 29,5 [22,2; 56,9] 43,4 [28,3; 54,3]

24 ч 946,3  [398,6; 996,6] 123,9 [111,8; 134,6] 763,6 [629,8; 798,3] 117,3 [109,9; 126,3] -23,9 [-30,5; 47,8] -5,6 [-14,7; 4,8]

Таблица составлена авторами на основании собственных данных

Примечание: данные представлены в формате медиана (Me), верхний (UQ) и нижний (LQ) квартили. * доверительная вероятность различий относительно 
контрольной группы (р < 0,05).

Таблица 5. Влияние фенилкарбамата на уровень малонового диальдегида и показателей антиоксидантной системы в крови лабораторных животных

Экспериментальные 
группы 

Период
наблюдения

Изучаемые показатели

ВГ, мкмоль/л МДА, нмоль/мл СОД, ЕД/г Hb ГП, Ед/ г Hb

Контроль 
24 ч

0,28 ± 0,02 142,3 ± 8,3 1131,0 ± 51,3 34,7 ± 1,3

ФК 0,36 ± 0,02* 79,6 ± 10,9* 1331,1 ± 70,8 42,5 ± 2,7*

Контроль 
48 ч

0,13 ± 0,04 188,3 ± 11,8 1274,9 ± 141,2 27,7 ± 2,4

ФК 0,21 ± 0,03 151,3 ± 4,2* 1494,5 ± 194,1 33,7 ± 3,9

Контроль 
7 сут

0,41 ± 0,06 122,6 ± 3,9 1297,9 ± 76,6 35,8 ± 1,0

ФК 0,40 ± 0,04 153,1 ± 9,7* 1096,7 ± 81,0 32,3 ± 1,6

Контроль 
14 сут

0,39 ± 0,03 164,0 ± 12,2 1702,8 ± 66,9 35,6 ± 1,1

ФК 0,34 ± 0,07 197,6 ± 8,2* 1504,8 ± 59,7 31,6 ± 1,3*

Таблица составлена авторами на основании собственных данных

Примечание: данные представлены в формате среднего значения и стандартной ошибки среднего (М ± m); * доверительная вероятность различий 
относительно контрольной группы (р < 0,05).
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24 ч после воздействия, введение карбаматов приводило 
к возникновению нарушений в структуре мозга, что так-
же может быть использовано при изучении патогенеза 
отравлений и в практике доклинических исследований 
при разработке подходов к лечению отравлений.

Некоторая часть выявленных изменений биохимиче-
ских показателей может быть связана не только с ком-
плексом патогенетических преобразований при инток-
сикации, но и с индивидуальной чувствительностью 
отдельных особей, что (при малом количестве животных 
в группах) повлияло на среднестатистические значения 
показателей. Однако результаты нашего исследова-
ния подтверждаются научными данными, полученными 
при оценке влияния на человека иных ингибиторов холи-
нэстераз. Так, в исследовании R. Senarathne et al. пред-
лагалось использовать АСТ и АЛТ в качестве альтерна-
тивных маркеров отравлений карбаматами и ФОС [24]. 
Выявленные изменения активности ферментов печени, 
холестерина и триглицеридов через 14 сут после воз-
действия фенилкарбамата свидетельствуют о нарушении 
функций печени. Повышение концентрации мочевины 
в крови может быть связано как с нарушениями функции 
печени, так и с повреждением мышечных тканей, кроме 
того, в процессе массированного распада белка, сопро-
вождающегося гипераммониемией, токсичный аммиак 
может стать причиной развития ряда неврологических 
нарушений.

При воздействии фенилкарбамата, помимо дефици-
та магния, изменялась частота сердечных сокращений. 
Можно предположить, что данные изменения вносят свой 
вклад в не зависящую от взаимодействия с АХЭ судо-
рожную активность, учитывая, что гипомагниемия часто 
ассоциирована с гипервозбудимостью миокарда, тремо-
ром, фасцикуляциями.

Результаты изучения содержания и функции АХЭ 
при введении фенилкарбамата вполне ожидаемы и под-
тверждают эффективность использования данного со-
единения в качестве модельного токсиканта при экспе-
риментальном моделировании судорожного синдрома 
на фоне отравления ингибиторами холинэстераз.

Результаты исследования маркеров перекисного 
окисления липидов и системы антиоксидантной за-
щиты подтвердили данные о комплексном механизме 
развития судорог и последующих неврологических на-
рушений после отравлений карбаматами. Выявленное 
ранее изменение уровня малонового диальдегида, об-
разующегося в процессе перекисного окисления липи-
дов и ассоциируемого с изменениями липидограммы 
[25], соотносится с установленными нами изменениями 
в концентрациях триглицеридов и холестерина. Были 
зафиксированы отличия уровня МДА на 1 сут в группе 
«фенилкарбамат» по сравнению с контрольной группой, 
но начиная со второго дня и до 14 дня наблюдалось 
увеличение данного показателя по сравнению с кон-
трольной группой. Повышение уровня содержания ГП 
и ВГ на 1 и 2 сут экспериментального периода в группе 
животных, получивших фенилкарбамат, по сравнению 
с контрольной группой подтверждает нарушение функ-
ции печени, сердечно-сосудистой системы и развитие 
воспалительной реакции на фоне отравления карбама-
тами, сопровождающегося активацией антиоксидант-
ных механизмов.

Обобщая результаты проведенной разработки экспе-
риментальной модели судорожного синдрома на основе 
введения фенилкарбамата в организм, можно предло-
жить следующий алгоритм использования модели, пред-
ставленный в таблице 6.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработанная экспериментальная модель судорожно-
го синдрома на основе фенилкарбамата в дозе 1 мг/кг 
м.т. обладает приемлемыми характеристиками по срав-
нению с существующими моделями и может эффективно 
применяться в доклинических исследованиях при изуче-
нии особенностей патогенеза отравлений карбаматами, 
при разработке средств купирования судорожного син-
дрома при остром отравлении и при создании средств 
профилактики и лечения отдаленных последствий отрав-
лений у выживших.

Таблица 6. Схема для формирования экспериментальной модели судорожного синдрома обратимым ингибитором ацетилхолинэстеразы

Тип животных Белые беспородные крысы-самцы возрастом 3 месяца, весом 150–250 г

Количество животных в группе Не менее 6

Модельный токсикант Фениловый эфир карбаминовой кислоты [13]

Минимальная судорожная доза 1 мг/кг (в качестве растворителя — 0,9% раствор натрия хлорида)

Способ введения токсиканта в организм Внутрибрюшинно

Значимые характеристики судорожного синдрома Клонические судороги в 100% случаев; латентный период проявления судорог 
5–6 мин; интенсивность судорог не менее 5 баллов по шкале Racine в течение 30 мин

При изучении эффективности средств терапии 
судорожного синдрома (до 24 ч) дополнительно 
могут учитываться показатели

Повышенные уровни: триглицеридов, восстановленного глутатиона, активности 
глутатионпероксидазы.
Сниженные концентрации: холестерина, щелочной фосфатазы, мочевины, Na+, Mg2+, 
малонового диальдегида;
Снижение частоты сердечных сокращений

При изучении эффективности средств терапии отда-
ленных последствий судорожного синдрома (до 14 сут) 
дополнительно могут учитываться показатели

Повышение: щелочной фосфатазы, мочевины, билирубина, малонового диальдегида.
Снижение: холестерина, лактатдегидрогеназы, АЛТ, глутатионпероксидазы 

Таблица составлена авторами на основании собственных данных
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ИЗУЧЕНИЕ ОБЩЕТОКСИЧЕСКОГО ДЕЙСТВИЯ У КРЫС ПРИ ИМПЛАНТАЦИИ ГЕМОСТАТИЧЕСКОГО 
СРЕДСТВА НА ОСНОВЕ ХИТОЗАНА

А.М. Носов1, А.А. Бондаренко2, Г.Г. Катрецкая2, К.П. Головко1, А.В. Шульц2, М.В. Волкова3, Е.А. Золотоверхая2, Л.Г. Кубарская2, 
Е.Д. Бажанова2, О.Н. Гайкова2

1 Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия
2 Научно-клинический центр токсикологии им. С.Н. Голикова Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, Россия
3 Химическая компания «Орион», Санкт-Петербург, Россия

Введение. Остановка продолжающегося кровотечения при выполнении полостных оперативных вмешательств является актуальной проблемой 

хирургии как гражданского, так и военного здравоохранения. Разработка и внедрение в клиническую практику нового эффективного и доступно-

го средства для остановки внутреннего кровотечения будет способствовать повышению выживания пострадавших.

Цель. Изучение общетоксического и местного токсического действия местного гемостатического средства (МГС) для внутриполостного при-

менения.

Материалы и методы. Исследование проведено на 20 беспородных крысах (10 самцов и 10 самок) массой 180–220 г. Опытной группе животных 

местное гемостатическое средство имплантировали в брюшную полость в дозе 512 мг/кг массы тела (м.т.). Животным контрольной группы прово-

дили операцию без имплантации МГС. Анализ данных осуществляли с помощью программ Microsoft Excel 2013 и Statistica 10.0.

Результаты. Результаты оценки состояния опытных животных, их массы тела, кормо- и водопотребления и массовые коэффициенты внутренних 

органов не отличались от результатов контрольных групп. Оценка гематологических и биохимических показателей крови крыс показала отсут-

ствие выхода значений за пределы референтной нормы. При макро- и микроскопическом изучении внутренних органов животных зафиксировано 

наличие местнораздражающего действия изучаемого образца.

Заключение. Таким образом, лабораторные животные хорошо перенесли внутрибрюшинную имплантацию МГС в дозе 512 мг/кг м.т.; соответ-

ственно дальнейшее изучение его токсических свойств и эффективности является перспективным.

Ключевые слова: местное гемостатическое средство; безопасность; общетоксическое действие; хитозан; имплантация
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GENERAL TOXIC EFFECT OF A CHITOSAN-BASED HEMOSTATIC AGENT IMPLANTED IN RATS

Artem M. Nosov1, Anastasiya A. Bondarenko2, Galina G. Katretskaya2, Konstantin P. Golovko1, Alena V. Shultz2, Marina V. Volkova3, 
Ekaterina A. Zolotoverkhaja2, Larisa G. Kubarskaya2, Elena D. Bazhanova2, Olga N. Gaikova2

1 Kirov Military Medical Academy, Saint Petersburg, Russia
2 Golikov Research Clinical Center of Toxicology, Saint Petersburg, Russia
3 Orion Chemicals Ltd, Saint Petersburg, Russia

Introduction. Hemostasis of ongoing bleeding during cavitary surgical interventions is an urgent problem both in civil and military healthcare. The develop-

ment of new effective and affordable agents for hemostasis of internal bleeding and their introduction into clinical practice may contribute to increasing the 

survival of injured patients.

Objective. Study of general and local toxic effects of a local hemostatic agent (LHA) for intracavitary application.

Materials and methods. The study was performed on 20 mongrel rats (10 males and 10 females) weighing 180–220 g. The experimental group of animals 

was implanted with the LHA into the abdominal cavity at a dose of 512 mg/kg body weight (bw). The animals of the control group underwent surgery without 

LHA implantation. Data analysis was performed using the Microsoft Excel 2013 and Statistica 10.0 software applications.

Results. The health status, body weight, food and water consumption, and mass coefficients of internal organs in the experimental animals did not differ 

from those in the control group. The hematological and biochemical blood parameters showed values within the reference norm. The macro- and microscopic 

examination of the internal organs revealed a local irritant effect of the agent under study.

Conclusion. The laboratory animals tolerated the intraperitoneal implantation of the tested local hemostatic agent at a dose of 512 mg/kg bw well. A further 

study of its toxic properties and effectiveness is validated.

Keywords: local hemostatic agent; safety; general toxic effects; chitosan; implantation
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ВВЕДЕНИЕ

Достижение гемостаза во время выполнения опера-
тивных вмешательств остается актуальной проблемой 
хирургии XXI века. Наиболее значимой данная пробле-
ма является для раненых и пострадавших с политрав-
мой, у которых своевременная остановка кровотечения 
не только влияет на сроки лечения, но зачастую опреде-
ляет исход лечения.

Дорожно-транспортные происшествия, неблагопри-
ятная криминогенная обстановка, террористические 
акты и военные конфликты вносят свой неутешительный 
вклад в статистику этого вида травм. Так, в исследовании 
А.П. Трухана и соавт. было установлено, что в результа-
те террористических актов в Санкт-Петербурге и Минске 
несовместимые с жизнью повреждения как непосред-
ственная причина смерти были зарегистрированы лишь 
в 33,3% случаев, в то же время необратимая кровопотеря 
была непосредственной причиной смерти у 66,7% погиб-
ших [1]. Наиболее частой (практически в 87,5% случаев) 
причиной летального исхода пострадавших являлось 
внутреннее кровотечение. В структуре причин летальных 
исходов при ранениях, полученных во время вооружен-
ных конфликтов, в 78,1 % случаев именно продолжающа-
яся геморрагия становилась причиной смерти, при этом 
более половины из них составляли внутренние кровоте-
чения [2–6].

Несмотря на то что внутреннее кровоизлияние прак-
тически невозможно остановить на догоспитальном 
этапе оказания помощи, даже своевременная доставка 
пострадавшего в операционную требует немедленного 
контроля кровотечения. На фоне травматического шока 
и геморрагии развивается каскад патофизиологических 
реакций, включающих гипотермию, гипокоагуляцию 
и ацидоз (летальная триада). Ранняя остановка кровоте-
чения является необходимым условием для успешного 
лечения раненого не только в остром периоде травмати-
ческого шока, но и в III периоде травматической болезни 
(развития инфекционных осложнений) [1].

При этом технические трудности при интраопера-
ционной остановке кровотечений возникают не только 
в ургентной хирургии (травмы, ранения), но и в плановой 
хирургии, особенно у пациентов с сопутствующей коагу-
лопатией или на фоне приема дезагрегантов и антикоагу-
лянтов [7–10].

В настоящее время для остановки кровоизлияний, 
возникающих во время полостных операций, использу-
ются различные методы: прошивание раны, тугая там-
понада, различные виды электрокоагуляции, в ряде слу-
чаев требуется применение местных гемостатических 
средств (МГС) [11]. Для внутриполостного использования, 
как правило, применяются МГС на основе фибриногена, 

целлюлозы, коллагена, фибрина, тромбина, экстрактов 
растений, мукополисахаридов (крахмалы) и т.д. [12].

Хитозан благодаря его широкой доступности и биосов-
местимости является одним из перспективных веществ 
для получения МГС. Было установлено, что материалы 
на основе хитозана и/или модифицированного хитозана 
(суспензии, губки, бинты и т.п.) эффективны для останов-
ки кровотечений in vitro и способствуют свертыванию пу-
тем активации тромбоцитов и/или агглютинации эритро-
цитов [13–17].

Ранее в ходе экспериментальных работ нами была 
продемонстрирована высокая эффективность МГС 
на основе хитозана в модели интенсивного внутрибрюш-
ного кровотечения у крупных биообъектов [18].

Однако, несмотря на то что хитозан и его произво-
дные хорошо изучены, следует учесть, что из-за широ-
кой вариабельности рецептурных составляющих каждый 
вновь разрабатываемый полимер перед использованием 
в клинической практике необходимо изучать не только 
с точки зрения эффективности, но и в отношении его 
безопасности для потенциального пациента. Под без-
опасностью мы подразумеваем как биосовместимость 
с морфологическими структурами, которые находятся 
в зоне непосредственного контакта, так и общую токсич-
ность для организма. Данные исследования необходимо 
проводить в том числе в связи с возможным оставлением 
материала в организме человека.

Цель нашего исследования — изучение общетоксиче-
ского и местного токсического действия гемостатическо-
го средства для внутриполостного применения на следу-
ющей основе: хитозан молочнокислый 90%, глицерин 5%, 
кальция хлорид 5%.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на базе лабораторий ФГБУ НКЦТ им. 
С.Н. Голикова ФМБА России.

Исследование проведено на 20 беспородных кры-
сах (10 самцов и 10 самок) массой 180–220 г, получен-
ных из ФГУП ПЛЖ «Рапполово»  — НИЦ «Курчатовский 
институт», распределенных на группы: опытная (самцы 
и самки) — животным вводили местное гемостатическое 
средство (МГС) и контрольная (самцы и самки) — ложно 
оперированные животные. Животные были распределе-
ны по группам по полу и с использованием в качестве 
основного критерия массы тела таким образом, чтобы 
индивидуальное значение массы тела не отклонялось 
от среднего значения в пределах одного пола более чем 
на 10%. До начала исследования всех животных адапти-
ровали к условиям содержания в течение 5 сут. Во время 
этого периода ежедневно контролировали общее состоя-
ние крыс путем визуального осмотра.
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Дозу МГС для введения животным рассчитывали 
исходя из дозы, которая применялась в исследовании 
эффективности,  — 90 мг/кг (по готовой лекарственной 
форме (ГЛФ)) [18]. С учетом метаболического коэффи-
циента величина дозы МГС для крыс составила: 90×37 
(метаболический коэффициент для человека массой 
60 кг)/6,5 (метаболический коэффициент для крысы мас-
сой 200  г) ≈ 512 мг/кг [19]. Таким образом, исследуемая 
доза изучаемого образца, вводимого крысам, состави-
ла 512 мг/кг массы тела. Масса имплантируемого МГС 
и соответственно доза препарата для каждого животного 
рассчитывалась исходя из значения его веса. В ходе ис-
следования использовали стерильные образцы (радиаци-
онная стерилизация) МГС. МГС имплантировали в брюш-
ную полость крыс в нативном виде. МГС представляют 
собой пластины светло-желтого цвета с рельефной по-
верхностью и пористой структурой, толщиной от 4 
до 6 мм. Внешний вид изделия представлен на рисунке 1.

Животным контрольных групп было проведено опе-
ративное вмешательство без имплантации исследуемого 
образца (ложно оперированные животные).

Для введения животных в наркоз при проведении им-
плантации МГС использовали инъекционный анестетик 
общего действия тилетамин/золазепам (Золетил®  100). 
Данный препарат обладает хорошим анальгетическим 
и седативным эффектом. Препарат вводили внутри-
брюшинно в дозе 50 мг/кг м.т., полное расслабление 
и отсутствие болевой чувствительности наступало 
через 10–15 мин после введения препарата. Средняя про-
должительность анестезии составляла 60–90 мин.

Операционное поле подготавливали по общепринятой 
методике с соблюдением правил асептики и антисептики. 
В область разреза для обезболивания подкожно вводи-
ли Лидокаин раствор для инъекций 20 мг/мл в объеме 
0,2 мл. Во время анестезии глаза животных оставались 
открытыми, и для профилактики развития сухого керато-
конъюнктивита наносили глазной гель Видисик®.

Ход операции. Для выполнения срединной лапаро-
томии животное находилось в дорсальном положении. 
Разрез кожи выполнялся по средней линии от пупка 
в каудальном направлении длиной около 1 см, затем ту-
пым способом осуществлялось препарирование тканей 
до визуализации белой линии живота, брюшину рассека-
ли скальпелем, края брюшной стенки захватывали пин-
цетом и приподнимали вверх для удобства визуализации 

органов брюшной полости крысы. Следует отметить, 
что аппликация МГС производилась в сухом виде, иссле-
дуемый материал свободно располагали в брюшной по-
лости (рис. 2).

Затем брюшную полость послойно ушивали (рис. 3). 
Экспериментальных животных для восстановления по-
сле наркоза помещали в обогреваемую клетку с теплым 
полом. Полное пробуждение животных наступало спустя 
2–3 ч после введения в наркоз.

В ходе исследования оценивали выживаемость жи-
вотных, клиническую картину интоксикации, динамику 
массы тела, водо- и кормопотребление, проводили оцен-
ку гематологических и биохимических показателей, ма-
кро- и микроскопическое изучение внутренних органов, 
рассчитывали массовые коэффициенты органов и оцени-
вали местные реакции после имплантации МГС [20].

Ежедневно оценивали общее состояние крыс, от-
мечали отклонения в потреблении корма и воды живот-
ными в отдельных клетках. Массу тела контролировали 
за день перед имплантацией МГС, а затем еженедельно 
после введения в эксперимент. Масса тела голодного жи-
вотного непосредственно перед некропсией была взята 
для расчета процентного отношения массы внутренних 
органов к массе тела животного. Животные лишались 
корма в ночь перед некропсией. Доступ к воде при этом 
не ограничивался.

Забор крови для изучения гематологических и биохи-
мических показателей осуществляли на 29-е сут иссле-
дования путем обескровливания животных после ингаля-
ции углекислого газа (СО

2
).

Забор биологического материала у животных осу-
ществлялся после 14–15-часового голодания. Кровь крыс 
в количестве 0,5 мл отбиралась в пробирки для отбора 
крови с этилендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА). 
Проба крови тщательно перемешивалась и поме-
щалась в холодильник. Анализ пробы производился 
через 120 мин после забора биологического материала. 
Для общеклинического анализа крови использовали ав-
томатический гематологический анализатор Advia 2120 
фирмы Siemens (Германия). Гематологический анализатор 

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 1. Внешний вид местного гемостатического средства

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 2. Имплантация местного гемостатического средства в брюшную 
полость крысы
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полностью автоматизирован для подсчета клеток крови 
и эритроцитарных индексов [21].

Для оценки биохимических показателей забор кро-
ви производили в сухой вакутейнер. Для получения 
сыворотки крови пробы цельной крови центрифугиро-
вали при 3000 об/мин, при 4°С в течение 10 мин, после 
чего отбирали надосадочную жидкость  — сыворотку. 
Определение биохимических показателей (общий белок, 
мочевина, креатинин, глюкоза, холестерин, общий би-
лирубин, аланинаминотрансфераза (АЛТ), аспартатами-
нотрансфераза (АСТ), щелочная фосфатаза (ЩФ)) про-
изводили на биохимическом анализаторе А-25 фирмы 
«BioSystems» (Испания) с использованием наборов АО 
«Вектор-Бест» (Россия). Внутренний контроль качества 
исследований производился на контрольных материалах 
АО «Вектор-Бест» (Россия) [22].

В качестве метода эвтаназии использовали ингаля-
цию СО

2
 с последующим обескровливанием. Для эвтана-

зии использовали установку для эвтаназии фирмы Open 
Science (Россия) [23].

На 29-е сут исследования животные были подвергну-
ты полной некропсии, которая включала осмотр внеш-
ней поверхности тела, всех проходов, черепной, грудной, 
брюшной полостей и их содержимого. При запланиро-
ванной некропсии у всех исследуемых животных были 
взвешены головной мозг, сердце, легкие (пара), печень, 
надпочечники (пара), почки (пара), селезенка, яичники/
семенники (пара), тимус. Парные органы были взвешены 
вместе. Кроме абсолютного веса органов, рассчитывали 
отношение веса органа к массе тела животного, пред-
ставленное в процентилях (‰). У животных был выполнен 
гистологический анализ выделенных органов и тканей 
с дополнительной оценкой местного действия МГС после 
его имплантации (гистология брюшины). Проведен забор 
образцов ткани, которые были обезвожены, пропитаны 
парафином; подготовленные срезы окрашивали гема-
токсилином и эозином. Гистологические препараты были 
исследованы методом световой микроскопии с помощью 
микроскопа Leica DM1000 (Германия) под 100-кратным 
увеличением.

Математико-статистический анализ результатов осу-
ществляли с использованием пакетов программного обе-
спечения Microsoft Excel 2013 и Statistica 10.0. Для оценки 
различий между двумя группами был использован U-тест 
Манна  — Уитни (Mann–Whitney test) [24]. Описательную 
статистику представляли в виде меры центральной тен-
денции и показателей разброса. Рассчитывали следую-
щие описательные статистики количественных показате-
лей: медиана (Me), верхняя (UQ) и нижняя (LQ) квартили. 
Статистически значимыми считали различия в показате-
лях у животных опытных групп по отношению к контролю 
при р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

После внутрибрюшинной имплантации исследуемого об-
разца МГС крысам в дозе 512 мг/кг м.т. не зарегистри-
рованы летальные исходы, животные по внешнему виду 
и поведению не отличались от животных из контрольной 
группы. Зарегистрирована гибель одного самца в кон-
трольной группе ложно оперированных животных вслед-
ствие послеоперационных осложнений. Клиническое 
состояние экспериментальных животных было удов-
летворительным в течение всего периода наблюдения. 
Признаков интоксикации не отмечено ни у одного живот-
ного. Потребление воды и корма у крыс из опытной и кон-
трольной групп не отличалось.

Изучение воздействия исследуемого образца на мас-
су тела половозрелых животных проводили на основании 
сравнительной оценки массы тела крыс после импланта-
ции исследуемого образца и ложно оперированных жи-
вотных на нескольких этапах обследования: фон (за день 
до имплантации МГС), 1-я, 2-я, 3-я и 4-я недели экспери-
мента.

Данные о массе тела крыс исследуемых групп пред-
ставлены на рисунках 4 и 5. Важно отметить, что исход-
ные (фоновые) уровни массы тела животных, как самок, 
так и самцов, значимо не различались в группах с им-
плантацией образца МГС и контрольной группе.

При сравнительной оценке массы тела самцов крыс 
после имплантации исследуемого образца и массы 
животных из контрольной группы в срок наблюдения: 
фон (за день до имплантации), 1-я, 2-я, 3-я и 4-я недели 
с использованием Mann–Whitney test значимых различий 
между исследуемыми группами не выявлено. В то же вре-
мя выявлены статистически значимые различия в массе 
тела самок крыс из опытной группы на 2-й неделе на-
блюдения (р = 0,022), 3-й неделе (р = 0,034) и 4-й неделе 
(р = 0,012) по сравнению с контролем. Анализ данных, 
представленных на рисунке 5, показал, что значения 
массы тела самок крыс из опытной группы были ста-
тистически значимо ниже контрольных на 2-й неделе 
на 7,4%, на 3-й неделе на 5,2%, на 4-й неделе на 9,9%, 
хотя значения и не выходили за пределы референсных 
показателей для данного вида животных. 

В таблице 1 приведены данные гематологических по-
казателей у животных контрольной и экспериментальной 
групп. Анализ значений гематологических параметров 
у крыс самцов опытной группы выявил статистически 
достоверное увеличение доли моноцитов на 18% и аб-
солютного количества моноцитов на 42% по сравнению 
с контрольной группой животных. В то время как в ре-
зультате исследования и последующей оценки значений 
гематологических параметров у самок из эксперимен-
тальной группы по сравнению с контролем выявлено 

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 3. Ушивание брюшины крысы после имплантации местного гемоста-
тического средства
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статистически достоверное снижение концентрации ге-
моглобина и среднего объема эритроцита на 5 и 7% со-
ответственно [25]. 

Биохимические показатели исследовались через  
29 сут после начала эксперимента у контрольных живот-
ных (самцов и самок), а также у животных опытной группы 
с имплантированным МГС (табл. 2).

Установлено, что в группе крыс-самцов после имплан-
тации МГС отмечалось достоверное повышение актив-
ности аспартатаминотрансферазы на 18% по сравнению 
с контрольной группой.

При проведении макроскопического осмотра шерсть 
животных имела опрятный вид, была блестящей, без оча-
гов облысения. При осмотре грудной и брюшной полостей 

нарушений в расположении внутренних органов не от-
мечалось. На поверхности брюшины и в брыжейке у жи-
вотных экспериментальных групп наблюдали фрагменты 
МГС, которые образовывали плотный конгломерат (рис. 6).

В контрольной группе животных изменений на по-
верхности брюшины не было отмечено. В опытной группе 
в одном случае имело место образование свища перед-
ней брюшной стенки, формирование которого обуслов-
лено реакцией отторжения инородного тела.

При осмотре внутренних органов тимус имел тре-
угольную форму, беловатый цвет и умеренно плотную 
консистенцию. Величина и форма сердца не изменены. 
Поверхность легких имела бледно-розовую окраску, лег-
кие спадались при вскрытии грудной клетки. Селезенка 
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Рис. 5. Динамика массы тела крыс самок на различных сроках наблю-
дения
Примечание: данные представлены в виде медианных значений.
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Рис. 4. Динамика массы тела крыс самцов на различных сроках наблю-
дения
Примечание: данные представлены в виде медианных значений.

Таблица 1. Сравнительная оценка гематологических показателей крыс самцов и самок опытной и контрольной групп через 29 сут после начала экс-
перимента

Показатель  Контроль (♂)  МГС, 512 мг/кг м.т. (♂) Контроль (♀) МГС, 512 мг/кг м.т. (♀)

Число животных в группе 4 5 5 5

Количество лейкоцитов, 103/мкл 9,68 [8,17; 11,70] 10,84 [10,19; 12,71] 7,51 [7,43; 8,16] 7,99 [7,09; 8,94]

Количество эритроцитов, 106/мкл 7,58 [7,52; 8,20] 7,58 [7,55; 7,91] 7,36 [7,31; 7,37] 7,42 [7,31; 7,63]

Концентрация гемоглобина, г/дл 14,95 [14,20; 15,95] 14,80 [14,80; 15,00] 14,30 [14,10; 14,50] 13,60* [13,00; 13,80]

Гематокрит, % 42,25 [41,25; 46,00] 42,50 [42,40; 43,20] 41,90 [41,40; 42,20] 40,30 [39,00; 41,20]

Средний объем эритроцита, фл 55,20 [54,50; 56,65] 55,90 [54,60; 56,40] 57,20 [57,00; 57,30] 53,40* [52,60; 55,60]

Количество тромбоцитов, 103/мкл 787,00 [686,00; 928,00] 826,00 [601,00; 978,00] 983,00 [962,00; 1022,00] 970,00 [946,00; 1092,00]

Средний объем тромбоцита, фл 6,85 [6,55; 7,75] 6,90 [6,70; 7,10] 7,10 [7,00; 7,20] 7,20 [7,10; 7,30]

Доля нейтрофилов, % 28,20 [20,75; 38,25] 25,80 [23,20; 25,90] 21,10 [20,50; 32,40] 35,50 [28,80; 47,40]

Доля лимфоцитов, % 66,95 [56,00; 72,85] 66,60 [65,30; 68,20] 70,70 [61,40; 74,90] 59,40 [46,40; 65,10]

Доля моноцитов, % 3,45 [2,70; 3,65] 4,20* [4,10; 4,50] 2,80 [2,70; 3,00] 2,70 [2,10; 2,70]

Доля эозинофилов, % 0,85 [0,75; 1,60] 0,80 [0,80; 1,10] 1,20 [1,20; 1,50] 1,10 [0,90; 2,10]

Доля базофилов, % 0,90 [0,75; 1,20] 1,00 [0,80; 1,20] 0,70 [0,60; 1,80] 0,40 [0,40; 0,50]

Доля неидентифицированных клеток, % 0,75 [0,60; 1,00] 1,10 [1,00; 2,00] 0,90 [0,90; 1,10] 0,90 [0,60; 0,90]

Количество нейтрофилов, 103/мкл 3,22 [2,01; 3,86] 2,64 [2,33; 2,80] 2,06 [1,50; 2,54] 3,25 [2,30; 3,55]

Количество лимфоцитов, 103/мкл 6,82 [5,02; 7,80] 7,08 [6,78; 7,28] 5,48 [5,01; 5,74] 4,15 [3,18; 5,35]

Количество моноцитов, 103/мкл 0,30 [0,28; 0,33] 0,52* [0,40; 0,55] 0,21 [0,20; 0,24] 0,19 [0,17; 0,25]

Количество эозинофилов, 103/мкл 0,09 [0,08; 0,15] 0,09 [0,07; 0,14] 0,09 [0,09; 0,11] 0,08 [0,08; 0,09]

Количество базофилов, 103/мкл 0,10 [0,08; 0,11] 0,11 [0,10; 0,11] 0,05 [0,05; 0,18] 0,03 [0,02; 0,05]

Количество неидентифицированных 
клеток, 103/мкл

0,07 [0,07; 0,09] 0,14 [0,10; 0,19] 0,08 [0,07; 0,09] 0,06 [0,05; 0,07]

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде Me [LQ; UQ]. * статистическая значимость различий контрольной и экспериментальной групп, p < 0,05.
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имела темно-вишневый цвет, гладкую поверхность и плот-
новатую консистенцию. Желудок имел обычную форму 
и размеры, просвет был заполнен плотным пищевым 
содержимым. Слизистая тонкой и толстой кишки была 
блестящей, гладкой. Поджелудочная железа имела блед-
но-розовой цвет, дольчатое строение. Величина и форма 
печени, почек, надпочечников, семенников и яичников 
не изменены. Вещество головного мозга имело умерен-
ную плотность, расширения желудочков не наблюдалось.

При оценке массовых коэффициентов внутренних ор-
ганов крыс самцов и самок после имплантации МГС в дозе 
512 мг/кг м.т. и контрольных животных с использованием 
Mann–Whitney test не установлено статистически значимых 
различий между всеми исследуемыми группами.

При гистологическом исследовании препаратов го-
ловного мозга, сердца, легких, почек, тимуса, семенни-
ков, яичников, надпочечников и селезенки контрольных 
животных и животных с имплантацией МГС в брюшную 

полость через 29 сут после начала исследования суще-
ственных различий между группами не выявлено. В пе-
чени животных обеих групп регистрировали умеренно 
или резко выраженную жировую дистрофию гепатоци-
тов: в 7 случаях в опытной группе с имплантацией МГС 
и в 6 случаях у контрольных животных. При этом у одного 
животного из опытной группы и у одного из контрольной 
регистрировали мелкие некрозы с умеренно выраженной 
лимфо-макрофагальной инфильтрацией. Данные изме-
нения могли быть вызваны послеоперационным стрес-
сом [26].

При гистологическом исследовании на поверхности 
брюшины в опытной группе животных были видны фраг-
менты МГС, окруженные слоем лимфоцитов и лейкоци-
тов и молодой волокнистой соединительной тканью, была 
также отмечена лейко-лимфоцитарная инфильтрация 
(рис. 7), являющиеся признаками местнораздражающего 
действия. В контрольной группе регистрировали незна-
чительное скопление лимфоцитов и макрофагов.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного исследования было установ-
лено, что внутрибрюшинная имплантация исследуемого 
образца в дозе 512 мг/кг м.т. не приводила к гибели живот-
ных или к развитию каких-либо признаков интоксикации.

Таблица 2. Сравнительная оценка биохимических показателей крыс самцов и самок опытной и контрольной групп через 29 сут после начала экс-
перимента

Показатель Контроль (♂) МГС, 512 мг/кг м.т. (♂) Контроль (♀) МГС, 512 мг/кг м.т. (♀)

Число животных в группе 4 5 5 5

Общий белок, г/л 81,4 [75,9; 87,5] 74,5 [71,9; 77,0] 77,8 [77,6; 85,9] 80,4 [79,0; 81,0]

Мочевина, ммоль/л 6,0 [5,3; 7,3] 8,7 [7,6; 9,0] 7,5 [7,0; 8,9] 10,0 [8,1; 10,8]

Креатинин, мкмоль/л 54,0 [50,5; 62,5] 55,0 [55,0; 55,0] 50,0 [49,0; 52,0] 64,0 [63,0; 70,0]

Глюкоза, ммоль/л 8,8 [8,2; 9,9] 9,2 [9,0; 9,4] 10,5 [9,8; 10,7] 9,8 [9,5; 9,9]

Холестерин, ммоль/л 2,5 [2,2; 3,0] 2,6 [2,1; 2,8] 2,8 [2,4; 3,1] 2,3 [2,2; 2,7]

Билирубин общий, мкмоль/л 1,7 [1,4; 1,7] 1,5 [1,3; 2,2] 1,2 [0,9; 1,4] 0,6 [0,2; 1,1]

АСТ, ЕД/л 166,0 [148,6; 171,3] 196,5* [195,9; 200,6] 73,7 [54,4; 74,6] 102,0 [73,3; 114,4]

АЛТ, ЕД/л 76,0 [66,5; 86,0] 81,0 [79,0; 90,0] 70,0 [69,0; 77,0] 69,0 [65,0; 71,0]

Щелочная фосфатаза, ЕД/л 349,0 [265,5; 428,5] 297,0 [275,0; 315,0] 188,0 [182,0; 224,0] 236,0 [210,0; 283,0]

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде Me [LQ; UQ]. * статистическая значимость различий контрольной и экспериментальной групп, p < 0,05.

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 7. Гистологический срез брюшины крысы после имплантации мест-
ного гемостатического средства
Примечание: пунктирной линией выделены фрагменты МГС, окруженные 
слоем лимфоцитов и лейкоцитов и молодой волокнистой соединительной 
тканью. Окраска гематоксилином и эозином, 100-кратное увеличение

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 6. Фрагменты местного гемостатического средства в брюшной по-
лости крысы
Примечание: фрагменты обозначены стрелками.
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Животные опытной группы по внешнему виду и пове-
дению не отличались от животных контрольной группы. 
Общее состояние подопытных животных было удовлетво-
рительным на протяжении всего эксперимента, показате-
ли водо- и кормопотребления не отличались от контро-
ля. Показатели массы тела крыс-самцов не отличались 
от контроля, тогда как показатели массы тела самок были 
статистически значимо ниже по сравнению с контролем 
на нескольких этапах обследования, но при этом масса 
тела животных внутри своей группы не снижалась на про-
тяжении всего исследования. Различия массы тела самок 
опытной и контрольной групп могли быть связаны с по-
слеоперационным стрессом.

При анализе гематологических показателей у живот-
ных в ходе эксперимента установлено статистически до-
стоверное увеличение доли моноцитов и абсолютного 
количества моноцитов у крыс-самцов опытной группы 
по сравнению с контрольной группой животных, вероят-
но, связанное с воспалительной реакцией, протекающей 
в брюшной полости крыс.

У крыс-самок с имплантированным МГС отмечали 
статистически значимое снижение концентрации гемо-
глобина и среднего объема эритроцитов по сравнению 
с контролем, вызванное, по всей видимости, местнораз-
дражающей реакцией брюшины.

Установленное повышение активности аспартатами-
нотрансферазы в группе крыс-самцов после импланта-
ции МГС по сравнению с контрольной группой, вероятно, 
связано с повреждением печени животных из-за после
операционного стресса [26].

Необходимо отметить, что колебания гематологиче-
ских и биохимических показателей у животных не выхо-
дили за пределы референсных интервалов, установлен-
ных для данного вида животных [25].

Оценка массовых коэффициентов внутренних орга-
нов крыс после имплантации МГС в дозе 512 мг/кг м.т. 
показала отсутствие статистически значимых различий 
между исследуемыми группами. Морфологические ма-
кроскопические исследования не выявили у экспери-
ментальных животных изменений структуры внутрен-
них органов, через 29 суток после начала эксперимента 
в брюшине и в брыжейке наблюдали фрагменты МГС, 
которые формировали плотный конгломерат. По резуль-

татам гистологической оценки местного действия после 
имплантации МГС выявлены признаки местнораздража-
ющего действия (по сравнению с контрольной группой 
животных). Формирование свища передней брюшной 
стенки у одного из самцов группы контроля позволяет 
предположить, что представленные образцы МГС необ-
ходимо удалять по достижении гемостаза.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Исследование показало, что внутрибрюшинная импланта-
ция образца в дозе 512 мг/кг м.т. не вызвала гибели живот-
ных или признаков интоксикации. Масса тела крыс-самок 
была статистически значимо ниже контрольных на 2, 3, 4-й 
неделе наблюдения, но значения не выходили за пределы 
референсных показателей для данного вида животных. 

При внутрибрюшинной имплантации образца в дозе 
512 мг/кг м.т. у крыс-самцов по сравнению с контролем 
отмечено увеличение доли абсолютного количества мо-
ноцитов, а также повышение активности АсАт, не выходя-
щих за пределы референсных значений, что могло быть 
связано с местнораздражающим действием образца и/
или послеоперационным стрессом.

Патоморфологические исследования не выявили 
изменений в структуре внутренних органов животных. 
На брюшине и в брыжейке крыс были обнаружены фраг-
менты МГС, которые сформировали плотный конгломе-
рат. Гистологическая оценка тканей показала признаки 
местнораздражающего действия.

Полученные в результате проведенного исследования 
данные свидетельствуют о нормальной переносимости 
животными (крысами) имплантации местного гемоста-
тического средства в брюшную полость в дозе 512 мг/кг 
м.т. и позволяют рекомендовать его для дальнейших ис-
следований токсичности, а также специфических видов 
активности.

Для оценки биосовместимости и возможного сро-
ка биодеградации местного гемостатического средства 
необходимо проведение дополнительных исследований. 
Исследование биосовместимости и биодеградации МГС 
на основе хитозана целесообразно провести на крупных 
лабораторных животных (свиньях) с целью последующей 
экстраполяции полученных результатов на человека.
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ВЛИЯНИЕ КОМБИНАЦИЙ АНТИБИОТИКОВ, ФАГОВ И ДЕПОЛИМЕРАЗЫ НА БИОПЛЕНКИ 
ЛЕКАРСТВЕННО-УСТОЙЧИВОГО ШТАММА KLEBSIELLA PNEUMONIAE

А.О. Кривуля, Р.Б. Городничев, М.А. Корниенко, Н.К. Абдраймова, М.В. Малахова, М.В. Зайчикова, Е.А. Шитиков

Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины им. академика Ю.М. Лопухина ФМБА России, Москва, Россия

Введение. Klebsiella pneumoniae представляет серьезную угрозу глобальному здравоохранению из-за высокой доли изолятов с множественной 

лекарственной устойчивостью. Более того, формирование бактерией биопленок значительно усложняет лечение инфекций.

Цель. Оценка эффективности индивидуального и комбинированного действия антибиотиков и бактериофагов или полисахарид-деполимеразы 

на биопленки клинически значимого штамма K. pneumoniae.

Материалы и методы. В работе использовали штамм K. pneumoniae с множественной лекарственной устойчивостью 9faiz, 4 антибиотика раз-

личных классов (гентамицин, левофлоксацин, меропенем и хлорамфеникол), 3 бактериофага различных родов (Dlv622, Seu621 и FRZ284) и 1 по-

лисахарид-деполимеразу (Dep622). Эксперименты проводили на сформированных биопленках путем обработки 24-часовых пленок K. pneumoniae 

антимикробными агентами индивидуально или в комбинациях. Способность штамма образовывать биопленки оценивали окрашиванием кристал-

лическим фиолетовым. Сравнение между средними значениями оптической плотности проводилось с помощью t-теста и считалось значимым 

при p ≤ 0,05.

Результаты. Индивидуальное применение антибиотиков в пиковых концентрациях (C
max

) или деполимеразы в концентрации 100 МДК (минималь-

ная действующая концентрация) не приводило к значимому снижению биомассы биопленки, тогда как бактериофаги в титре 5×109 БОЕ/мл ста-

тистически значимо снижали ее биомассу на 27–31% (p ≤ 0,05). Большинство комбинаций фагов и антибиотиков не приводило к значимому повы-

шению эффективности разрушения биопленок; лишь сочетание фага FRZ284 с гентамицином статистически значимо показало дополнительное 

снижение биомассы биопленки на 27% (p ≤ 0,05). Комбинации деполимеразы со всеми антибиотиками, кроме меропенема, приводили к значимому 

увеличению биомассы биопленки на 27–39% (p ≤ 0,05).

Выводы. Результаты показывают необходимость индивидуального подбора антимикробных комбинаций для борьбы с биопленками K. pneumoniae 

из-за возможного влияния эффектов синергии и антагонизма на исход терапии.

Ключевые слова: вирулентные бактериофаги; Klebsiella pneumoniae; синергия; биопленки; деполимераза; антибиотики
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EFFECT OF COMBINATIONS OF ANTIBIOTICS, PHAGES, AND DEPOLYMERASE ON BIOFILMS 
OF THE DRUG-RESISTANT KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAIN
Anastasiia O. Krivulia, Roman B. Gorodnichev, Maria A. Kornienko, Narina K. Abdraimova, Maja V. Malakhova, Marina V. Zaychikova, 
Egor A. Shitikov

Lopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Moscow, Russia

Introduction. Klebsiella pneumoniae poses a serious threat to global healthcare due to the high proportion of multidrug-resistant isolates. Moreover, the 

formation of biofilms by bacteria significantly complicates the treatment of infections.

Objective. To evaluate the effectiveness of the individual and combined action of antibiotics and bacteriophages or polysaccharide depolymerase on biofilms 

of a clinically significant strain K. pneumoniae.

Materials and methods. The work used the K. pneumoniae strain with multidrug resistance (9faiz), 4 antibiotics of various classes (gentamicin, levofloxacin, 

meropenem and chloramphenicol), 3 bacteriophages of various genera (Dlv622, Seu621 and FRZ284), and 1 polysaccharide depolymerase (Dep622). Experi-

ments were carried out on the formed biofilms by treating 24-hour K. pneumoniae films with antimicrobial agents individually or in combinations. The ability of 

the strain to form biofilms was evaluated by staining with crystalline violet. The comparison between the average optical density values was carried out using 

a t-test and was considered significant at p ≤ 0.05.

Results. The individual use of antibiotics peak concentrations (C
max

) or depolymerase concentration of 100 MED (minimum effective dose — MED) did not lead 

to a significant decrease in biofilm biomass, whereas bacteriophages in a titer of 5×109 PFU/mL (plaque-forming unit per mL) statistically significantly reduced 

its biomass by 27–31% (p < 0.05). Most combinations of phages and antibiotics did not lead to a significant increase in the efficiency of biofilm destruction. 

Only the combination of phage FRZ284 with gentamicin statistically significantly showed an additional decrease in biofilm biomass by 27% (p < 0.05). Combi-

nations of depolymerase with all antibiotics except meropenem resulted in a significant increase in biofilm biomass by 27–39% (p < 0.05).

Conclusions. The results show the need for individual selection of antimicrobial combinations to combat K. pneumoniae biofilms due to the possible effect 

of synergy and antagonism effects on the outcome of therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

Klebsiella pneumoniae  —  условно патогенная грамотри-
цательная бактерия, представляющая серьезную угрозу 
для глобального здравоохранения из-за стремительного 
распространения штаммов с множественной лекарствен-
ной устойчивостью (МЛУ). Резистентные штаммы вызыва-
ют значительное число нозокомиальных инфекций, таких 
как пневмония, инфекции мочевыводящих путей и крово-
тока, характеризующихся высоким уровнем смертности, 
достигающим 50% [1].

Терапия инфекций, вызванных K. pneumoniae, затруд-
нена в связи со способностью патогена образовывать 
биопленки. Биопленки представляют собой организован-
ные сообщества микроорганизмов, прикрепленные к раз-
личным биотическим и абиотическим субстратам посред-
ством экзополимерной матрицы, состоящей из белков, 
полисахаридов и внеклеточной ДНК. По данным иссле-
дований, около 60–80% хронических инфекций связано 
с образованием биопленок [2]. Кроме того, биопленки ча-
сто формируются на инвазивных медицинских изделиях, 
что увеличивает риск развития острых инфекций у паци-
ентов, находящихся на стационарном лечении [3].

Клетки внутри биопленок характеризуются замед-
ленным метаболизмом и сниженной скоростью роста, 
а также повышенной частотой горизонтального пере-
носа мобильных генетических элементов. Последние 
часто содержат гены вирулентности и устойчивости 
к антибиотикам, что позволяет клеткам биопленки эф-
фективнее противостоять антимикробным препаратам 
и избегать иммунного ответа организма хозяина. В сово-
купности такие особенности увеличивают устойчивость 
биопленок к антибиотикам в 100–1000 раз по сравне-
нию с планктонными формами микроорганизмов [2, 4]. 
Вследствие этого стандартные схемы антибиотикоте-
рапии демонстрируют недостаточную эффективность 
в отношении инфекций, ассоциированных с биопленка-
ми, что обусловливает необходимость разработки новых 
терапевтических подходов.

Одним из перспективных подходов для борьбы 
с биопленками является применение бактериофагов 
или их производных, таких как полисахарид-деполиме-
разы. Бактериофаги способны деградировать внекле-
точный матрикс биопленок за счет действия полисаха-
рид-деполимераз, что нарушает целостность структуры 
биопленки и повышает чувствительность бактерий к ан-
тимикробным препаратам и факторам окружающей сре-
ды [5]. Это открывает возможности для использования 
бактериофагов как самостоятельных терапевтических 
агентов, а также в комбинации с клинически применяе-
мыми антибиотиками.

Совместное использование антимикробных агентов 
может приводить к различным типам взаимодействия, 
включая синергизм, аддитивный эффект или антагонизм. 
Синергизм наблюдается в тех случаях, когда совокуп-
ный эффект от применения нескольких антимикробных 
агентов превосходит сумму их индивидуальных воздей-
ствий. Аддитивный эффект подразумевает, что суммар-
ное действие агентов равно сумме их отдельных эф-
фектов, то есть они не влияют на эффективность друг 
друга. Антагонизм характеризуется тем, что общий эф-
фект комбинации антимикробных агентов меньше сум-
мы их индивидуальных воздействий, и свидетельствует 
о том, что действие одного из них каким-то образом пре-
пятствует действию другого [6].

На планктонных клетках было показано, что фаги 
или полисахарид-деполимеразы в сочетании с антибио-
тиками демонстрируют преимущественно синергизм, 
приводящий к более эффективной элиминации бактерий 
по сравнению с монотерапией антимикробными препа-
ратами [4, 7–9]. Однако в ряде публикаций также сооб-
щается, что некоторые комбинации антибактериальных 
препаратов демонстрируют антагонистическое взаимо-
действие [7, 10]. Тем не менее влияние таких комбинаций 
на биопленки остается недостаточно изученным, что под-
черкивает необходимость углубленного исследования 
возможных эффектов, возникающих при сочетанном 
действии фагов и их ферментов с антибиотиками.

Цель исследования: оценка эффективности индиви-
дуального и комбинированного действия антибиотиков 
и бактериофагов или полисахарид-деполимеразы на био-
пленки клинически значимого штамма K. pneumoniae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Бактериальные штаммы

Исследование проведено на штамме K.  pneumoniae 
9faiz из коллекции лаборатории молекулярной генетики 
микроорганизмов Федерального научно-клиническо-
го центра физико-химической медицины им. академи-
ка Ю.М.  Лопухина ФМБА России. Штамм, высеянный 
из биологического материала в 2019 году, принадлежал 
к капсульному типу KL23 и клинически значимому сик-
венс-типу ST39, что было определено ранее согласно 
стандартным методам типирования [11, 12].

Бактериальную культуру выращивали на лизоген-
ном бульоне (LB, от англ. lysogeny broth) в модификации 
Lennox («Диа-М», Россия). Культуру бактерий инкубирова-
ли в течение 18 ч при температуре 37 °C.

Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) 
антибиотиков определялась методом микроразведе-
ний в соответствии с российскими рекомендациями 
«Определение чувствительности микроорганизмов 
к антимикробным препаратам» [13], согласно которым 
микроорганизмы классифицируются как чувствитель-
ные при стандартном режиме дозирования (S: МИК ≤ по-
граничное значение чувствительности), чувствительные 
при увеличенной экспозиции антимикробного препарата 
промежуточные (I: пограничное значение < МИК ≤ погра-
ничное значение) или устойчивые (R: МИК  >  граничное 
значение) (табл. 1). Ингибирующее действие антибиотиков 
оценивалось с помощью планшетного спектрофотометра 
FlexA-200 (Allsheng, КНР) на основании оптической плот-
ности (OD, от англ. optical density) бактериальной культу-
ры при длине волны 620 нм. Для работы использовались 
антибактериальные препараты четырех классов: амино-
гликозиды — гентамицин (GEN), фторхинолоны ІІІ поколе-
ния — левофлоксацин (LVX), карбапенемы — меропенем 
(MEM) и амфениколы — хлорамфеникол (CMP), набор ре-
активов HiMedia (Индия).

Штаммы K. pneumoniae Kp9068 и K. pneumoniae Kp284 
использовались в качестве штаммов-хозяев для наращи-
вания фаговых лизатов [14, 15].

Бактериофаги

В работе использовали три ранее описанных бактерио-
фага K. pneumoniae: Dlv622, Seu621 и FRZ284 (GenBank 
MT939252, MT939253 и MZ602148), относящихся к родам 
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Drulisvirus, Mydovirus и Jiaodavirus соответственно [14, 15]. 
Фаги Dlv622 и Seu621 обладают капсульной специфич-
ностью, а FRZ284 характеризуется широким спектром 
хозяев и не связан с капсульным типом. Для постановки 
экспериментов использовались фаговые лизаты в бульо-
не LB, стерилизованные фильтрацией через шприцевой 
фильтр 0,22 мкм (Merk, Millipor). Готовые стерильные ли-
заты хранились в холодильнике при температуре +4 оС.

Титр фагов определяли методом спот-тестирования 
[20]. Способность фагов заражать и лизировать иссле-
дуемый штамм анализировали на основании расчета 
эффективности посева (EOP, от англ. efficiency of plating) 
в соответствии со стандартной методикой [21]. Величину 
EOP вычисляли как отношение титра бактериофага 
на исследуемом штамме к титру фага на штамме-хозяине. 
Если фаг не образовывал единичных бляшек, а вызывал 
появление ореола на поверхности чашек Петри, который 
исчезал при уменьшении концентрации фага, это явле-
ние мы называли лизисом извне. Литическую активность 
фагов измеряли с помощью титрования по Аппельману 
согласно классической методике с модификациями [22]. 
Суспензию бактериофагов последовательно разводили 
десятикратно в бульоне LB. Затем по 190 мкл каждого 
разведения добавляли в лунки плоскодонного вентили-
руемого 96-луночного планшета (Thermo Scientific, Дания) 
и инокулировали 10 мкл (5×105 КОЕ/мл) бактериальной 
культуры на логарифмической стадии роста (OD

600
 = 0,3), 

дополнительно разведенной в 100 раз свежим бульоном 
LB. После 24-часовой инкубации планшета при 37 °C из-
меряли оптическую плотность при длине волны 620  нм 
с использованием планшетного спектрофотометра 
FlexA200. Титр по Аппельману определяли как наиболь-
шее разведение фагового лизата, при котором оптиче-
ская плотность не увеличивалась по сравнению с от-
рицательным контролем, что указывало на отсутствие 
видимого роста бактерий.

Полисахарид-деполимераза

В работе использовали рекомбинантную полисахарид-де-
полимеразу Dep622 хвостовой фибриллы бактериофага 
Dlv622, полученную в виде очищенного белка, как описано 
ранее [14]. Способность Dep622 к деградации капсульных 
полисахаридов штамма 9faiz оценивали по методике, ана-
логичной титрованию бактериофагов. Для этого суспен-
зию рекомбинантной полисахарид-деполимеразы серий-
но разводили в среде LB с шагом 2 (1392,64-0,085 мкг/мл). 
Полужидкий LB-агар (LB-бульон с добавлением 0,7% 
агарозы), содержащий 100 мкл ночной культуры иссле-
дуемого штамма, распределяли по поверхности чашки 
Петри. Аликвоты (5 мкл) каждого разведения наносили 
на поверхность агара и оставляли до высыхания капель. 
Чашки Петри инкубировали при температуре 37 °C в те-
чение 24 ч. На сформированном бактериальном газоне 

в местах нанесения фермента определяли появление по-
лупрозрачных пятен, увеличивающихся в диаметре после 
48 ч инкубации, что свидетельствовало о ферментатив-
ной активности деполимеразы. Минимальная действую-
щая концентрация (МДК) определялась как концентрация 
последнего разведения, при которой еще наблюдалось 
действие фермента.

Метод оценки эффективности биопленкообразования

Биопленки штамма 9faiz выращивали в 96-луночном план-
шете. Для этого в каждую лунку вносили по 190 мкл пита-
тельной среды LB и инокулировали 10 мкл (5×105 КОЕ/мл) 
бактериальной культуры на логарифмической стадии ро-
ста (OD

600
  =  0,3), дополнительно разведенной в 100 раз 

свежим бульоном LB. В качестве отрицательного контро-
ля для оценки отсутствия роста бактериальной культуры 
использовали чистую среду LB. Планшет инкубировали 
в термостате в течение 24 часов при 37 °C. По завер-
шении инкубации среду удаляли, а биопленки отмывали 
от остатков планктонных клеток, трижды промывая сте-
рильным физиологическим раствором (0,9%). Полученные 
биопленки окрашивали раствором кристаллического 
фиолетового в соответствии со стандартной методикой 
[23]. Биопленку инкубировали с 0,1% водно-спиртовым 
раствором кристаллического фиолетового («Химмед», 
Россия) в течение 30 мин при комнатной температуре. 
После инкубации несвязанный краситель удаляли трой-
ным промыванием дистиллированной водой. Для после-
дующего анализа связанный краситель в каждой лунке 
элюировали добавлением 200 мкл 96% этанола и измеря-
ли оптическую плотность раствора на спектрофотометре 
FlexA200 при длине волны 575 нм. По результатам изме-
рения оптической плотности оценивали и классифициро-
вали способность штамма образовывать биопленки сле-
дующим образом: не образующие биопленки (OD ≤ OD

c
), 

слабо (OD
c 
< OD ≤ 2×OD

c
), умеренно (2×OD

c 
< OD ≤ 4×OD

c
) 

или обильно (OD > 4×OD
c
) образующие биопленки. Порог 

оптической плотности (OD
c
, от англ. optical density cut-off) 

определялся как среднее арифметическое значение оп-
тической плотности отрицательного контроля плюс три 
стандартных отклонения [23].

Изучение индивидуального и комбинированного 
воздействия антибиотиков и бактериофагов/
полисахарид-деполимераз

Биопленки штамма 9faiz выращивали и отмывали по ра-
нее описанному алгоритму, после чего среду меняли 
на свежую среду LB, содержащую исследуемые анти-
биотики, фаги или деполимеразу, как по отдельности, 
так и в комбинациях. Концентрации антибиотиков со-
ответствовали пиковой концентрации (C

max
), достига-

емой в сыворотке крови после введения стандартной 

Таблица 1. Границы чувствительности K. pneumoniae к антибиотикам и максимально допустимые концентрации этих препаратов в сыворотке крови

Антибактериальный препарат
Границы чувствительности, мкг/мл Пиковая концентрация антибиотика  

в сыворотке (C
max

), мкг/мл ≤S I R≥

Гентамицин 4 8 16 16 [16]

Левофлоксацин 2 4 8 6 [17]

Меропенем 1 2 4 28 [18]

Хлорамфеникол 8 16 32 25 [19]

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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терапевтической дозы (табл. 1). Фаговый лизат добав-
ляли в концентрации 5×109 БОЕ/мл, а рекомбинантную 
полисахарид-деполимеразу  —  в дозировке 100 МДК 
(68 мг/мл). Количества антимикробных агентов подбира-
лись из расчета на объем лунки 200 мкл.

Для положительного контроля роста бактериальной 
культуры в условиях отсутствия антимикробного воз-
действия использовали среду LB без добавок. В случае 
индивидуального воздействия добавляли один антибак-
териальный агент, а для комбинированного  —  попар-
но антибиотик и бактериофаг или деполимеразу (всего 
16 сочетаний). Инкубация биопленок с антимикробными 
агентами проводилась 24 ч, после чего биопленки про-
мывали и окрашивали кристаллическим фиолетовым, 
как описано выше.

Оптическую плотность окрашенных биопленок изме-
ряли при на спектрофотометре FlexA200 при длине вол-
ны 575 нм. Все эксперименты проводились в трех био-
логических повторностях, каждая из которых включала 
пять технических повторов для каждой комбинации.

Нормальность распределения проверяли тестом 
Шапиро  —  Уилка. Статистическая значимость и досто-
верность различий определялись t-критерием Стьюдента. 
Различие между средними считалось значимым 
при p ≤ 0,05. Анализ и визуализация данных выполнялись 
с использованием программного пакета GraphPad Prism 8.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика штамма и его устойчивости 
к антимикробным агентам

Планктонные клетки штамма 9faiz демонстрирова-
ли устойчивость ко всем исследуемым антибиотикам. 
Значения МИК для гентамицина составили 128 мкг/мл,  
для левофлоксацина  —  128 мкг/мл, для меропене-
ма  —  32  мкг/мл, и для хлорамфеникола  —  128 мкг/мл. 
Также 9faiz был охарактеризован как штамм, обильно об-
разующий биопленки.

Бактериофаги Dlv622 и Seu621 показали низкую 
эффективность посева на штамме 9faiz (EOP  =  0,01). 
При титровании по Аппельману Dlv622 и Seu621 в кон-
центрациях 5×109 БОЕ/мл также проявляли слабую актив-
ность, не подавляя полностью рост планктонных клеток. 
FRZ284 при определении эффективности посева показы-
вал лизис извне, однако при титровании по Аппельману 
в концентрации 5×109 БОЕ/мл на 80% подавлял бактери-
альный рост.

Рекомбинантная деполимераза Dep622, нанесенная 
на бактериальный газон штамма 9faiz, образовывала 
полупрозрачные зоны, напоминающие ореол фаговой 
бляшки, что свидетельствовало о ферментативной ак-
тивности. На основании результатов МДК Dep622 была 
определена как 0,68 мкг/мл.

Индивидуальное и комбинированное действие 
антимикробных агентов на биопленки

При индивидуальном применении бактериофагов Dlv622, 
Seu621 или FRZ284 в концентрации 5×109 БОЕ/мл био-
масса биопленки статистически значимо снижалась 
на 27–30% по сравнению с контролем (рис. 1). В то же 
время применение антибиотиков в C

max
 концентрациях 

или деполимеразы Dep622 в 100 МДК не приводило к зна-
чимому разрушению биопленки.

Комбинированное применение бактериофага Dlv622 
с исследуемыми антибиотиками не приводило к стати-
стически значимому снижению биомассы биопленки 
по сравнению с контролем (рис. 2А). Однако сочетание 
Dlv622 с левофлоксацином или меропенемом показало 
статистически значимые отличия от индивидуального 
действия фага, снижая его эффективность на 30 и 34% 
соответственно, что свидетельствовало о возможном 
антагонистическом взаимодействии этих антимикробных 
агентов.

Использование бактериофага Seu621 с исследуемы-
ми антибиотиками не приводило к изменению биомассы 
биопленки: результаты статистически значимо не отлича-
лись ни от индивидуального действия фага, ни от контро-
ля (p = 0,05) (рис. 2Б).

Комбинированное использование FRZ284 с левофлок
сацином, меропенемом или хлорамфениколом статисти-
чески значимо снижало биомассу биопленки по сравне-
нию с контролем, однако эти результаты не отличались 
от индивидуального действия фага (рис. 2В). В сочетании 
с гентамицином FRZ284 показал значительное сниже-
ние биомассы биопленки на 58% относительно контро-
ля и на 39% по сравнению с индивидуальным действием 
фага, что свидетельствует о синергетическом (предполо-
жительно) потенцировании между фагом и антибиотиком.

Деполимераза Dep622 в сочетании с гентамицином, 
левофлоксацином и хлорамфениколом значимо увели-
чивала биомассы биопленок на 27, 28 и 39% соответ-
ственно по сравнению с контролем и индивидуальным 
действием фермента, что указывает на потенциальный 
антагонизм между исследуемыми антимикробными 
агентами (рис. 2Г). Комбинация Dep622 с меропенемом 
статистически значимо не повлияла на биомассу био-
пленки по сравнению с контролем и индивидуальным 
действием фермента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследование проводилось на штамме K.  pneumoniae 
9faiz, относящемся к капсульному типу KL23, часто ас-
социируемому с устойчивостью к карбапенемам. Среди 
изолятов, продуцирующих карбапенемазы, доля KL23 
может достигать 9–17% [24]. Кроме того, штамм принад-
лежал к сиквенс-типу ST39, который характеризовался 
высокой устойчивостью к карбапенемам и был связан 
с несколькими вспышками карбапенем-резистентных 
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Рис. 1. Изменение биомассы биопленки штамма K. pneumoniae при инди-
видуальном действии различных антибактериальных агентов. * p ≤ 0,05
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Рис. 2. Изменение биомассы биопленки K. pneumoniae 9faiz при комбинированном действии различных антибактериальных агентов. * p ≤ 0,05

А
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штаммов K.  pneumoniae в России и Греции [25]. Тесты 
на антибиотикорезистентность продемонстрировали 
устойчивость K.  pneumoniae 9faiz к четырем основным 
классам антибиотиков, применяемых для лечения клеб-
сиеллезной инфекции: аминогликозидам, фторхиноло-
нам, карбапенемам и хлорамфениколам. Также штамм 
обладал выраженной способностью к формированию 
биопленок, что дополнительно подчеркивает его патоген-
ность и устойчивость к терапевтическому воздействию 
стандартными дозами антибиотиков.

С целью выявления широкого спектра эффек-
тов для исследования использовались бактериофаги, 
принадлежащие к различным таксономическим груп-
пам: Dlv622 (Autographiviridae, Slopekvirinae, Drulisvirus), 
Seu621 (Vequintavirinae, Mydovirus) и FRZ284 (Straboviridae, 
Tevenvirinae, Jiaodavirus). Бактериофаги Dlv622 и Seu621 
имеют гомологичные рецептор-связывающие белки, 
представленные полисахарид-деполимеразами, специ
фичными в отношении штаммов K.  pneumoniae с кап-
сульным типом KL23 [14]. Напротив, бактериофаг FRZ284 
лизирует штаммы K.  pneumoniae независимо от кап-
сульного типа и имеет рецептор-связывающий белок 
неизвестной специфичности [15]. Для исследования 
чувствительности штамма 9faiz бактериофаги использо-
вались в концентрации 5×109 БОЕ/мл, которая считается 
стандартной терапевтической дозой [26]. Результаты ти-
трования по Аппельману показали, что данной дозы не-
достаточно для полного подавления роста планктонных 

клеток. Кроме того, оценка эффективности посева выя-
вила, что фаги Dlv622 и Seu621 размножаются на штамме 
9faiz в 100 раз хуже, чем на штамме-хозяине, в то время 
как фаг FRZ284 демонстрирует исключительно лизис из-
вне.

Ввиду устойчивости штамма 9faiz к исследуемым ан-
тибиотикам и недостаточной чувствительности к бакте-
риофагам монотерапия антимикробными агентами ока-
залась малоэффективной для разрушения биопленок, 
что было подтверждено в ходе настоящего исследова-
ния. Индивидуальное воздействие бактериофагов умень-
шало биомассу биопленок, но не приводило к их полному 
разрушению (рис. 1). Антибиотики статистически значимо 
не изменяли биомассу биопленки, что объясняется ис-
пользованием низких концентраций антимикробных аген-
тов. Для эксперимента были выбраны концентрации ан-
тибиотиков значительно ниже МИК, но соответствующие 
пиковым концентрациям антибиотика в сыворотке крови 
человека (табл. 1). Несмотря на высокую устойчивость 
биопленок к антибиотикам, превышение концентрации 
C

max
 является неприемлемым в рамках практической те-

рапии из-за потенциального токсического действия. Это 
подчеркивает необходимость учитывать данный фактор 
при подборе соответствующих концентраций антибиоти-
ков для исследований in vitro.

Недостаточная эффективность индивидуального 
применения антимикробных агентов подчеркивает не-
обходимость их комбинированного использования. 
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В существующих на данный момент исследова-
ниях установлено, что комбинация антибиотиков 
и бактериофагов против биопленок демонстрирует 
более высокую эффективность по сравнению с моно-
терапией. Так, в нескольких работах было показано, 
что сочетание бактериофагов с ципрофлоксацином 
[27], амоксициллином или фосфомицином [9] проявля-
ет синергетический эффект при разрушении биопленок 
K.  pneumoniae. Результаты настоящего исследования 
также выявили один случай потенциального синергизма. 
Комбинированное применение бактериофага FRZ284 
с гентамицином статистически значимо снижало био-
массу биопленки штамма 9faiz по сравнению с инди-
видуальным использованием бактериофага (рис. 2В). 
Для антибиотиков класса аминогликозидов, к которым 
относится гентамицин, ранее были предложены механиз-
мы подавления репликации бактериофагов [10], что мо-
жет приводить к антагонизму. Согласно нашим резуль-
татам, действие гентамицина, вероятно, не нарушало 
репликативный цикл фага, что может объяснять наблю-
даемую синергию и выявленные расхождения с ранее 
описанными исследованиями. Хотя в литературе отсут-
ствуют данные о синергии антибиотиков и Т4-подобных 
бактериофагов K. pneumoniae, к числу которых относит-
ся FRZ284, подобные случаи были описаны для комби-
наций меропенема, ципрофлоксацина и колистина с Т4-
подобными фагами Acinetobacter baumannii [28].

Кроме того, в рамках проведенных экспериментов 
были выявлены два случая антагонизма при комбиниро-
ванном применении бактериофага Dlv622 с левофлокса-
цином или меропенемом (рис. 2А). Несмотря на наличие 
в литературе данных о синергетическом взаимодействии 
антибиотиков и бактериофагов, антагонистические эф-
фекты, выявленные для использованных в данной работе 
комбинаций антимикробных препаратов против биопле-
нок K.  pneumoniae, ранее не описывались. Поскольку 
левофлоксацин ингибирует ДНК-гиразу и топоизомера-
зу IV, полученные результаты могут свидетельствовать 
о снижении скорости репликации ДНК бактериофага 
Dlv622. Левофлоксацин также способен стимулировать 
образование более толстой биопленки у K.  pneumoniae 
[2], что может затруднять проникновение бактериофага 
и снижать эффективность его действия. При этом инги-
бирование литической активности бактериофага меропе-
немом, блокирующим синтез клеточной стенки, остается 
трудным для объяснения из-за недостаточного понима-
ния механизма этого эффекта.

Для остальных сочетаний антибиотиков и бактерио-
фагов статистическая значимость не позволила судить 
об эффекте, однако, ориентируясь на средние значе-
ния, можно отметить, что комбинации с бактериофа-
гами Dlv622 и Seu621 приводили скорее к снижению 
эффективности разрушения биопленок. Напротив, со-
четания антибиотиков с бактериофагом FRZ284 просто 

не привели к повышению эффективности. Полученные 
результаты свидетельствуют о необходимости более 
тщательного подхода к подбору антибиотиков и бактери-
офагов для целей терапии.

В работе также была оценена эффективность разру-
шения биопленок посредством индивидуального воздей-
ствия полисахарид-деполимеразы и в сочетании с анти-
биотиками. Для этого использовался рекомбинантный 
белок Dep622, рецептор-связывающий белок фага Dlv622, 
который эффективно разрушал капсульные полисаха-
риды штамма K. pneumoniae 9faiz в тестах in vitro. Ввиду 
применения рекомбинантных полисахарид-деполимераз 
исключительно в лабораторных исследованиях на се-
годняшний день в литературе отсутствуют стандартизи-
рованные терапевтические дозировки для ферментов 
данной группы. Тем не менее эксперименты на животных 
моделях не выявили токсических эффектов при исполь-
зовании деполимераз в различных концентрациях [4]. 
В связи с этим в настоящем исследовании применялась 
максимальная кратная доза (100 МДК), которую можно 
было достичь в лунке планшета без значительного раз-
бавления среды.

В литературе данные относительно комбинации по-
лисахарид-деполимеразы с антибиотиками показыва-
ли как эффекты синергии, так и отсутствие каких-либо 
эффектов [29, 30]. Полученные в ходе работы результа-
ты продемонстрировали, что индивидуального действия 
Dep622 недостаточно для разрушения биопленок штамма 
9faiz. Более того, сочетание полисахарид-деполимеразы 
с гентамицином, левофлоксацином и хлорамфениколом 
достоверно значимо увеличивало биомассу биопленки 
(рис. 2Г), что указывает на возможный антагонизм между 
антимикробными агентами. Подобные эффекты антаго-
низма между деполимеразами и антибиотиками ранее 
не были описаны и требуют дальнейшего изучения.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведенного исследования продемонстри-
ровали неэффективность монокомпонентных подхо-
дов и выявили разнообразие эффектов, возникающих 
при комбинированном применении антибиотиков и бак-
териофагов или полисахарид-деполимеразы против био-
пленок. В частности, был выявлен один случай синергии 
и несколько случаев потенциального антагонизма между 
антимикробными агентами, который недостаточно осве-
щен в существующей литературе.

Принимая во внимание, что в настоящее время те-
рапия бактериофагами не подразумевает отмены курса 
антибиотиков, потенциальный антагонизм между двумя 
антимикробными агентами может стать существенной 
проблемой в терапии инфекций, ассоциированных с био-
пленками, что подчеркивает необходимость дальнейших 
исследований в этом направлении.
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ОСОБЕННОСТИ ПРОФЕССИОНАЛЬНОЙ ЗАБОЛЕВАЕМОСТИ РАБОТНИКОВ 
УРАНОДОБЫВАЮЩИХ ПРОИЗВОДСТВ
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Введение. Одной из приоритетных задач здравоохранения Российской Федерации является сохранение здоровья и профессионального долго-

летия лиц трудоспособного возраста. В связи с этим крайне актуально изучение структуры и динамики профессиональной патологии для науч-

ного обоснования и разработки мероприятий по управлению рисками для здоровья работников предприятий с особо опасными условиями труда 

и профилактике развития профессиональных заболеваний.

Цель. Изучение особенностей структуры профессиональной заболеваемости работников уранодобывающего предприятия за 50-летний период.

Материалы и методы. Работа выполнена на модели крупного уранодобывающего предприятия России с особо опасными условиями труда ГК 

«Росатом».

Проведен анализ случаев профессиональных заболеваний, выявляемых у работников от начала работы предприятия за период с 1970 по 2019 гг. 

Охарактеризована структура профессиональных заболеваний, в динамике по 5-летним периодам проанализирован долевой вклад основных 

нозологических форм.

Результаты. Выявлены приоритетные нозологические формы профессиональных заболеваний у подземных горнорабочих предприятия 

по добыче урановых руд. Отмечена устойчивая тенденция к увеличению общего числа случаев заболеваний с постепенным увеличением 

доли заболеваний опорно-двигательного аппарата и периферической нервной системы, снижению доли «пылевой» патологии, росту и по-

следующему снижению доли нейросенсорной тугоухости; стабильный вклад в структуру профессиональной патологии злокачественных 

новообразований.

Заключение. Показатели априорного профессионального риска работников уранодобывающего предприятия отражают уровни их профессио-

нальной заболеваемости. В структуре профессиональных заболеваний преобладают заболевания костно-мышечной системы и профессиональ-

ные злокачественные новообразования, многократно превышающие среднероссийские показатели.

Ключевые слова: структура профессиональной патологии; профессиональный риск; заболевания костно-мышечной системы; профессиональ-
ные злокачественные новообразования
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FEATURES OF OCCUPATIONAL MORBIDITY OF URANIUM MINING WORKERS

Nikolay A. Daikhes1, Vera B. Pankova1,2,3, Pavel V. Serebryakov1,3,4, Lyudmila M. Saarkoppel1,3,4, Irina N. Fedina1,4,5, Natalya G. Bomshteyn1, 
Alexandеr G. Uchurov1

1 Federal Research Center of Otorhinolaryngology, Moscow, Russia
2 All-Russian Research Institute of Transport Hygiene, Moscow, Russia
3 Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Moscow, Russia
4 Izmerov Research Institute of Occupational Health, Moscow, Russia
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Introduction. Preservation of the health and professional longevity of people of working age is a priority task of the Russian healthcare system. In this regard, 

it is extremely important to study the structure and dynamics of occupational pathology for the scientific justification and development of measures aimed at 

managing the risks to the health of workers in enterprises with extremely dangerous working conditions and to prevent the development of occupational diseases.

Objective. To study specific features in the structure of occupational morbidity of workers of a uranium mining enterprise over a 50-year period.

Materials and methods. The work was performed on the model of a large uranium mining enterprise within the Rosatom State Corporation in Russia with 

extremely dangerous working conditions. Cases of occupational diseases detected in workers from the beginning of the operation of the company from 

1970 to 2019 were analyzed. The structure of occupational diseases was characterized, and the share contribution of the main nosological forms over 5-year 

periods was analyzed. 

Results. The main nosological forms of occupational diseases in underground miners of a uranium ore mining enterprise were identified. A steady trend 

towards an increase in the total number of cases of diseases was noted. There was a gradual increase in the proportion of diseases of the musculoskeletal 

system and peripheral nervous system, a decrease in the proportion of “dust” pathology, an increase and subsequent decrease in the proportion of sensori-

neural hearing loss, as well as a stable contribution to the structure of occupational pathology of malignant neoplasms.
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Conclusion. Indicators of a priori occupational health and safety risk of uranium mining workers reflect the levels of their occupational morbidity. Musculo-

skeletal system disorders and occupational malignancies dominate in the structure of occupational diseases. This morbidity is many times higher than the 

national average.
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ВВЕДЕНИЕ

Обеспечение медицинской составляющей безопасности 
производства, сохранение здоровья и профессиональ-
ного долголетия лиц трудоспособного возраста являются 
приоритетными задачами здравоохранения Российской 
Федерации. Стратегически значимые производства нуж-
даются в высококвалифицированных кадрах, на под-
готовку которых расходуются существенные временные 
и материальные ресурсы. В этой связи здоровье работ-
ников организаций отдельных отраслей промышленности 
с особо опасными условиями труда имеет большую меди-
ко-социальную и экономическую значимость [1, 2].

Важность данного направления особо подчеркнул 
Председатель Правительства Российской Федерации 
М.В.  Мишустин на открытии «Всероссийской недели 
охраны труда — 2021»: «…быстро меняющийся мир ста-
вит перед нами новые вызовы, возникают неизвестные 
ранее риски, связанные с профессиональными заболе-
ваниями <…> необходимо вовремя выявлять признаки 
начального развития возможного профессионального 
заболевания».

По определению ВОЗ профессиональный риск — это 
прогностическая вероятность частоты и тяжести небла-
гоприятных реакций на воздействие вредных факторов 
рабочей среды и трудового процесса. Производственные 
факторы (шум, вибрация, тяжесть трудового процесса) 
при превышении санитарно-гигиенических нормативов 
оказывают негативное воздействие на организм работ-
ников, обусловливают риск развития профессиональных 
заболеваний, усугубляют течение ряда общих заболева-
ний, определяют потерю трудоспособности и наступле-
ние инвалидности [3–5].

Значимость атомной энергетики в нашей стране труд-
но переоценить: в настоящее время на долю АЭС в об-
щей выработке электроэнергии по России приходится 
около 20%. Выработка электроэнергии на АЭС, добыча 
сырья и обогащение ядерного топлива у нас осущест-
вляются на предприятиях Госкорпорации «Росатом»  — 
одного из крупнейших производителей природного ура-
на в мире [6, 7].

Основные исследования состояния здоровья работ-
ников уранодобывающих производств в нашей стране 
проводились в конце ХХ — начале ХХI века. Они зафик-
сировали наличие таких приоритетных факторов усло-
вий труда, как промышленные аэрозоли, интенсивный 
шум, локальная и общая транспортно-технологическая 

вибрация, физические перегрузки, функциональное пе-
ренапряжение опорно-двигательного аппарата, ионизи-
рующая радиация [8–12].

Основными формами профессиональных заболева-
ний работников в тот период являлись патология респи-
раторной системы (силикоз, пневмокониоз), вибрацион-
ная болезнь и профессиональная тугоухость [13–18].

Следовательно, научное исследование, направленное 
на изучение особенностей профессиональных наруше-
ний здоровья работников, подвергающихся воздействию 
вредных производственных факторов в процессе добычи 
урановой руды, и разработка мероприятий по управле-
нию рисками их развития являются обоснованными и ак-
туальными.

Цель исследования — изучение особенностей струк-
туры профессиональной заболеваемости работников 
уранодобывающего предприятия за 50-летний период.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа выполнена на модели крупного уранодобываю-
щего предприятия России с особо опасными условиями 
труда ГК «Росатом».

Проведен анализ случаев профессиональных заболе-
ваний, выявляемых у работников от начала работы пред-
приятия за период с 1970 по 2019 г. Охарактеризована 
структура профессиональных заболеваний, в динамике 
по 5-летним периодам проанализирован долевой вклад 
основных нозологических форм (силикоз, вибрационная 
болезнь (ВБ), нейросенсорная тугоухость (НСТ), хрони-
ческий пылевой бронхит (ХПБ), патология опорно-двига-
тельного аппарата и периферической нервной системы, 
злокачественные новообразования) [19, 20].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Установлено, что на рабочих местах изученного урано-
добывающего предприятия основными факторами про-
фессионального риска для здоровья в настоящее время 
являются интенсивный шум, локальная и общая вибрация, 
а также физические перегрузки и функциональное пере-
напряжение опорно-двигательного аппарата, обуслов-
ленные недостаточной механизацией трудового процесса 
и большой распространенностью ручного труда у работ-
ников основных профессий. Дополнительное негативное 
влияние на здоровье горнорабочих оказывает воздействие 
радиационных факторов (гамма-излучение, радон и его 
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короткоживущие дочерние продукты распада, долгоживу-
щие альфа-нуклиды ряда природного урана). Полученные 
данные сопоставимы с имеющимися сведениями в ранее 
опубликованных источниках литературы [21–23].

Воздействие промышленных аэрозолей в силу приме-
нения различных способов пылеподавления не выраже-
но и в настоящее время не вносит существенного вкла-
да в структуру профессионального риска горнорабочих 
уранодобывающего предприятия.

Результаты ретроспективного анализа случаев про-
фессиональных заболеваний по архивным данным ре-
зультатов профилактических медицинских осмотров 
за период 1970–2019 гг. представлены в таблице 1.

Всего за период с 1970 по 2019 г. у работников урано-
добывающего предприятия зафиксировано 1134 случая 
профессиональных заболеваний. В динамике отмечает-
ся достаточно устойчивый рост числа профессиональ-
ных заболеваний, при этом более половины всех случа-
ев (53,9%) выявлено в последние 10 лет, в период с 2010 
по 2019 г.

Профессиональная заболеваемость характеризу-
ется следующими приоритетными группами патоло-
гии: заболевания периферической нервной системы 
и опорно-двигательного аппарата (ПНС и ОДА), форми-
рующиеся преимущественно вследствие перенапряже-
ния органов и систем в процессе выполнения трудовых 
функций (33,7%); нейросенсорная тугоухость (НСТ), 
вызванная шумом, превышающим ПДУ (23,2%); вибра-
ционная болезнь (ВБ) от воздействия локальной и/или 
общей вибрации (20,0%); заболевания органов дыха-
ния от воздействия промышленных аэрозолей (11,6%), 
среди которых были выделены случаи силикоза (2,5%) 
и хронического пылевого бронхита (ХПБ) (9,1%); злока-
чественные новообразования (ЗНО)  — 10,1% случаев 
(рис. 1).

Анализ показателей позволил установить особен-
ности динамики развития профессиональной патологии 
у работников изучаемого предприятия (рис. 2–6).

Так, в период 1970–1989  гг. более половины случаев 
профессиональных заболеваний (до 62,5%) приходилось 
на патологию органов дыхания, силикоз и хронический 
пылевой бронхит (ХПБ). Если до 1984 г. среди профессио-
нальных заболеваний органов дыхания превалировал си-
ликоз, то с 1985 г. приоритетной формой патологии стал 
хронический пылевой бронхит — до 60% от всех случаев 
профессиональных заболеваний (ПЗ), при этом силикоз 
выявлялся лишь в единичных случаях.

С 2000 г. случаи силикоза не выявлялись, а на долю 
ХПБ приходилось от 2,7 до 3,9% случаев всех профессио
нальных заболеваний. Важно обратить внимание на тот 
факт, что случаи силикоза обнаружены у тех работни-
ков, которые до начала работы в подразделениях урано-
добывающего предприятия уже имели в анамнезе стаж 

Таблица 1. Случаи профессиональных заболеваний по 5-летним периодам за 1970–2019 гг. (абсолютные значения)

Случаи ВБ ЗНО НСТ ПНС и ОДА Силикоз ХПБ Прочие ВСЕГО

1970–1974 2 1 5 0 8

1975–1979 8 2 10 14 6 0 40

1980–1984 2 4 5 1 1 13

1985–1989 7 5 1 27 5 45

1990–1994 4 5 56 8 1 25 2 101

1995–1999 7 25 27 4 1 19 1 84

2000–2004 9 28 23 11 2 0 73

2005–2009 57 9 59 27 1 4 2 159

2010–2014 85 20 51 162 13 2 333

2015–2019 55 17 27 170 6 3 278

Всего за 1970–2019 гг. 227 115 263 382 28 103 16 1134

Таблица подготовлена авторами по архивным данным
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Рисунок подготовлен авторами по архивным данным

Рис. 1. Структура нозологических форм профессиональной патологии, 
выявленных у работников уранодобывающего предприятия за период 
1970–2019 гг. (число случаев, %)
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работы в «пылевых» профессиях на других горнорудных 
предприятиях.

Доля нейросенсорной тугоухости в структуре про-
фессиональной патологии колебалась в широком 

диапазоне: максимально (55,4% случаев) в период 1990–
1994 гг. с достаточно существенным уменьшением пока-
зателей до 9,7–15,3% в период 2010–2019 гг. Доля вибра-
ционной болезни (ВБ) в структуре профзаболеваемости 
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Рис. 2. Динамика доли силикоза и хронического пылевого бронхита в структуре профессиональных заболеваний, выявленных у работников 
уранодобывающего предприятия в 1970–2019 гг.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Динамика доли нейросенсорной тугоухости в структуре профессиональных заболеваний, выявленных у работников уранодобывающего 
предприятия в 1970–2019 гг.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Динамика доли вибрационной болезни в структуре профессиональных заболеваний, выявленных у работников уранодобывающего предприятия 
в 1970–2019 гг.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 5. Динамика доли злокачественных новообразований в структуре профессиональных заболеваний, выявленных у работников уранодобывающего 
предприятия в 1970–2019 гг.
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составляла 20–25% в 1970–1979 гг.; в период 1980–1989 гг. 
случаи ВБ не регистрировались; начиная с 1990 г. отме-
чено увеличение частоты встречаемости ВБ с 4% в 1990–
1994 гг. до 35,8% в 2005–2009 гг. В последующие 10 лет, 
в 2010–2019 гг., доля случаев ВБ вернулась к уровню 
19,8–25,5 %.

Важно отметить, что в структуре профессиональной 
патологии работников уранодобывающего предприятия 
регулярно (за исключением 1970–1974 гг.) выявлялись 
случаи злокачественных новообразований (ЗНО). Среди 
ЗНО преобладала патология органов дыхания с превали-
рованием случаев рака легких.

Если в структуре профессиональной патологии 
в Российской Федерации в течение последних 15–20 лет 
доля ЗНО составляет не более 0,6% случаев, то у работ-
ников уранодобывающего предприятия ЗНО составляют 
не менее 5–6%, достигая в отдельные периоды 29,8–
38,4% случаев (1995–2004 гг.). Злокачественные ново-
образования представлены преимущественно случаями 
рака легких (94 случая, 81,7%) и некоторыми вариантами 
гемобластозов (21 случай, 18,3%).

В Российской Федерации в период с 1989 по 2019 г. 
установлено чуть более 1000 случаев профессионально-
го рака. Полученные данные свидетельствуют, что случаи 
профессиональных ЗНО, выявляемые у работников ура-
нодобывающего предприятия, составляют практически 
10% от всех случаев профессионального рака в целом 
по стране.

Начиная с 2005 г. отмечается увеличение частоты 
встречаемости случаев заболеваний опорно-двигатель-
ного аппарата и периферической нервной системы, наи-
более часто фиксируемых с 2010 г. В 2019 г. они достигли 
более 60%.

Интенсивные показатели заболеваемости (число слу-
чаев на 10 000 работающих) продемонстрировали до-
статочно значимый прирост ПЗ (56,3% случаев на 10 тыс. 
работающих во вредных условиях труда). Установлен зна-
чительный разброс показателей профессиональной забо-
леваемости по годам с наибольшим числом в последние 
10 лет, что можно связать с повышением знаний медицин-
ских работников и улучшением диагностики различных 
форм профессиональной патологии. Темпы выявления 
профессиональных заболеваний наиболее высоки в на-
стоящее время (66,6–69,5% случаев в год). Особенностью 
заболеваемости работников уранодобывающего пред-
приятия являются участившиеся практически в три раза 

случаи вибрационной болезни, заболеваний опорно-дви-
гательного аппарата и периферической нервной системы 
в период 2005–2019 гг., что составляет 60%.

Данные проведенного ретроспективного анали-
за показателей структуры профессиональной забо-
леваемости работников уранодобывающего произ-
водства демонстрируют их особенности в сравнении 
с общей структурой профзаболеваемости работников 
РФ [24]. Так, более трети всех случаев составляют про-
фессиональные заболевания периферической нерв-
ной системы и опорно-двигательного аппарата; почти 
четверть — нейросенсорная тугоухость; пятую часть — 
вибрационная болезнь, что сопоставимо с ранее имею-
щимися в литературе сведениями [25]. Однако частота 
развития и выявляемости заболеваний органов дыхания 
незначительна по сравнению с ранее имеющимися дан-
ными (более 10% случаев) [26].

Кроме того, особенностью динамики развития от-
дельных нозологических форм профессиональной па-
тологии у работников уранодобывающего предприятия 
в период первого анализируемого 10-летнего периода 
было преобладание числа случаев профессиональных 
заболеваний органов дыхания (силикоз и хронический 
пылевой бронхит с преобладанием силикоза). В настоя-
щее время преобладающей формой профессиональных 
заболеваний органов дыхания от воздействия производ-
ственной пыли является пылевой бронхит. Преобладание 
случаев респираторной патологии у работников в пер-
вые десятилетия работы предприятия объясняется тем 
обстоятельством, что в начальный период значительную 
долю работающих, в том числе подземных горнорабо-
чих, составляли специалисты, трудившиеся ранее в под-
земных условиях горнодобывающих производств других 
регионов страны. По мере подготовки собственных ква-
лифицированных кадров значительно сократилась доля 
работников, которые были экспонированы к фиброген-
ной пыли на других предприятиях, что и привело к из-
менению структуры профессиональной респираторной 
патологии.

Значительна доля злокачественных новообразований 
(за 50 лет она составила 10,1% случаев); и это существен-
но выше среднероссийских показателей [24]. Регулярное 
выявление случаев злокачественных новообразований 
(в основном органов дыхания с превалированием рака 
легких) заслуживает особого внимания. Эти показатели 
существенно превышают общероссийские и составляют 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 6. Динамика доли заболеваний периферической нервной системы и опорно-двигательного аппарата в структуре профессиональных заболеваний, 
выявленных у работников уранодобывающего предприятия в 1970–2019 гг.
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практически 10% от всех случаев профессионального 
рака в целом по стране, что является тревожным фактом 
и требует особого внимания руководства отрасли, пред-
приятия и медицинских работников. Вместе с тем при-
чиной высокой выявляемости онкологической патологии 
является ориентированность профпатологической служ-
бы на значимый априорный риск ее развития у работни-
ков, занятых подземной добычей урановой руды, что за-
служивает положительной оценки работы медицинской 
службы [27].

В настоящее время доля профессиональной туго
ухости среди работников уранодобывающего предпри-
ятия существенно уменьшилась, что, вероятно, связано 

с повышением эффективности шумоподавляющих меро-
приятий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Специфика условий труда работников уранодобываю-
щего предприятия на современном этапе (особенности 
априорного профессионального риска) находит отраже-
ние в показателях профессиональной заболеваемости 
данного контингента: преобладают профессиональные 
заболевания костно-мышечной системы, а уровни про-
фессиональных ЗНО многократно превышают средне-
российские показатели.
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ВОЗМОЖНЫЕ РИСКИ ПРОФЕССИОНАЛЬНОГО ВОЗДЕЙСТВИЯ ИННОВАЦИОННЫХ 
БИОЛОГИЧЕСКИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ: ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

В.И. Климов1, О.С. Лалыменко2, Л.В. Корсун2

1 Научный центр экспертизы средств медицинского применения Министерства здравоохранения Российской Федерации, Москва, Россия
2 Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью Федерального медико-биологического агентства, 
Москва, Россия

Введение. Активные фармацевтические ингредиенты для производства лекарственных препаратов, воздействующих на генетический аппарат 

(генотерапевтических, высокотехнологических, биотехнологических), являются реакционноспособными соединениями с плейотропной активно-

стью, что сопряжено с рисками здоровью работников, занятых на различных этапах их производства. Клинически значимый фармако/токсиколо-

гический эффект инновационных лекарственных препаратов, воздействующих на работающих, имеющих производственный контакт с данными 

компонентами, с точки зрения риск-ориентированного подхода в медицине труда является небезопасным.

Цель. Оценка потенциальных рисков профессионального воздействия инновационных биологических лекарственных препаратов на работающих 

в условиях производства/лаборатории и методических подходов их гигиенической регламентации.

Материалы и методы. Поиск научной литературы выполнен в электронных библиографических базах данных на русском (eLibrary, CyberLeninka) 

и английском (Web of Science, Scopus, PubМed) языках, нормативных документах в справочной правовой системе КонсультантПлюс.

Обсуждение. Рассмотрены отдельные аспекты особенностей разработки биологических лекарственных препаратов нового поколения (гено-

терапевтических/высокотехнологических/биотехнологических лекарственных средств) и сопряженных с этим рисков профессионального воз-

действия на работников в условиях фармацевтического или лабораторного производства. Выявлено, что работники подвергаются сочетанному 

воздействию неблагоприятных факторов производственной среды различной природы: биологических, физических, химических. Отмечается 

неполнота информации о разработке аналитических методов идентификации компонентов генотерапевтических/высокотехнологических/био-

технологических лекарственных средств в воздухе рабочей зоны, на рабочих поверхностях, в сточных водах. Обозначены актуальные пробле-

мы гигиены труда, связанные с отсутствием законодательных инструментов, научно обоснованных управленческих решений по идентификации 

факторов риска здоровью работников, диапазонов контроля потенциального производственного воздействия инновационных биологических 

лекарственных препаратов на основе принципов гигиенической регламентации, направленной на устранение или уменьшение негативного произ-

водственного воздействия и обеспечение безопасности и сохранения здоровья работников.

Выводы. Проведенная работа позволила определить основные методические подходы по оценке потенциального производственного воздей-

ствия генотерапевтических/высокотехнологических/биотехнологических лекарственных средств на работников соответствующих фармацев-

тических предприятий. К таким подходам относятся: токсикологическая оценка соединений с установлением возможных параметров токсико-

метрии, исследование фармако/токсикокинетических особенностей компонентов генных препаратов, разработка методик их количественного 

определения в различных средах, установление биомаркеров экспозиции и эффекта с последующим гигиеническим нормированием и обоснова-

нием основных профилактических мероприятий.

Ключевые слова: высокотехнологичный лекарственный препарат; генотерапевтический лекарственный препарат; биотехнологический 
лекарственный препарат; доклинические исследования; моноклональные антитела; профессиональный риск; предельно допустимая концентрация
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POTENTIAL RISKS OF OCCUPATIONAL EXPOSURE TO INNOVATIVE BIOPHARMACEUTICALS: A REVIEW

Vladimir I. Klimov1, Olga S. Lalymenko2, Lilia V. Korsun2

1 Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, Moscow, Russia
2 Centre for Strategic Planning of the Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia

Introduction. Gene-targeted therapies (gene-targeted, high-tech, and biopharmaceuticals) are developed based on active pharmaceutical ingredients, 

which are reactive compounds with  pleiotropic activity. Such ingredients are associated with health hazards to workers employed at various stages of their 

production. Clinically significant pharmacological or toxicological effects of innovative medications on employees exposed to these components are unsafe 

from the perspective of a risk-based approach in occupational medicine.

Objective. Assessment of potential risks of occupational exposure to innovative biopharmaceuticals in production or laboratory conditions and approaches 

to their hygienic management.

Materials and methods. The relevant scientific publications were searched and retrieved via electronic bibliographic databases both in the Russian lan-

guage (eLibrary, CyberLeninka) and in the English language (WoS, Scopus, PubMed). Regulatory documents were analyzed using the Consultant Plus legal 

information system.

Discussion. Specific features of production of new-generation biopharmaceuticals (gene-targeted, high-tech, or biotechnological medications) and the as-

sociated risks of occupational exposure to workers in pharmaceutical or laboratory production are considered. It was established that employees of such 

enterprises are exposed to the combined influence of adverse — biological, physical, and chemical — production environment factors. There is a lack of informa-

tion on the development of analytical methods for identifying gene-targeted components (high-tech or biotechnological medications) in the workplace air and 

wastewater, as well as on workplace surfaces. The identified problems of occupational health are related to the lack of legislative instruments and knowledge-

based management decisions on the identification of risk factors and control ranges of potential work-related effects of innovative biopharmaceuticals. Such  
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approaches should be based on the principles of hygienic regulation aimed at eliminating or reducing negative industrial effects and ensuring the safety and 

preservation of employee health.

Conclusions. Major methodological approaches to assessing the work-related impact of gene-targeted, high-tech, or biotechnological therapies on employ-

ees of pharmaceutical enterprises are determined. These approaches include: (1) toxicological assessment of compounds with the establishment of possible 

parameters of toxicometry; (2) evaluation of the pharmacological and toxicokinetic features of gene-targeted therapeutical components; (3) development of 

methods for their quantitative determination in various environments; (4) establishment of biomarkers of exposure and related effects followed by hygienic 

rationing and justification of preventive measures.

Keywords: advanced therapy medicinal products; gene therapy medicinal product; biotechnology-derived pharmaceuticals; preclinical studies; monoclonal 
antibodies; occupational hazard; allowable concentrations
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ВВЕДЕНИЕ

Современная медицина отличается высокими темпами 
развития и постоянным появлением на рынке инноваци-
онных технологий, в том числе лекарственных препара-
тов (ЛП). Тем не менее до сих пор существует множество 
заболеваний, для которых отсутствует не только этио-
тропная, но и патогенетическая терапия [1].

До недавнего времени основными направлениями 
деятельности фармацевтической индустрии были разра-
ботка и промышленное производство низкомолекуляр-
ных ЛП. По мере развития научной методологии в аспекте 
воздействия на генетический аппарат соматических кле-
ток с целью восстановления или модификации синтеза 
определенных белков, связанных с тем или иным заболе-
ванием, значительно возросли возможности лечения ши-
рокого спектра нозологий, для которых не существовало 
эффективных этиопатогенетических методов терапии, 
что дало старт стремительному развитию биотехнологи-
ческой отрасли и созданию инновационных биологиче-
ских ЛП [2–4].

Активные фармацевтические ингредиенты для про-
изводства ЛП, воздействующие на генетический аппарат, 
являются реакционноспособными соединениями с плей-
отропной активностью, что сопряжено с рисками здоро-
вью работников, занятых на различных этапах производ-
ства [5]. Несмотря на то что эффекты ЛП для пациентов 
могут быть желательными или приемлемыми, любой кли-
нически значимый фармако/токсикологический эффект 
ЛП, воздействующего на генетический аппарат работаю-
щих, имеющих контакт с данными компонентами, с точки 
зрения риск-ориентированного подхода в медицине тру-
да является небезопасным [6, 7].

Приоритетное направление профилактической меди-
цины  —  идентификация небезопасного производствен-
ного фактора, количественное установление безопасных 
пределов воздействия вредных и опасных факторов ра-
бочей среды на этапе разработки, синтеза и последую-
щего промышленного использования с целью их гигие-
нического контроля с учетом принципов безопасности 
для работников и индифферентности для окружающей 
среды и населения.

Цель работы: оценка потенциальных рисков профес-
сионального воздействия инновационных биологических 
лекарственных препаратов на работающих в условиях 
производства/лаборатории и методических подходов их 
гигиенической регламентации.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск, системный анализ и обзор научной литературы вы-
полнен в электронных библиографических базах данных 
на русском (eLibrary, CyberLeninka) и английском (Web of 
Science, Scopus, PubМed) языках, нормативных докумен-
тах в справочной правовой системе КонсультантПлюс. 
Поисковые запросы включали ключевые слова: высоко-
технологичный лекарственный препарат (ВТЛП), геноте-
рапевтический лекарственный препарат (ГТЛП), биотех-
нологический лекарственный препарат, доклинические 
исследования, моноклональные антитела (МкАТ), профес-
сиональный риск, предельно допустимая концентрация 
(Advanced therapy medicinal products, gene therapy medicinal 
product, biotechnology-derived pharmaceuticals, preclinical 
studies, monoclonal antibodies, occupational hazard, 
allowable concentration). Глубина поиска составила 10 лет. 
Критериями включения были: наличие структурированной 
информации о доклинической и клинической оценке без-
опасности ВТЛП, ГТЛП, биотехнологических ЛП, количе-
ственных методах их идентификации в различных средах, 
а также особенностях контроля производственной среды.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Современные стратегии терапии нацелены на индивиду-
ализацию лечебного воздействия для пациента, при ко-
тором препарат и доза оптимально адаптируются к по-
требностям конкретного человека. Основой ее является 
использование биологических/биотехнологических про-
дуктов, направленных на модификацию последователь-
ности генов или управление их экспрессией, а также 
на изменение биологических свойств клеток и, соответ-
ственно, продукцию терапевтически активных белков 
в организме для их лечебного или профилактического 
воздействия [8, 9].

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pharmaceutical-industry
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/pharmaceutical-industry
https://en.wikipedia.org/wiki/Occupational_exposure_limit
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Согласно отчету «Gene Therapy Development & 
Manufacturing, 2023» в настоящее время на разных ста-
диях разработки находятся более 3150 биологических, 
биотехнологических, генотерапевтических лекарствен-
ных средств (ЛС) новых поколений и более двух десятков 
препаратов одобрены к клиническому использованию 
органами регулирования ЛС разных стран [10].

В Российской Федерации активно осваивается иннова-
ционная сфера по разработке, экспертизе, производству, 
внедрению в практику здравоохранения биологических/
биотехнологических ЛП; при этом генная терапия опреде-
ляется как «совокупность генно-инженерных (биотехноло-
гических) и медицинских методов, направленных на вне-
сение изменений в генетический аппарат соматических 
клеток человека в целях лечения заболеваний» [11].

К настоящему времени проведена некоторая адапта-
ция нормативно-правового регулирования в данной сфе-
ре, свидетельством чего является введение в действие 
Федеральной научно-технической программы развития 
генетических технологий на 2019–2027 годы для ком-
плексного решения задач ускоренного развития генети-
ческих технологий, в том числе технологий генетического 
редактирования [12–14].

Вместе с тем, согласно ФЗ № 61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств» от 12.04.2010 (ред. от 30.01.2024) 
п. 6.3 ст. 4, введено понятие «высокотехнологический 
ЛП — это генотерапевтический лекарственный препарат 
(ГТЛП) для медицинского применения, или ЛП на осно-
ве соматических клеток для медицинского применения, 
или тканеинженерный ЛП (препарат тканевой инжене-
рии)»; в п. 7.2 ст. 4 данного закона и в решении ЕАЭС 
№  78 от 03.11.2016 «О Правилах регистрации и экспер-
тизы лекарственных средств для медицинского примене-
ния» дано определение термина ГТЛП — «биологический 
ЛП, содержащий активное вещество с рекомбинантной 
нуклеиновой кислотой или состоящий из нее, вводимый 
человеку с целью регулирования, восстановления, за-
мены, добавления или удаления генетической последо-
вательности»; а в п. 7.1 ст. 4 этого же закона обозначена 
дефиниция биотехнологических ЛП, а именно, производ-
ство которых осуществляется с использованием био-
технологических процессов и методов (в том числе ДНК-
рекомбинантной технологии, технологии контролируемой 
экспрессии генов, кодирующих биологически активные 
белки в прокариотах и эукариотах, включая измененные 
клетки млекопитающих), гибридомного метода и метода 
моноклональных антител.

Наряду с этим в Российской Федерации, согласно ФЗ 
№ 180-ФЗ от 23.06.2016 «О биомедицинских клеточных 
продуктах», действует понятие «биомедицинский клеточ-
ный продукт — комплекс, состоящий из клеточной линии 
(клеточных линий) и вспомогательных веществ; к кото-
рым не относятся объекты трансплантации, а также вы-
сокотехнологические лекарственные средства, вклю-
чая ГТЛП». Требования к условиям производства, 
валидации производственного процесса, контроля ка-
чества целевых и промежуточных продуктов ГТЛП отра-
жены в Национальном стандарте РФ ГОСТ Р 52249-2009 
«Правила производства и контроля качества лекарствен-
ных средств» и Государственной фармакопее Российской 
Федерации XIV ОФС.1.7.1.0011.18 «Биотехнологические 
лекарственные препараты». Методология и требова-
ния к проведению доклинических исследований, из-
учению стабильности биотехнологических препаратов 
и безопасности фармацевтической субстанции и готовой 

лекарственной формы описаны в национальном стан-
дарте ГОСТ Р 57688-2017 «Лекарственные средства 
для медицинского применения. Изучение стабильности 
биотехнологических/биологических лекарственных пре-
паратов».

Обращает на себя внимание тот факт, что вышеопи-
санная нормативно-правовая база регулирует процессы 
обращения биологических/биотехнологических ЛП и на-
правлена в первую очередь на обеспечение гарантии ка-
чества и безопасности именно ЛП, однако не гарантирует 
безопасности для здоровья персонала фармацевтиче-
ских предприятий, имеющего производственный контакт 
с вредными или опасными факторами рабочей среды.

В настоящее время в Российской Федерации законо-
дательная база по медицине труда  —  отрасли, направ-
ленной на охрану здоровья работающего контингента, 
контактирующего с вредными или опасными факторами 
рабочей среды (физическими, химическими, биологиче-
скими и факторами трудового процесса), представлена 
широким спектром действующих нормативно-методиче-
ских/правовых документов, в которые были внесены зна-
чительные изменения в период 2021–2022 гг. Эти измене-
ния отражают современные требования к безопасности 
труда и охране здоровья работающих в соответствии 
с международными стандартами и с учетом новых раз-
работок и достижений науки и техники.

Так, согласно СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-эпиде
миологические требования по профилактике инфекци-
онных болезней», установлены обязательные требования 
к комплексу организационных, санитарно-противоэпи-
демических, лечебно-профилактических, лабораторно-
диагностических, инженерно-технических мероприятий, 
регламентированы порядок учета, хранения, передачи 
и транспортировки, условия и алгоритм работы на моле-
кулярном, клеточном уровнях для создания модифициро-
ванных/генно-инженерно-модифицированных вариантов 
биологических агентов, диагностические исследования 
в области биотехнологии, генно-инженерной сферы, 
микробиологические/вирусологические исследования 
детекции нуклеиновых кислот, обнаружения антигенов 
или антител к патогенному агенту.

Важным пунктом недавно принятого Указа Президента 
Российской Федерации от 11 марта 2019 г. № 97 «Об ос-
новах государственной политики Российской Федерации 
в области обеспечения химической и биологической без-
опасности на период до 2025 года и дальнейшую перспек-
тиву» стало определение стратегических направлений 
государственной политики в области обеспечения в том 
числе биологической безопасности, а именно: поддержа-
ние допустимого уровня риска негативного воздействия 
опасных биологических факторов на население и окру-
жающую среду; разработка гигиенических нормативов, 
методов индикации содержания биологических агентов 
в окружающей среде; внедрение современных механиз-
мов управления химическими и биологическими рисками; 
внедрение комплекса мероприятий по предупреждению 
и минимизации биологических рисков, повышению за-
щищенности населения и окружающей среды от нега-
тивного воздействия опасных биологических факторов, 
а также оценка эффективности указанных мероприятий.

Вопросы методологии разработки и научного обо-
снования критериев гигиенической оценки воздействия 
биологического производственного фактора являются 
актуальными и приоритетными. Необходимо отметить, 
что на законодательном уровне на данный момент нет 
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четких указаний о процедуре производственного контро-
ля и алгоритмах гигиенического нормирования вредных 
факторов рабочей среды, возникающих на различных 
этапах разработки и производства ГТЛП, ВТЛП, био-
технологических ЛП как в воздухе рабочей зоны, так 
и на объектах окружающей среды.

Особенностью промышленной биотехнологии, соглас-
но ГОСТ Р 52249-2009 Национальный стандарт «Правила 
производства и контроля качества лекарственных 
средств», является многостадийность технологических 
процессов, использование различных штаммов и серо-
типов живых микроорганизмов, культивирование клеток 
или экстракция материала из живых организмов, боль-
шого ассортимента сырьевых материалов, образование 
широкого спектра промежуточных и конечных продуктов 
микробного синтеза, что определяет комбинированный 
и сочетанный характер вредного действия биологическо-
го и других производственных факторов на организм ра-
ботников [10, 11].

Общая биотехнологическая схема фармацевтиче-
ского производства включает 5 этапов: выбор штамма, 
подбор и приготовление питательной среды, культиви-
рование штаммов-продуцентов (ферментация), получе-
ние посевного материала, выделение и очистка целевого 
продукта. Биотехнологические фармацевтические пре-
параты требуют высокой степени чистоты, что достига-
ется последовательными операциями очистки: сепара-
цией, разрушением клеточных оболочек (дезинтеграция 
биомассы), отделением клеточных стенок, отделением 
и очисткой продукта, тонкой очисткой и разделением 
препаратов. Следует отметить, что отделение и очистка 
продукта с последующим разделением препаратов и вы-
делением целевого продукта из культуральной жидкости 
или гомогената разрушенных клеток проводится путем 
осаждения (высаливания), экстракции или адсорбции. 
При этом в ходе процесса осаждения применяются фи-
зические (нагревание, охлаждение, разбавление, кон-
центрирование) и химические методы (с помощью неор-
ганических и органических веществ: этанола, метанола, 
ацетона, изопропанола) [11–14], что создает дополнитель-
ную нагрузку в аспекте загрязнения воздуха рабочей 
зоны химическими органическими и неорганическими 
соединениями.

В процессе производства фармацевтические ингре-
диенты могут выделяться в воздух рабочей зоны, как пра-
вило, в следовых количествах или в высоких концентра-
циях при аварийных ситуациях и в случае несоблюдения 
санитарно-гигиенических требований при недостаточной 
герметизации оборудования практически на всех этапах 
технологического процесса. При этом может происходить 
загрязнение воздуха рабочих помещений, одежды, кож-
ных покровов работников, поверхностей оборудования, 
строительных конструкций, территории промышленных 
площадок и окружающей среды. В воздухе производ-
ственных помещений вредные вещества могут находить-
ся в виде газов, паров, аэрозолей, а также в виде смесей 
и поступать в организм главным образом через органы 
дыхания (ингаляционно), желудочно-кишечный тракт (пе-
рорально), кожные покровы (транскутанно), а в отдельных 
случаях и через слизистую оболочку глаз [10, 12–14].

Риск ингаляционного воздействия компонентов 
биологических/биотехнологических ЛП (подробно опи-
сан в материалах заседания WHO/CDS/CSR/ISR/99.2. 
Department of Communicable Disease Surveillance and 
Response) возможен при следующих производственных 

манипуляциях: прокаливании бактериологических пе-
тель, засеве на чашках с агаром, пипетировании, при-
готовлении мазков, открывании емкостей с клеточными 
культурами, наборе проб крови/сыворотки, центрифуги-
ровании; риск попадания патогенного агента в пищевари-
тельный тракт вероятен при работе с образцами, мазка-
ми и культурами; риск подкожного инфицирования — при 
использовании игл и шприцев при работе с кровью 
или при удалении инфицированного материала.

В последние годы значительно возросло количество 
терапевтических средств, разработанных на основе ген-
но-инженерных моноклональных антител (МкАТ), таких 
как бевацизумаб, цетуксимаб, дратумумаб, омализумаб, 
ритуксимаб, трастузумаб, которые по объему производ-
ства занимают на мировом фармацевтическом рынке 
одно из ведущих мест [15–17]. По состоянию на ноябрь 
2021 года более 130 препаратов на основе антител одо-
брены или находится на рассмотрении регулирующих 
органов, а в мировой клинической практике использу-
ют порядка 35 препаратов МкАТ для лечения онкологи-
ческих, аутоиммунных, инфекционных, аллергических 
заболеваний, характеризующихся длительным про-
грессирующим течением. В России зарегистрировано 
и успешно применяется более 20 лекарственных препа-
ратов МкАТ [14, 18].

Моноклональные антитела обычно представляют со-
бой большие молекулы с молекулярной массой > 140 кДа 
и предназначены для воздействия на определенные бел-
ки [15, 19, 20]. Биспецифические моноклональные антите-
ла (bsAbs) — это антитела следующего поколения, обычно 
имеющие молекулярную массу от 50 до 60 кДа, с более 
высокой клинической эффективностью и безопасностью 
за счет воздействия на два различных пути иммунорегу-
ляции. Моноклональные антитела получают с использо-
ванием гибридомной технологии, рекомбинантной ДНК, 
а также могут быть произведены с помощью других тех-
нологий [21–23].

Активным компонентом лекарственных препаратов 
МкАТ являются высокоочищенные иммуноглобулины 
или их фрагменты, например F(ab’) 2-фрагменты, харак-
теризующиеся специфичностью к строго определенной 
детерминанте антигена, продуцируемые одним клоном 
антителообразующих клеток. Источником получения 
МкАТ являются клонированные клетки  —  иммортали-
зованные («бессмертные») В-лимфоциты в виде переви-
ваемой культуры клеток или клеточной линии, получен-
ные на основе технологии рекомбинантной ДНК [18, 22]. 
Иммуноглобулины или их фрагменты могут быть измене-
ны путем различных модификаций: конъюгацией с ток-
сином, включением радиоактивной метки, химическим 
связыванием двух молекул иммуноглобулинов или их 
производных для получения МкАТ с двойной специфич-
ностью, созданием Fc-связанных слитых белков — бел-
ков слияния и др. [16, 19].

Моноклональные антитела обладают необычными 
характеристиками: являются крупномолекулярными бел-
ками, которым присуща гидрофильность и лабильность 
(как химическая, так и ферментативная), что позволяет 
им расщепляться в желудочно-кишечном тракте, но вме-
сте с тем оставаться стабильными молекулами с длитель-
ным периодом полураспада, обычно составляющим не-
сколько дней или недель [20, 21], кроме того, по данным 
Brian A. Baldo, конъюгация с полиэтиленгликолем (ПЭГ) 
или пегилирование МкАТ еще больше продлевает период 
их полувыведения и создает дополнительные проблемы 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bispecific-antibody
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/bispecific-antibody
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Baldo+BA&cauthor_id=25648140
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/macrogol
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pegylation


78 EXTREME MEDICINE | 2024, VOLUME 26, No 4

Review | PREVENTIVE MEDICINE

безопасности, связанные с отсутствием биоразлагаемо-
сти ПЭГ-компонента [22].

Исследователями David R.  Taft et al. установлено, 
что для моноклональных антител из-за присущей им вы-
сокой специфичности связывания и аффинности к своей 
мишени основным путем элиминации является мишень-
опосредованное распределение ЛС, особенно на низких 
дозах и концентрациях [23]. Это явление целенаправлен-
ной «привязки» соединения, в частности моноклональ-
ного антитела к клетке-мишени со строго специфичным 
ему типом рецептора. При этом требуется небольшое 
количество лекарственного вещества для наступления 
терапевтического эффекта [24], что является благопри-
ятным критерием для клинического использования МкАТ, 
однако значительно увеличивает потенциальные риски 
профессионального воздействия на работников в усло-
виях его промышленного производства.

Brian A. Baldo et al. отмечают, что нежелательными 
реакциями со стороны иммунной системы, полученными 
в ходе клинических наблюдений применения МкАТ, яв-
ляются реакции гиперчувствительности, такие как ана-
филаксия, кожные проявления, генерализованная цито-
киновая реакция, снижение функции иммунной системы 
и аутоиммунные реакции [25].

По данным M.H. Lars et al., белковые препараты, в том 
числе МкАТ, в процессе выполнения различных техноло-
гических этапов разработки и производства могут на-
ходиться в воздухе рабочей зоны в виде газов, паров, 
аэрозолей и газопароаэрозольных смесей и вызывать 
нежелательные побочные эффекты у работников био-
фармацевтических компаний [26]. Учитывая обширную 
поверхность (более 100 м2) выстилающего легочного 
эпителия, тесно соприкасающегося с широкой сетью ка-
пилляров, абсорбция чужеродных веществ через легкие 
при ингаляционном пути поступления может происходить 
с большой скоростью [10, 22, 27]. При этом скорость осе-
дания частиц в эпителии дыхательных путей напрямую 
зависит от размера респирабельной фракции, а именно: 
частицы размером более 10 мкм оседают в носоглотке 
и трахеобронхиальном отделе (в этих отделах респира-
торного тракта эпителий толще и покрыт слоем слизи), 
что ограничивает системную абсорбцию, однако не ис-
ключает развития местных реакций. Кроме того, реснит-
чатый эпителий перемещает содержащую частицы слизь 
в глотку, где она проглатывается и поступает в желудоч-
но-кишечный тракт [28].

Некоторыми исследованиями установлено, что транс-
портировка крупных молекул, более 0,6 нм, через клеточ-
ные слои в кровь при ингаляционном пути поступления 
белковых препаратов (МкАТ, биспецефических антител, 
слитых белков) обеспечивается с помощью альвеоляр-
ных эпителиальных клеток, имеющих поры и везикулы, 
путем пассивной диффузии с дальнейшей реализацией 
их системного воздействия на организм [29]. В то же вре-
мя в последних исследованиях описано, что для более 
крупных белков (>40 кДа) доминирующим механизмом 
трансмембранного транспорта протеинов является ре-
цептор-опосредованный трансцитоз через неонатальный 
Fc-рецептор (FcRn), который экспрессируется в верхних 
дыхательных путях приматов, бронхиальных и альвео-
лярных клетках крыс с присущей возможностью связы-
вания с белками с высоким сродством, что играет важ-
ную роль в транспорте IgG в другие ткани [30–32], тогда 
как для белков меньшего размера могут быть важны 
как трансцитоз, так и параклеточные механизмы [33–35].

В экспериментальных исследованиях Jennifer A. 
Dumont et al. при ингаляционных воздействиях белковых 
препаратов (в том числе МкАТ) на обезьянах было уста-
новлено, что уровень абсорбции комплекса Fc-домена 
IgG1, осевшего в легких, равнозначен концентрации бел-
кового препарата/МкАТ в крови при подкожной инъекции 
у приматов и человека [36], что создает предпосылки на-
копления данных препаратов в ткани легких, способных 
оказывать негативное воздействие на организм работни-
ков в условиях производства на всех этапах технологиче-
ского процесса.

В исследовании J.V. Fahy et al., проведенных на здо-
ровых добровольцах, моделировали производственное 
ингаляционное воздействие МкАТ: E25 или омализума-
ба с ежедневной 10-минутной экспозицией через небу-
лайзер в течение 56 дней. При этом было установлено, 
что более 15 % введенной дозы препарата фактически 
оседало в альвеолах, а системная биодоступность E25 
или омализумаба при ингаляции находилась в пределах 
1,6–4,3% [37–39]. Данный факт является важным аспек-
том для специалистов по медицине труда в связи с тем, 
что агрегированные в легких МкАТ даже после частич-
ного внутриклеточного ферментативного разрушения ле-
гочными антипротеазами способны инициировать в ткани 
легких каскад патологических процессов [40], что необхо-
димо учитывать при разработке регламентов професси-
онального воздействия как в воздухе рабочей зоны, так 
и в биологических средах работающих соответствующих 
фармацевтических производств.

В работах [41, 42] предложены рекомендации по уста-
новлению пределов профессионального воздействия 
для моноклональных антител и слитых белков в возду-
хе рабочей зоны на уровне ≥1 мкг/м3 при ингаляционном 
пути поступления, с учетом системной биодоступности 
после ингаляции менее 1% для соединений с молекуляр-
ной массой >10кДа.

С помощью ГТЛП возможна доставка терапевтических 
генов в клетки-мишени, однако ни ДНК, ни РНК в свобод-
ном виде не могут быть использованы для достижения 
этой цели в связи с довольно быстрой деградацией ну-
клеиновой кислоты в сыворотке крови под воздействием 
нуклеаз. Поэтому для доставки генов в эукариотические 
клетки с начала 1980-х гг. разрабатываются векторные 
генетические конструкции [43]. На сегодняшний день 
в качестве вектора доставки гена при клиническом ис-
пользовании протестированы 5 основных классов ви-
русных векторов: ретровирусы, аденовирусы, аденоас-
социированные вирусы, лентивирусы и вирусы простого 
герпеса [44, 45].

По данным ряда клинических и доклинических иссле-
дований у ГТЛП/ВТЛП на основе вирусных векторных си-
стем установлено наличие ряда побочных эффектов. Так, 
некоторые исследователи отмечали, что генетические 
изменения, опосредованные препаратами с использова-
нием ретровирусных векторов с дефицитом репликации, 
вызывали проявления инсерционного мутагенеза и зло-
качественной трансформации гемопоэтических клеток-
предшественников с развитием острого миелолейкоза 
и лимфопролиферативных заболеваний [46].

В ходе исследований M.G. Ott et al. получены дока-
зательства ретровирусных вектор-индуцированных не-
гативных эффектов на гемопоэтическую активность, 
проявляющихся восстановлением окислительной анти-
микробной активности в фагоцитах после переноса 
гена, значительным переносом генов в нейтрофильные 
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клетки с образованием большого количества функцио-
нальных фагоцитов и расширением генно-корректиро-
ванного миелопоэза с прогрессией в сторону миелоди-
сплазии [47, 48].

В отличие от ГТЛП с использованием ретровирусных 
векторов, препараты на основе аденовирусных векторов 
не реплицируются и не обладают онкогенностью, одна-
ко им присуща выраженная иммуногенность [49] с ак-
тивацией иммунокомпетентных клеток, которые, в свою 
очередь, начинают секретировать цитокины и факторы 
хемотаксиса, привлекающие в очаг нейтрофилы, ма-
крофаги и естественные киллеры с запуском иммунной 
реакции с выработкой через несколько суток специфи-
ческих антител. На различных клетках-мишенях in vitro 
и нескольких моделях на мышах in vivo установлено, 
что некоторые аденовирусные векторы первого поколе-
ния, сохраняющие значительную часть генома, способны 
инициировать дозозависимый апоптоз, то есть проявлять 
прямую цитотоксичность [50, 51]. В клинических исследо-
ваниях также было зарегистрировано несколько эпизо-
дов развития воспалительной реакции на аденовирусные 
векторы, включая развитие тяжелой гепатотоксичности 
с летальным исходом [52].

Аденоассоциированные векторы  —  одни из наибо-
лее распространенных векторов, используемых в ген-
ной терапии, хотя при их применении возможна неже-
лательная случайная активация или ингибирование 
экспрессии эндогенных генов и инфицирование прима-
тов и человека [53, 54].

Лентивирусные векторы происходят от ВИЧ-1 и спо-
собны воздействовать как на делящиеся, так и не делящи-
еся клетки, в связи с чем являются потенциальным векто-
ром для переноса генов в условиях in vivo. Большинство 
лентивирусных векторов сохраняют способность инте-
грироваться в геном инфицированных клеток, удаление 
многих белков ВИЧ снижает вероятность образования 
вируса, способного к репликации в организме человека 
[55]. Для получения псевдотипированных лентивирусных 
векторов используются гликопротеины оболочек виру-
сов, считающиеся потенциальными агентами биологиче-
ского оружия (вирусы геморрагических лихорадок Эбола, 
Марбурга, Росс-Ривер и др.), в связи с чем их использова-
ние в исследованиях по-прежнему связано с потенциаль-
ными рисками, и долгосрочная безопасность этих клини-
ческих вмешательств все еще оценивается [56].

Векторы на основе герпесвирусов обеспечивают 
долгосрочную экспрессию трансгена, нейротрофичны 
и высокоэффективны при изучении ретроградного и ан-
тероградного транспорта в ЦНС, однако им присуща спо-
собность вызывать цитопатические (токсические) эффек-
ты и ответы со стороны иммунной системы [52].

В настоящее время в США и странах ЕС рекоменда-
ции по медицине и охране труда при работе с вирусными 
векторными системами или продуктами генной терапии 
в условиях фармацевтических предприятий/лаборато-
рий и медицинских учреждений ограничиваются общими 
правилами биобезопасности при работе с биологическим 
агентами с учетом уровней биологического риска [13], 
а в Российской Федерации в силу отсутствия широкого 
промышленного выпуска генных препаратов нет согла-
сованных и четких алгоритмов для контроля оценки воз-
действия компонентов ГТЛП/ВТЛП/биотехнологических 
ЛП на работников во время производственного контак-
та или терапевтического использования в организациях 
здравоохранения. Кроме того, остается открытым во-
прос научного обоснования принципов гигиенического 
нормирования аэрозолей фармацевтических компонен-
тов ГТЛП/ВТЛП/биотехнологических ЛП для контроля 
воздуха производственной среды предприятий или лабо-
раторий биотехнологической отрасли.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем исследовании приведены отдельные аспекты от-
носительно особенностей разработки биологических ле-
карственных препаратов нового поколения (ГТЛП/ВТЛП/
биотехнологических ЛП) и сопряженных с этим рисков 
профессионального воздействия на работников в усло-
виях фармацевтического или лабораторного производ-
ства. При анализе литературы выявлено, что работники 
подвергаются сочетанному воздействию неблагоприят-
ных факторов производственной среды различной при-
роды: биологических, физических, химических. При этом 
отмечается неполнота информации о разработке ана-
литических методов идентификации компонентов ГТЛП/
ВТЛП/биотехнологических ЛП в воздухе рабочей зоны, 
на рабочих поверхностях, сточных водах и др.; в доступ-
ной к анализу литературе нами найдены лишь единичные 
сообщения.

Проведенная работа позволила определить основ-
ные методические подходы по оценке потенциального 
производственного воздействия ГТЛП/ВТЛП/биотехно-
логических ЛП на работников соответствующих фар-
мацевтических предприятий, которыми являются ток-
сикологическая оценка соединений с установлением 
возможных параметров токсикометрии, исследование 
фармако/токсикокинетических особенностей компонен-
тов генных препаратов, разработка методик их количе-
ственного определения в различных средах, установле-
ние биомаркеров экспозиции и эффекта, с последующим 
гигиеническим нормированием и обоснованием основ-
ных профилактических мероприятий.
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ТРАВМА ПОДВЕШИВАНИЯ В ТЕЧЕНИЕ ПРОДОЛЖИТЕЛЬНОГО ВРЕМЕНИ: ОБЗОР
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Введение. Травма подвешивания, также известная как синдром зависания в обвязке или синдром подвешивания, возникает, когда человек 

подвешивается неподвижно в страховочных стропах, что приводит к потенциально фатальным последствиям, таким как венозный застой, цере-

бральная гипоперфузия и рабдомиолиз.

Цель. Изучить по данным литературы основные механизмы возникновения травмы подвешивания и потенциальные методы повышения безопас-

ности лиц в группе риска.

Результаты. Это патологическое состояние, впервые упоминаемое еще в 1970-х годах, возникает у людей, занимающихся видами деятельности, 

требующими использования страховочных систем, такими как альпинизм и промышленные работы. Согласно последним исследованиям в ходе 

оказания помощи для восстановления кровотока и предотвращения осложнений необходимо немедленно перевести пострадавшего в горизон-

тальное положение. Надлежащая коррекция гиперкалиемии и рабдомиолиза стала ключевым направлением в протоколах лечения. Кроме того, 

признание роли рефлекса Бецольда — Яриша в развитии сердечно-сосудистого коллапса подчеркивает важность комплексных стратегий спасе-

ния. В качестве важных превентивных мер также отмечаются достижения в разработке более совершенных и безопасных страховочных систем.

Обсуждение. В то время как первоначальные стратегии лечения были направлены на предотвращение внезапного возврата крови к сердцу 

путем поддержания вертикального положения, последние исследования подчеркивают важность своевременного горизонтального положения. 

Роль нейрокардиогенных факторов, таких как рефлекс Бецольда — Яриша и влияние гиперкалиемии, связанной с рабдомиолизом, на исход 

подчеркивают эволюционирующее понимание патофизиологии. Этот сдвиг отражает возросшую осведомленность о комплексных протоколах 

спасения, которые снижают риски, связанные с синдромом восстановленного кровотока и сердечно-сосудистой нестабильностью.

Выводы. Прогресс в понимании травмы подвешивания значительно улучшил протоколы профилактики и лечения. Немедленное переведение по-

страдавшего в горизонтальное положение, надлежащее лечение осложнений (например, гиперкалиемии) и усовершенствованная конструкция стра-

ховочных систем играют ключевую роль в минимизации летальных исходов. Продолжение изучения основных механизмов патогенеза синдрома 

подвешивания и разработка новых методов спасения имеют большое значение для дальнейшего повышения безопасности лиц в группе риска.

Ключевые слова: патология страховочной системы; использование страховочных систем; охрана труда; длительное подвешивание; несчастные 
случаи на отдыхе; шок подвешивания; синдром подвешивания; травма подвешивания
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THE LONG TIME SUSPENSION TRAUMA: A REVIEW

Katarzyna Camlet1, Aleksandra Maciejczyk2, Katarzyna Krupa3, Wojciech Kaźmierski4, Kinga Kocur5, Anna Ziobro1, Mateusz Ziomek6, 
Anna Kaźmierska7, Anna Lis8
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2 Medical University of Warsaw, Warsaw, Poland
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Introduction. Suspension trauma, also referred to as a harness-induced pathology or suspension syndrome, occurs when an individual is suspended mo-

tionless in a harness. Potentially fatal outcomes of such a condition consist in venous pooling, cerebral hypoperfusion, and rhabdomyolysis. 

Objective. To review literature sources on the key mechanisms of suspension injury and potential methods for improving the safety of people at risk.

Results. This condition, recognized since the 1970s, affects individuals involved in activities requiring harness use, such as climbing and industrial work. 

Recent studies have emphasized the need for immediate horizontal positioning during rescue to restore blood flow and prevent complications. Proper man-

agement of hyperkalemia and rhabdomyolysis has become a crucial focus in treatment protocols. Additionally, recognition of the role of the Bezold–Jarisch 

reflex in cardiovascular collapse highlights the importance of comprehensive rescue strategies. Advances in harness design are also noted as significant 

preventive measures.
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Discussion. The findings indicate that while early management strategies focused on preventing sudden blood return to the heart by maintaining an upright 

position, more recent insights emphasize the importance of prompt horizontal repositioning. The role of neurocardiogenic factors, such as the Bezold–Jarisch 

reflex and the influence of rhabdomyolysis-related hyperkalemia, on outcomes has been recognized. This shift reflects an increased awareness of compre-

hensive rescue protocols that might mitigate risks associated with reflow syndrome and cardiovascular instability.

Conclusions. The progress in understanding suspension injury has significantly improved prevention and treatment protocols. Immediate adjustment of 

the victim to a horizontal position, proper treatment of complications (for example, hyperkalemia), and improved design of safety systems — all play a key 

role in minimizing deaths. Further studies should be aimed at investigating the main pathogenetic mechanisms of suspension syndrome and development of 

advanced rescue methods for improving the safety of people at risk.
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syndrome; suspension trauma
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ВВЕДЕНИЕ
Травма подвешивания (синдром зависания, синдром за-
висания в обвязке или синдром подвешенного состоя-
ния) — угрожающее жизни состояние, которое возникает, 
когда человек остается подвешенным на страховочных 
ремнях в течение длительного времени. Травма под-
вешивания относительно редка в условиях соблюдения 
техники безопасности и использования надлежащего 
снаряжения. За 11 лет наблюдений было зафиксировано 
5,8 млн часов использования страховочных систем ква-
лифицированным персоналом на различных работах.

За этот период не было зарегистрировано случаев обмо-
роков или травм, повлекших длительный период нетрудоспо-
собности [1]. Это может быть связано с усилиями работода-
телей по обеспечению безопасности для своих сотрудников. 
За указанный период было зарегистрировано лишь несколь-
ко случаев этого осложнения у здоровых людей в результа-
те несчастных случаев на спортивных и развлекательных 
мероприятиях, связанных с плохой тренировкой и непра-
вильным использованием страховочного снаряжения [2, 
3]. Уровень смертности для травмы подвешивания может 
сильно варьироваться в зависимости от нескольких факто-
ров, включая продолжительность подвешивания, состояние 
и сопутствующие заболевания пострадавшего и скорость 
оказания помощи. Найти точные статистические данные не-
просто, хотя некоторые исследования показывают, что риск 
серьезных травм или смерти значительно возрастает по-
сле примерно 15-минутного пребывания в обвязке, и, если 
не оказать помощь в течение получаса, уровень смертности 
может возрасти до 50%. Быстрая эвакуация и надлежащее 
лечение имеют решающее значение для улучшения резуль-
татов лечения пациентов [4].

В этом обзоре мы приводим анализ меняющегося 
понимания травмы подвешивания, освещая ключевые 
научные достижения, протоколы лечения и связанные 
с этим патофизиологические механизмы. Важно отме-
тить, что в Польше до сих пор не было зарегистрировано 
ни одного случая травмы подвешивания.

История проблемы

Первые сообщения о травмах при подвешивании прозву-
чали на Второй Международной конференции врачей-

горноспасателей в 1972 г. Этот важный момент повысил 
осведомленность об опасностях, связанных с неподвиж-
ным подвешиванием на страховочной обвязке, особенно 
для альпинистов и спелеологов. На этой конференции 
сообщалось, что из 10 человек, оказавшихся в подве-
шенном состоянии, двое умерли до спасения, трое умер-
ли сразу после этого, а пятеро были объявлены мертвыми 
в течение следующих нескольких дней [2, 4]. Ранние гипо-
тезы связывали эти смертельные случаи с нарушением 
кровообращения, что побудило исследователей изучить 
основные причины и исходы травмы, вызванной подве-
шиванием, — основные причины и исходы.

Термин «травма подвешивания» получил широкое при-
знание, особенно в отраслях с высоким уровнем риска 
и при выполнении работ, связанных с использованием 
страховочных строп и ремней. Первоначально считалось, 
что стропа вызывает «эффект жгута», сдавливая крупные 
вены и артерии, нарушая кровообращение [3]. Однако 
это первоначальное предположение было опровергнуто 
более поздними исследованиями, показавшими, что важ-
ным фактором развития травмы подвешивании был ве-
нозный застой, а не механическое сдавливание ремнем 
безопасности [1, 5].

Патофизиология

Физиологическая реакция на длительное вертикальное 
подвешивание сложна и включает в себя несколько ме-
ханизмов. Когда человек неподвижно подвешен в вер-
тикальном положении, сила тяжести заставляет кровь 
скапливаться в венах нижних конечностей из-за отсут-
ствия мышечных сокращений, необходимых для веноз-
ного возврата. Во время движения венозное давление 
в стопе обычно составляет около 25 мм рт. ст., в то время 
как в состоянии неподвижности оно может повышать-
ся и превышать 90 мм рт. ст. [6]. В нижних конечностях 
может задерживаться до 20% объема циркулирующей 
крови, что приводит к уменьшению венозного возвра-
та к сердцу, а это снижает предварительную нагрузку 
и, следовательно, сердечный выброс. По мере снижения 
сердечного выброса происходит снижение системного 
артериального давления, что серьезно ухудшает цере-
бральную перфузию [7].
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Организм пытается компенсировать эту ситуа-
цию, повышая тонус симпатической нервной системы, 
что приводит к учащению сердцебиения. Однако этих 
компенсаторных механизмов часто недостаточно, что-
бы нейтрализовать последствия длительного венозного 
застоя. Поскольку мозговой кровоток продолжает сни-
жаться, уменьшается и поступление кислорода в мозг, 
что приводит к предобморочным симптомам, таким 
как головокружение, дурнота, помутнение зрения, тош-
нота и потливость. Если пациент не обращает внимания 
на тревожные признаки и не предпринимает никаких 
действий, эти симптомы могут быстро прогрессировать 
до обморока из-за критической гипоперфузии. В случае 
потери сознания существует значительный риск леталь-
ного исхода, особенно если подвешенное положение 
ухудшает проходимость дыхательных путей или усугубля-
ет нестабильность сердечно-сосудистой системы [1, 5].

Считается, что рефлекс Бецольда — Яриша, который 
вызывает брадикардию и гипотензию в ответ на сни-
жение притока крови к сердцу, играет ключевую роль 
в быстром коллапсе, который испытывают люди, постра-
давшие от травмы при подвешивании [6, 7]. Как только 
человек теряет сознание, он не может принять горизон-
тальное положение, что усугубляет проблему и приводит 
к дальнейшему снижению церебральной перфузии и ок-
сигенации [3, 1].

Однако гипотеза о том, что снижение предваритель-
ной нагрузки на сердце и, следовательно, уменьшение 
сердечного выброса является основной причиной по-
тери сознания и других травм, не получила четкого под-
тверждения. В недавних обзорах подчеркиваются ней-
рокардиогенные механизмы, приводящие к снижению 
церебральной перфузии и потере сознания. При синдро-
ме подвешивания не наблюдается существенного влия-
ния на системные гемодинамические параметры, такие 
как компенсаторная тахикардия и снижение ударного 
объема, которые обычно связаны с низкой сердечной 
преднагрузкой [8].

Хотя рефлекс Бецольда — Яриша может быть связан 
с синдромом подвешивания, экспериментальные иссле-
дования этого не подтвердили. Механорецепторы, ответ-
ственные за этот рефлекс, расположенные в левом желу-
дочке, реагируют на плохое наполнение желудочков [9].

Механизм смерти после спасения до конца не из-
учен. В литературе описано, что внезапный приток крови 
с ацидозом, которая накапливается в венах нижней части 
тела, к сердцу может временно снизить сократительную 
способность сердца. Однако это не связано с нарушени-
ями сердечного ритма. Опубликованные обзоры подчер-
кивают, что ключевой причиной синдрома подвешивания 
является рабдомиолиз, который в первую очередь воз-
никает в результате снижения кровотока и повреждения 
мышц, что приводит к высвобождению таких веществ, 
как миоглобин и калий. Риск смерти вследствие синдро-
ма подвешивания наиболее высок, если время подвеши-
вания более 30 минут, высота превышает 1,5 м, а возраст 
пострадавшего — пожилой.

Клинические наблюдения и отчеты о случаях

Несколько тематических исследований позволили по-
лучить подробное представление о клинических про-
явлениях травмы подвешивания. Например, в 2011 году 
был описан примечательный случай, когда альпинист 
был обнаружен без сознания в своей страховочной 

обвязке после нескольких часов в подвешенном состоя-
нии. Результаты вскрытия показали, что смерть наступи-
ла в результате механической асфиксии, вызванной не-
подвижностью и венозным застоем [10]. В другой серии 
инцидентов сообщалось об альпинистах, которые встре-
тили «смерть при спасении» вскоре после того, как их 
спасли, что свидетельствует об отсроченных последстви-
ях травмы подвешивания [12].

В дополнение к венозному застою и нарушению кро-
вообращения с травмой подвешивания часто связан раб-
домиолиз  —  разрушение мышечной ткани вследствие 
неподвижности. Это состояние приводит к выбросу ми-
оглобина в кровоток, что может привести к острой по-
чечной недостаточности и усложнить лечение [2, 13]. 
Повышенный уровень калия (гиперкалиемия), вызванный 
рабдомиолизом, также может привести к фатальным на-
рушениям сердечного ритма [13].

Ведение и лечение

На протяжении десятилетий в стандартном протоколе 
лечения травм, вызванных подвешиванием, особое вни-
мание уделялось поддержанию пострадавшего в верти-
кальном положении после спасения, исходя из убежде-
ния, что в положении лежа он может вызвать внезапный 
возврат скопившейся крови к сердцу, что приведет к пе-
регрузке сердца и смерти после спасения [5, 9]. Протокол 
был разработан в 1970-х годах и основан на наблюда-
тельных исследованиях и мнениях экспертов именно 
из немедицинских областей [2, 3, 9].

Исследование, проведенное Pasquier et al. (2010), про-
демонстрировало превосходство инфузионной терапии 
и восстановления проходимости дыхательных путей (в 
соответствии с рекомендациями «Современных методов 
реанимации») над другими вмешательствами при спасе-
нии пострадавших. Однако нет научных доказательств, 
подтверждающих утверждение о том, что горизонталь-
ное положение пациента во время оказания помощи уве-
личивает риск смерти [14].

Также были обновлены рекомендации Международной 
комиссии по неотложной медицинской помощи в горах 
(ICAR MedCom). В последней версии одна из ключевых 
рекомендаций заключается в том, чтобы как можно ско-
рее уложить пострадавших горизонтально. Это помо-
гает восстановить сердечный выброс и предотвращает 
последствия венозного застоя. Кроме того, первооче-
редной задачей является проведение реанимационных 
мероприятий при первых признаках остановки сердца, 
включая лечение гиперкалиемии и возможного рабдоми-
олиза [15].

Профилактика и разработка ремней безопасности

Важным компонентом профилактики травмы подвеши-
вания является использование соответствующих страхо-
вочных систем с несколькими точками крепления и ре-
гулируемыми лямками, а также таких приспособлений, 
как петли для ног. Такое оборудование обеспечивает 
большую мобильность и снижает риск венозного застоя.

Не менее важным является надлежащий инструктаж 
как пользователей систем безопасности, так и спаса-
тельных команд. Пользователи должны быть осведомле-
ны о ранних симптомах травмы подвешивания (приливы 
жара, потливость и головокружение) и помнить о необ-
ходимости двигать ногами во время подвешивания [3, 1]. 
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Спасательные команды должны быть обучены быстрому 
перемещению пострадавшего и минимизации продолжи-
тельности неподвижности [1, 5].

Новые тенденции и направления дальнейших 
исследований

Понимание травмы подвешивания в наши дни значитель-
но продвинулось. Однако лечение и профилактика посто-
янно вызывают вопросы. Одной из ключевых областей 
обсуждения является вопрос о том, существуют ли кон-
кретные переменные, такие как длительность подвешен-
ного состояния, тип страховочной системы или уже имев-
шиеся патологии и состояния, которые увеличивают риск 
тяжелых исходов, включая смерть при спасении [1, 9, 16].

Перспективная область исследований сосредоточе-
на на роли синдрома реперфузии или восстановленного 
кровотока, также известного как смерть при спасении. 
Опасность синдрома заключается в развитии острой 
сердечной недостаточности после возвращения депони-
рованной дезоксигенированной крови к сердцу [8, 17, 18]. 
В то время как более ранние исследования предполага-
ли, что смерть при спасении может наступить в резуль-
тате слишком быстрого перевода пострадавшего в гори-
зонтальное положение, новые данные свидетельствуют 
о том, что это явление, скорее всего, связано с гиперка-
лиемией и ацидозом, которые могут возникать в резуль-
тате высвобождения продуктов распада мышц (рабдоми-
олиза) [2, 13, 19]. Необходимы дальнейшие исследования 
этих механизмов, включая изучение физиологии чело-
века во время подвешивания, для дальнейшего совер-
шенствования протоколов спасения. Сосредоточение 
внимания на ключевых механизмах, таких как роль вос-
палительных цитокинов и окислительного стресса в ре-
перфузионных повреждениях или влияние длительного 
подвешивания на электролитный дисбаланс и распад мы-
шечной ткани, помогло бы определить перспективные на-
правления будущих исследований для оптимизации ме-
тодов спасения и улучшения исходов лечения пациентов.

Как уже упоминалось, текущие исследования, вклю-
чая рандомизированные контролируемые, продемон-
стрировали убедительные доказательства того, что бы-
строго восстановления притока крови к мозгу и сердцу 
можно безопасно достичь, уложив пострадавшего на пол, 
что опровергает прежние опасения по поводу быстрого 
реперфузионного повреждения [16]. Однако трудности 
с проведением долгосрочных исследований на людях 

из-за этических соображений ограничивают объем до-
ступных данных по тяжелым долгосрочным случаям.

Наконец, совершенствуются стратегии профилак-
тики, которые включают в себя усовершенствованные 
конструкции страховочных систем, позволяющие подве-
шенным людям принимать полугоризонтальное положе-
ние или активизировать мышцы ног для предотвращения 
застоя венозной крови. Исследования в области эргоно-
мичного дизайна страховочных систем продолжаются, 
и усилия направлены на повышение комфорта, снижение 
давления на бедренные вены и ускорение самостоятель-
ного или внешнего спасения. Эти достижения, вероятно, 
сократят количество смертельных случаев и тяжелых 
случаев травм при подвешивании в будущем [1, 19].

ВЫВОДЫ

Травма подвешивания, когда-то малопонятное состо-
яние, теперь признана сложным медицинским явлени-
ем, требующим быстрого и осознанного вмешательства 
для предотвращения смертельных исходов. С годами 
продвинулось наше понимание патофизиологических 
процессов, связанных с венозным застоем, гипоперфу-
зией головного мозга и рефлексом Бецольда — Яриша. 
Современная конструкция страховочных систем, усо-
вершенствованные методы спасения и обновленные ме-
дицинские протоколы значительно снизили риск смерти, 
связанный с травмой подвешивания, хотя для оптимиза-
ции стратегий лечения и профилактики требуются даль-
нейшие исследования.

В то время как ранние методы были направлены 
на поддержание пострадавшего в вертикальном положе-
нии после спасения, современные рекомендации наста-
ивают на немедленном горизонтальном положении и по-
следующем лечении таких состояний, как гиперкалиемия 
и рабдомиолиз. По мере продолжения исследований 
и совершенствования страховочных систем риски, свя-
занные с травмой подвешивания, вероятно, уменьшатся, 
но осведомленность и готовность по-прежнему имеют 
решающее значение для минимизации опасностей, с ко-
торыми сталкиваются работники или просто любители 
активного отдыха, использующие страховочные системы 
строп и ремней.

Для улучшения стиля рукописи на английском языке 
были использованы инструменты искусственного ин-
теллекта.
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ИММУНОТЕРАПИЯ РАКА ЛЕГКОГО: STATUS QUO, ПРОБЛЕМЫ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
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Введение. Рак легкого является основной причиной онкологической смертности и у мужчин, и у женщин. Ввиду высокой распространенности 

и значительной частоты рецидивов после стандартной терапии поиск новых методов лечения рака легкого является актуальной задачей. Одним 

из обнадеживающих направлений стала иммунотерапия, целью которой является активация цитотоксического иммунитета против опухолевых 

клеток.

Цель. Оценка клинической эффективности и перспектив безопасного использования иммунотерапии при злокачественных новообразованиях 

плевральной полости.

Обсуждение. Внедрение иммунотерапевтических подходов, включающих адоптивную клеточную терапию опухоль-инфильтрирующими лимфо-

цитами (TIL) или CAR-T- клетками, разработку онковакцин, онколитических вирусов, в комбинации с химиотерапией и блокированием иммунных 

контрольных точек (ИКТ) показало положительные результаты на стадии доклинических исследований и находится на разных этапах клинических 

испытаний безопасности и эффективности.

Выводы. Иммунотерапия рака легкого является перспективным направлением адъювантной терапии. Клиническая трансляция иммунотера-

певтических подходов нуждается в повышении их эффективности и минимизации побочных эффектов путем комбинации различных методов 

терапии, совершенствования биоинженерных и клеточных препаратов, а также снижения стоимости лечения.

Ключевые слова: рак легкого; адоптивная иммунотерапия; химерный антигенный рецептор антигена T-клеток; опухоль-инфильтрирующие лим-
фоциты; ингибиторы иммунных контрольных точек; онколитические вирусы
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LUNG CANCER IMMUNOTHERAPY: STATUS QUO, PROBLEMS, AND PROSPECTS 
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Introduction. Lung cancer is the leading cause of cancer mortality in men and women. Due to its high prevalence and significant recurrence rate after 

standard therapy, the search for new methods of lung cancer treating is an urgent task. A promising treatment strategy is immunotherapy that elicit immune 

response against tumor cells.

Objective. Evaluation of the clinical efficacy and prospects for the safe use of immunotherapy in malignant neoplasms of the pleural cavity.

Discussion. The introduction of immunotherapeutic approaches, including adoptive cell therapy with tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) or CAR-T cells, the 

development of neoantigen vaccines, oncolytic viruses, in combination with chemotherapy and blockade of immune checkpoints (ICP) have shown optimistic 

results in preclinical studies and are currently at different stages of clinical trials for safety and efficacy.

Conclusions. Immunotherapy of lung cancer is a promising area of adjuvant therapy. For clinical introduction, immunotherapeutic approaches should be 

further investigated to increase their effectiveness and minimizing side effects by combining different therapies, improving bioengineered and cellular drugs, 

and reducing the cost of treatment.
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ВВЕДЕНИЕ

Рак легкого остается ведущей причиной смертности 
от онкологических заболеваний во всем мире (18,4% 
от общей онкологической смертности), вызывая значи-
тельные социально-экономические потери. По оценкам 
GLOBOCAN и Международного агентства по изучению 
рака (от 2018 года), было зарегистрировано 2,09 мил-
лиона новых случаев и 1,76 миллиона смертей от рака 
легкого, что превышало показатели от 2012 г. [1]. Ввиду 
длительного бессимптомного течения и неспецифичных 
начальных симптомов, наряду с недостаточно развитой 
стратегией активного онкологического скрининга, почти 
половине пациентов диагностируют данную нозологию 
на метастатической стадии заболевания, когда ради-
кальное хирургическое лечение уже практически не-
возможно [2]. По данным C.R. Kelsey, L.B. Marks et al., 
у трети пациентов, у которых заболевание диагностиро-
вано и пролечено на ранних стадиях, развивается реци-
див и резистентность к химиотерапии [3]. В связи с этим 
поиск новых методов терапевтического воздействия 
при раке легкого по-прежнему является актуальной кли-
нической задачей.

Иммунотерапия в целом представляет широкое на-
учное направление лечения онкопатологии, в основе 
которого лежит активация противоопухолевого иммуни-
тета путем применения антител, цитокинов, иммунных 
клеток, химерных Т-клеточных рецепторов, ингибиторов 
контрольных точек иммунитета и пр. Иммунотерапия по-
казала свою эффективность и безопасность в лечении 
онкогематологических заболеваний и меланомы [4, 5]. 
В отношении других солидных опухолей клинические ис-
следования продемонстрировали неоднозначные резуль-
таты, однако перспективность данного подхода не вызы-
вает сомнений [6].

Целью иммунотерапии рака легкого является уси-
ление направленной цитотоксичности иммунных кле-
ток преимущественно за счет специфического связы-
вания с опухоль-ассоциированными антигенами [7]. 
Достижение этой цели существенно затруднено из-за 
способности опухолевых клеток избегать воздействия 
иммунной системы путем секреции иммуносупрессив-
ных цитокинов, потери экспрессии антигенов основно-
го комплекса гистосовместимости и экспрессии моле-
кул, ингибирующих активацию Т-клеток (гликопротеин 
цитотоксических T-лимфоцитов 4  —  CTLA-4, белок за-
программированной гибели клеток 1-PD-1, лиганд за-
программированной смерти 1-PD-L1) [8]. Вследствие им-
муносупрессивного опухолевого микроокружения были 
малоэффективны ранние попытки иммунотерапии немел-
коклеточного рака легкого (НМРЛ) [9], однако развитие 
молекулярной биологии и иммуногенетики в последние 
десять лет способствовало разработке новых подходов 
к преодолению иммуносупрессии и увеличению направ-
ленности противоопухолевого ответа, что оживило ин-
терес к данной теме. На сегодняшний день, по данным 
ClinicalTrials.gov, по иммунотерапии рака легкого прово-
дится более 920 исследований, и эта цифра неуклонно 
растет. Виды иммунотерапевтического лечения весьма 
разнообразны и включают: противоопухолевые вакци-
ны на основе сенсибилизированных дендритных клеток 
и опухолевых неоантигенов, онколитическую вирусную 
терапию, терапию ингибиторами иммунных контрольных 
точек (ИКТ), терапию опухоль-инфильтрирующими лим-
фоцитами, CAR-T, CAR-NK-терапию и др. [10].

Цель работы: оценка клинической эффективности 
и перспектив безопасного использования иммунотера-
пии при злокачественных новообразованиях плевраль-
ной полости.

ОБСУЖДЕНИЕ

Терапия опухоль-инфильтрирующими лимфоцитами 
(TIL) при раке легкого

Терапия, использующая опухоль-инфильтрирующие 
лимфоциты (TIL, от англ. Tumor Infiltrating Limphocytes), 
представляет собой разновидность адоптивной клеточ-
ной терапии, которая включает в себя извлечение TIL 
из опухолевой стромы, их последующее размножение 
и активацию вне организма (ex vivo) и реинфузию обратно 
в организм пациента [11]. TIL, выделенные из опухолевого 
микроокружения, могут быть нацелены против различ-
ных опухоль-специфичных неоантигенов, что делает их 
более эффективными в отношении гетерогенных клеток 
рака легкого. Благодаря стимуляции опухолевыми анти-
генами in vivo TIL обладают значительным количеством 
эффекторных Т-клеток памяти, экспрессирующих на сво-
ей поверхности рецепторы к хемокинам (CCR5 и CXCR3), 
что способствует более эффективной и направленной 
доставке к опухолевому очагу [12]. Вследствие негативно-
го отбора Т-клеточного рецептора на ранних стадиях раз-
вития иммунитета и использования аутологичных клеток 
пациентов без генных модификаций терапия TIL обладает 
низкой токсичностью [13].

Иммунное микроокружение при раке легкого является 
сложным и включает в себя: Т-лимфоциты, В-лимфоциты, 
естественные киллеры, макрофаги, дендритные клет-
ки и др. Тип, плотность и расположение иммунных кле-
ток в микроокружении опухоли играют ключевую роль 
в процессах канцерогенеза, прогрессирования рака 
и эффективности лечения [14]. Исследование иммунно-
го микроокружения при НМРЛ выявило, что отдаленные 
результаты лечения, такие как общая выживаемость, за-
висят не от количества, а от природы инфильтрирующих 
лимфоцитов. Так, обилие CD8+ Т-клеток, экспрессирую-
щих цитолитические ферменты, CD4+ Т-клеток, лишенных 
экспрессии ингибирующих рецепторов, и повышенный 
уровень опухоль инфильтрирующих В-клеток связаны 
с лучшим прогнозом для жизни [15]. Опухолевые B-клетки 
секретируют опухолеспецифические антитела, стимули-
рующие реакции Т-клеток и поддерживающие структу-
ру и функцию третичных лимфоидных структур. Однако 
В-клетки, обладающие разнообразными эффектами, 
могут стать иммуносупрессорами, вырабатывая IL-10 
и способствуя росту опухоли. Новые стратегии иммуно-
терапии должны одновременно активировать противо-
опухолевые В-клетки и подавлять Breg-фенотипы [16]. TIL 
также могут являться прогностическими биомаркерами 
ответа на терапию ингибиторами ИКТ. Была обнаружена 
связь между соотношением CD8+/CD4+ в опухолевой тка-
ни и ответом на лечение ингибиторами ИКТ у пациентов 
с НМРЛ, что может быть использовано в прогностических 
целях [17].

В настоящий момент проводится несколько кли-
нических исследований по оценке безопасности 
и эффективности введения как неизмененных, так 
и генно-инженерных TIL пациентам с прогрессирую-
щим НМРЛ (табл. 1). Эффективность адоптивной кле-
точной терапии дополнительно повышается за счет 
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использования немиелоаблативной лимфодеплеции 
(Циклофосфамид  +  Флударабин) перед инфузией TIL, 
последующим введением интерлейкина-2, а также 
за счет комбинации с терапией ингибиторами ИКТ. В од-
ном из завершенных клинических исследований I фазы 
(NCT03215810) была доказана безопасность и эффектив-
ность терапии аутологичными TIL у 20 пациентов с про-
грессирующим НМРЛ после неэффективной моноте-
рапии ниволумабом с общей частотой ответа 70% [18]. 
Результаты остальных исследований еще предстоит про-
анализировать (табл. 1).

Стоит отметить, что терапия опухоль-инфильтриру-
ющими лимфоцитами имеет ограничения, связанные со 
сложностью и высокой себестоимостью получения до-
статочного для терапии количества TIL из опухолевой 
ткани. При этом терапию TIL в настоящее время следует 
рассматривать только как адъювантную терапию: после 
проведения операции по удалению опухоли, для борьбы 
с отдаленными метастазами. Упрощение и снижение се-
бестоимости технологии производства TIL поэтому име-
ет крайне важное значение для широкого клинического 
внедрения.

В целом можно констатировать, что, несмотря на на-
копленный пул данных о потенциальной эффективности 
TIL-терапии при НМРЛ, для широкого внедрения этой 
технологии необходимы как преодоление технологиче-
ских проблем по стандартизации, упрощению и удешев-
лению технологии производства TIL, так и дальнейшие 
клинические испытания TIL в различных комбинациях 

и на различных стадиях рака легкого, которые, возможно, 
позволят уточнить показания для иммунотерапии и выде-
лить группы пациентов, для которых определенная имму-
нотерапия будет наиболее эффективна.

CAR-T-клеточная терапия рака легкого

CAR-T-клетки (CAR  —  химерный рецептор антигена 
Т-клеток)  —  это Т-клетки пациента, которые благодаря 
генетически модифицированным химерным антиген-
ным рецепторам обладают способностью распознавать 
антигены на опухолевых клетках и запускать сигналь-
ный каскад активации эффекторных функций Т-клеток. 
CAR-Т-клетки, разделенные на пять поколений согласно 
внутриклеточным сигнальным структурным доменам, 
имеют внеклеточный домен для антигенов, трансмем-
бранный домен и внутриклеточный домен для передачи 
сигнала внутрь клетки [19]. Одним из преимуществ CAR-
T-терапии является ее специфичность, независимость 
от экспрессии белков главного комплекса гистосовме-
стимости (MHC), которая часто подавлена в опухолевых 
клетках, а также способность обеспечивать стабильный 
и длительный противоопухолевый ответ за счет продол-
жающейся пролиферации введенных клеток в организме 
пациента [20].

Применение CAR-T-клеточной терапии при онкогема-
тологических заболеваниях продемонстрировало впечат-
ляющие результаты, приведя к одобрению Food and Drug 
Administration данного метода лечения [21]. В настоящее 

Таблица 1. Клинические исследования применения адоптивной клеточной терапии аутологичными опухоль-инфильтрирующими лимфоцитами при не-
мелкоклеточном раке легкого

№ Диагноз Лечение Фаза n Результат
Побочные 
эффекты

Clinical trial 
идентификатор

1 НМРЛ TIL (LN-145) + ИЛ2 + немиелоаблатив-
ная лимфодеплеция (Циклофосфа-
мид + Флударабин) + Ниволумаб

I 20 70% — общая 
частота ответа; 
10% — полный 

ответ; 60% — ча-
стичный ответ

Связаны с лим-
фодеплецией 
и с введением 

интерлейкина-2

NCT03215810

2 НМРЛ; метастати-
ческая меланома; 
плоскоклеточный рак 
головы и шеи

TIL (LN-145) + ИЛ2 + немиелоаблатив-
ная лимфодеплеция (Циклофосфа-
мид + Флударабин) + Пембролизумаб/
Ипилимумаб/Ниволумаб

II 178 Исследование 
продолжается Нет данных

NCT03645928

3 НМРЛ TIL (LN-145) + ИЛ2 + немиелоаблатив-
ная лимфодеплеция (Циклофосфа-
мид + Флударабин)

II 95 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT04614103

4 НМРЛ III и IV стадий;
метастатическая 
меланома

Генетически модифицированные TIL 
(IOV-4001) + ИЛ2 + немиелоаблатив-
ная лимфодеплеция (Циклофосфа-
мид + Флударабин)

I/II На-
бор

Исследование 
продолжается

Нет данных NCT05361174

5 НМРЛ; рак шейки 
матки;
меланома

TIL (LM103) + ИЛ2 + немиелоаблатив-
ная лимфодеплеция (Циклофосфа-
мид + Флударабин)

I 15 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT05366478

6 НМРЛ L-TIL (Liquid Tumor Infiltrating Lympho-
cytes) + Тислелизумаб + Доцетаксел

II 33 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT05878028

7 НМРЛ; меланома;
колоректальный рак

Эпигенетически репрограммирован-
ные TIL (LYL845)

I 108 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT05573035

8 НМРЛ; колоректаль-
ный рак; меланома 
и др.

TIL + ИЛ2 + немиелоаблативная лим-
фодеплеция (Циклофосфамид + Флу-
дарабин)

I 18 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT05902520

9 НМРЛ TIL + ИЛ2 + немиелоаблативная лим-
фодеплеция (Циклофосфамид + Флу-
дарабин) + Алдеслейкин

II 85 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT02133196

10 НМРЛ; рак молочной 
железы; колоректаль-
ный рак; меланома

TIL (TBio-4101) + ИЛ2 + немиелоабла-
тивная лимфодеплеция (Циклофосфа-
мид + Флударабин) + Пембролизумаб

I 60 Исследование 
продолжается

Нет данных NCT05576077

Таблица подготовлена авторами по данным ClinicalTrials.gov
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время исследователи активно работают над расшире-
нием показаний к применению CAR-T-клеточной терапии 
для борьбы с солидными новообразованиями.

По результатам метаанализа, включившего 22 ис-
следования с участием 262 пациентов, было показано, 
что общая частота ответа на терапию CAR-T-клетками 
при различных солидных опухолях составила 9%. Более 
того, различные стратегии (лимфодеплеция перед инфу-
зией Т-клеток, метод трансфекции, персистенция CAR-Т-
клеток, общая доза клеток и введение ИЛ-2) существен-
но не влияли на эффективность лечения [22]. Скромные 
результаты CAR-T-терапии в отношении солидных опухо-
лей часто связаны c недостатком опухолеспецифических 
антигенов, низким уровнем инфильтрации CAR-T-клеток 
в опухолевую ткань, выраженным иммуносупрессивным 
микроокружением опухоли [23]. Кроме того, данный ме-
тод иммунотерапии приводит к серьезным побочным 
эффектам, включая цитокиновый шторм и нейротоксич-
ность [24]. Чтобы решить проблему низкого рекрутиро-
вания Т-клеток в очаг опухоли, пытаются вводить CAR-
T-клетки внутрь опухоли, что показало обнадеживающие 
результаты в экспериментальной модели на мышах [25]. 
Также применяются методы молекулярных модифика-
ций в Т-клетках для повышения целевой доставки [26]. 
Для преодоления иммуносупрессивного микроокруже-
ния исследователи пытаются сочетать терапию CAR-T-
клетками с терапией ингибиторами ИКТ [27]. Токсичность 
и оптимальная терапевтическая дозировка остаются от-
крытой темой для дальнейшего изучения.

Первым шагом в успешной адоптивной Т-клеточной 
терапии является выбор оптимального опухоль-ассоции-
рованного антигена (TAA) для CAR-T-клеток. Большинство 
из используемых антигенов при CAR-T-терапии рака лег-
кого (EGFR, MSLN, MUC1, PSCA, CEA, D-L1, CD80/CD86, 
ROR1 и HER2) также экспрессируется в нормальных тка-
нях человека, что может привести к нецелевому токси-
ческому воздействию [28]. Недавно была найдена новая 
мишень при раке легкого в виде LunX (легочно-специфич-
ный белок X) — антигена, относящегося к семейству бел-
ков-клонов неба, легких и эпителия носа [29]. В отличие 
от других антигенов, LunX часто высоко экспрессирует-
ся в клетках НМРЛ, но не экспрессируется в нормаль-
ных тканях легких [30]. Доклинические исследования 
по оценке эффективности LunX-CAR-T-терапии на моде-
ли ксенографта рака легкого показали многообещающие 
результаты. Экспериментально было доказано, что LunX-
CAR-T-клетки ингибируют рост LunX-положительных опу-
холевых клеток и продлевают выживаемость мышей [31]. 
Параллельно разрабатываются CAR-T-клетки, нацели-
ваемые на c-Met-трансмембранный рецептор с тирозин-
киназной активностью, экспрессируемый, главным об-
разом, в эпителиальных клетках [32]. Предварительные 
исследования показали, что c-Met- направленные CAR-T-
клетки демонстрируют выраженную противоопухолевую 
активность как in vitro, так и in vivo в отношении НМРЛ, 
открывая новые перспективы для лечения [33].

В настоящее время активно проводятся клинические 
исследования I и II фазы исследований CAR-Т-терапии 
НМРЛ, нацеленные на различные мишени (эпидермаль-
ный фактор роста, мезотелин, PD-L1, муцин-1) в сочетании 
с иммунотерапией или без, с различной эффективностью 
и токсичностью [34–36]. В частности, ответ на терапию 
EGFR-CAR-T-клетками при EGFR + НМРЛ был отмечен 
у двух пациентов из 11 (18%) [34]. В другом исследова-
нии I фазы клинических испытаний с внутриплевральным 

введением мезотелин-таргетных CAR-Т в сочетании с те-
рапией пембролизумабом при раке легкого и мезотели-
оме плевры хороший ответ наблюдали только у двух па-
циентов из 27 (7%) [35]. Терапия MUC1-CAR-T-клетками 
20 пациентов с НМРЛ привела только к стабилизации 
заболевания без видимых признаков улучшения у 11 
пациентов, в то время как у остальных отмечалось про-
грессирование заболевания [36]. Ряд исследований 
были остановлены из-за высокой токсичности CAR-T-
клеточных препаратов.

Резюмируя данный раздел, следует отметить, что, не-
смотря на интенсивные исследования, иммунотерапия 
CAR-T-клетками пока не показала сколь-либо значи-
мого клинического эффекта в борьбе с раком легкого 
и при этом в нынешнем виде отягощена довольно высокой 
токсичностью. В целом исследования CAR-T-клеточной 
терапии солидных опухолей вообще и рака легкого 
в частности находятся на начальной стадии, и предстоит 
большая работа по оценке перспектив его клинического 
применения.

Ингибиторы иммунных контрольных точек при раке 
легкого

Иммунотерапия с использованием ингибиторов кон-
трольных точек иммунной системы является одним 
из наиболее значимых прорывов в лечении онкологи-
ческих заболеваний, поскольку в ряде многоцентровых 
исследований было доказано, что она заметно повыша-
ет медиану выживаемости при многих злокачественных 
новообразованиях, включая рак легкого. Эта техноло-
гия связана с ингибированием иммуносупрессивных 
белков CTLA-4 и PD-1/PD-L1, что, в свою очередь, ак-
тивирует клеточный противоопухолевый иммунитет [37]. 
Взаимодействие PD-1, находящегося на поверхности 
тимоцитов и других элементов иммунной системы, с его 
лигандом PD-L1 на опухолевых клетках подавляет актив-
ность Т-клеток, снижая их способность к распознава-
нию и уничтожению опухоли. Рак легкого часто исполь-
зует такой механизм для избегания иммунного ответа. 
CTLA-4 — другой ингибирующий рецептор на Т-клетках, 
блокада которого способствует увеличению числа акти-
вированных Т-клеток и Т-клеток памяти, усиливая атаку 
иммунной системы на опухоль [38]. В настоящее время 
как потенциальные мишени для иммунотерапии рака 
оцениваются следующие иммунные контрольные моле-
кулы: молекула 3, содержащая Т-клеточный иммуногло-
булин и муциновый домен (TIM-3), трансмембранный гли-
копротеин I типа (B7-H3), иммуноглобулин, подавляющий 
активацию Т-клеток в V-домене (VISTA), ген активации 
лимфоцитов-3 (LAG-3), Т-клеточный иммуноглобулин 
и домен ITIM (TIGIT) [39].

На данный момент успешно выполнено свыше 300 
клинических испытаний (КИ), направленных на изучение 
эффективности использования ИКТ в терапии рака лег-
кого. Исходя из результатов этих исследований, для ле-
чения НМРЛ European Medicines Agency и Food and Drug 
Administration одобрили 1 препарат ингибитора CTLA-4 
(ипилимумаб), 5 препаратов ингибиторов PD-1 (ниволу-
маб, пембролизумаб, цемиплимаб, синтилимаб, камрели-
зумаб) и 2 ингибитора PD-L1 (дурвалумаб, атезолизумаб). 
Часть препаратов находится на разных стадиях одо-
брения, и в ближайшем будущем, по всей вероятности, 
в каждой из групп ингибиторов ИКТ будет множество ле-
карственных опций [40].
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Рандомизированные клинические исследования по-
казали, что у пациентов с PD-L1-положительными опу-
холями с экспрессией не менее 50% однокомпонентная 
иммунотерапия ингибиторами ИКТ превосходит адъю-
вантную химиотерапию как по токсичности, так и по об-
щей выживаемости [41, 42]. Исследование KEYNOTE-024 
(III фаза, 305 пациентов) выявило, что пембролизумаб 
как терапия первой линии у пациентов с метастатическим 
НМРЛ с экспрессией PD-L1 > 50% существенно улуч-
шал показатели общей выживаемости при более низком 
уровне побочных эффектов по сравнению с платиносо-
держащей химиотерапией [43]. Кроме того, исследования 
KEYNOTE 042 (1274 пациентов, III фаза) [44] и IMpower110 
(III фаза, 572 пациента с метастатическим НМРЛ, которые 
ранее не получали химиотерапию и у которых экспрес-
сия PD-L1 была не ниже ≥1%) подтвердили, что терапия 
ИКТ обеспечивает значительное улучшение выживаемо-
сти у пациентов с различной степенью экспрессии PD-
L1, однако особенно выраженный эффект отмечен у лиц 
с более высокой экспрессией [45]. Это свидетельствует 
о целесообразности выбора иммунотерапии в качестве 
первичного метода лечения у пациентов с местнораспро-
страненным нерезектабельным или метастатическим 
НМРЛ с экспрессией PD-L1 более 1%.

В контексте разработки передовых методов лече-
ния легочного рака особое внимание уделяется ис-
следованию потенциала сочетания иммунотерапии 
и химиотерапии. По результатам 5-летнего клинического 
исследования KEYNOTE-189 III фазы (NCT02578680) у 616 
рандомизированных пациентов с нелеченым метастати-
ческим НМРЛ без изменений EGFR/ALK на комбиниро-
ванной иммунотерапии и химиотерапии (n  =  410, пем-
бролизумаб плюс пеметрексед-платина) 5-летняя общая 
выживаемость составила 19,4%, в то время как только 
при монохимиотерапии (n = 206, плацебо плюс пеметрек-
сед-платина) 5-летняя общая выживаемость составила 
11,3%. Среди 57 пациентов, завершивших 35 циклов при-
ема пембролизумаба, частота объективного ответа со-
ставила 86,0% [46].

Метаанализ, включавший 66 исследований, показал, 
что неоадъювантная иммунотерапия при резектабель-
ном немелкоклеточном раке легкого безопасна и эф-
фективна. По сравнению с лечением только препаратами 
химиотерапии химиоиммунотерапия в большей степени 
улучшала показатели терапевтического ответа и выжи-
ваемости [47]. Эти данные продолжают подтверждать, 
что сочетание терапии ингибиторами ИКТ с химиоте-
рапией улучшает выживаемость пациентов с НМРЛ не-
зависимо от экспрессии PD-L1. Крупное исследование 
III фазы CheckMate 9LA продемонстрировало положи-
тельные результаты в отношении общей выживаемости 
с применением ниволумаба плюс ипилимумаба по срав-
нению с химиотерапией у пациентов с НМРЛ независимо 
от экспрессии PD-L1, что побудило к применению под-
хода двойной иммунотерапии без химиотерапии [48]. То, 
как иммунотерапия может быть объединена с другими те-
рапевтическими средствами для достижения наилучшего 
эффекта и уменьшения побочных эффектов, заслужива-
ет дальнейшего изучения.

Наиболее распространенными побочными эффекта-
ми терапии ингибиторами ИКТ, связанными с иммуните-
том, являются кожные и эндокринные нарушения: сыпь, 
зуд и дисфункция щитовидной железы [49]. Появляется 
все больше литературных данных о сердечно-сосудистой 
токсичности, в частности миокардите, что требует более 

комплексной оценки исходных показателей сердечно-со-
судистой системы и оптимизации факторов риска [50]. 
Случаи, приводящие к летальному исходу, редки и ва-
рьируются от 0,36% при одноагентной иммунотерапии 
до 1,23% при комбинированной иммунотерапии [51].

Стоит отметить, что, несмотря на значительные 
клинические улучшения, большинство пациентов в ко-
нечном итоге не реагируют на терапию ИКТ из-за раз-
вития первичной или вторичной резистентности [52]. 
Ретроспективное исследование 1201 пациента с НМРЛ, 
получавшего ингибиторы PD-1, показало, что у 78% из 243 
случаев развилась вторичная резистентность после пер-
воначального ответа [53]. У 74% пациентов с НМРЛ с эф-
фективным первоначальным ответом на иммунотерапию 
в течение 5 лет наблюдалось прогрессирование заболе-
вания. Механизм резистентности к иммунотерапии сло-
жен и, вероятнее всего, связан c изменениями во взаимо-
действии между клетками и окружающими клеточными 
популяциями в пределах опухолевого микроокружения 
(TME) [54]. Изучение клеточных взаимодействий в пре-
делах TME, создание надежных методов оценки иммун-
ных клеток и их влияния на опухоль может пролить свет 
на механизм преодоления резистентности и повышения 
эффективности терапии ИКТ. Уже сегодня ингибиторы 
контрольной точки значительно изменили подход в лече-
нии рака легкого в положительную сторону. По мере того 
как теории и технологии будут становиться все более 
усовершенствованными, ожидаются более эффективные 
варианты лечения.

Онколитическая виротерапия рака легкого 
и некоторых других опухолей плевральной полости

Онколитическая виротерапия (ОВ)  —  это еще один вид 
иммунотерапии злокачественных новообразований, 
который обладает потенциалом преодолеть иммуносу-
прессивное микроокружение и улучшить клинические 
исходы. Онколитические вирусы ориентированы на изби-
рательное поражение и размножение в опухолевых клет-
ках, в результате чего опухолевые клетки разрушаются, 
в то же время активируется системный иммунный ответ 
против рака [55]. Гибель клеток, сопровождающаяся вы-
свобождением молекул, таких как DAMPs и PAMPs, а так-
же цитокинов, стимулирует активацию и рекрутирование 
противоопухолевых иммунных клеток, включая CD4+ 
и CD8+ T-лимфоциты [56]. В настоящее время в исследо-
ваниях особое внимание уделяется различным вирусам, 
включая аденовирусы, герпесвирусы, коревые вирусы, 
вирусы Коксаки, полиовирусы, реовирусы, вирус болез-
ни Ньюкасла и др. Злокачественные опухолевые клетки 
могут быть подвержены заражению и репликации вируса 
в результате своих дефектных механизмов восприятия 
вируса. Некоторым вирусам не требуется наличия спец-
ифических рецепторов [57]. Отдельные вирусы направ-
ленно модифицируют, чтобы придать им онкоспецифич-
ность, например, внося дефект в последовательность 
тимидинкиназы, при котором репликация возможна толь-
ко в опухолевых клетках с высоким содержанием этого 
фермента [58].

В настоящее время единственный онколитический 
вирус, представляющий собой генетически модифици-
рованную форму вируса простого герпеса 1-го типа, был 
одобрен FDA для лечения злокачественной меланомы 
[59]. Систематический обзор и метаанализы, оцениваю-
щие эффективность и безопасность ОВ при солидных 
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опухолях, показали, что частота объективного ответа 
была значительно выше у пациентов, получавших моно-
терапию онколитическим аденовирусом H101 или ком-
бинацию с химиотерапией, по сравнению с пациента-
ми, получавшими только химиотерапию [60]. По данным 
ClinicalTrials.gov, сейчас проводится более 20 исследова-
ний (табл. 2), преимущественно первой или второй фазы 
клинических испытаний, с оценкой эффективности и без-
опасности использования онколитической виротерапии 
при раке легкого и некоторых других злокачественных 
опухолях плевральной полости, в частности  —  мезоте-
лиоме плевры. Есть данные об эффективности внутрио-
пухолевого введения онколитического вируса ADV/HSV-tk 
у 28  пациентов с метастатическим немелкоклеточным 
раком легкого в комбинации со стереотаксической луче-
вой терапией и дальнейшей иммунотерапией ИКТ (валци-
кловир и пембролизумаб) (NCT03004183). У 10 пациентов 
(37,5%) наблюдалась стабилизация заболевания, у 10 па-
циентов (37,5%) — прогрессирование заболевания, у 6 па-
циентов (21,4%) был частичный ответ, а у 2 пациентов (7,1%) 
был достигнут полный ответ. Результаты другого иссле-
дования (NCT02053220) показали, что внутривенное вве-
дение аденовируса ColoAd1 при резектабельном НМРЛ 
приводило к стимуляции местного противоопухолевого 
иммунного ответа в виде инфильтрации CD8+ Т-клетками 
[61]. На сегодняшний день клинические испытания он-
колитической виротерапии при раке легкого находятся 
на зачаточной стадии и еще не получено достаточно дан-
ных, чтобы прогнозировать будущую терапевтическую 
эффективность.

Клиническая эффективность ОВ в качестве моноте-
рапии остается ограниченной, и поэтому исследователи 
изучают различные комбинированные тактики лечения. 
Если говорить о комбинации ОВ со стандартными ме-
тодами лечения рака легкого, то в одном метаанализе 
с участием 1494 пациентов (группа комбинированной 
терапии  —  820 пациентов; группа традиционного лече-
ния — 674 пациента) было показано, что комбинирован-
ная терапия ОВ в большей степени улучшает показате-
ли объективного ответа у пациентов по сравнению со 
стандартной терапией [62]. ОВ является особенно при-
влекательным вариантом в качестве адъювантной тера-
пии для увеличения общей выживаемости, так как может 
непосредственно воздействовать на остаточные опу-
холевые очаги и модулировать подавленную иммунную 
систему после операции [63]. Также есть данные о том, 
что комбинированная лучевая терапия и онколитическая 
виротерапия могут усиливать противоопухолевый эф-
фект друг друга и избирательно уничтожать опухолевые 
клетки легкого [64].

В зависимости от локализации и доступности опу-
холи вирус может быть введен непосредственно внутрь 
опухоли (однократно или повторные инъекции) или си-
стемно (внутривенное или внутриартериальное введе-
ние). Внутриопухолевое введение может быть ограниче-
но внеклеточным матриксом, который служит барьером, 
препятствующим проникновению и распространению 
вируса. Еще одна из сложностей доставки вируса — это 
активация противовирусного иммунитета при его си-
стемном введении. Введенные вирусы обнаруживаются 
иммунной системой хозяина и инактивируются нейтра-
лизующими антителами, что снижает их репликацию 
и эффективность. Для обхода этой проблемы в исследо-
ваниях применяли инкапсуляцию онколитического аде-
новируса во внеклеточные везикулы, что значительно 

повысило инфекционные показатели in vitro и усилило 
эффект подавления роста опухоли в экспериментальных 
моделях рака легкого человека [65]. Такие подходы могут 
быть интегрированы в клиническую практику для повы-
шения эффективности системной доставки ОВ, преодо-
левая иммунный ответ.

Большой интерес вызывают современные возможно-
сти конструирования рекомбинантных вирусов. Большой 
вирусный геном VV позволяет вводить до 50 kb чужерод-
ных генов, в результате чего действие ОВ может быть уси-
лено за счет селективной к опухоли экспрессии терапев-
тических биологических препаратов, включая антитела, 
цитокины, хемокины и лиганды. Гены цитокинов являются 
одними из наиболее часто используемых иммуномодули-
рующих генов, поскольку цитокины рекрутируют и регу-
лируют гомеостаз Т-клеток [66]. Вирусы, кодирующие IL-2, 
IL-12, IL 15, TNF или другие цитокины, были сконструирова-
ны таким образом, чтобы стимулировать увеличение по-
пуляции лимфоидных клеток после локального введения. 
Исследования демонстрировали успешную и безопасную 
доставку IL-2 в микроокружение опухоли, снижая опухо-
левую нагрузку и увеличивая количество CD8+ лимфоци-
тов [67]. Исследования подтвердили, что IL-15 выполняет 
важные функции в активации и выживании Т-лимфоцитов, 
натуральных киллеров (NK) и NK-T-лимфоцитов, при этом 
было показано, что комбинация IL-15 и IL-15Ra усиливает 
их биологическую активность [58]. Методы конструирова-
ния рекомбинантных вирусов могут быть ключом к разра-
ботке новых подходов лечения рака легкого и улучшения 
иммунотерапии.

ОВ представляют собой идеальный элемент для ком-
бинированной терапии благодаря своему хорошему про-
филю безопасности и множеству противоопухолевых 
механизмов. Вирусная инфекция и способность к лизису 
опухолей превращали «холодные» опухоли в «горячие» 
и усиливали инфильтрацию и привлечение иммунных кле-
ток в ТМЕ. ОВ в сочетании с ИКТ демонстрируют мощный 
синергетический эффект. Разработка стратегий для ком-
бинированных терапий требует аккуратности, посколь-
ку ИКТ может влиять на способность репликации ОВ, 
и для достижения оптимальных результатов необходимо 
гармонизировать оба метода лечения, избегая потенци-
альных рисков, связанных с генной активацией в ОВ [68].

В целом можно сказать, что терапия онколитическими 
вирусами имеет широкие клинические перспективы для бу-
дущего эффективного лечения рака легкого, но требует 
продолжения клинических испытаний. Универсальность 
и относительная безопасность ОВ позволяют предполо-
жить, что они являются мощным инструментом для опти-
мизации комбинированной иммунотерапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Рак легкого характеризуется выраженным иммуносу-
прессивным опухолевым микроокружением, которое 
препятствует как собственному противоопухолевому 
иммунному ответу, так и противоопухолевой эффектив-
ности существующих на данный момент методов адоп-
тивной клеточной иммунотерапии. Вместе с тем ком-
плексное воздействие на опухоль и ее микроокружение 
с помощью селективных ингибиторов ИКТ, усиленных/
таргетированных TIL, CAR-T и TCR-T, и рекомбинантных 
онколитических вирусов может «раскачать» противоопу-
холевый иммунный ответ и стать решающим в подавле-
нии роста опухоли и улучшении клинических исходов.
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Таблица 2. Клинические исследования применения онколитической виротерапии для лечения ЗНО плевральной полости

№ Диагноз Лечение Фаза Выборка Результат
Побочные 
эффекты

Clinical trial
идентификатор

Место про-
ведения

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 Солидные 
опухоли (рак 
легкого, рак 

головы и шеи, 
меланома и др.)

Внутриопухолевая 
инъекция рекомби-
нантного аденови-

руса LIF N

1 28 Статус неизвестен Нет данных NCT05180851 Шанхай, 
Китай

2 Метастати
ческий НМЛР

Стереотаксическая 
лучевая терапия 

в комбинации 
с внутриопухолевым 
введением онколи-
тического вируса 

ADV/HSV-tk, терапия 
ИКТ (валцикловир 
и пембролизумаб)

2 28 Полный ответ 2 пациента 
(7,1%); частичный ответ 6 
пациентов (21,4%); стаби-
лизация заболевания 10 
пациентов (37,5%); про-

грессирование заболева-
ния 10 пациентов (37,5%).

Показатель общей вы-
живаемости 12,9%

Нет случаев 
токсичности 
на введение 
и серьезных 

побочных 
эффектов 

от проводи-
мого лечения

NCT03004183 Хьюстон, 
Техас, 
США

3 Злокачествен-
ная мезотелио-

ма плевры

Внутриплевральное 
введение вакцинно-
го штамма вируса 

кори, кодирующего 
тиреоидальный 

переносчик йодида 
натрия

1 15 Результаты  
не опубликованы

Нет данных NCT01503177 Рочестер, 
Миннесота, 

США

4 НМЛР Кваратусуген озе-
плазмид (Remorse) 

в комбинации 
с пембролизумабом 
у пациентов с ранее 

леченным НМРЛ

1 и 2 180 Идет набор Нет данных NCT05062980 Хьюстон, 
Тампа, 

Сент-Луис, 
США

5 Диссеминиро-
ванный мелко-
клеточный рак 

легкого

Внутриопухолевая 
инъекция онколи-
тического вируса 

(RT-01)

1 20 Идет набор Нет данных NCT05205421 Бенгбу, 
Китай

6 Рецидивирую-
щие прогресси-
рующие солид-

ные опухоли

Рекомбинантный он-
колитический вирус 

простого герпеса 
1-го типа (R130)

1 24 Идет набор Нет данных NCT05886075 Аньцин, 
Аньхой, 
Китай

7 Прогрессирую-
щие солидные 

опухоли

Рекомбинантный он-
колитический вирус 

простого герпеса 
1-го типа (R130)

1 20 Идет набор Нет данных NCT05860374 Шанхай, 
Цзянсу, 
Китай

8 Прогрессирую-
щие солидные 

опухоли

Рекомбинантный он-
колитический вирус 

простого герпеса 
1-го типа (R130)

1 20 Идет набор Нет данных NCT05961111 Линьи, 
Шаньдун, 

Китай

9 Резистентный 
к ингибиторам 
иммунной кон-
трольной точки 

НМЛР

Онколитический 
аденовирус TILT-123 
в комбинации с пем-

бролизумабом

1 22 Идет набор Нет данных NCT06125197 Местопо-
ложение 

не указано

10 Прогрессиру-
ющая злока-
чественная 

мезотелиома 
плевры

Онколитический 
аденовирусH101в 

сочетании с ингиби-
тором PD-1

1 15 Идет набор Нет данных NCT06031636 Тяньцзинь, 
Тяньцзинь, 

Китай

11 Солидные 
опухоли

Внутриопухолевая 
инъекция MEM-288 

и ниволумаба

1 61 Идет набор Нет данных NCT05076760 Тампа, 
США

12 Резектабельный 
НМЛР, резекта-
бельный рак мо-
чевого пузыря, 

резектабельный 
рак толстой 
кишки и др.

Внутриопухолевая 
инъекция или вну-
тривенная инфузия 

онколитического 
аденовируса группы 

В (ColoAd1)

1 17 Высокая локальная 
инфильтрация CD8+ 

клетками в 80% проте-
стированных образцов 

опухолей, что свидетель-
ствует о потенциальном 

иммунном ответе

Нет случаев 
токсичности 
на введение 
и серьезных 

побочных 
эффектов 

от проводи-
мого лечения

NCT02053220 Мадрид, 
Испания

13 Немелкоклеточ-
ный рак легкого

VSV-IFN-β-NIS + 
Пембролизумаб + 

ипилимумаб +  
ниволумаб

1 и 2 70 Идет набор Нет данных NCT03647163 Рочестер, 
Миннесота, 

США
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Каждый из перечисленных методов в отдельности об-
ладает рядом преимуществ и недостатков, ввиду чего ком-
бинированный и персонализированный подход к иммуно-
терапии рака легкого на данный момент представляется 
наиболее рациональным. Развитие технологий рекомби-
нантных онколитических вирусов, вызывающих продук-

цию клетками микроокружения активирующих цитокинов 
и хемокинов, наряду с ингибированием сигнальных осей 
CTLA-4 и PD-1/PD-L1, а также создание генно-инженерных 
цитотоксических клеток, несомненно, будут способство-
вать выходу адоптивной иммунотерапии на новый, изме-
няющий течение метастатического рака легкого, уровень.
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РОЛЬ ИНФОРМАЦИОННОГО СОПРОВОЖДЕНИЯ В СОВЕРШЕНСТВОВАНИИ 
МЕДИЦИНСКОГО ОБЕСПЕЧЕНИЯ ПЛАВСОСТАВА

Т.В. Яковлева1, О.Ю. Туренко1, В.М. Колабутин2, В.А. Ратников2,3, Г.М. Орлов2, С.С. Москалева2, В.П. Горелов2

1 Федеральное медико-биологическое агентство, Москва, Россия
2 Северо-Западный окружной научно-клинический центр им. Л.Г. Соколова Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, 
Россия
3 Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия

Введение. Управление процессом получения, анализа и систематизации результатов медицинских осмотров плавсостава в медицинских органи-

зациях ФМБА России требует создания специальной информационной системы.

Цель. На основании комплексного анализа результатов работы медицинских организаций ФМБА России разработать и внедрить в практическое 

применение информационную систему для обеспечения бесшовной преемственности в оказании всех видов медицинского обеспечения плавсо-

става, создать цифровой регистр медицинских освидетельствований плавсостава.

Материалы и методы. За период 2014–2023  гг. изучены организационные принципы работы медицинских учреждений, оказывающих меди-

цинскую помощь плавсоставу. Отработана методика организации персонифицированного учета результатов медосмотров данного континген-

та для формирования регистров. Анализ работы по медицинскому обеспечению лиц, работающих на судах, выполнен по итогам деятельности 

35 здравпунктов, 70 судовых врачей, 14 врачей водолазной медицины в структуре ФМБА России в 2023 году.

Результаты. В Головном центре охраны здоровья моряков ФМБА России в марте 2023 года реализован пилотный проект по созданию реги-

стра в Северо-Западном федеральном округе, разработана методика формирования идентификационного номера моряка в регистре, изучено 

26 125 записей сведений о лицах, прошедших предварительные и периодические медицинские осмотры. Использование предложенной мето-

дики формирования регистров во всех округах позволило получить в информационной системе данные о медицинских освидетельствованиях 

за 2022–2023 гг. в количестве 38 993 заключений.

Заключение. Единый информационный ресурс в комплексе с регистром по всем 35 медицинским организациям, осуществляющим медицинское 

обеспечение плавсостава, в том числе проведение предварительных и периодических медицинских осмотров, составляет основу для дальнейше-

го совершенствования научных подходов к организации и развитию морской и водолазной медицины в Российской Федерации.

Ключевые слова: морская медицина; промышленная медицина; информационное обеспечение; Федеральное медико-биологическое агентство; 
регистр медицинских освидетельствований плавсостава
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THE ROLE OF INFORMATION SUPPORT IN IMPROVING MEDICAL SUPPORT FOR SEAFARING 
PERSONNEL 

Tatyana V. Yakovleva1, Olga Yu. Turenko1, Valeriy M. Kolabutin2, Vyacheslav A. Ratnikov2,3, Gennadiy M. Orlov2, Svetlana S. Moskaleva2, 
Victor P. Gorelov2

1 Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia
2 Sokolov Northwestern District Scientific and Clinical Center, St. Petersburg, Russia
3 Saint Petersburg State University, St. Petersburg, Russia

Introduction. Managing the process of collecting, analyzing, and systematizing the results of medical examinations of seafaring personnel in medical orga-

nizations of the Federal Medical and Biological Agency (FMBA) of Russia requires development of a specialized information system. 

Objective. To carry out a comprehensive analysis of the activities of FMBA organizations, to develop on its basis and implement into practical use an informa-

tion system for ensuring the continuity of all types of medical support for seafaring personnel; to create a digital Register of the results of medical examinations 

of seafarers.

Materials and methods. During the 2014–2023 period, the principles of organizing the work of medical organizations that provide medical care to seafaring 

personnel were studied. A methodology for recording the results of medical examinations of seafarers with the purpose of forming an information Register 

was developed. An analysis of medical support provided to people working on ships in 2023 was conducted based on the reports of FMBA structural units, 

including 35 health centers, 70 ship doctors, and 14 doctors of diving medicine.

Results. In March 2023, the Head Center for Health Protection of Seafarers, FMBA, implemented a pilot project on creation of a Register in the Northwestern 

Federal District. Within its framework, a methodology for generating a seafarer identification number in the Register was developed and 26,125 records of 

information about persons who underwent preliminary and periodic medical examinations were analyzed. The implementation of the proposed methodology 

for the formation of registers in all districts allowed an information system in the amount of 38,993 conclusions to be drawn based on medical examinations 

conducted in 2022–2023.

Conclusion. A single informational resource in conjunction with the Register for all 35 medical organizations that provide medical support to seafaring per-

sonnel, including conducting preliminary and periodic medical examinations, forms the basis for further improvement of scientific approaches to the organiza-

tion and development of maritime and diving medicine in the Russian Federation.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние годы на различных государственных уровнях 
неоднократно поднимался вопрос о необходимости вос-
становления единой системы медицинского обеспечения 
работников морского и речного флотов, распавшейся 
на множество компаний и организаций в результате не-
благоприятных общественно-экономических изменений 
в стране [1].

Эти требования обозначены в Конвенции Между
народной организации труда от 2006 года и ратифициро-
ваны в Российской Федерации в 2012 году. В настоящее 
время в Российской Федерации отсутствует единый под-
ход к организации информационного обеспечения ме-
дицинского наблюдения за морскими специалистами [2]. 
В медицинских организациях ФМБА России, принимаю-
щих участие в проведении медицинского освидетельство-
вания лиц, работающих на судах, используется Единая 
ведомственная медицинская информационно-аналити-
ческая система ФМБА России (далее — ЕВМИАС), а так-
же медицинские информационные системы, интегриро-
ванные с ЕВМИАС (далее — МИС) [3].

В данных системах был реализован учет выполнен-
ных периодических и предварительных медицинских ос-
мотров в соответствии с приказом Минздрава России 
от 28.01.2021 № 29н «Об утверждении Порядка прове-
дения обязательных предварительных и периодических 
медицинских осмотров работников, предусмотренных ча-
стью четвертой статьи 213 Трудового кодекса Российской 
Федерации, перечня медицинских противопоказаний 
к осуществлению работ с вредными и (или) опасны-
ми производственными факторами, а также работам, 
при выполнении которых проводятся обязательные пред-
варительные и периодические медицинские осмотры» [4].

Однако в указанном руководящем документе отсут-
ствует порядок проведения предварительных и перио-
дических медицинских осмотров лиц, работающих на су-
дах. Необходимо отметить, что и в других нормативных 
актах Российской Федерации порядок медицинских ос-
мотров плавсостава был представлен не в полном объ-
еме. Единственным действующим документом, уста-
навливающим медицинские противопоказания к работе 
на судне, было Постановление Правительства Российской 
Федерации от 24.06.2017 № 742 «Об утверждении перечня 
заболеваний, препятствующих работе на морских судах, 
судах внутреннего плавания, а также на судах смешанно-
го (река — море) плавания» [5].

В соответствии с требованиями времени в конце 
2022 года вышел приказ Минздрава России от 01.11.2022 
№  714н «Об утверждении Порядка проведения 

медицинского осмотра на наличие медицинских про-
тивопоказаний к работе на судне, включающего в себя 
химико-токсикологические исследования наличия в ор-
ганизме человека наркотических средств, психотропных 
веществ и их метаболитов, и формы медицинского за-
ключения об отсутствии медицинских противопоказаний 
к работе на судне». Данный приказ определил порядок 
проведения медицинских осмотров плавсостава и соз-
дал предпосылки для оптимальной организации соот-
ветствующего учета результатов медицинских освиде-
тельствований плавсостава в информационных системах 
с учетом собранных достоверных статистических данных 
[6]. Своевременность данного направления деятельности 
согласуется с мнением ряда авторов, выполнивших ком-
плексный правовой мониторинг национальных норматив-
ных и методических документов, регламентирующих во-
просы деятельности центров охраны здоровья моряков, 
оценивших нормативное регулирование вопроса меди-
цинского сопровождения плавсостава и подчеркнувших 
необходимость регламентации принципов организации 
медицинской помощи и санитарно-гигиенического обе-
спечения судов в плавании с учетом современных дости-
жений медицины, информационных, включая дистанци-
онные, технологий [7, 8].

Таким образом, организация учета предварительных 
и периодических медицинских осмотров лиц, работа-
ющих на судах, в используемых медицинскими органи-
зациями ФМБА России информационными системами 
ЕВМИАС и медицинскими информационными системами, 
интегрированными с ЕВМИАС, приобрела особую акту-
альность.

Цель исследования  —  на основании системного 
анализа результатов работы медицинских организаций 
ФМБА России разработать и внедрить в практическое 
применение информационную систему для обеспечения 
бесшовной преемственности в оказании всех видов ме-
дицинского обеспечения плавсостава с созданием циф-
рового регистра его медицинских освидетельствований.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

За период с 2014 по 2023 год изучены технические осо-
бенности, недостатки и перспективы информационного 
сопровождения медицинского обеспечения плавсоста-
ва в реализации данного процесса, систематизированы 
данные по изучению заболеваемости у плавсостава и во-
долазов за 2023 год.

Системный анализ массива данных, отражающих ра-
боту медицинских организаций (МО) ФМБА России по ме-
дицинскому обеспечению лиц, работающих на судах в 2023 
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году, показал, что в структуре функционирует 35 здрав-
пунктов (ЗП), занято 70 судовых врачей и 14 врачей водо-
лазной медицины. Проведено анкетирование информа-
ционных систем всех интегрированных в исследование 
МО. Для эффективного медицинского сопровождения 
плавсостава, координации взаимодействия профильного 
управления ФМБА России с подведомственными учреж-
дениями агентства, а также для создания информацион-
ного ресурса, отражающего результаты проводимой ра-
боты, приказом Руководителя ФМБА России в 2021 году 
на базе ФГБУ «Северо-Западный окружной научно-кли-
нический центр им. Л.Г. Соколова» (далее — СЗОНКЦ им. 
Л.Г. Соколова) создан Головной центр охраны здоровья 
моряков (далее — Головной центр).

Одной из основных задач Головного центра определе-
но информационно-аналитическое обеспечение охраны 
здоровья плавсостава, в частности создание и ведение 
регистра медицинских организаций и цифрового реги-
стра медицинских освидетельствований моряков, созда-
ние, совершенствование и информационно-технологиче-
ское сопровождение информационной системы.

В 2022 году перед медицинскими организациями 
ФМБА России Головным центром была поставлена за-
дача организации персонифицированного учета медос-
мотров плавсостава и предоставления этой информа-
ции для формирования регистров. В связи с различной 
степенью технической готовности МО к началу пер-
сонифицированного учета медосмотров плавсостава 
с применением медицинской информационной системы 
(МИС) Головной центр обеспечил их необходимыми ин-
формационными инструментами, а также прототипом 
модуля на основе МИС, используемой в СЗОНКЦ им. 
Л.Г. Соколова.

РЕЗУЛЬТАТЫ

В результате проведенного исследования установлено, 
что создание единого контура мониторинга здоровья 
плавсостава и водолазов в системе ФМБА России позво-
лило сделать доступным, объективным и эффективным 
анализ совокупной информации, отражающей результа-
ты деятельности МО во всех федеральных округах.

На основании первичных данных, получаемых из МО 
ФМБА России, определено, что вычленение информа-
ции исключительно по плавсоставу из общего объема 
сведений о проведенных предварительных и периоди-
ческих медицинских осмотрах в полной мере было не-
возможным. Это послужило предпосылкой к получению 
недостоверных демографических данных и результатов 
по заболеваемости плавсостава. Взаимодействие с МО 
также показало, что персонифицированный учет медос-
мотров плавсостава осуществлялся не повсеместно, 
а иногда проводился с использованием лишь бумажных 
носителей.

На первом этапе была разработана концепция по раз-
вертыванию и эксплуатации информационно-аналити-
ческой системы морской медицины, включая внедрение 
стандартных протоколов обмена данными с медицин-
скими информационными системами МО, установку 
и настройку лицензионного программного обеспечения, 
формирование информационных ресурсов и мероприя-
тий по обеспечению информационной безопасности.

Во исполнение приказа Минздрава России 
от 01.11.2022 № 714н [6] в 2022 году начат и в марте 2023 
года реализован пилотный проект по созданию регистра 

в Северо-Западном федеральном округе (СЗФО). Был 
разработан состав информационного обеспечения си-
стемы ведения регистра центра морской медицины, 
представленный на рисунке 1.

Была разработана методика формирования иденти-
фикационного номера моряка в регистре, состоящего 
из 12 цифр. При формате «12ХХ-ХХХХ-ХХХХ»  —  первые 
две цифры обозначают субъект РФ, в котором моряк про-
шел профосмотр, «ХХ34-5ХХХ-ХХХХ» третья-пятая циф-
ры — регистрационный номер медицинской организации 
в регистре МО, «ХХХХ-Х678-9ABХ» шестая-одиннадцатая 
цифры — порядковый номер моряка, «ХХХХ-ХХХХ-ХХХС» 
двенадцатая цифра  —  контрольная сумма предыдущих 
цифр (рис. 2).

Вначале были получены результаты формирования 
Регистра по СЗФО (рис. 3). Как представлено на рисунке 
3, МО в СЗФО на первом этапе были собраны и переданы 
в Головной центр 26 125 записей сведений о лицах, про-
шедших предварительные и периодические медицинские 
осмотры.

При анализе данных, представленных на рисунке 3, 
установлено, что сведения содержат обобщенную ин-
формацию как по представителям плавсостава, так 
и по сотрудникам береговых служб, работающих в АО 
«Атомфлот» и ФГУП «Росморпорт».

После исключения из базы сведений сотрудников бе-
реговых служб на основе признака прикрепления к судну 
в регистр было включено 8259 записей, что составило 
32% от представленных ранее данных. В соответствую-
щих записях были проставлены уникальные коды сведе-
ний о моряках с 7800-0000-0016 по 7800-0001-2277 в со-
ответствии с приведенной выше методикой (рис. 2).

Результаты пилотного проекта были представле-
ны на заседании секции Морской медицины Научно-
экспертного совета Морской коллегии при Правительстве 
Российской Федерации в мае 2023 года во Владивостоке.

На следующем этапе был создан регистр медицинских 
организаций ФМБА России, занимающихся медицинским 
обеспечением плавсостава, включая проведение пред-
варительных и периодических медицинских осмотров 
данного контингента. В регистр медицинских организа-
ций было включено 35 медицинских организаций ФМБА 
России, расположенных в 8 федеральных округах, карта 
размещения которых приведена на рисунке 4.

По результатам пилотного проекта был доработан ре-
гламент предоставления медицинскими организациями 
сведений о результатах медицинских освидетельствова-
ний плавсостава в Головной центр охраны здоровья мо-
ряков ФМБА России (далее — Регламент).

Разработанные в ходе реализации проекта методи-
ческие документы, а также прототип модуля на основе 
МИС, используемой СЗОНКЦ им. Л.Г. Соколова, в 2023 
году были внедрены в работу всех медицинских органи-
заций ФМБА России, включенных в регистр. Это позволи-
ло с декабря 2023 года обеспечить полный персонифици-
рованный учет сведений о прохождении периодических 
и предварительных медицинских осмотров плавсостава, 
медицинских заключений об отсутствии противопоказа-
ний к работе на судне, сбор, сверку и анализ статисти-
ческих данных заболеваемости плавсостава, что полно-
стью соответствует современным требованиям системы 
здравоохранения [9].

Разработан и обоснован объем хранения сведений 
в регистре медицинских освидетельствований моря-
ков: паспортные данные моряка (32 поля) и медицинские 
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данные по проведенному медицинскому осмотру со-
гласно приказу Минздрава России от 01.11.2022 № 714н 
(60 полей), включая сведения об оказанной медицинской 
помощи, лечебно-профилактических мероприятиях, ре-
зультатах лабораторных и инструментальных исследова-
ний, которые имели достаточно большой объем и фор-
мировались не только в МО, проводящих медосмотры 
плавсостава. Поэтому полные медицинские данные было 
решено получать по запросу в ЕГИСЗ и ЕВМИАС и не хра-
нить в регистре. Состав медицинских данных регистра 
приведен на рисунке 5.

По итогам полученных данных был сформирован об-
щий регистр по всем 35 медицинским организациям 

ФМБА России, осуществляющим медицинское обеспече-
ние плавсостава, включая данные о проведении предвари-
тельных и периодических медицинских осмотров (табл. 1).
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Идентификационный номер моряка в медицинском свидетель-
стве о состоянии здоровья

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Результаты формирования регистра медицинских освидетель-
ствований моряков в МО ФМБА России в СЗФО

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Схема прототипа информационно-аналитической системы Головного центра
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Таблица 1. Показатели общего регистра медицинских освидетельствований моряков

№ п/п Показатель Значение, ед.

1 Количество медицинских организаций в Регистре медицинских организаций и на сайте морской медицины 35

2 Количество полей данных в Регистре по одному моряку — персональных и медицинских 32 + 60

3 Количество медицинских освидетельствований моряков в Регистре:

3.1 За 2022 год (сведения от 20% медицинских организаций за полугодие) 9949

3.2 За 2023 год (сведения от 100% медицинских организаций к концу года) 29 044

3.3 Общее за 2022–2023 годы 38 993

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

За период 2022–2023 гг. обработано 38 993 сведе-
ния о медицинских освидетельствованиях моряков (табл. 
1). Работа целенаправленно продолжается: по итогам I 
квартала 2024 года всеми МО проведено еще 9504 ос-
видетельствования, при этом общее количество чле-
нов плавсостава в регистре достигло 39 333 человека. 
Следует отметить, что данные о численности плавсостава 

являются предварительными, изменяются динамиче-
ски и требуют дополнительной выверки со сведениями 
от медицинских организаций, что связано с технически-
ми ошибками заполнения в датах рождения, номерах 
СНИЛС и ряде других документов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Необходимость воссоздания единой системы медицин-
ского обслуживания плавсостава определена основопо-
лагающим документом в области национальной морской 
политики — Морской доктриной Российской Федерации 
[10]. В условиях изменившегося геополитического ланд-
шафта на государственный уровень вынесено развитие 
морской медицины, при этом основная роль в этом про-
цессе доверена Федеральному медико-биологическому 
агентству.

Систематизация персональных данных контингента 
по всем 35 медицинским организациям, осуществляю-
щим медицинское обеспечение плавсостава, использо-
вание типовых эффективных инструментов, погруженных 
в единый информационный контур ФМБА России, разви-
тие единого информационного ресурса составит основу 
для дальнейшего совершенствования научных подходов 
к организации и развитию морской и водолазной медици-
ны в Российской Федерации.

Таким образом, внедрение единой информационной 
системы в структуре медицинских учреждений ФМБА 
является важным этапом на пути реализации Морской 
доктрины Российской Федерации в вопросах медицин-
ского обеспечения моряков, в полной мере соответ-
ствует требованиям Конвенции Международной орга-
низации труда.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 5. Состав медицинских данных Регистра медицинских освиде-
тельствований моряков

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Схематичное расположение 35 медицинских организаций ФМБА России, занимающихся медицинским обеспечением плавсостава
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ПЕРСПЕКТИВЫ ДИАГНОСТИКИ И ЛЕЧЕНИЯ МИНИМАЛЬНЫХ ТРАВМ И ПОВРЕЖДЕНИЙ КРУПНЫХ 
СУСТАВОВ У НЕСОВЕРШЕННОЛЕТНИХ СПОРТСМЕНОВ: СОВРЕМЕННЫЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЯ
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Введение. Подавляющее большинство современных видов спорта оказывают значительную нагрузку на опорно-двигательный аппарат (ОДА). 

Постоянно растущая популярность спорта среди несовершеннолетних детей, их активное участие в различных соревнованиях и тренировках 

создают повышенный риск получения спортивных травм, особенно минимальных повреждений и травм крупных суставов. Множество работ 

посвящено клинико-диагностическим и терапевтическим методам, применяющимся при травмах ОДА, однако лишь незначительная их часть 

касается именно детского спортивного травматизма.

Цель. Оценка существующих методов диагностики и терапии минимальных травм и повреждений крупных суставов у несовершеннолетних 

спортсменов для выбора наиболее перспективных и эффективных из них.

Обсуждение. Рассмотрены основные причины и механизмы травм, проведена систематизация типов травм в зависимости от вида спорта, выпол-

нен анализ имеющихся современных методов клинико-инструментального исследования и инновационных методов терапии. Выяснено, что наи-

более перспективным малоинвазивным методом биотерапии травм и повреждений ОДА, особенно в аспекте применения в детской и подростко-

вой группе спортсменов, является PRP-терапия (терапия богатой тромбоцитами плазмой). Данный метод позволяет существенно восстанавливать 

анатомическую целостность поврежденных элементов, купировать болевой синдром в покое, при физической нагрузке и в стресс-тесте с воз-

можностью сохранения функции травмированного сустава и реабилитации в кратчайшие сроки. PRP-терапия представляет собой альтернативу 

традиционным методам лечения, открывая новые горизонты в регенеративной и спортивной медицине.

Выводы. Комплексный персонализированный подход, объединяющий клинический осмотр и инструментальные исследования, является клю-

чевым в обеспечении точности и объективности оценки состояния здоровья юных спортсменов; он позволяет выявить заболевания на ранней 

стадии, провести дифференциальную диагностику и оценить эффективность лечения с учетом особенностей педиатрической практики.

Ключевые слова: спортивная медицина; детские спортивные травмы; терапия минимальных травм и повреждений крупных суставов; PRP-
терапия; несовершеннолетние спортсмены
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PROSPECTS FOR DIAGNOSIS AND TREATMENT OF MINIMAL TRAUMA AND INJURY OF LARGE JOINTS 
IN UNDERAGE ATHLETES: A REVIEW

Ilya V. Zyabkin1,2,3, Ivan V. Pankratov1, Mikhail A. Petrov1, Murat I. Gabayev1, Razmik A. Keshishyan1, Victoria V. Khizhnikova1, 
Aleksandra M. Kovalkova1

1 Federal Scientific and Clinical Center for Children and Adolescents of the Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia
2 Russian State Research Center — Burnasyan Federal Medical Biophysical Center of Federal Medical Biological Agency, Moscow, Russia
3 Russian Medical Academy of Continuous Professional Education

Introduction. The vast majority of modern sports exert a significant load on the musculoskeletal system (MSS). The ever-growing popularity of sports among 

underage children, their active participation in various competitions and trainings impose an increased risk of sports injuries, particularly minimal trauma and 

injury of large joints. Although numerous works have addressed the development of clinical diagnostic and therapeutic methods used for MSS injuries, there 

is a lack of publications on sports injuries in underage athletes.

Objective. Evaluation of current methods for diagnosis and therapy of minimal trauma and injury of large joints in underage athletes with the purpose of 

selecting the most promising and effective methods.

Findings. The main causes and mechanisms of injuries are considered. Such injuries are generalized depending on the sports type. A review of available 

methods for clinical and instrumental research and innovative therapeutical methods is carried out. Platelet-rich plasma therapy (PRP) was found to be the 

most promising minimally-invasive biotherapy for MSS injuries, particularly with respect to children and adolescent athletes. This method restores the ana-

tomical integrity of damaged elements and relieves pain at rest, during physical exertion, and in a stress test with the possibility of preserving the function of 

the injured joint and rehabilitation in the shortest possible time. PRP therapy is an alternative to conventional treatment methods, offering new prospects in 

regenerative and sports medicine.

Conclusions. A comprehensive personalized approach combining clinical examination and instrumental studies is key to ensuring the accuracy and objec-

tivity of the health status of young athletes. Such an approach allows diseases to be identified at an early stage, differential diagnosis to be conducted, and 

treatment efficacy to be evaluated, taking the specifics of pediatric practice into account.
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ВВЕДЕНИЕ

Подавляющее большинство современных видов спорта 
оказывает значительную нагрузку на опорно-двигатель-
ный аппарат (ОДА). При этом частота различных заболе-
ваний ОДА среди спортсменов намного выше, чем среди 
населения в целом [1]. Так, распространенность травм 
в результате занятия спортом среди детей в возрасте от 5 
до 17 лет составляет порядка 35,8% [2].

Постоянно растущая популярность спорта среди не-
совершеннолетних, их активное участие в различных со-
ревнованиях и тренировках создают повышенный риск 
получения спортивных травм, особенно минимальных по-
вреждений и травм крупных суставов [3]. Эти травмы, не-
смотря на кажущуюся легкость, могут иметь серьезные 
последствия для спортивной карьеры юного спортсмена, 
если не проводить своевременную и адекватную диа-
гностику и терапию существующих изменений, особенно 
на ранних этапах.

Точная диагностика и рационально подобранная 
тактика ведения пациента с повреждениями и травма-
ми крупных суставов являются ключевыми факторами 
для достижения максимальной эффективности лечебных 
мероприятий [4]. Множество работ посвящено клинико-
диагностическим и терапевтическим методам при трав-
мах ОДА, однако только незначительное количество их 
касается именно детского спортивного травматизма [1, 
4]. Для формирования комплексного представления о мо-
дификациях протоколов ведения несовершеннолетних 
спортсменов при получении травм ОДА представляется 
целесообразным системное изучение существующих ме-
тодов клинико-инструментального обследования, совре-
менных и инновационных методик лечения минимальных 
травм и повреждений.

Цель работы: оценка современных методов диа-
гностики и терапии минимальных травм и повреждений 
крупных суставов у несовершеннолетних спортсменов 
для выбора наиболее перспективных и эффективных.

ОБСУЖДЕНИЕ

Общие представления о спортивной травме

Спортивные травмы, нередко являющиеся следствием 
интенсивных тренировок и соревновательной нагрузки, 
могут иметь серьезные последствия для спортсменов. 
Они не только нарушают тренировочный и соревнова-
тельный процессы, но и зачастую приводят к длительной 
реабилитации, нередко сопровождающейся временным 

или постоянным ограничением физической активности. 
В тяжелых случаях спортивные травмы могут стать при-
чиной преждевременного завершения спортивной карье-
ры и даже привести к инвалидизации, значительно ухуд-
шая качество жизни спортсменов [5].

Травмы, полученные в результате занятий спортом, 
характеризуются разнообразием механизмов возникно-
вения и зависят от анатомо-физиологических особенно-
стей ребенка и вида спорта, которым он занимается.

Консенсусная группа Международного олимпийского 
комитета по эпидемиологии травм и заболеваний опре-
деляет спортивную травму как «повреждение тканей 
или другое нарушение нормальной физической функции, 
вызванное занятиями спортом, возникающее в результа-
те быстрой или повторяющейся передачи кинетической 
энергии» [6].

Успешное лечение спортивных травм зависит от точ-
ной диагностики, которая учитывает ряд ключевых фак-
торов: время возникновения (остро возникшее повреж-
дение или травма, вызванная чрезмерной нагрузкой), тип 
поврежденной ткани (сухожилие, мышца, хрящ, кость) 
и степень тяжести травмы (перелом без смещения или со 
смещением) [7].

При острой травме пациент отчетливо помнит время, 
место, причину и обстоятельства ее возникновения в от-
личие от повреждений, связанных с чрезмерным перена-
пряжением. К наиболее распространенным острым трав-
мам относят растяжение и повреждение связок (разрыв), 
вывихи суставов и переломы. Травмы от перенапряже-
ния, напротив, развиваются постепенно в результате по-
вторяющихся микротравм, возникающих при чрезмерной 
и повторяющейся нагрузке. Особенностью таких травм 
является постепенное проявление симптомов, а основ-
ной принцип заключается в том, что повторяющиеся 
микротравмы перегружают способность тканей к само-
восстановлению, что особенно актуально в детской 
практике, учитывая функциональную незрелость тканей, 
органов и систем детского организма и меньшую устой-
чивость к нагрузкам [8]

.

Повышение уровня тренировочных нагрузок, высокий 
уровень конкуренции в спорте и требований, предъявля-
емых к ребенку, приводят к тому, что спортивные травмы 
занимают ведущее место в структуре заболеваемости 
юных спортсменов. В работах J.S. Brenner et al. показа-
но, что травмы от перенапряжения и эмоциональное вы-
горание ребенка являются двумя основными причинами 
завершения спортивной карьеры [9].

Понимание механизмов возникновения травмы играет 
важную роль в диагностике и лечении, так как помогает 
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понять процессы, возникшие во время получения трав-
мы, для последующего выбора тактики обследования 
пациента и своевременного определения критериев ле-
чения (консервативного/оперативного)

 
[10].

Понимание всех аспектов возникновения спортив-
ной травмы с учетом половозрастных особенностей 
и вида спорта, а также частоты травматизма и вероят-
ности получения острой травмы или травмы в результате 
перенапряжения играет важную роль в формировании 
персонализированного подхода к ведению спортсменов, 
включая разработку комплекса превентивных меропри-
ятий. Для системной оценки спортивных травм необхо-
дима дифференциация по локализации анатомического 
сегмента и по типу поврежденной ткани травмы (связка, 
мышца, кость). Например, травмы области бедра/колена: 
ушиб мышцы, синдром мышечного компартмента, тенди-
нопатия, разрыв сухожилия. Большинство детских травм, 
связанных с чрезмерной нагрузкой, затрагивают нижние 
конечности, особенно колени, лодыжки и ступни, а также 
включают повреждения мышц и сухожилий [11]. Травмы 
от чрезмерных нагрузок (в сравнении с острыми) пример-
но в 2 раза чаще отмечены в коленном суставе, в то вре-
мя как острые травмы примерно в 3 раза чаще возникают 
в голеностопном суставе [12].

По данным исследования из Шеффилда, коленный су-
став наиболее часто подвергается травматизации в таких 
видах спорта, как футбол и регби [13]. При этом автор осо-
бое внимание уделяет оценке, лечению и реабилитации 
нестабильности коленного сустава и сложностям, с кото-
рыми сталкивается лечащий врач при ведении молодых 
и активных пациентов. В работе других авторов отмече-
но, что распространенность тендинопатии надколенника 
(симптомокомплекса «колена прыгуна») у спортсменов 
составляет примерно 14%, при этом частота рецидивов 
достигает 45% у волейболистов и 32% у баскетболистов 
[14]. В исследовании R. Bahr показано, что от 29 до 44% 
элитных волейболистов, выполняющих более 500 прыж-
ков в неделю, сообщают о симптомах «колена прыгуна» 
[15]. В структуре спортивного травматизма поврежде-
ния голеностопного сустава достигают 10–12% всех по-
вреждений опорно-двигательной системы и 20–25% всех 
спортивных повреждений нижних конечностей.

По данным S. Sobhani et al., самой распространенной 
травмой в футболе, связанной с чрезмерным перена-
пряжением, является тендинопатия ахиллова сухожилия. 
Это может быть объяснено тем, что данный вид спорта 

включает в себя бег и прыжки [16]. Наиболее распростра-
ненные травмы ОДА в результате перенапряжения пред-
ставлены в таблице 1.

Современные методы диагностики минимальных 
травм и повреждений крупных суставов у детей

Ключевым фактором успешного восстановления спорт
смена после получения травм ОДА является комплексное 
и динамичное клинико-инструментальное обследование 
[3, 16, 18], позволяющее не только диагностировать сте-
пень повреждения, но и отслеживать прогресс реабили-
тации в динамике. Внедрение в клиническую практику 
инструментальных методов исследования существенно 
расширило возможности ранней диагностики [3, 16].

Своевременная и правильная диагностика позволяет 
определить степень повреждения, адекватные методы ле-
чения и реабилитации, что, в свою очередь, способствует 
скорейшему возвращению спортсмена к прежней физиче-
ской активности и профессиональным нагрузкам [19].

Наиболее частыми повреждениями ОДА у квалифи-
цированных, включая несовершеннолетних, спортсме-
нов являются так называемые малые повреждения [20]: 
ушибы, растяжения, хронические микротравмы, дегене-
ративно-дистрофические процессы и др. Большая часть 
таких повреждений являются проявлениями перетрени-
рованности либо незначительными спортивными трав-
мами, не требующими специализированной диагностики 
и лечения.

Однако нередко под маской малых повреждений 
могут скрываться начальные проявления более значи-
мых повреждений и патологических состояний (спон-
дилолистез, протрузии и грыжи дисков, миотензопатии, 
апофизеолизы замыкательных колец тел позвонков, не-
диагностированные повреждения позвоночника и др.), 
которые при отсутствии вовремя начатого лечения могут 
приводить к более серьезным проблемам со здоровьем 
спортсмена. Сложность диагностики малых поврежде-
ний ОДА состоит в их скудной и неспецифической симп
томатике. Спортсмены предъявляют жалобы на диском-
форт в области повреждений или слабо выраженный 
болевой синдром без четкой локализации. Как правило, 
должного значения таким «жалобам» не уделяется, а их 
дискомфорт относят к реакции на тренировочные нагруз-
ки, перетренированность и др. Более сложная ситуация 
в данном аспекте складывается с несовершеннолетними 

Таблица 1. Травмы опорно-двигательного аппарата в результате перенапряжения

Ткань Тип травмы Примеры в спорте

Мышцы/фасции Синдром хронического компартмента;
Отсроченная мышечная болезненность (DOMS);
Фасциит

Илиотибиальный синдром при беге

Сухожилие Тендинопатия (включает паратенонит, 
теносиновит, тендиноз и тендинит)

Тендинопатия ахиллова сухожилия у футболистов;
Тендиноз надколенника в волейболе («колено прыгуна»)

Сустав Синовит;
Травмы верхней губы;
Хондропатия;
Травмы внутренних структур сустава

Поражения передне-верхне-заднего отдела губы плечевого 
сочленения (SLAP) у спортсменов, занимающихся метанием 
(бейсбол, крикет);
Повреждения внутренних структур коленного сустава (бег, прыжки)

Связочный аппарат Хроническая дегенерация/микроразрывы Травма коллатеральной локтевой связки в бейсболе

Кость Стрессовая реакция,
стрессовый перелом;
Остеит, периостит;
Апофизит

Стрессовый перелом плюсневой кости при беге и в балете;
Синдром напряжения медиальной большеберцовой кости в беге 
и танцах;
Поражение Осгуда — Шлаттера;
Стрессовый перелом 

Таблица подготовлена авторами по данным [21]



107

Обзор | Спортивная медицинаReview | Sports Medicine

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2024, ТОМ 26, № 4

спортсменами ввиду специфики сбора и интерпретации 
жалоб в педиатрической практике, что требует более 
тщательного подхода к опросу юного пациента лечащим 
врачом. Другой диагностической проблемой является 
низкая чувствительность и специфичность стандартных 
травматолого-ортопедических тестов к ряду малых по-
вреждений ОДА. Такие тесты по большей части ориенти-
рованы на оценку пассивного объема движений, актив-
ное функционирование опорно-двигательного аппарата 
спортсмена и не ассоциированы с конкретным видом 
спорта, что ограничивает их клиническую значимость 
и применение [21].

Малые повреждения проявляются, как правило, 
при выполнении специфических активных движений, ха-
рактерных для определенных видов спорта, которые за-
частую невозможно воспроизвести в условиях стандарт-
ного клинического осмотра.

Учитывая частоту встречаемости малых травм 
и повреждений ОДА, в том числе у несовершеннолетних 
спортсменов, требуется системный подход в клинико-
диагностическом обследовании с тщательным сбором 
жалоб и анамнеза, что позволит своевременно диагно-
стировать имеющуюся патологию и разработать персо-
нифицированный подход к ведению лечения.

В работе M. Dietvorst описаны особенности диагно-
стики повреждений передней крестообразной связки 
у детей и подростков и подтверждена диагностическая 
ценность сбора анамнеза, физического осмотра и прове-
денной артроскопии [22]. В своем исследовании D. Endele 
показал достаточную эффективность стандартных кли-
нических, рентгенологических и ультразвуковых методов 
диагностики для первичного выявления переломов и по-
вреждений связок голеностопного сустава у детей [23].

Тщательный сбор анамнеза является незаменимым 
инструментом для диагностики повреждений ОДА, ко-
торый позволяет не только выявить механизм травмы, 
но и сделать заключение о предполагаемом типе повреж-
дения, а также определить наиболее целесообразные на-
правления дальнейшего обследования и лечения.

Болевой синдром может носить диффузный или ло-
кальный характер. При определении интенсивности боли 
наиболее часто, в том числе в травматологической прак-
тике, используют визуальную аналоговую шкалу боли 
(ВАШ) — A Visual Analogue Scale (VAS) [24].

Физикальное обследование включает осмотр суста-
ва на предмет припухлости и его пальпацию на предмет 
болезненности. При этом оценивается ряд факторов: 
местная температура, болезненность, флюктуация, рас-
стройства чувствительности (гиперестезия, гипостезия, 
анестезия), тургор тканей, состояние кожи и мышц, от-
ечность тканей, крепитация отломков, баллотирование 
надколенника, подвижность сухожилий. Пальпаторно 
диагностируется крепитирующий и стенозирующий пара-
тенонит, «щелкающий сустав», «лопаточный хруст». Кроме 
того, проводят измерение длины и окружности конечно-
сти, определяют амплитуду ее движений.

Рентгенологические исследования значительно рас-
ширяют диагностические возможности, позволяя полу-
чить данные, которые нельзя выявить обычными клини-
ческими методами.

В современной клинической практике предпо-
чтение отдается высокоинформативным методам ис-
следования. В качестве основных из них для визуа-
лизации костных и хрящевых структур в настоящее 
время используются ультразвуковое исследование (УЗИ), 

магнитно-резонансная томография (МРТ) и мультиспи-
ральная компьютерная томография (МСКТ) [3, 16].

Авторы, акцентируя внимание на визуализации, по-
ясняют, что первоочередными при диагностике травм 
и повреждений ОДА являются рентгенография, ультра-
звуковое исследование и возможно расширение спектра 
применяемых методов (при необходимости) [25].

Достаточно высокой точностью для диагностики 
внутрисуставных повреждений обладает УЗИ суставов. 
При этом исследовании коленного сустава наиболее ча-
сто выявляемыми являются повреждения внутреннего 
и наружного менисков.

В работе, посвященной скрытым внутрисуставным 
травмам коленного сустава у детей, показана необходи-
мость использования МРТ-диагностики для установления 
диагноза при отсутствии или минимальном количестве 
рентгенологических данных [26].

В некоторых исследованиях сделан акцент на значи-
мости магнитно-резонансной томографии в диагностике 
повреждений связочного аппарата коленного сустава 
у детей [27].

МРТ обладает высокой мягкотканной контрастностью 
и позволяет проводить исследование в любых плоскостях 
с учетом анатомических особенностей пациента (вклю-
чая трехмерные изображения). Более того, МРТ является 
единственным методом неинвазивной диагностики, обла-
дающим высокой чувствительностью и специфичностью 
при выявлении отека и инфильтрации костной ткани. Так, 
например, данным методом могут быть обнаружены даже 
минимальные повреждения менисков, в том числе и в пе-
диатрической практике. МРТ-диагностика позволяет вра-
чу установить точный диагноз и назначить соответствую-
щее лечение.

Таким образом, современная диагностика спортив-
ных травм опирается на комплексный подход, включаю-
щий сбор анамнеза, который определяет характер трав-
мы, обстоятельства ее получения, длительность течения 
(острая или хроническая), клинический осмотр (с прове-
дением провокационных тестов), а также дополнительные 
методы обследования (КТ, МРТ, УЗИ, рентгенографию 
поврежденных сегментов конечности и стандартные ла-
бораторные исследования, такие как клинический и био-
химический анализы крови). При травмах и поврежде-
ниях ОДА у детей, применяя общие подходы к ведению 
пациентов, необходимо особое внимание уделить сбо-
ру жалоб и анамнеза, так как недостаток информации 
или неверная ее интерпретация могут являться причиной 
неправильного диагноза и, как следствие, неверно вы-
бранной тактики обследования и лечения.

Терапия минимальных травм и повреждений крупных 
суставов у детей

Методы лечения и время, затраченное на лечение (консер-
вативное или оперативное), определяются конкретным 
вариантом травмы сегмента (какая ткань повреждена, 
степень ее повреждения), возрастом юного спортсмена 
и видом спорта, которым он занимается.

К наиболее частым спортивным травмам, не требу-
ющим специализированной медицинской помощи, отно-
сятся поверхностные травмы, а именно: ушибы мягких 
тканей, растяжения, разрывы связочного аппарата, по-
вреждения суставов.

Первый этап лечения спортивных травм у детей осно-
ван на протоколе P.R.I.C.E и/или R.I.C.E: защита (Protection), 
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покой (Rest), лед (Ice), компрессия (Compression), воз-
вышенное положение (Elevation) (PRICE). При этом 
под Protection понимается ограничение или исключение 
нагрузки при помощи костылей, трости, частичная иммо-
билизация травмированной области с помощью повязки, 
шины или бандажа; Rest предусматривает ограничение 
движений, «относительный отдых», когда исключаются 
действия, которые нагружают травмированную область 
до такой степени, что возникает боль, или которые могут 
замедлить или предотвратить заживление; Ice — криоте-
рапия при острых травмах для уменьшения отека и бо-
левого синдрома; Compression включает использование 
компрессионной повязки — эластичного бинта для лег-
кой поддержки поврежденной ткани; под Elevation пони-
мают размещение поврежденной области выше уровня 
сердца с целью уменьшения скопления жидкости в по-
врежденной конечности или суставе и, как следствие, 
снижения уровня боли [28]

RICE является основой лечения острых травм мягких 
тканей, пропагандируя консервативный подход в течение 
первых 24–48 часов после травмы. Целью этого протокола 
является минимизация кровотечения, уменьшение отека 
и облегчение дискомфорта в месте травмы, что потенци-
ально ускоряет процесс восстановления [28]. Научные от-
крытия и достижения в клинической практике позволили 
предположить, что RICE не может быть универсальным 
подходом для всех сценариев лечения травм [29, 30].

Новые данные подтверждают использование более 
активных стратегий восстановления, основанных на сле-
дующих принципах: движение, упражнения, обезболи-
вание, лечение (MEAT  —  Movement, Exercise, Analgesia, 
Treatment); защита, оптимальная нагрузка, лед, сжа-
тие, подъем (POLICE  —  Protection, Optimal Loading, Ice, 
Compression, Elevation) и защита, подъем, отсутствие про-
тивовоспалительных средств, компрессия, обучение и на-
грузка, оптимизм, васкуляризация и упражнения (PEACE 
and LOVE — Protection, Elevation, Avoid anti-inflammatories, 
Compression, Education and Load, Optimism, Vascularisation, 
and Exercise) [31, 32]. Таким образом, вышеперечисленные 
принципы подчеркивают важность ранней двигательной 
активности, индивидуальных упражнений и комплексно-
го ухода для улучшения заживления и функционального 
восстановления, однако основополагающие элементы 
RICE по-прежнему сохраняют свою ценность, особенно 
при оказании экстренной помощи после травм [33].

Различные методы лечения направлены на восстанов-
ление анатомической целостности и функциональности 
суставов, минимизацию болевого синдрома, предотвра-
щение развития осложнений и хронических заболеваний 
суставов и (самое главное) на обеспечение безопасного 
и скорейшего возвращения к занятиям спортом.

В современной клинической практике выделяют сле-
дующие методы лечения минимальных травм и повреж-
дений крупных суставов:

1. Консервативное лечение

•	 Иммобилизация сустава: фиксация сустава с помо-
щью гипса, ортезов или бандажей, которая необходи-
ма для стабилизации сустава и предотвращения даль-
нейшего его повреждения [34].

•	 Фармакотерапия: включает в себя применение обе-
зболивающих, противовоспалительных и других пре-
паратов для купирования болевого синдрома и умень-
шения воспалительного процесса. Медикаментозная 

терапия может быть эффективной при легких по-
вреждениях, но не всегда может полностью устранить 
симптомы. Кроме того, некоторые препараты могут 
иметь побочные эффекты, такие как аллергические 
реакции и желудочно-кишечные расстройства [35, 36].

•	 Комплексная медицинская реабилитация, включаю-
щая восстановительные программы: лечебную физ-
культуру (комплекс упражнений, направленный на вос-
становление амплитуды движения в суставах, силы 
мышц, координации движений и равновесия), массаж, 
физиотерапевтические процедуры (для уменьшения 
воспаления, снятия боли и ускорения процесса реа-
билитации) [37].
Консервативное лечение минимальных травм 

и повреждений крупных суставов у несовершеннолетних 
спортсменов имеет ряд преимуществ: оно неинвазивно, 
не требует хирургического вмешательства, что снижает 
риск послеоперационных осложнений, инфекций и руб-
цевания тканей, а также характеризуется минимальным 
риском (по сравнению с операцией консервативное ле-
чение менее рискованно для молодых спортсменов, осо-
бенно в периоды активного роста) и экономичностью. 
Однако консервативное лечение имеет ряд ограничений: 
оно может быть недостаточно эффективным при тяже-
лых повреждениях, требует длительного периода вос-
становления и повышает риск развития хронической 
нестабильности, что может привести к повторным трав-
мам. Таким образом, консервативное лечение является 
перспективным методом лечения минимальных травм 
и повреждений крупных суставов у несовершеннолетних 
спортсменов, однако в ряде случаев может потребовать-
ся хирургическое вмешательство [38].

2. Оперативное лечение

Хирургическое вмешательство применяется при тяжелых 
повреждениях, требующих восстановления целостности 
связок, хрящей или костей, а также для стабилизации 
суставов. Показаниями к оперативному вмешательству 
служат полный или частичный разрыв связок, не под-
дающийся консервативному лечению, переломы костей 
сустава, требующие фиксации фрагментов, а также вос-
палительные процессы, которые не поддаются консер-
вативному лечению, хрящевые дефекты, вызывающие 
боль, ограничение подвижности и угрожающие разруше-
нию суставной поверхности, постоянные вывихи или под-
вывихи, не поддающиеся консервативной терапии [39]. 
Оперативное вмешательство позволяет восстановить 
анатомию сустава и обеспечить его стабильность (что 
необходимо для восстановления функции и предотвра-
щения повторных травм), уменьшить болевой синдром, 
улучшить подвижность сустава и повысить качество жиз-
ни спортсмена. К недостаткам данного лечения относят 
риск осложнений и длительный период реабилитации.

Таким образом, операции при травмах суставов 
у спортсменов, включая несовершеннолетних, являются 
серьезным вмешательством, которое требует тщательно-
го планирования и индивидуального подхода.

3. Малоинвазивные методы (внутрисуставные инъекции)

PRP-терапия (Platelet Rich Plasma)  —  это инноваци-
онный метод лечения, который активно применяется 
в различных областях медицины, особенно в ортопедии 
и спортивной медицине [40, 41]. Данный метод основан 
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на использовании аутологичной (собственной) плаз-
мы крови пациента, обогащенной тромбоцитами [40]. 
Тромбоциты содержат факторы роста, которые стимули-
руют регенерацию тканей, ускоряют заживление и спо-
собствуют восстановлению после травм или операций 
[41]. Одним из главных преимуществ PRP-терапии явля-
ется быстрое восстановление после процедуры [40, 41]. 
Пациенты могут вернуться к спортивным нагрузкам уже 
через несколько дней после проведения данной проце-
дуры. Кроме того, PRP может помочь улучшить кровоо-
бращение и обмен веществ в тканях сустава, что также 
способствует их восстановлению. Этот метод является 
безопасным, что связано с минимальным риском аллер-
гических заболеваний. Немаловажно, что состав PRP 
может быть адаптирован под индивидуальные потребно-
сти пациента. Это делает данный метод универсальным 
для различных видов травм и заболеваний. Кроме того, 
в настоящее время имеется возможность использования 
PRP в профессиональном спорте, несмотря на содержа-
ние в составе ростовых факторов, которые самостоя-
тельно рассматриваются в качестве допинга и в соответ-
ствии с решением Антидопингового агентства являлись 
причиной сдерживания применения PRP до 2011 года 
в спортивной медицине при повреждении мышц [42].

Таким образом, существует несколько вариантов те-
рапии травм ОДА, при этом выбор конкретного метода 
зависит от вида поврежденной ткани, характера и сте-
пени тяжести повреждения, возраста спортсмена и вида 
спорта, а также от типа травмы (острая или связанная 
с перенапряжением / чрезмерной нагрузкой). С целью 
облегчения болевого синдрома, сокращения реабили-
тационного периода и скорейшего возвращения в спорт 
высоких достижений при отсутствии показаний к хирур-
гическому лечению приоритетными в применении, не-
сомненно, являются малоинвазивные методы, включая 
PRP-терапию как в качестве монотерапии, так и в ком-
плексе с консервативным лечением [43].

PRP-терапия как инновационный метод лечения 
минимальных травм и повреждений крупных 
суставов в педиатрической практике и спортивной 
медицине

Современные знания об анатомии и физиологии раз-
вития ребенка, учитывающие возрастные особенности 
и процессы роста, в сочетании с передовыми методами 
обследования (МРТ, КТ, УЗИ) вывели диагностику травм 
и повреждений на качественно новый уровень, позволяя 
выявлять даже минимальные повреждения и назначать 
соответствующее патогенетически обоснованное лече-
ние [3, 18].

Консервативное лечение, включающее покой, иммо-
билизацию и физиотерапию, несомненно, доказало свою 
эффективность и проверено временем, но сегодняшние 
реалии диктуют свои условия, требующие более быстро-
го заживления поврежденной части и своевременного 
возвращения к спортивной форме, в том числе в спорт 
высших достижений [34–36].

Вышеуказанное явилось стимулом к поиску новых 
методов лечения. В области ортопедической медицины 
поиск инновационных методов терапии, направленных 
на облегчение боли, ускорение восстановления и содей-
ствие регенерации тканей, привел к появлению такого 
раздела, как регенеративная терапия. В ее основе ле-
жит применение инновационных клеточных технологий 

и продуктов для восстановления поврежденных тканей 
и органов. В рамках развития регенеративной терапии 
большое значение имеет применение ортобиотических 
продуктов  —  биологических веществ, которые способ-
ствуют более быстрому восстановлению поврежденных 
тканей. К ним относятся гиалуроновая кислота, плаз-
ма, обогащенная тромбоцитами (PRP), мезенхимальные 
стволовые клетки, концентрат аспирата костного мозга 
(BMAC), культивированные мезенхимальные стволовые 
клетки [44]. Ортобиотические продукты естественным об-
разом содержатся в организме, но в более высоких кон-
центрациях могут способствовать ускорению процесса 
заживления [45].

Среди новых методов биотерапии травм и повреж-
дений ОДА в последнее время большое внимание уде-
ляется применению PRP-терапии, показывающей поло-
жительные результаты купирования болевого синдрома, 
улучшения функции и сокращения реабилитационного 
периода у пациентов с травмами опорно-двигательного 
аппарата [46–48].

PRP является методом ортобиологического воздей-
ствия, в основе которого лежит применение биологи-
чески активных молекул тромбоцитов [49]. На исходных 
уровнях тромбоциты функционируют как естественный 
резервуар факторов роста, включая фактор роста тром-
боцитарного происхождения (PDGF), эпидермальный 
фактор роста (EGF), трансформирующий фактор роста 
бета-1 (TGF-β1), фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), 
базовый фактор роста фибробластов (FGF), фактор ро-
ста гепатоцитов (HGF) и инсулиноподобный фактор ро-
ста (IGF-I).  PRP обычно используется в ортопедической 
практике для ускорения заживления тканей в результате 
полученных травм, в том числе связанных с занятиями 
спортом [50].

Согласно отечественной и зарубежной литературе 
Platelet Rich Plasma — это обобщающий термин, обознача-
ющий группу продуктов аутологичной крови человека [51].

PRP включает в себя продукты, полученные из ауто-
логичной крови, такие как: богатая тромбоцитами плазма 
(Platelet-Rich Plasma), аутологичная кондиционированная 
плазма (Autologous Conditioned Plasma). 

Полученные из тромбоцитов продукты были класси-
фицированы на чистый PRP (Pure Platelet-Rich Plasma / 
Р-PRP), плазму, обогащенную факторами роста (Plasma 
Rich Growth Factors / PRGF), лейкоцитарную и тром-
боцитарную плазму, чистый тромбоцитарный фибрин 
(Pure Platelet-Rich Fibrin / P-PRF), а также лейкоцитарный 
(Leukocyte-Platelet-Rich Fibrin / L-PRF) и тромбоцитарный 
фибрин (Advanced / A-PRF). Состав этих продуктов мо-
жет варьироваться в зависимости от содержания клеток 
и фибрина, а также от плотности фибриновой сети [52].

В 2009 году была предложена первая классификация 
концентратов тромбоцитов [53]. Эта классификация про-
ста и основана на содержании тех или иных компонентов 
крови и их количестве. Данная классификация разделяет 
продукты по двум главным параметрам: клеточному со-
ставу (в основном лейкоцитов) и архитектуре фибрина. 
Это разделение позволило определить 4 основных се-
мейства для перегруппировки продуктов.

1.  Продукты Pure Platelet-Rich Plasma (P-PRP), 
или Leukocyte-Poor Platelet-Rich Plasma, — это препараты 
без лейкоцитов и с фибриновой сетью низкой плотности 
после активации. По определению все продукты этого се-
мейства могут использоваться в виде жидких растворов 
или в форме активированного геля. Поэтому его можно 
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вводить инъекционно (в виде раствора) или наносить 
в виде геля на поверхность раны или шва (аналогично 
использованию фибриновых клеев). К ним относятся бо-
гатая тромбоцитами плазма (Platelet-Rich Plasma / PRP), 
аутологичная кондиционированная плазма (Autologous 
Conditioned Plasma /ACP).

2.  Продукты плазмы, обогащенной лейкоцитами 
и тромбоцитами (L-PRP), представляющие собой препа-
раты с лейкоцитами и сеткой фибрина низкой плотности 
после активации. По определению, как и P-PRP, все про-
дукты этого семейства могут использоваться в виде жид-
ких растворов или в форме активированного геля [54].

3.  Чистый богатый тромбоцитами фибрин (P-PRF) 
или бедный лейкоцитами и богатый тромбоцитами фи-
брин — это препараты без лейкоцитов, но с высокоплот-
ной фибриновой сетью. По определению эти продукты 
существуют только в форме сильно активированного 
геля и не могут быть введены инъекционно или использо-
ваны как традиционные фибриновые клеи.

4.  Продукты Leukocyte- and Platelet-Rich Fibrin (L-PRF) 
представляют собой препараты с лейкоцитами и с высо-
коплотной фибриновой сетью [55].

Описанная выше классификация систематизирова-
на и охватывает все формы концентратов тромбоцитов. 
В травматологии и ортопедии была предложена своя 
классификация, которая основана на применении плаз-
мы, обогащенной тромбоцитами (только PRP).

Mishra et al. предложили классифицировать продук-
ты PRP с учетом концентрации тромбоцитов и лейкоци-
тов специально для использования в лечебной практике 
у спортсменов [49]. Эта классификация подразделяет 
PRP на четыре типа в зависимости от присутствия или от-
сутствия лейкоцитов, а также от того, активирована PRP 
или нет. Согласно этой классификации тип 1 PRP пред-
ставляет собой раствор L-PRP, тип 2 PRP — гель L-PRP, 
тип 3 PRP  —  раствор PPRP, тип 4 PRP  —  гель P-PRP. 
Данная классификация по принципу конструирования 
аналогична общей, опубликованной в 2009 году, однако 
подразделение продуктов PRP ограничено клеточным 
составом и активацией, что делает ее более понятной 
для клинического применения [49].

Единственным новым параметром этой классифика-
ции является оценка концентрации тромбоцитов, при-
чем PRP типа A в 5 и более раз превышает концентрацию 
тромбоцитов в крови, а PRP типа B только в 5 раз превы-
шает концентрацию тромбоцитов в крови. Этот последний 
параметр является спорным, поскольку концепция учета 
концентрации тромбоцитов в составе продукта PRP была 
в значительной степени отвергнута в предыдущие годы 
по логичной причине: концентрация тромбоцитов зави-
сит только от объема жидкой сыворотки, используемой 
для поддержания тромбоцитов в суспензии. Количество 
сыворотки сильно варьируется в зависимости от прото-
кола и ожидаемого применения и не влияет на предпо-
лагаемый эффект. Концепция абсолютного количества 
тромбоцитов была бы более логичной, даже если бы боль-
шинство публикаций не смогли обнаружить четкого и вос-
производимого влияния этого параметра на клинические 
результаты. С этой точки зрения 5-кратный порог не имеет 
общепринятого смысла и обоснования [56].

PRP обладает выраженным противовоспалительным, 
обезболивающим и прорегенераторным и антиапоптоти-
ческим действием, стимулирует рост и миграцию фибро-
бластов и остеобластов. Поэтому она широко использует-
ся для лечения последствий травм опорно-двигательного 

аппарата. Многочисленными исследованиями доказана 
эффективность PRP при пателлярной тендинопатии, ла-
теральном эпикондилите, повреждении ротаторной ман-
жеты плеча, травмах сухожилий и мышц различной лока-
лизации [50, 51].

Таким образом, PRP-терапия представляет собой пер-
спективный метод лечения повреждений крупных суста-
вов, который может стать альтернативой традиционным 
методам лечения, таким как консервативная терапия 
и хирургическое вмешательство.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Современная медицина уделяет большое внимание диа-
гностике травм и повреждений у юных спортсменов, 
особенно в контексте восстановительных мероприятий 
после минимальных травм и повреждений крупных суста-
вов. Понимание обстоятельств травмы (причин, времени, 
механизмов), а также точное определение поврежденной 
ткани в конкретном сегменте конечности спортсмена яв-
ляются ключевыми факторами для врача, позволяющими 
определить оптимальную тактику обследования и разра-
ботать индивидуальный план лечения, а также спрогно-
зировать процесс восстановления и возможность воз-
вращения к полноценной спортивной нагрузке. Особое 
внимание следует уделять юным спортсменам, у которых 
костно-мышечная система находится только в стадии 
формирования и более уязвима к повреждениям.

Благодаря современным инструментальным мето-
дам можно предотвратить развитие осложнений и вы-
брать оптимальное лечение. Клинический осмотр и сбор 
анамнеза позволяют врачу получить первичное пред-
ставление о состоянии пациента, помогая выявить ос-
новные жалобы и симптомы. Инструментальные методы 
исследования, такие как рентгенография, КТ, МРТ и УЗИ, 
предоставляют более детальную информацию о структу-
ре и функции органов и систем организма, что дополняет 
клиническую картину, формирует системное представ-
ление лечащего врача о патологическом процессе и спо-
собствует постановке точного диагноза.

Комплексный подход, объединяющий клинический 
осмотр и инструментальные исследования, является 
ключевым фактором для обеспечения точности и объ-
ективности оценки состояния пациента, что, в свою оче-
редь, позволяет выявить заболевания на ранней стадии, 
провести дифференциальную диагностику и оценить эф-
фективность лечения.

Наряду с традиционными подходами к терапии ми-
нимальных травм и повреждений ОДА у спортсменов, 
в том числе у детей и подростков, включающими консер-
вативный и хирургический методы, в последние годы все 
больше внимания уделяется малоинвазивному лечению, 
предусматривающему применение ортобиотических про-
дуктов. Последние способствуют ускорению процесса 
заживления поврежденных клеток, тканей и органов, 
сокращению реабилитационного периода, что является 
особенно важным для юных спортсменов в рамках раз-
вития профессиональных спортивных компетенций.

Наиболее перспективным малоинвазивным мето-
дом биотерапии травм и повреждений ОДА, особенно 
в аспекте применения в детской и подростковой группе 
спортсменов, является PRP-терапия (терапия богатой 
тромбоцитами плазмой). Данный метод позволяет суще-
ственно восстанавливать анатомическую целостность 
поврежденных элементов, купировать болевой синдром 
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в покое, при физической нагрузке и в стресс-тесте с воз-
можностью сохранения функции травмированного су-
става и реабилитации в кратчайшие сроки. PRP-терапия 
представляет собой альтернативу традиционным мето-
дам лечения, открывая новые горизонты в регенератив-
ной и спортивной медицине.

Таким образом, комплексный подход к диагностике, 
объединяющий клинический осмотр и инструментальные 

исследования, применение малоинвазивных иннова-
ционных клеточных технологий у несовершеннолетних 
профессиональных спортсменов с травмами и повреж-
дениями ОДА, включая крупные суставы, становится не-
заменимым инструментом в руках врача, помогая ему 
точно оценить состояние юного пациента, обеспечить 
ему наиболее эффективное лечение и быстрое восста-
новление после травм.
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ПЕРСПЕКТИВНЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ МОНИТОРИНГА СОСТОЯНИЯ ЗДОРОВЬЯ ЧЕЛОВЕКА 
В УСЛОВИЯХ ДЛИТЕЛЬНОГО КОСМИЧЕСКОГО ПОЛЕТА

В.А. Иванов1, Я.Д. Шанский1, К.А. Прусаков1, Ю.А. Беспятых1,2, Д.В. Басманов1
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Введение. В связи с увеличением длительности космических полетов растет и продолжительность пребывания членов экипажа в неблагоприят-

ных условиях микрогравитации, что требует разработки подходов, направленных на диагностику состояния здоровья непосредственно в процес-

се полета. Данное исследование направлено на поиск и выбор перспективных биологических маркеров, целесообразных для изучения в условиях 

космического полета.

Цель. Изучить современное состояние проблемы и определить биохимические и молекулярные маркеры, наиболее перспективные для направ-

ления медико-биологических исследований, выполняемых в условиях космического полета.

Результаты. Проведен анализ данных литературы, посвященных изучению методов контроля уровня биологических маркеров, характеризую-

щих вызываемые условиями космического полета изменения иммунной, выделительной, репродуктивной систем, опорно-двигательного аппарата 

и системы свертывания крови.

Выводы. В настоящем обзоре рассмотрены данные, касающиеся биологических маркеров, позволяющих контролировать состояние здоровья 

космонавтов. По мнению коллектива авторов, наиболее перспективными являются белковые маркеры, отражающие перестройку костной ткани. 

Развивающееся в результате микрогравитации снижение плотности костной ткани потенциально несет риски травматизма, поэтому скрининговая 

диагностика состояния опорно-двигательной системы является актуальной проблемой лабораторной диагностики. Исходя из данных литературы, 

наиболее информативными маркерами образования новой костной ткани могут служить P1NP и остеокальцин, а ее лизиса — С-телопептид кол-

лагена, пиридиновые сшивки и тартрат-резистентная кислая фосфатаза.

Ключевые слова: космическая медицина; ремоделирование кости; биологические маркеры; минерализация кости; космос; невесомость; тромбоз
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PROSPECTIVE DIRECTIONS IN HUMAN HEALTH MONITORING DURING LONG-TERM SPACEFLIGHTS

Viktor A. Ivanov1, Yaroslav D. Shansky1, Kirill A. Prusakov1, Julia A. Bespyatykh1,2, Dmitry V. Basmanov1 

1 Lopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Moscow, Russia
2 Mendeleev University of Chemical Technology of Russia, Moscow, Russia

Introduction. The increasing duration of spaceflights and the associated prolonged exposure of space crewmembers to unfavorable microgravity conditions 

necessitate the development of improved approaches to diagnosing the health status directly during the flight. This study is aimed at searching and selecting 

promising biological markers suitable for studying directly during spaceflights.

Objective. To review the current status of the abovementioned problem and to identify biochemical and molecular markers most promising for biomedical 

research in spaceflight conditions.

Methods. A literature review of methods currently used for monitoring the level of biological markers characterizing variations in the immune, excretory, re-

productive, musculoskeletal, and blood coagulation systems caused by spaceflight conditions was carried out.

Findings. Data concerning biological markers used for monitoring the health status of space crewmembers were analyzed. The authors argue that protein 

markers reflecting bone tissue remodeling hold particular promise. The decrease in bone tissue density developed as a result of microgravity carries poten-

tial risks of traumatism, thus making screening diagnostics of the state of the musculoskeletal system a key focus of laboratory diagnostics. The conducted 

literature review suggests that P1NP and osteocalcin may serve as the most informative markers of new bone tissue formation, while collagen C-telopeptide, 

pyridine cross-links, and tartrate-resistant acid phosphatase may serve as markers of bone tissue lysis.
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For citation: Ivanov V.A., Shansky Y.D., Prusakov K.A., Bespyatykh J.A., Basmanov D.V. Prospective directions in human health monitoring during long-term 
spaceflights. Extreme Medicine. 2024;26(4):114–122. https://doi.org/10.47183/mes.2024-26-4-114-122

Funding: the study was performed within the framework of the state assignment “Amalthea-1”, R&D Reg. No. 124031500113-3.

Potential conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.

  Viktor A. Ivanov Vanov.va@inbox.ru

Received: 7 July 2024 Revised: 7 Oct. 2024 Accepted: 9 Oct. 2024

© В.А. Иванов, Я.Д. Шанский, К.А. Прусаков, Ю.А. Беспятых, Д.В. Басманов, 2024

4.0

Review | Space Medicine

mailto:Vanov.va@inbox.ru


115

Обзор | Космическая медицинаReview | Space Medicine

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2024, ТОМ 26, № 4

ВВЕДЕНИЕ

В связи с увеличением объема разнообразных работ, 
выполняемых в условиях космического полета каждым 
членом экипажа (включая проведение длительных тех-
нических и биологических экспериментов), растет про-
должительность пребывания космонавтов на околозем-
ной орбите. Нахождение в условиях космоса включает 
длительные неблагоприятные воздействия невесомости, 
а именно: гиподинамии, длительного нахождения в зам-
кнутом объеме, повышенного уровня шумовой, радиаци-
онной, психологической нагрузок, а также ограниченного 
рациона питания [1]. Человечество не оставляет надежд 
на длительные пилотируемые миссии за пределы ближне-
го космоса, что потребует еще большей продолжительно-
сти пребывания в неестественных для организма челове-
ка условиях. Поддержание физического и психического 
здоровья космонавтов требует изучения особенностей 
функционирования органов и систем человека в усло-
виях продолжительного полета. Уровень технического 
развития дает возможность создавать лабораторные 
анализаторы, адаптированные для работы в условиях 
космической станции и позволяющие проводить оценку 
множества параметров функционирования систем орга-
низма, корректируя при необходимости рацион питания, 
физическую нагрузку и условия жизни.

Существуют различные подходы для оценки функци-
онального состояния организма, а именно: проведение 
измерений, в том числе неинвазивных, во время полета 
и в условиях невесомости; сбор и хранение образцов с по-
следующим их анализом после возвращения на Землю.

Проведение измерений непосредственно в условиях 
невесомости дает возможность избегать дополнитель-
ных манипуляций, связанных с консервацией, хранением 
и доставкой биологических образцов, исключая тем са-
мым влияние условий хранения/транспортировки на це-
левые компоненты в этих биосредах. Большое внима-
ние уделяется разработке и применению неинвазивных 
методов диагностики состояния здоровья космонавтов, 
таких как доплеровское определение клеточного состава 
крови [2], оценка распределения жидкостей тела [3], ве-
лоэргометрия и другие. К сожалению, на сегодня данные 
методы не позволяют оценивать малые изменения пара-
метров и анализировать специфические маркеры клини-
ческих состояний организма человека.

Широко распространенный подход со сбором био-
логических образцов в процессе полета с последующей 
доставкой для анализа на Землю неприменим для мно-
жества клинико-лабораторных показателей из-за невоз-
можности проведения их анализа после заморажива-
ния и/или длительного хранения биосред. Кроме того, 
при данном подходе анализ динамики изменения лабо-
раторных показателей осуществим только по истече-
нии длительного времени, что исключает возможность 
внесения необходимых корректировок в протокол про-
ведения эксперимента, а также не позволяет проводить 
мониторинг и корректировку состояния здоровья космо-
навтов в реальном времени [4].

Таким образом, в настоящий момент актуальным яв-
ляется поиск, анализ, выбор биологических маркеров, 
отражающих изменения в состоянии здоровья человека 
во время космического полета и способствующих разра-
ботке и совершенствованию валидных диагностических 
тест-систем для оценки функционального состояния здо-
ровья космонавтов.

Цель работы  — изучение современных перспектив-
ных направлений медико-биологических исследований, 
проводимых в условиях космического полета.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Современное состояние проблемы

В настоящее время проведено достаточно большое ко-
личество исследований, изучающих состояние здоровья 
космонавтов. Однако большинство из них подразумевает 
осуществление клинико-лабораторного анализа уже по-
сле возвращения космонавтов на Землю. Их результаты, 
пополняя базу знаний в области космической медицины, 
непригодны для оценки состояния здоровья в процессе 
полета. Диагностическая ценность таких образцов мини-
мальна, поскольку они не отражают динамику изменений 
в состоянии органов и систем космонавтов на момент 
их пребывания в космосе. Важно учитывать, что в ус-
ловиях невесомости невозможна адекватная организа-
ция длительного хранения и доставки в земные условия 
биологических образцов, содержащих цельные клетки. 
Кроме того, необходимость анализа ряда биологических 
субстратов, в частности протеинсодержащих, непосред-
ственно во время аэрокосмического полета обусловлена 
недопустимостью их замораживания.

В условиях космоса / космической экспедиции в свя-
зи с изменением поведения биологических жидкостей 
при малой гравитации изменяются требования к забору 
биологического материала. Инвазивный забор биосуб-
страта с применением традиционных технологий (с  по-
мощью шприца или открытым способом) становится 
затруднительным. Процедура забора крови связана с ве-
нопункцией, что в условиях космической станции несет 
риски образования низкодисперсного аэрозоля в возду-
хе или развития инфекционных осложнений. Актуальным 
для анализа становится использование биологических 
сред, доступных при малоинвазивном или самостоя-
тельном способах забора. К таковым биосубстратам от-
носятся слюна, отпечатки пота и образцы мочи. При не-
обходимости проведения исследований на компонентах 
крови следует стремиться к минимизации объема алик-
вот и учитывать ограничения, связанные с особенностя-
ми систем вакуумного отбора образцов.

Кроме того, изменяются предпочтения перед опре-
деленной техникой внесения образцов в рабочую зону 
тест-системы. Например, становится нереализуемой 
инкубация свободно налитой жидкости при выполне-
нии традиционного иммуноферментного анализа (ИФА). 
В условиях микрогравитации сохраняются адгезион-
ные/капиллярные взаимодействия жидкости с твердой 
фазой, что позволяет в настоящее время использовать 
на Международной космической станции (МКС) диа-
гностические системы в виде тест-полосок. Однако по-
добные тест-системы имеют ряд ограничений, одним 
из которых является полуколичественное определение 
концентраций. Необходимо отметить, что стремитель-
ное развитие микрофлюидных технологий и успешное их 
применение в земных условиях дает возможность пред-
положить, что адаптация данных технологий для условий 
микрогравитации позволит перейти к анализу биологиче-
ских маркеров, включая методы ИФА.

На сегодня ряд физиологических параметров, таких 
как содержание уровня гемоглобина, концентрация глю-
козы в крови и другие, в условиях космической станции 
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измеряют методом иммунохемилюминесценции на тест-
полосках («Рефлотрон», F.Hoffmann-La Roche Ltd. / Roche 
Diagnostics GmbH, Германия) [5]. Иные аналиты и образцы 
требуют транспортировки в земные условия и подверга-
ются анализу по завершении полета. К таким образцам 
относятся сыворотка крови, смывы с внутренних по-
верхностей станции и поверхностей пробоотборников, 
образцы для микробиологических исследований, напри-
мер собранные в рамках эксперимента «Хроматомасс-
спектр М». Подобные исследования важны для изучения 
непрерывно меняющегося микробиома станции [6], свя-
занного с постоянным обменом микрофлорой с космо-
навтами [7], однако срочность получения таких результа-
тов значительно ниже, чем в случае контроля состояния 
здоровья экипажа.

В настоящее время опубликованы результаты ряда 
проектов по изучению состояния здоровья космонавтов 
по отдельным индикативным маркерам различных со-
стояний систем организма в условиях микрогравитации. 
Так, в рамках эксперимента «Спланх» на МКС, а ранее 
на космической станции «МИР» на модифицированном 
приборе «Рефлотрон-4» проводились измерения уров-
ня маркеров поражения сердечно-сосудистой системы: 
аспартатаминотрансферазы (АСТ), аланинаминотранс-
феразы (АЛТ). Гематологические исследования в усло-
виях космического полета выполнялись на борту МКС, 
а ранее на станции «МИР» на протяжении 15 месяцев 
в ходе 3-х экспедиций «МИР» (15, 16 и 17-й). Эти иссле-
дования включали оценку клеточного состава крови, ге-
матокрита, гемоглобина, ретикулоцитов, лейкоцитарной 
формулы [8]. Анализы проводились на мазках капилляр-
ной крови с применением прибора «Микровзор», соче-
тающего микроскоп с телепередатчиком. В российском 
сегменте МКС измерение гематокрита проводилось 
при помощи прибора «Гематокрит». Н. Kunz, Н. Quiriarte 
et al. зафиксировали, что на ранних этапах полета был 
значительно повышен уровень гематокрита, он остает-
ся таковым на протяжении всего пребывания в космо-
се, что связано со снижением объема циркулирующей 
крови и плазмы крови в условиях микрогравитации. 
В раннем послеполетном периоде отмечено снижение 
гематокрита ниже предполетного уровня, что свиде-
тельствует о потере пула клеток [9]. Некоторыми автора-
ми (П.А. Михайлов и соавт.) в экспериментах на живот-
ных отмечено развитие функциональной эритропении 
и роста числа аномальных эритроцитов при ортостати-
ческом вывешивании [10].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Особенности влияния условий космического 
полета на иммунную систему

Необходимость изучения особенностей функциониро-
вания иммунной системы экипажа космических стан-
ций диктуется спецификой условий на них: замкнутое 
пространство пилотируемых станций, наличие скрытых 
полостей, сниженная гравитация, способствующая об-
разованию аэрозолей в воздухе. Все это является благо-
приятной средой для роста и передачи патогенных ми-
кроорганизмов, в том числе вируса герпеса [11]. A.M. Paul, 
S.D. Mhatre et al. в качестве оценки клеточного компо-
нента проводили подсчет лейкоцитарной формулы кро-
ви и цитокинового профиля [12, 13]. В их исследовании 
было установлено снижение количества эозинофилов 

и некоторое повышение числа нейтрофилов при пасси-
визации Т-лимфоцитов in vitro, что, вероятно, связано 
со снижением экспрессии CD3 и IL-2 рецепторов на по-
верхности Т-лимфоцитов [14]. В других работах выявлено 
снижение количества лейкоцитов, в частности лимфоци-
тов, моноцитов [9], и дифференцировки лейкоцитов [15]. 
Микрогравитация способствует повышению выработки 
фактора некроза опухоли и развитию апоптоза иммунных 
клеток [16], что подтверждается исследованиями на кле-
точных линиях. C.A. Savary et al. установили, что ден-
дритные клетки, полученные путем дифференцировки 
донорских CD34+ клеток-предшественников, в условиях 
вращающейся культуральной ячейки, моделирующей 
условия микрогравитации, демонстрировали снижение 
способности к фагоцитозу грибов Candida albicans и пре-
зентации антигенов [17].

В ряде работ зафиксировано снижение цитотоксиче-
ской функции натуральных киллеров в отношении лей-
козных клеток линии K562 в условиях in vitro, возникаю-
щих на ранних этапах космического полета [18].

V.K. Ilyin et al. установили, что во время космическо-
го полета снижаются уровни иммуноглобулинов sIgA, 
IgМ, и IgА в слюне и десневой жидкости. Отмеченные 
сдвиги, по всей видимости, могут являться триггерами 
снижения защитной функции слюны и способствовать 
риску возникновения инфекционно-воспалительных 
процессов при выявлении у испытуемых основных па-
радонтопатогенных штаммов возбудителей в ротовой 
полости [19].

В работах C.M. Ott et al. показано, что в условиях 
микрогравитации и длительного космического поле-
та происходит реактивация латентных герпесвирусов, 
о чем свидетельствует повышение частоты определения 
в слюне космонавтов вируса герпеса человека 1-го типа 
и учащение случаев опоясывающего лишая. Кроме того, 
исследователи диагностировали в моче 47% членов эки-
пажа «Спейс Шаттла» цитомегаловирус [20].

Рядом научных исследований подтверждено форми-
рование в условиях космического полета общего дис-
баланса со стороны иммунной системы: с данными на-
рушениями иммунитета столкнулось порядка 46% членов 
экипажа МКС [21]. Зарегистрировано снижение местного 
иммунитета, функциональной активности натуральных 
киллеров, что привело к реактивации латентных виру-
сов, в частности вируса герпеса. Рядом публикаций (по-
рядка 17% сообщений) отмечены аллергические реакции, 
обусловленные как сдвигом цитокинового профиля, так 
и иными факторами космического полета (стресс, кос-
мическая радиация), влияющими на состояние иммунной 
системы [21].

Сотрудниками Национального управления по аэро-
навтике и исследованию космического пространства 
НАСА (National Aeronautics and Space Administration, NASA) 
также были выявлены изменения со стороны иммунного 
ответа у астронавтов в условиях полета на космических 
аппаратах «Apollo» (1975) и «Skylab» (миссия «Skylab-3», 
1973). Собранные в рамках космического полета образ-
цы сыворотки крови были проанализированы на предмет 
содержания микро-РНК miR-21, экспрессия которых уве-
личивается примерно в два раза при ранней активации 
Т-клеток. По результатам исследований 4-х биологиче-
ских образцов с помощью количественной полимеразной 
цепной реакции (ПЦР) установлено подавление экспрес-
сии miR-21 в условиях космического полета и подавле-
ние экспрессии 85 генов. В частности, была снижена 
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экспрессия белка ответа раннего роста 3 (EGR3), Fas-
лиганда суперсемейства TNF (FASLG), белка семейства 
(BTG2), гомолога 2 Спрути (SPRY2) и белка-активатора 
Т-клеточной ГТФазы (TAGAP), чья регуляция осущест-
вляется именно miR-21. По мнению М. Hughes-Fulford et 
al., изменение экспрессии TAGAP функционально может 
быть связано с развитием ревматоидного артрита и мно-
жественного склероза, а снижение экспрессии гена BTG2 
снижает клеточный иммунный ответ [22].

Особенности влияния условий космического полета 
на выделительную систему

Согласно данным литературы, фильтрационную функ-
цию почек в условиях микрогравитации традиционно 
изучали по концентрации креатинина и остаточного про-
дукта метаболизма белков  — концентрации мочевины. 
Поскольку креатинин содержится в мышечных клет-
ках, то, учитывая относительно стабильную мышечную 
массу, уровень его не подвержен существенным ко-
лебаниям. Экскреция креатинина производится поч-
ками, что при отсутствии данных о мышечной травме 
позволяет эффективно оценивать скорость почечной 
фильтрации [23]. Общий анализ мочи традиционно при-
меняется в практике клинико-лабораторной диагности-
ки для оценки выделительной и фильтрующей функции 
почек и оценки гомеостаза организма. В практике кос-
мической медицины он реализуется на платформе вхо-
дящего в состав бортового оборудования МКС анализа-
тора мочи «Уролюкс», в котором используются 10-зонные 
тест-полоски. Измерения проводят методом рефлекси-
онной фотометрии. Оцениваемые параметры включают 
удельную плотность мочи, кислотности (pH), наличие 
лейкоцитов, нитритов, белка, глюкозы, кетоновых тел, 
уробилиногена, билирубина и элементов крови (эритро-
циты, лейкоциты) [24]. В настоящее время биохимический 
анализ мочи является еще одним рутинным комплекс-
ным методом оценки состояния выделительной системы, 
в том числе в условиях космического полета. K. Siew et 
al. сообщают об обратимой перестройке почечных клу-
бочков, вызванной адаптацией к изменениям электро-
литного состава крови, и перераспределении жидкости 
в организме, обусловленном краниальным смещением. 
Отмечено повышение секреции ионов кальция, фосфора 
и магния в выделяемой моче, которое предположительно 
связано с резорбцией костной ткани [25].

Особенности влияния условий космического полета 
на систему свертывания крови

Проблема тромбообразования в условиях микрограви-
тации является актуальной в современной космонавти-
ке. В 2019 году методом УЗИ установлено, что у 6 из 11 
членов экипажа МКС имелось бессимптомное наруше-
ние кровотока в сосудах головы и шеи, при этом у одного 
из космонавтов в ходе планового ультразвукового иссле-
дования был обнаружен окклюзирующий тромбоз левой 
внутренней яремной вены [26]. Причиной тромбообразо-
вания является как снижение скорости движения крови 
по сосудам, связанное с гиподинамией, так и биохимиче-
ские изменения крови и эндотелия. Изменение белково-
го состава крови влияет на толщину и функциональное 
состояние гликокаликса сосудов [27] и меняет реологи-
ческие свойства крови, повышая ее вязкость, что ведет 
к повышенному риску тромбообразования. В раннем 

послеполетном периоде было отмечено увеличение пока-
зателей, свидетельствующих о повышенном потенциале 
тромбообразования, таких как растворимые фибринмо-
номерные комплексы (РФМК) [28], фактор XI, фибриноген, 
фибринопептид А, ингибитор активатора плазминогена 
серпин-3 и многие другие [29]. На формирование тромбо-
за также может влиять плановое употребление оральных 
контрацептивов в процессе полета с целью достижения 
медикаментозной аменореи [30], практикуемой из гигие
нических и водосберегающих соображений у женщин-
космонавтов. Согласно опубликованным данным, регу-
лярный прием препарата, содержащего дроспиренон, 
приводит к снижению концентрации альбумина в плазме 
крови. В отсутствие приема фармпрепаратов белковый 
состав плазмы крови и связанные с этим риски тромбо-
зов не имели половых различий [31]. Однако исследуемая 
выборка космонавтов в настоящее время мала по объ-
ему, и ее дальнейшее увеличение в ходе развития косми-
ческих программ в будущем может выявить предпосылки 
к возникновению разнонаправленных отклонений в си-
стеме гемостаза.

На сегодня повышенный риск тромбообразова-
ния, вызванный длительным пребыванием в условиях 
микрогравитации, связан с рядом факторов, трудно 
поддающихся коррекции, таких как изменения крово-
обращения, клеточного состава крови и активности 
сигнальных молекул. Для выявления патологического 
звена в системе коагуляции необходимо определение 
большого числа биомаркеров, что сопряжено с одно-
временной обработкой различных типов биоматери-
ала и длительным этапом пробоподготовки. Забор 
биоматериалов различного типа в условиях невесо-
мости является нежелательным в связи технически-
ми ограничениями и возрастанием дополнительных 
рисков для здоровья космонавтов. Данные ограниче-
ния выдвигают требования к созданию тест-систем, 
способных анализировать минимальное количество 
интегральных показателей в свертывающей системе 
крови, достаточных для мониторинга состояния здоро-
вья космонавтов, с перспективой возможности опре-
деления механизмов развития конкретной патологии. 
В случае обнаружения тромбоза крупных сосудов вви-
ду логистических особенностей невозможно оказание 
хирургической помощи, а применение медикаментоз-
ной терапии затруднено ввиду ограниченного набора 
фармпрепаратов и развития возможных осложнений, 
способных утяжелить состояние космонавта.

Таким образом, поиск ранних биомаркеров состояния 
системы гемостаза, научное обоснование способов диа-
гностики/коррекции и профилактики коагулопатий у чле-
нов экипажа космических станций является перспек-
тивным направлением развития космической медицины. 
Однако на данный момент количество биологических 
маркеров, необходимых для полной характеристики про-
цессов свертывания, очень велико, что делает их измере-
ние в условиях полета затруднительным.

Потенциальными информативными маркерами функ-
ционирования свертывающей системы крови могут 
быть микро-РНК  — небольшие некодирующие молеку-
лы РНК (16–25 нуклеотидов), выполняющие регулятор-
ную функцию в отношении ряда генов. В исследованиях 
на грызунах, а также в рамках NASA Twins Study были 
выявлены микро-РНК, связанные с системой гемостаза 
и более интенсивно экспрессируемые в условиях косми-
ческого полета: miR-125, miR-16 и let-7a/7c [32, 33]. Данные 
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микро-РНК ассоциированы с механизмами развития ра-
диационного повреждения сосудистой стенки и, следо-
вательно, могут быть предикторами тромбообразования. 
Отмечено изменение уровня miR-16, имеющего противо-
воспалительное и антитромботическое действие [32]. 
На сегодня отсутствует однозначная информация отно-
сительно прогностической ценности определения микро-
РНК в крови человека в связи недостаточным объемом 
накопленных научных данных, и это не позволяет исполь-
зовать микро-РНК в качестве биомаркера контроля со-
стояния здоровья экипажа. Проведение исследований 
микро-РНК связано с постановкой ПЦР, что в условиях 
невесомости пока не реализуется.

Влияние условий космического полета 
на репродуктивную систему

В рамках эксперимента «ИММУНО» (2012–2017  гг.) в те-
чение 5  лет проводили оценку состояния репродуктив-
ной системы космонавтов, осуществлявших длительные 
миссии на МКС. В экспериментальную группу были вклю-
чены исключительно лица мужского пола, что следует 
учитывать при трактовке данных. Проводили измерение 
уровня лютеинизирующего (ЛГ) и фолликулостимулирую-
щего (ФСГ) гормонов, влияющих на синтез тестостерона 
интерстициальными клетками Лейдига [34]. Определяли 
уровень активина A, отвечающего за регуляцию синтеза 
ФСГ, регулирующего иммунный ответ и процесс зажив-
ления ран [35], а также антагонистичного ему белка, вы-
рабатываемого клетками Сертоли ингибина B, подавля-
ющего синтез фолликулостимулирующего гормона [36]. 
Исследование дополняли определением концентрации 
антиспермальных иммуноглобулинов A, G, M (АС-IgA, 
АС-IgG, АС-IgM) и суммы антиспермальных антител, 
а также общего и свободного кортизола в слюне [37], 
тестостерона, эстрадиола и альдостерона [38]. Стоит от-
метить, что все исследования выполняли после завер-
шения космического полета методом ИФА. Установлено, 
что в условиях длительного космического полета повы-
шался уровень эстрогенов, что связывали со снижением 
содержания специфических и неспецифических транс-
портных белков в организме, в то же время отмечали по-
вышение концентрации стрессового гормона кортизола. 
В ходе исследования И.А. Ничипорук и соавт. [37] не уда-
лось однозначно установить совокупность факторов, 
приводящих к гормональному дисбалансу, однако было 
отмечено, что изменения в репродуктивной системе но-
сят обратимый характер.

Особенности влияния космического полета 
на опорно-двигательный аппарат

В условиях длительного космического полета все кос-
монавты подвержены деградации опорно-двигательного 
аппарата, что проявляется в снижении мышечной массы, 
минерализации костей и перестройке коллагена в костях, 
сухожилиях и связках. Большинство крупных костей, ис-
пытывающих в условиях земного тяготения постоянную 
нагрузку, в невесомости подвергаются частичной ре-
зорбции, что ведет как к перестройке микро- и макро-
структуры кости, так и к деминерализации большинства 
костей. Наибольшую опасность вызывают повреждения 
скелета нижних конечностей, тел поясничных позвон-
ков, костей таза, высоконагруженных костей основания 
черепа и шейных позвонков. Менее критичной является 

частичная деминерализация тонких губчатых костей, не-
сущих меньшую нагрузку. Единственным исключением 
являются кости верхней части черепа, плотность кото-
рых в условиях невесомости возрастает, что обусловлено 
естественным компенсаторным ответом на изменяющу-
юся нагрузку. Данные состояния серьезно влияют на фи-
зическое здоровье космонавтов и возможность выполне-
ния ими своих основных задач. В условиях космического 
полета для оценки физического состояния человека про-
водили измерения объема мышц [39], динамометрию, 
миографию [40], тензометрию, биоимпедансометрию, 
являющиеся косвенными методами, не дающими ясной 
картины происходящих в организме процессов. В пред-
полетном и раннем послеполетном периодах проводили 
обследования с использованием неинвазивного метода 
остеоденситометрии [41]. Установлено, что влияние ми-
крогравитации не ограничивается развитием остеопении, 
а сопровождается перераспределением минеральной 
плотности костной ткани.

Состояние мышечной системы и эффективность тре-
нировок перед выходом в открытый космос оценивают 
методом велоэргометрии; на результаты оказывают вли-
яние возраст, состояние сердечно-сосудистой системы, 
утомление. Более того, требуется наличие данных о пре-
дыдущих измерениях исследуемого.

Оптимальным является определение клинических 
молекулярных маркеров, проводимое непосредственно 
в процессе полета и позволяющее оценивать как общее 
состояние, так и его изменение под воздействием нагру-
зок и других внешних факторов. Часть маркеров явля-
ются низкомолекулярными соединениями и выводятся 
почками, что делает доступным их определение в моче, 
в то время как другие маркеры не способны пройти 
почечный барьер, и их определение возможно только 
в крови.

Повреждение мышечной системы можно устанавли-
вать по уровню креатинкиназы, что было реализовано 
в работе [42], однако данный параметр неспецифичен 
относительно вида мышечной ткани и может свиде-
тельствовать о повреждении как скелетной мышцы, так 
и миокарда.

Резорбция кости  — сравнительно медленный про-
цесс, осуществляемый остеокластами. Активированный 
остеокласт фиксируется специфическими белками 
интегринами к костному матриксу и запускает синтез 
катепсина-К, который относится к кислым протеазам, 
способным разрушать структурный коллаген первого 
типа, составляющий более 80% органического вещества 
кости. В результате этого процесса в кровоток попада-
ют крупные фрагменты коллагена, содержащие большое 
количество пиридиновых сшивок. Остеокласты синтези-
руют матриксные металлпротеазы, в результате работы 
которых в очаге резорбции в кровоток попадают крупные 
фрагменты коллагена, состоящие из двух С-телопептидов 
коллагена первого типа, быстро выводящихся с мочой. 
Третьим важным компонентом резорбции кости явля-
ется трансмембранный транспорт в клетку продуктов 
разрушения матрикса с помощью тартрат-резистентной 
кислой фосфатазы. В процессе резорбции происходит 
высвобождение ионов кальция и рост его концентрации 
в крови, что может способствовать развитию уро- и не-
фролитиаза. В исследовании [43] показано повышенное 
содержание кальция в утренней моче и предложено ис-
пользовать его определение для контроля состояния 
костной системы. Однако концентрация ионизированного 
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кальция зависит не только от процессов, происходящих 
в костной ткани, что существенно снижает диагностиче-
скую ценность его определения.

Таким образом, С-телопептид коллагена, пиридино-
вые сшивки (пиридинолин и деоксипиридинолин) и тар-
трат-резистентная кислая фосфатаза являются удобны-
ми маркерами костной резорбции.

Параллельно костной резорбции идет процесс фор-
мирования костной ткани остеобластами. Резорбционную 
гаушипову лакуну заполняют фибробласты и остеобла-
сты, синтезирующие коллаген первого типа, формируя 
остеоид. В процессе созревания коллагена от него отще-
пляется определяемый в крови N-пропептид (P1NP, ами-
но-терминальный пропептид проколлагена 1-го типа), ко-
торый можно рассматривать как маркер формирования 
костного матрикса. В то же время высокая механическая 
прочность кости обеспечивается минеральной состав-
ляющей, в формировании которой важную роль играет 
неколлагеновый белок остеокальцин, способствующий 
минерализации кости за счет укладки ориентирован-
ных кристаллов гидроксиапатита [44]. В формировании 
костного матрикса участвует фермент щелочной фос-
фатазы, точная функция которой до сих пор неизвестна. 
Учитывая, что недостаточный уровень кальция в кро-
ви может препятствовать формированию новой кости 
или провоцировать снижение минерализации, при толко-
вании результатов исследования необходимо учитывать 
уровень ионизированного кальция в крови [45].

Ранее проведенные исследования показали снижение 
P1NP и костной щелочной фосфатазы уже к 8-м суткам 
пребывания в условиях невесомости. Одновременно 
повышались такие маркеры костной резорбции, как пи-
ридиновые сшивки и С-телопептиды коллагена первого 
типа в крови и моче [46].

Влияние на процессы костного ремоделирования 
не ограничивается гиподинамией и ортостатической ги-
потензией. Направление протекающих процессов регули-
руется гуморальной системой, в том числе стероидными 
гормонами. Космический полет связан с серьезными фи-
зическими и психоэмоциональными нагрузками, что ве-
дет к выработке кортизола. Кортизол препятствует фор-
мированию новой костной ткани, сдвигая равновесие 
костного ремоделирования в сторону нарушения трофи-
ки костной ткани и резорбции [47].

В контексте потери костной тканью своей обычной 
структуры в условиях космического полета представля-
ет интерес участие микро-РНК в регуляции образования 
костной ткани de novo. Для проверки гипотезы об из-
менении секреции микро-РНК остеобластами человека 
в условиях микрогравитации была изучена экспрессия 
микро-РНК в бедренной кости крыс. Были выявлены 
14 микро-РНК, значимо снижающих экспрессию в усло-
виях моделирования невесомости, и 5 микро-РНК, экс-
прессия которых в этих условиях значимо увеличива-
лась. Основными мишенями, регулируемыми данными 
микро-РНК, были гены сигнального пути Wnt/β-катенин 
и эстроген-опосредованной регуляции клеточного цикла 
[48]. Предполагается, что полученные результаты могли 
бы косвенно свидетельствовать о состоянии костной тка-
ни космонавта, однако подобные результаты в литерату-
ре на данный момент отсутствуют.

В 2014–2015  гг. НАСА проводило исследования со-
держания в моче соединений, отражающих состояние 
опорно-двигательной системы: мочевины, фосфора 
и кальция, креатинина. Результаты представляли в виде 

отношения к креатинину как показателю, отражающему 
скорость клубочковой фильтрации. Отмечено временное 
снижение соотношений мочевина/креатинин и фосфор/
креатинин, одновременно наблюдали повышение соот-
ношения кальций/креатинин [49].

Исследование протеома мочи после длительного 
космического полета показало исчезновение пептидов: 
рецептора тирозинкиназы (IPI00296992); цитоскелетного 
кератина-1 (IPI00009865); связанного с G-белком рецеп-
тора из семейства C (IPI00789902); ингибитора интер-α 
(глобулина) H4 (IPI00944960) и белка гена SERPING1 
(IPI00879931) [41, 50].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Анализ результатов проведенных исследований по-
зволяет заключить, что наиболее перспективными 
для оценки состояния организма человека в условиях 
невесомости (микрогравитации) являются маркеры сле-
дующих систем: костной, системы свертывания крови, 
иммунной системы.

Развивающееся в результате микрогравитации сни-
жение плотности костной ткани потенциально несет ри-
ски травматизма, например при возвращении космонав-
тов на Землю, поэтому мониторинг состояния костного 
скелета человека является актуальной проблемой лабо-
раторной диагностики. Наиболее информативными мар-
керами образования новой костной ткани могут служить 
P1NP, костная щелочная фосфатаза и остеокальцин, 
а ее лизиса  — С-телопептид коллагена, пиридиновые 
сшивки (пиридинолина и деоксипиридинолина) и тартрат-
резистентная кислая фосфатаза. Микро-РНК также яв-
ляются перспективными маркерами состояния опорно-
двигательного аппарата, однако их участие в регуляции 
ряда систем организма не позволяет судить о процессах 
в костной ткани по отдельно взятым микро-РНК. Выходом 
из данной ситуации может быть многопараметрический 
анализ набора из нескольких микро-РНК. Своего техно-
логического решения требует также трудность постанов-
ки ПЦР в условиях невесомости.

К патологиям сердечно-сосудистой системы, риск ко-
торых повышается в условиях микрогравитации, относит-
ся уменьшение микроциркуляции и развитие тромбозов. 
Наиболее информативными маркерами риска и динамики 
развития тромботических осложнений, согласно доступ-
ным данным литературы, могут служить РФМК, фактор 
XI, фибриноген, фибринопептид А и ингибитор актива-
тора плазминогена серпин-3. Микро-РНК семейств miR-
125, miR-16 и let-7a/7c также являются перспективными 
молекулярными маркерами осложнений со стороны сер-
дечно-сосудистой системы.

В данной работе не рассмотрены маркеры состоя-
ния ЦНС. В настоящее время отсутствуют однозначные 
молекулярные и биохимические маркеры, позволяю-
щие диагностировать конкретное неврологическое на-
рушение, а также выявить различия между здоровыми 
людьми и пациентами с нарушениями деятельности ЦНС. 
Дополнительно нарушения функционирования ЦНС у че-
ловека выявляются уже на этапе отбора специалистов 
к полетам.

Увеличение длительности пребывания в условиях 
микрогравитации, в том числе связанное с перспекти-
вой осуществления пилотируемых межпланетных поле-
тов, выдвигает новые требования к контролю состояния 
здоровья космонавтов. Актуальным является тотальный 
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мониторинг состояния организма, однако ввиду ограни-
чений в условиях космической станции необходимо со-
средоточиться на постепенном внедрении диагностиче-
ских маркеров  — анализаторов для работы в условии 
микрогравитации и последующем расширении пане-
ли. Например, по мнению авторов, стоит рассмотреть 
биологические маркеры, характеризующие процесс 

ремоделирования костной ткани, характеризующийся 
резорбцией костной ткани нижних отделов тела, гипер-
минерализацией костей черепа и шейных отделов по-
звоночника. При этом аналитические системы на основе 
микрофлюидных технологий представляются наиболее 
перспективным инструментом для мониторинга данных 
маркеров во время космического полета.
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КОРРЕЛЯЦИЯ ПАРАМЕТРОВ ПРОТЕОМА КРОВИ С КОЛИЧЕСТВОМ НЕКОТОРЫХ БАКТЕРИЙ 
КИШЕЧНОЙ МИКРОФЛОРЫ У ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН

Д.В. Комиссарова, Л.Х. Пастушкова, Д.Н. Каширина, В.К. Ильин, И.М. Ларина

Институт медико-биологических проблем РАН, Москва, Россия

Введение. Микрофлора кишечника человека обладает целым спектром важных для организма функций: осуществляет неспецифическую 

противовоспалительную защиту посредством продукции бактериоцинов, органических кислот и веществ с бактериостатическими свойствами, 

стимулирует эукариотические клетки к синтезу муцина и веществ с антимикробной активностью, подавляет развитие воспалительных реакций 

в клетках эпителия кишечника. Очевидно, эти бактерии действуют синергично с иммунокомпетентными клетками кишечника, претерпевающими 

изменения в условиях невесомости, моделируемых с помощью «сухой» иммерсии. Регуляторные и метаболические изменения, происходящие 

во время модельных экспериментов, отражаются в том числе на белковом составе крови.

Цель. Выявление взаимосвязи между уровнем белков в крови человека и количеством E. coli, Lactobacillus spp., Enterococcus spp. и Bifidobacterium 

spp. в кишечнике с применением экспериментальной модели 3-суточной «сухой» иммерсии для потенциального использования в качестве клини-

ческих рекомендаций по коррекции микрофлоры кишечника, основываясь на данных протеомного профиля крови.

Материалы и методы. Исследование проведено с участием 6 женщин возрастом 25–40 лет. Во время 3-суточной «сухой» иммерсии испытуе-

мые находились в иммерсионной ванне полностью погруженными в воду комнатной температуры, исключая прямой контакт кожи испытуемых 

и воды. В ходе исследования отбирались фекальные пробы и образцы капиллярной крови у каждой из участниц. Для оценки количества белков 

проводили хромато-масс-спектрометрический анализ образцов высушенных пятен крови с использованием нано-ВЭЖХ Dionex Ultimate3000, 

совмещенным с масс-спектрометром TimsTOF Pro. Исследование количества кишечных бактерий проводили с помощью культурального посева 

предварительно разведенных образцов фекалий на селективные среды по стандартной методике с последующим учетом колоний.

Результаты. Регрессионная модель показала связь между уровнями отдельных белков и представителями кишечной микрофлоры. Была выявле-

на статистически значимая корреляционная взаимосвязь белков крови ENO1 (r = 0,71), MYH9 и SPTA1 (r = -0,99) с количеством E. coli; белков крови 

EPB41, VCP, C8B и CCT2 (r = 0,74) и белков FAH, YWHAE (r = -0,46) с количеством Bifidobacterium spp., а также достоверная сильная положительная 

корреляционная взаимосвязь между Lactobacillus spp. и белками ENO1, CA2 (r = 0,74), S100A6 и HSPA4 (r = -0,87). С количеством Enterococcus spp. 

коррелировал белок CALM2 (r = -0,76).

Выводы. Выявлены комплексы белков, количество которых коррелировало с количеством некоторых видов микрофлоры кишечника: белки, 

связанные с иммунной системой; белки, прямо или косвенно влияющие на процессы пищеварения и минеральный обмен; белки, влияющие на то-

лерантность клеток к гипоксии.

Ключевые слова: микрофлора кишечника; белки крови; «сухая» иммерсия; хромато-масс-спектрометрия

Для цитирования: Комиссарова Д.В., Пастушкова Л.Х., Каширина Д.Н., Ильин В.К., Ларина И.М. Корреляция параметров протеома кро-
ви с количеством некоторых бактерий кишечной микрофлоры у здоровых женщин. Медицина экстремальных ситуаций. 2024;26(4):123–131.  
https://doi.org/10.47183/mes.2024-26-4-123-131

Финансирование: исследование выполнено в рамках тем фундаментальных научных исследований FMFR-2024-0035 и FMFR-2024-0032.

Благодарности: авторы выражают благодарность Елене Сергеевне Томиловской из ГНЦ РФ Института медико-биологических проблем РАН 
за проведение эксперимента с «сухой» иммерсией.

Соответствие принципам этики: исследование одобрено биоэтической комиссией Института медико-биологических проблем РАН (протокол 
№ 544 от 16 июля 2020 г.) и полностью соответствовало принципам Хельсинкской декларации 1964 г. Все участницы исследования добровольно 
подписали информированное согласие после объяснения им потенциальных рисков, преимуществ и характера предстоящего исследования.

Потенциальный конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

  Комиссарова Дарья Валерьевна d.komisarova@yandex.ru

Статья поступила: 06.09.2024 После доработки: 28.10.2024 Принята к публикации: 30.10.2024

CORRELATION OF BLOOD PROTEOME PARAMETERS TO THE NUMBER OF CERTAIN INTESTINAL 
MICROFLORA BACTERIA IN HEALTHY WOMEN

Daria V. Komissarova, Ludmila Kh. Pastushkova, Daria N. Kashirina, Vyacheslav K. Ilyin, Irina M. Larina

Institute of Biomedical Problems, Moscow, Russia

Introduction. Human intestinal microflora fulfils a wide range of important functions for the body. It provides non-specific anti-inflammatory defense through 

the production of bacteriocins, organic acids and substances with bacteriostatic properties. It also stimulates eukaryotic cells to synthesize mucin and 

substances with antimicrobial activity, thus suppressing the development of inflammatory reactions in intestinal epithelial cells. These bacteria obviously act 

synergistically with immunocompetent intestinal cells undergoing changes in zero gravity conditions modeled using dry immersion. Regulatory and metabolic 

changes which occur during model experiments are reflected, inter alia, in the protein composition of the blood.

Objective. Identification of the relationship between the blood protein level and the amount of E. coli, Lactobacillus spp., Enterococcus spp. and Bifidobac-

terium spp. in the intestine using an experimental model of 3-day dry immersion for potential use as clinical recommendations for the correction of intestinal 

microflora, based on data from the proteomic profile of the blood.

Materials and methods. The study was conducted among six women aged 25–40 years. During 3-day dry immersion, the subjects were completely im-

mersed in an immersion bath containing water at room temperature. Direct contact between the subjects’ skin and the water was excluded. During the study, 

fecal samples and capillary blood samples were taken from each of the participants. In order to assess the protein levels, chromatography-mass spectro-

metric analysis of samples of dried blood spots was performed using nano-HPLC Dionex Ultimate3000 combined with a timsTOF Pro mass spectrometer. 

The study of the number of intestinal bacteria was carried out using culture seeding of pre-diluted fecal samples on selective media according to a standard 

technique, followed by consideration of colonies.
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Results. The regression model showed a relationship between the levels of individual proteins and representatives of the intestinal microflora. A statistically 

significant correlation was found between blood proteins ENO1 (r = 0.71), MYH9 and SPTA1 (r = –0.99) with the amount of E. coli; blood proteins EPB41, 

VCP, C8B, CCT2 (r = 0.74), FAH, YWHAE (r = –0.46) with the amount of Bifidobacterium spp. There was also a significant strong positive correlation between 

Lactobacillus spp. and proteins ENO1, CA2 (r =0.74) and S100A6 and HSPA4 (r =–0.87). The CALM2 protein (r = –0.76) correlated with the amount of Entero-

coccus spp.

Conclusions. Protein complexes were identified, the number of which correlated with the number of certain types of intestinal microflora: proteins associated 

with the immune system; proteins which directly or indirectly affect digestion and mineral metabolism; and proteins which affect cell tolerance to hypoxia.

Keywords: intestinal microflora; blood proteins; dry immersion; chromatography-mass spectrometry
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ВВЕДЕНИЕ

Нормальная микрофлора кишечника человека представ-
лена широким спектром микроорганизмов, большинство 
из которых являются облигатными или факультативными 
анаэробами. Оппортунистические инфекции могут воз-
никать непосредственно из-за облигатных возбудителей 
или косвенно из-за чрезмерного роста условно-патоген-
ных микроорганизмов (УПМ); важную роль в этом играет 
и истощение популяции кишечных комменсалов (КК) [1]. 
Известно, что факторы космического полета, например 
измененный режим питания, гигиенических процедур, 
психоэмоциональное напряжение, постоянный микроб-
ный обмен, неизбежно возникающий в гермозамкнутом 
помещении космического корабля, негативно влияют 
на состав кишечной микробиоты, при этом отмечается 
активное размножение условно-патогенного компонента 
микрофлоры и снижение количества протективных ви-
дов микроорганизмов [2]. Это определяет необходимость 
разработки средств профилактики и снижения рисков 
развития дисбиотических состояний, а также проведения 
исследований для углубленного понимания взаимосвязей 
кишечной микробиоты и иных физиологических и биохи-
мических показателей здоровья человека, что впослед-
ствии позволит влиять на состав кишечной микробио-
ты через точечные воздействия на отдельные процессы 
в организме, например на метаболизм отдельных белков.

Подавляющее большинство бактерий обитает в тол-
стом кишечнике. В проксимальных отделах тонкого ки-
шечника в норме содержится до 104 КОЕ/мл микроорга-
низмов, что связано с pH среды (7,2–7,6) и бактерицидным 
действием желчи. Комменсальная микрофлора кроме 
участия в процессах пищеварения обладает целым спек-
тром важных для организма хозяина функций. Она осу-
ществляет неспецифическую противовоспалительную 
защиту через продукцию бактериоцинов, органических 
кислот и веществ с бактериостатическими свойствами, 
стимулирует эукариотические клетки к синтезу муцина 
и веществ с антимикробной активностью. Кроме того, 

сообщество комменсальной микрофлоры направленно 
подавляет развитие воспалительных реакций в клетках 
эпителия кишечника. Очевидно, эти представители ми-
крофлоры кишечника действуют синергично с местной 
иммунной системой [3, 4].

Следовательно, кишечник человека является не толь-
ко важной частью пищеварительной системы для перева-
ривания пищи, всасывания воды и питательных веществ, 
он также играет существенную роль в организации им-
мунной защиты [5]. Эпителиальные клетки слизистой обо-
лочки кишечника задействованы в иммунной регуляции. 
В собственной пластинке слизистой оболочки кишечни-
ка присутствуют Т- и В-клетки, защищающие организм 
от проникновения патогенов. Помимо этого, клетки сли-
зистой оболочки кишечника продуцирует различные 
цитокины, такие как гамма-интерферон (IFN-γ), фактор 
некроза опухоли α (TNF-α), интерлейкин 2 (IL-2) и интер-
лейкин 6 (IL-6), которые являются важными регуляторами 
как физиологических адаптивных реакций, так и врож-
денных иммунных реакций [6]. В частности, они могут 
участвовать в воспалительных реакциях и опосредовать 
дифференцировку, пролиферацию и активацию различ-
ных иммунных клеток [7]. Более того, кишечная микро-
флора необходима для организации и осуществления 
различных иммунных реакций [8]. Так, микрофлора ки-
шечных комменсалов активирует как врожденный, так 
и адаптивный иммунитет в клетках слизистой оболочки 
кишечника [9].

В настоящем исследовании нами предпринята попыт-
ка проанализировать возможную взаимосвязь комплек-
са белков в крови с количеством ряда бактерий кишеч-
ника женщин, участвующих в эксперименте с 3-суточной 
«сухой» иммерсией [10].

В проведенных ранее исследованиях микрофлоры ки-
шечника у людей в эксперименте «сухой» иммерсии было 
выявлено существенное ухудшение состояния микрофло-
ры: увеличение доли УПМ, снижение количества КК [11].

По мнению некоторых исследователей, регуляторные 
и метаболические изменения, происходящие во время 

mailto:d.komisarova@yandex.ru


125

Оригинальная статья | Космическая медицинаOriginal article | Space Medicine

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2024, ТОМ 26, № 4

Фото публикуется с письменного согласия участников исследования

Рис. 1. Испытуемая в иммерсионной ванне

экспериментов с «сухой» иммерсией, отражаются и на бел-
ковом составе крови. Исследования, выполненные ме-
тодами протеомики на основе масс-спектрометрии, вы-
явили изменения уровней плазминогена, фибронектина, 
других факторов свертывания и фибринолиза, повышение 
содержания продуктов фибринолиза, активацию систе-
мы комплемента [12]. Очевидно, что протеомные методы 
позволяют определить белки, реагирующие на сложный 
комплекс факторов «сухой» иммерсии, и уточнить моле-
кулярные механизмы изменений в различных физиологи-
ческих системах.

Цель исследования — выявление взаимосвязи между 
уровнем белков в крови человека и количеством E. coli, 
Lactobacillus spp., Enterococcus spp. и Bifidobacterium spp. 
в кишечнике с применением экспериментальной моде-
ли 3-суточной «сухой» иммерсии для потенциального 
использования в качестве клинических рекомендаций 
по коррекции микрофлоры кишечника, основываясь 
на данных протеомного профиля крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Дизайн эксперимента

В эксперименте «сухой» иммерсии продолжительностью 
3 сут приняли участие 6 женщин в возрасте от 25 до 40 
лет. Во время эксперимента все испытуемые не прини-
мали антибактериальные препараты и иные средства, 
способные оказать влияние на колебания уровней ми-
крофлоры. В начале эксперимента все участницы были 
распределены по фазе менструального цикла (фоллику-
лярная фаза), чтобы избежать различий в уровнях эстра-
диола и его эффектов на микрофлору и белки плазмы. 
Во время периода «сухой» иммерсии испытуемые не под-
вергались никаким дополнительным воздействиям, на-
правленным на предотвращение адаптивных изменений 
в физиологических системах [10].

Эксперимент «сухая» иммерсия является одним 
из методов имитации таких факторов, воздействующих 
на организм в космическом полете, как гипогравитация, 
опорная разгрузка, перераспределение жидких сред ор-
ганизма в краниальном направлении. Во время «сухой» 

иммерсии испытуемые женщины находились в иммерси-
онной ванне полностью погруженными в воду комнатной 
температуры, но благодаря водонепроницаемой пленке 
соприкосновения кожи испытуемых с водой не проис-
ходило, что позволяло увеличивать время пребывания 
в ванне (рис. 1).

Исследование было проведено на стендовой базе 
«Сухая иммерсия» ИМБП РАН. В течение всего экспери-
мента участницы находились в горизонтальном положе-
нии без физических нагрузок с ограничением произволь-
ных движений.

Сбор образцов кала, культивирование 
и идентификация представителей кишечной 
микрофлоры

Пробы кала отбирали за 1–2 сут до начала эксперимента 
и на 1–3 сут после окончания «сухой» иммерсии для оцен-
ки количества E. coli, Bifidobacterium spp., Lactobacillus 
spp., Enterococcus faecium. Из образцов фекалий готовили 
ряд десятикратных разведений в стерильном физиологи-
ческом растворе от 10-1 до 10-9 и затем 100 мкл инокулята 
высевали в чашки Петри с селективными питательными 
средами: среда Мана, Рогозы и Шарпа (МРС) (для куль-
тивирования бактерий рода Lactobacillus spp.), среда 
Эндо (для выращивания E. coli), агар для энтерококков, 
бифидоагар (производитель всех сред — Himedia, Индия). 
Культуры выращивали в термостате при 37 °С в течение 
48–72 ч в зависимости от исследуемой культуры, бифи-
добактерии и лактобациллы выращивали в анаэробных 
условиях. Выросшие колонии подсчитывали с помощью 
счетчика колоний Stegler СКМ-2 и визуально идентифи-
цировали [13].

Сбор образцов сухих пятен крови

Забор образцов капиллярной крови объемом 20 мкл 
для проведения хромато-масс-спектрометрического 
анализа проводили с помощью автоматического скари-
фикатора путем прокола концевой фаланги безымянного 
пальца с последующим нанесением на специальные филь-
тры (Perkin Elmer) для высушивания (метод «сухого пятна»). 
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Образцы крови собирали у добровольцев за 2 сут до нача-
ла эксперимента и в динамике на 1-е, 2-е, 3-и сут во время 
«сухой иммерсии», а также через 2 сут после ее окончания. 
Пробы капиллярной крови после сбора были высушены 
при комнатной температуре в течение 2 часов, а затем 
хранили высушенные образцы пятен крови при -20 °C.

Сухие пятна крови готовили к хромато-масс-
спектрометрическому анализу для определения белков 
в крови человека следующим образом: белки экстраги-
ровали в буфере, содержащем 25 мМ бикарбоната ам-
мония, 1% дезоксихолата натрия и 5 мМ TCEP (трис-(2-
карбоксиэтил) фосфин гидрохлорид) (Thermo Scientific), 
при температуре 60 °С со скоростью встряхивания 1000 
оборотов в минуту (термомиксер, Eppendorf) в течение 
1 часа, затем восстанавливали, алкилировали, осаждали 
и расщепляли трипсином, как описано в методике [14].

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
экстрактов сухих пятен крови

Смеси триптических пептидов разделяли с помощью 
жидкостной хроматографии на основе нано-ВЭЖХ 
Dionex Ultimate3000 (Thermo Fisher Scientific, США), за-
тем анализировали на масс-спектрометре TimsTOF Pro 
(Bruker Daltonics, США) с использованием метода парал-
лельного накопления при последовательной фрагмента-
ции (PASEF) [15].

Статистический анализ

Статистический анализ полученных данных проведен 
с использованием ряда непараметрических методик. 
Изменения в кишечной микрофлоре оценивали с помо-
щью непараметрического критерия Краскела — Уоллиса 
для связанных выборок. Вычисляли эубиотический ин-
декс, который выражается в суммировании положитель-
ных и отрицательных количественных изменений про-
тективных и условно-патогенных групп микроорганизмов 

и отражает позитивные сдвиги в составе микрофлоры. 
Статистическая обработка эубиотического индекса про-
водилась с помощью парного двухвыборочного t-теста 
для средних.

Изменение количества белков в крови оценивали 
с помощью дискриминантного анализа для малых вы-
борок. Связь между уровнем белков в крови человека 
и численностью ряда бактерий кишечника была адекват-
но описана с помощью регрессионной модели, в которой 
в качестве зависимой переменной выступало количество 
ряда бактерий, в качестве независимой  — количество 
белков [16]. Обработку результатов осуществляли с по-
мощью пакета программного обеспечения Statistica 12.0. 
За критический уровень значимости принимали p ≤ 0,05. 
Для визуализации взаимосвязей белков использовалась 
база данных STRING.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В образцах сухих пятен крови женщин-добровольцев 
идентифицировали порядка 1256 белков с определением 
их относительных уровней с использованием безметково-
го метода количественной оценки (label free quatification). 
Регрессионная модель показала связь между количе-
ством ряда белков в крови, описанных ниже, и числен-
ностью бактерий E. coli, Bifidobacterium spp., Lactobacillus 
spp., Enterococcus faecium.

В результате проведенного регрессионного анализа 
была выявлена взаимосвязь ряда белков с количеством 
кишечной палочки (E. coli) (рис. 2). Количество белка ENO1 
(альфа-енолаза) в крови положительно коррелировало 
с количеством кишечной палочки (r  = 0,71), в то время 
как для белков MYH9 (немышечный миозин с тяжелой це-
пью IIa), ACLY (АТФ-цитратлиаза), DPP3 (дипептидилпеп-
тидаза 3), SPTA1 (альфа-цепь спектрина) была выявлена 
сильная отрицательная корреляционная связь r  = -0,99 
(p ≤ 0,05).

С количеством бифидобактерий (Bifidobacterium spp.) 
в кишечнике статистически значимо коррелировали 
белки EPB41 (мембранный белок эритроцитов band 4.1), 
A1BG (альфа-1-B гликопротеин), VCP (валозин-содер-
жащий белок), C8B (бета-цепь С8 комплемента) и CCT2 
(бета субъединица Т-комплекса), r  = 0,74 (p ≤ 0,05), так-
же слабая отрицательная корреляция r = -0,46 (p ≤ 0,05) 
наблюдалась для белков FAH (фермент фумарилацетоа-
цетат гидролаза) и YWHAE (белок активации тирозин-3-
монооксигеназы/триптофан-5-монооксигеназы эпсилон). 
Соответствующие данные представлены на рисунке 3.

В ходе проведенного исследования при анализе дан-
ных была выявлена достоверная сильная положительная 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Взаимосвязь белков крови с количеством E. coli в кишечной ми-
крофлоре испытуемых

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Взаимосвязь белков крови с количеством Bifidobacterium spp. 
в кишечной микрофлоре испытуемых
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корреляционная взаимосвязь между количеством лакто-
бацилл и белков в крови испытуемых ENO1, CA2 (r = 0,74) 
и отрицательная корреляционная связь между количеством 
Lactobacillus spp. и белками S100A6 и HSPA4 (r  = -0,87). 
Также была выявлена отрицательная корреляционная зави-
симость между белком CALM2 (кальмодулин) в крови с ко-
личеством энтерококков в кишечной флоре (r = -0,76) (p ≤ 
0,05). Обобщенные данные о выявленной корреляционной 
зависимости белков с некоторыми представителями кишеч-
ной микрофлоры приведены в таблице 1.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В результате проведенного регрессионного анализа была 
выявлена взаимосвязь ряда белков с количеством ки-
шечной палочки. В крови количество белка ENO1 (альфа-
енолаза  — гликолитический фермент, катализирующий 
превращение 2-фосфоглицерата в фосфоенолпируват) 
положительно коррелирует с количеством кишечной па-
лочки. Основными функциями данного белка являются 
участие в гликолизе, процессах клеточного роста и ал-
лергических реакциях. Кроме того, данный белок служит 
рецептором на поверхности лейкоцитов и стимулирует 
выработку иммуноглобулинов [17].

Необходимо сказать, что кишечная палочка играет 
важную роль в организме человека. Она способна выра-
батывать ряд витаминов (B

1
, B

2
, B

6
, K и др.), жирные кис-

лоты, участвует в обмене холестерина, билирубина, холи-
на, желчных кислот и включена в процессы всасывания 
железа и кальция [3, 5].

Показано, что E. coli продуцирует имеющее иммуноло-
гическое сходство с соматостатином вещество [16]. Также 
соматостатин продуцируется D-клетками тонкого кишеч-
ника, в то же время соматостатин-28 участвует в ингиби-
ровании инсулина, секретина, глюкагона, гастрина и дру-
гих гормонов в желудочно-кишечном тракте. Основными 
функциями синтезированного в кишечнике соматостати-
на являются предотвращение секреции соляной кислоты, 
замедление перистальтики кишечника и изменение уров-
ня желчных кислот [18].

В секрете толстого кишечника имеется значительное 
количество отторгнутых клеток эпителия, лимфоцитов 
и слизи, а также содержится небольшое количество фер-
ментов. Либеркюнова железа (крипта), наряду с кишеч-
ными ворсинками, является одной из двух важнейших 
структурных единиц слизистой оболочки кишечника. 
На каждую ворсинку у человека приходится от 4 до 7 
либеркюновых желез, максимальное их количество на-
ходится в 12-перстной кишке. Либеркюновы железы 
толстого кишечника выстланы однослойным цилиндри-
ческим полярным эпителием, высота которого выше 
у устья, чем у основания. Эпителий либеркюновых желез 
содержит различные эндокринные клетки: I-клетки, про-
дуцирующие холецистокинин (CCK), S-клетки — секретин 

(SCT), K-клетки  — глюкозозависимый инсулинотропный 
полипептид (GIP), M-клетки — мотилин (MLN), G-клетки — 
гастрин (GAST) [19]. Вышеперечисленные белки биохи-
мически связаны между собой и с белком ACLY (АТФ-
цитратлиаза), с уровнем которого коррелирует E.  coli. 
Кроме того, ACLY и ряд дифференциально экспрессиру-
емых генов участвуют в ErbB (эритобластический онко-
ген В) сигналинге и холецистокинин/гастрин сигналинге. 
ACLY является важным ферментом, связывающим угле-
воды с метаболизмом липидов путем выработки ацетил-
КоА из цитрата для биосинтеза жирных кислот и холе-
стерина [20]. Изменения уровней ACLY, вероятно, связаны 
с сигналингом гастрина.

Еще одним белком, оказывающим влияние на коли-
чество кишечной палочки, является MYH9 (немышечный 
миозин с тяжелой цепью IIa, член семейства моторных 
белков). MYH9 участвует в процессах секреции, цитоки-
незе и обеспечивает подвижность клеток. Количество 
E. coli отрицательно коррелирует с количеством данного 
белка в крови, что также может быть связано с сигналин-
гом гастрина.

Анализ полученных данных позволяет сделать вы-
вод о том, что повышение уровня ENO1 и снижение 
MYH9 и ACLY способствуют увеличению численности 
кишечной палочки. Гены ENO1, MYH9 и ACLY коэкспрес-
сируются и участвуют в сигналинге гастрина. Гастрин, 
в свою очередь, связан с холецистокинином, секрети-
ном, глюкозозависимым инсулинотропным полипептидом 
и мотилином, которые вырабатываются либеркюновыми 
железами толстой кишки. При этом глюкозозависимый 
инсулинотропный полипептин (инкретин) тормозит аб-
сорбцию жиров, что, вероятно, вызывает увеличение их 
количества в непереваренной пище и, как следствие, 
приводит к увеличению количества E.  coli, для которой 
жирные кислоты являются одним из источников энер-
гии [21]. Инкретин также ингибирует липопротеинлипазу. 
По данным R.A. Scholl et al., со снижением данного фер-
мента коррелирует высокое количество E. coli [22].

Положительно коррелирующий с количеством кишеч-
ной палочки белок ENO1 стимулирует выработку имму-
ноглобулинов, что может свидетельствовать об усилении 
иммунной активности локально в толстом кишечнике. 
Одним из объяснений выявленной взаимосвязи может 
служить предположение, что аутологичная комменсаль-
ная микрофлора кишечника, вероятно, обладает толе-
рантностью к местно выделяемым иммуноглобулинам. 
Аналогичная взаимосвязь отмечена и для другого обли-
гатного представителя кишечной флоры — Lactobacillus 
spp. Суммируя вышесказанное: ENO1, MYH9 и ACLY тесно 
связаны с процессами экскреции биологически активных 
веществ клетками либеркюновых желез толстой кишки, 
в частности инкретина (GIP), который, в свою очередь, 
учитывая его функции, способствует увеличению числен-
ности кишечной палочки.

Таблица 1. Выявленные в исследовании корреляции белков с некоторыми представителями кишечной микрофлоры, (p ≤ 0,05) 

Микроорганизм  
кишечного микробиома

Отрицательно коррелирующие  
с данным микроорганизмом белки

r Положительно коррелирующие с данным 
микроорганизмом белки, коэффициент корреляции

r

E. coli MYH9, ACLY, DPP3, SPTA1 0,99 ENO1 0,71

Lactobacillus spp. S100A6, HSPA4 0,87 ENO1, CA2 0,97

Enterococcus spp. CALM2 0,76 -

Bifidobacterium spp. YWHAE, FAH 0,46 VCP, C8B, CCT2, EPB41, A1BG 0,74

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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Белок DPP3 (дипептидилпептидаза 3) является цинк-
зависимой пептидазой, внутриклеточной сериновой пеп-
тидазой и обладает участком уникальной каталитической 
последовательности, обеспечивающей деградацию оли-
гопептидов с остатками от 4 до 10 аминокислот. Данный 
участок в нашем исследовании имел достаточно сильную 
отрицательную корреляционную связь с количеством 
кишечной палочки. Известно, что белок DPP3 имеет ши-
рокий спектр биологических функций. Так, он участвует 
во внутриклеточном расщеплении белков, кроме того, 
в некоторых исследованиях [23] была показана актив-
ность DPP3 в клетках врожденной иммунной системы, 
например в полиморфно-ядерных гранулоцитах и нейтро-
филах, что отчасти подтверждает его активное участие 
в регуляции иммунной функции организма. Интересно от-
метить, что в нашем исследовании была выявлена силь-
ная отрицательная корреляционная связь количества 
данного белка как с количеством кишечной палочки, так 
и с количеством гемолитических стафилококков.

В проведенном исследовании также было установле-
но, что уровень белка SPTA1 имел достаточно сильную 
отрицательную корреляцию с количеством кишечной 
палочки, однако, учитывая функции данного белка, воз-
можные причины взаимодействия уровней данного белка 
и числа представителей E. coli остаются неясными.

Бифидобактерии являются одними из важнейших 
компонентов кишечной микрофлоры. Они участвуют 
в синтезе лактата и ацетата, регулирующих pH содержи-
мого кишечника, а также обеспечивают усиление колони-
зационной резистентности кишечной микрофлоры.

В нашем исследовании наиболее сильные связи с ко-
личеством бифидобактерий в кишечнике были выявлены 
для белков EPB41, A1BG, VCP, C8B и CCT2, также слабая 
корреляционная связь установлена с количеством бел-
ков FAH и YWHAE.

Белок, кодируемый геном EPB41 (мембранный белок 
эритроцитов band 4.1), представляет собой многофункци-
ональный протеин, который опосредует взаимодействия 
между цитоскелетом эритроцитов и плазматической 
мембраной. Кодируемый геном EPB41 белок связыва-
ет и стабилизирует дофаминовые рецепторы D2 и D3 
на плазматической мембране нейронов, участвует в ре-
гуляции транспорта ионов кальция и регуляции кишечной 
абсорбции [24]. В проведенных исследованиях была уста-
новлена положительная корреляция между количеством 
белка EPB41 и количеством бифидобактерий. Отмечено, 
что при снижении количества белка EPB41 наблюдается 
нарушение всасывания кальция в клетках тонкого ки-
шечника [23]. Таким образом, при увеличении количества 
белка EPB41 происходит усиление абсорбции кальция 
в эпителии тонкого кишечника. Аналогичный процесс 
контролируется и бифидобактериями, которые также вы-
зывают усиление всасывания ионов кальция. Наибольшее 
количество Bifidobacterium spp. содержится в толстом от-
деле кишечника, в то же время бифидобактерии и лакто-
бациллы составляют около 20–30% микрофлоры тонкого 
кишечника, локализуясь в основном в тощей кишке [25].

Одной из предполагаемых функций белка A1BG 
(альфа-1-B гликопротеин), экспрессирующегося в пече-
ни, является участие в распознавании клеток и регуляции 
клеточного поведения [26]. Для данного белка отмечена 
положительная корреляционная связь с количеством би-
фидобактерий, что может быть объяснено толерантно-
стью иммунной системы в отношении КК и усилении им-
мунного ответа на фоне стрессового фактора, которым 

является «сухая» иммерсия. Важно отметить, что белок 
C8B (бета-цепь С8 комплемента, лектиновый путь акти-
вации), который также играет ключевую роль в реализа-
ции механизмов врожденного и адаптивного иммунного 
ответа, отрицательно коррелирует с количеством бифи-
добактерий в кишечнике.

Белок CCT2 (бета-субъединица белка 1-го Т-комп
лекса, молекулярный шаперон) способствует сворачива-
нию протеинов при гидролизе АТФ и в составе комплек-
са TRiC (шаперонин) играет роль в сворачивании актина 
и тубулина. Согласно данным литературы, спектрино-
вый цитоскелет является мишенью для кишечных бак-
териальных патогенов (например, патогенных штаммов 
E. coli, S. Typhimurium, L. Monocytogene) за счет усиления 
адгезии клеток и играет решающую роль в прогресси-
ровании дисбиотических состояний [27]. Вероятно, ана-
логичный механизм также позволяет усилить адгезию 
Bifidobacterium spp. на эпителии кишечника и таким обра-
зом способствовать их росту, поскольку в нашем иссле-
довании была отмечена положительная корреляционная 
связь количества данного белка с количеством бифидо-
бактерий.

В то же время YWHAE (белок активации тирозин-3-
монооксигеназы/триптофан-5-монооксигеназы эпсилон), 
участвующий в регуляции широкого спектра как общих, 
так и специализированных сигнальных путей, также за-
действован в реализации различных биохимических про-
цессов, связанных с передачей сигналов, таких как деле-
ние клеток и регуляция чувствительности к инсулину. Его 
уровень тесно связан с количеством белка HSF1 (фактор 
теплового шока 1), продукция которого клеткой, в свою 
очередь, индуцируется воздействием не только темпера-
турного стресса, но и множеством других провоцирую-
щих факторов, а именно: гипоксических условий, воздей-
ствия ксенобиотиков, протеотоксического стресса [28]. 
Взаимосвязь уровней белка YWHAE в крови и количества 
Bifidobacterium spp. в кишечной флоре отрицательная. 
То есть при усилении воздействия стрессовых факторов 
и увеличении соответственно белка YWHAE в крови про-
исходит угнетение роста бифидобактерий, что подтверж-
дает взаимосвязь между уровнями стресса различной 
этиологии и кишечной флоры.

Белок FAH (фермент фумарилацетоацетат гидрола-
за, который расщепляет 4-фумарилацетоацетат до аце-
тоацетата и фумарата, обеспечивая финальную стадию 
катаболизма аминокислоты тирозина), как это следует 
из его основной функции, вовлечен в метаболизм тиро-
зина и является последним из пяти ферментов, расще-
пляющих данную аминокислоту. Следствием действия 
этой гидролазы и превращения 4-фумарилацетоацетата 
в фумарат и ацетоацетат является повышение уровня ке-
тоновых тел в крови. Было показано, что избыток кетоно-
вых тел, например при кетодиете, снижает количество би-
фидобактерий, то есть между ними, по данным Q.Y. Ang, 
существует отрицательная корреляционная взаимосвязь 
[29]. В нашем эксперименте установлена прямая положи-
тельная корреляционная связь между количеством белка 
FAH и количеством Bifidobacterium spp., хотя степень вы-
раженности ее была относительно слабой.

Вместе с тем белок VCP (валозин-содержащий бе-
лок) — АТФаза переходного эндоплазматического ретику-
лума является компонентом процесса деградации белков, 
связанного с эндоплазматической сетью и отвечающего 
за поддержание протеостаза клеток, в том числе эндоте-
лия кишечника. Также в отдельных исследованиях было 
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выдвинуто предположение о возможном вкладе белка 
VCP в течение инфекции, вызываемой токсоплазмой [30]. 
Данный белок положительно коррелирует с количеством 
бифидобактерий. Кроме того, он коэкспрессируется 
с белками CCT2 и YWHAE.

Лактобациллы играют важную роль в поддержании 
колонизационной резистентности желудочно-кишечного 
тракта. Несмотря на то что большинство бактерий в ЖКТ 
обитают в толстом кишечнике, лактобациллы и энтеро-
кокки являются доминирующей флорой в двенадцати-
перстной и тощей кишке. Их количество по сравнению 
с толстой кишкой невелико (около 103–104 КОЕ/мл), одна-
ко они играют важную роль в иммуномодуляции и про-
являют антагонистическую активность в отношении па-
тогенных микроорганизмов [31].

Большинство штаммов Lactobacillus spp., заселяющих 
кишечник человека, являются гомоферментативными 
и образуют в качестве результата брожения преимуще-
ственно молочную кислоту, используя гликолиз для обра-
зования лактата из глюкозы. По отношению к кислороду 
большинство лактобацилл являются аэротолерантными 
анаэробами, то есть активнее всего растут при дефиците 
кислорода.

В нашем исследовании при анализе данных была 
выявлена взаимосвязь количества белков ENO1, CA2, 
S100A6 и HSPA4 с количеством лактобацилл. При этом 
ENO1 и CA2 имели положительную, а S100A6 и HSPA4 — 
отрицательную корреляционную связь с количеством 
Lactobacillus spp.

В некоторых исследованиях установлено, что ENO1 
является белком, обеспечивающим толерантность клеток 
к гипоксии, а также катализирует превращение 2-фосфо-
глицерата в фосфоенолпируват в процессе гликолиза, 
причем присутствует как в клетках и тканях человека, так 
и у некоторых видов Lactobacillus spp. Вероятнее всего, 
взаимосвязь количества данного белка с количеством 
лактобацилл обусловлена в первую очередь увеличе-
нием толерантности клеток кишечника к гипоксии, ко-
торая, в свою очередь, способствует росту количества 
лактобацилл.

Белок CA2, принадлежащий к семейству карбоан-
гидраз, играет решающую роль в функционировании 
гемоглобина благодаря катализу процесса гидратации 
углекислого газа с образованием угольной кислоты и по-
следующей диссоциацией ее в воде. Это приводит к сни-
жению pH крови, что, в свою очередь, снижает сродство 
гемоглобина к кислороду. Таким образом, увеличение 
количества данного белка также связано с гипоксией 
и, как следствие, с созданием наиболее благоприятных 
условий для размножения Lactobacillus spp.

Кальций-связывающий белок A6 S100A6 (S100) игра-
ет важную роль в связывании кальция. Уровень данного 
белка в крови отрицательно коррелирует с количеством 
лактобацилл (Lactobacillus spp.), которые в процес-
се метаболизма цитрата используют ионы кальция 
[32]. Следовательно, при увеличении количества белка 
S100A6 количество кальция, необходимого для метабо-
лизма лактобацилл, снижается и уровень Lactobacillus 
spp. падает.

Установлено, что белок HSPA4 (член семейства белков 
теплового шока Hsp110) имеет важные функции молеку-
лярного шаперона внутри клетки: ответ на развернутый 

белок, импорт белка во внешнюю мембрану митохондрий, 
сборка белковых комплексов. В условиях воздействия 
многих стрессовых факторов, вызывающих нарушение 
процессов протеостаза, также происходит и снижение 
комменсалов кишечника [33, 34]. В проведенных нами 
исследованиях корреляция количества данного белка 
с количеством Lactobacillus spp. была отрицательной: чем 
больше данного белка в крови, тем выше уровень стрес-
са и тем меньше количество лактобацилл.

Энтерококки являются одним из важных компонен-
тов микрофлоры кишечника. Ряд препаратов, применя-
емых в качестве пробиотиков в настоящее время, со-
держат Enterococcus faecium. Численность энтерококков 
в кишечнике в норме должна составлять 106 КОЕ/мл. 
Энтерококки (вместе с лактобациллами), помимо толсто-
го кишечника, колонизируют и тонкую кишку, однако их 
количество заметно меньше. Enterococcus spp. относят 
к молочнокислым микроорганизмам, так как они осу-
ществляют метаболизм бродильного типа и ферментиру-
ют углеводы с образованием молочной кислоты, которая, 
в свою очередь, снижает pH среды. Кроме того, энтеро-
кокки являются хорошо известными продуцентами анти-
микробных пептидов (энтероцинов).

При анализе полученных данных была выявлена от-
рицательная корреляционная взаимосвязь белка CALM2 
(кальмодулин) в крови с количеством энтерококков в ки-
шечной флоре. Кальмодулин экспрессируется клетками 
эпителия практически во всех отделах тонкого кишеч-
ника и, вероятно, регулирует концентрацию свободно-
го кальция в клетках микроворсинок. Имеются данные, 
что повышенное содержание ионов кальция и магния 
в среде ингибирует выработку энтероцинов и метабо-
лизм энтерококков [35]. Это, вероятно, является одной 
из возможных причин отрицательной корреляции белка 
CALM2 в крови и количества Enterococcus spp. в кишеч-
ной флоре.

ВЫВОДЫ

1.  В результате проведенных исследований были выявле-
ны комплексы белков, уровень которых в крови хозяина 
коррелировал с количеством протективных микроорга-
низмов (ПМ).

2.  Все белки, коррелирующие с разными ПМ, можно 
условно разделить на 4 группы в зависимости от функций 
и характера взаимодействия этих белков с различными 
микроорганизмами: белки, связанные с иммунной систе-
мой; белки, прямо или косвенно влияющие на процессы 
пищеварения и минеральный обмен; белки, влияющие 
на толерантность клеток к гипоксии; белки, имеющие 
высокий коэффициент регрессии при корреляции с не-
которыми микроорганизмами, но не имеющие очевидной 
функциональной взаимосвязи.

3.  Полученные данные способствуют не только фун-
даментальному пониманию взаимосвязи различных 
процессов в организме человека, но и могут послужить 
важной отправной точкой для формирования клиниче-
ских рекомендаций по коррекции микрофлоры кишеч-
ника, основываясь на данных протеомного профиля 
крови или, напротив, коррекции белковых показателей 
крови с помощью пробиотических и аутопробиотических 
средств.
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МИКРОЧАСТИЦЫ КАК КРИТЕРИИ КАЧЕСТВА КОНЦЕНТРАТА ТРОМБОЦИТОВ

Г.В. Гришина, А.Д. Касьянов, Д.В. Ласточкина, И.И. Кробинец, И.С. Голованова, О.Ю. Матвиенко

Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, 
Россия

Введение. В связи с возросшей потребностью применения концентрата тромбоцитов для лечения и профилактики тромбоцитопатии актуальной 

задачей является разработка, совершенствование и внедрение новых подходов мониторинга параметров его качества и оценки безопасности.

Цель. Проведение систематического обзора и анализа литературных данных для выявления перспективных подходов к оценке адекватного ана-

лиза качества тромбоцитного концентрата для повышения эффективности и безопасности трансфузий.

Обсуждение. Выявлены возможности и преимущества рационального подхода к переливанию концентрата тромбоцитов с учетом степени ак-

тивации тромбоцитов для оптимизации заготовки компонента. Особое внимание уделено методам оценки активации тромбоцитов. Обнаружение 

микрочастиц на основе динамического рассеяния света позволит отличать активированные (с высоким содержанием микрочастиц) от неактиви-

рованных (с низким содержанием микрочастиц) тромбоцитов при проведении как лечебных, так и профилактических трансфузий и оптимизиро-

вать использование этого дефицитного компонента крови.

Выводы. Возможность дифференцировки концентратов тромбоцитов на основе скрининга содержания микрочастиц, образующихся в результа-

те активации, будет способствовать повышению эффективности и безопасности трансфузионной терапии.
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MICROPARTICLES AS QUALITY CRITERIA FOR PLATELET CONCENTRATE
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Introduction. Due to the increased requirement for platelet concentrate use in the treatment and prevention of thrombocytopathy, there is a pressing need 

for the development, improvement and implementation of new approaches to monitoring its quality parameters and safety assessment.

Objective. To conduct a systematic review and analysis of literature data, in order to identify promising approaches to evaluating an adequate analysis of the 

quality of platelet concentrate to improve the effectiveness and safety of transfusions.

Discussion. The possibilities and advantages of a rational approach to platelet concentrate transfusion are established, while considering the degree of plate-

let activation required to optimize the preparation of the component. Special attention was paid to methods for evaluating platelet activation. The detection 

of microparticles based on dynamic light scattering will make it possible to distinguish activated platelets (with a high content of microparticles) from inactive 

(with a low content of microparticles) platelets during both therapeutic and preventive transfusions and optimize the use of this scarce blood component.

Conclusions. The ability to differentiate platelet concentrates based on the screening of the content of microparticles formed due to activation will contribute 

to improving the effectiveness and safety of transfusion therapy.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние два десятилетия в Российской Федерации 
наблюдается устойчивый рост потребности в использо-
вании тромбоцитных концентратов (ТК) в связи с совер-
шенствованием и интенсификацией лечебных программ 
с применением ТК во многих областях медицины.

Тромбоциты  —  это специализированные безъядер-
ные клетки крови, играющие ключевую роль в остановке 
кровотечений и опасном перекрывании здоровых сосу-
дов при тромбозе. Неактивированные тромбоциты пред-
ставляют собой сплюснутые сфероиды (диски) с соот-
ношением полуосей от 2 до 8 и характерным размером 
от 2 до 4 мкм в диаметре. В активированном состоянии 
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форма тромбоцитов изменяется: часть активированных 
тромбоцитов приобретает форму близкую к сфериче-
ской. При переходе в активированное состояние от тром-
боцитов отделяются микрочастицы с размерами в интер-
вале от 50 до 100 нм, которые попадают в межклеточное 
пространство крови [1]. Показателем доли активных 
тромбоцитов является содержание микрочастиц в дан-
ном концентрате.

Концентраты тромбоцитов — это один из дефицитных 
компонентов крови, используемых при гемотрансфузиях. 
Для оценки качества этих концентратов и правильного их 
использования важно иметь информацию о доле актив-
ных тромбоцитов, содержащихся в них [1–4]. Этот пока-
затель зависит от индивидуальных особенностей донора, 
способа получения концентрата тромбоцитов из донор-
ской крови, длительности и условий хранения концентра-
та. Слишком большая доля микрочастиц в концентрате 
делает его непригодным для использования при транс-
фузии. Возможность использования концентратов с уме-
ренной долей активных тромбоцитов и, соответственно, 
микрочастиц зависит от особенностей пациента, для ко-
торого этот концентрат предназначен.

Цель исследования: проведение систематического 
обзора и анализа литературных данных для выявления 
перспективных подходов к оценке адекватного анализа 
качества тромбоцитного концентрата для повышения эф-
фективности и безопасности трансфузий.

ОБСУЖДЕНИЕ

Свойства и функции тромбоцитарных микрочастиц

Образование микрочастиц (МЧ) (микровезикул) является 
неотъемлемым проявлением жизнедеятельности клеток 
и происходит как in vivo, так и in vitro. Образование микро-
частиц стимулируется действием патогенов, стрессом, 
различными повреждениями и иными неблагоприятными 
факторами [1]. Наиболее активная продукция микроча-
стиц свойственна форменным элементам крови, а также 
эндотелиальным и гладкомышечным клеткам сосудов [2]. 
Среди всех микрочастиц, находящихся в крови, микро-
частицы тромбоцитов (МТ) являются наиболее много-
численными [3] и составляют около 70–90% от общего 
числа клеток. Растет научный и клинический интерес 
к физиологической роли, которую играют тромбоцитар-
ные микрочастицы [4]. По сравнению с тромбоцитами, ко-
торые имеют среднюю продолжительность жизни около 
10 суток, длительность существования тромбоцитарных 
микрочастиц измеряется минутами [5], при этом остается 
невыясненным аспект удаления микрочастиц из циркуля-
ции в кровеносном русле.

Микрочастицы тромбоцитов представляют собой 
фрагменты размером 0,1–1 мкм, выделяемые из плазма-
тических мембран тромбоцитов, которые подвергаются 
активации, стрессу или апоптозу, с широким спектром 
биологической активности. Они имеют структуру на ос-
нове фосфолипидов (ФЛП) и экспрессируют функцио-
нальные рецепторы из мембран тромбоцитов. Являясь 
наиболее распространенными микрочастицами в крови, 
МТ экспрессируют прокоагулянт фосфатидилсерин (ФС) 
и, вероятно, дополняют, если не усиливают, функции тром-
боцитов в гемостазе, тромбозе, онкологическом процес-
се и воспалении, но также действуют как стимуляторы 
регенерации тканей. Их размер и структура делают МТ 
незаменимыми в системе межклеточных взаимодействий 

с клетками тканей в качестве инструмента доставки пе-
реносимых тромбоцитами биологически активных моле-
кул, включая факторы роста, другие сигнальные молеку-
лы и микроРНК.

Учитывая реакционноспособность МТ, они могут 
оказывать различное патофизиологическое влияние 
на клеточную среду при взаимодействии с компонента-
ми кровеносной системы. Также появляется все боль-
ше доказательств того, что выработка МТ запускается 
во время донации, разделения на компоненты и хранения 
крови, что может привести к тромботическим и воспали-
тельным побочным эффектам у реципиентов. Оценка МТ 
требует строгих преаналитических и аналитических про-
цедур во избежание генерации артефактов и обеспече-
ния точной оценки количества, перераспределения раз-
мера и функциональных свойств этих микрочастиц [6, 7].

В условиях in vivo МТ могут высвобождаться из тромбо-
цитов в нормальных физиологических условиях или в ре-
зультате активации, стресса или апоптоза. Исследование 
поверхностных маркеров показало, что МТ, вероятно, яв-
ляются наиболее распространенными МЧ у здоровых лю-
дей, составляя 70–90% циркулирующих клеток в крови 
[6], с диапазоном их количества примерно 100–1000/мкл 
[7]. Мегакариоциты также могут высвобождать МЧ [8], 
но определение их доли требует дальнейших исследова-
ний. Остальные МЧ высвобождаются эндотелиальными 
клетками, лейкоцитами и эритроцитами. Оценка МТ по-
прежнему требует разработки строгих преаналитических 
и аналитических процедур для обеспечения наиболее 
точной оценки численности, размера и функциональных 
свойств. Количество МТ увеличивается в результате ак-
тивации коагуляционного каскада или системы компле-
мента, а также под действием апоптотических сигналов 
или сдвиговых сил. Число МТ увеличивается при некото-
рых протромботических и воспалительных заболеваниях, 
а также при некоторых видах рака [9].

Вероятно, количественное содержание микрочастиц 
в крови связано с состоянием баланса между их обра-
зованием и утилизацией [10]. При различных патологи-
ческих состояниях этот баланс нарушается и в крови 
регистрируется увеличение содержания тромбоцитар-
ных микрочастиц, вызванное «хронической активацией» 
тромбоцитов [11]. Микрочастицы тромбоцитов гетеро-
генны и характеризуются присутствием или отсутстви-
ем митохондрий [12], а также варьированием размеров. 
Поскольку МТ могут экспрессировать функциональные 
рецепторы от мембран тромбоцитов и являются наноча-
стицами на основе ФЛП, они все чаще рассматриваются 
как инструментальные средства во взаимодействии меж-
ду тромбоцитами и клетками тканей [13]. Микрочастицы 
тромбоцитов содержат биологически активные молеку-
лы, включая факторы роста и другие сигнальные молеку-
лы, способные передавать сообщения соседним клеткам 
или клеткам-мишеням [14]. Таким образом, МТ потенци-
ально могут оказывать влияние на клеточную среду, ко-
торая взаимодействует с кровеносной сетью, поскольку 
они обнажают поверхность прокоагулянта ФЛП и дей-
ствуют как транспортер ранее указанных биологически 
активных молекул, а также генетических материалов, 
включая микроРНК [15]. Генерация МТ также запускает-
ся in vitro во время обработки и хранения клеток крови 
[16], что потенциально может вызвать побочные эффекты 
при проведении трансфузионной терапии.

Точная характеристика МТ требует тщательной под-
готовки образцов для исследования, чтобы избежать 
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экспериментальных артефактов. Кроме того, при оценке 
МТ должен быть сделан разумный выбор аналитических 
методов, сочетающих методики, характеризующие кле-
точное происхождение, численность, размер и функцио-
нальную активность микрочастиц [17].

Микрочастицы как универсальный показатель 
качества концентратов тромбоцитов

В клинической практике ТК имеют широкое применение. 
У онкологических пациентов тромбоциты используются 
для профилактики геморрагического синдрома. Лицам, 
перенесшим травму или операционные вмешательства, 
трансфузии ТК проводят с целью остановки кровотече-
ния. Кроме того, внедрение инъекций богатой тромбо-
цитами плазмы основано на иммунологических функциях 
тромбоцитов.

Требования к качеству тромбоцитов, предназначен-
ных для предотвращения и остановки кровотечений 
или ускорения заживления ран, потенциально сильно 
различаются. Может ли одна измеримая характеристика 
описать качество тромбоцитов для всех видов примене-
ния? Положительный ответ на этот вопрос содержится 
в работе Е. Maurer-Spurej, в которой представлены дан-
ные относительно использования измерения содержания 
микрочастиц в образцах тромбоцитов в качестве уни-
версальной характеристики качества для производства, 
хранения, оценки жизнеспособности, функции и совме-
стимости ТК [18].

Предполагается, что при получении тромбоконцен-
трата содержащиеся в нем жизнеспособные тромбоциты 
теряют свою жизнеспособность вследствие изменений 
во время хранения (storage lesion); при этом вариабель-
ность доноров не считается основным способствующим 
этому фактором [19]. Из этого следует, что пациентам 
с показаниями к трансфузиям ТК, содержащим жиз-
неспособные тромбоциты, длительно циркулирующие 
в кровотоке, необходимо переливать компоненты в бли-
жайшее время после их заготовки. Традиционно оценка 
качества тромбоцитов in vitro основывалась на этих пред-
положениях [20]. Измерение экспрессии поверхностного 
рецептора CD62, уровня агрегации, стимулированной 
АДФ проводится в связи с изменением данных параме-
тров как при активации тромбоцитов, так и в процессе 
их хранения. Показано, что высвобождение микрочастиц 
тромбоцитами следует за активацией и увеличивает-
ся по мере хранения тромбоцитарных компонентов [21]. 
Таким образом, качество тромбоцитов оценивается 
с точки зрения производителя и регулируется для обе-
спечения последовательности и стабильности производ-
ственного процесса [22].

Поскольку основное внимание при проведении оценки 
качества ТК уделяется обнаружению деградации от начала 
до конца регламентированного 5-дневного срока хранения 
[23], нормативные показатели имеют высокую разрешаю-
щую способность для небольших изменений у «покоящихся/
жизнеспособных» тромбоцитов и низкую — у «активиро-
ванных/функциональных». Анализируемые характеристики 
качества донорских тромбоцитов имеют значение в оцен-
ке немедленного ответа на трансфузию, но сохранение 
длительности ответа зависит преимущественно от харак-
теристик пациента [24, 25].

В исследованиях E. Maurer-Spurej, R. Larsen, A. Labrie 
et al. отмечено, что в 17% случаев (независимо от возрас-
та) переливание концентратов донорских тромбоцитов 

не приводило к ожидаемому увеличению количества 
тромбоцитов после трансфузии у онкогематологических 
пациентов [26]. Одной из возможных причин такого нео-
жиданно высокого уровня неблагоприятных клинических 
исходов является то, что жизнеспособность тромбоцитов 
в значительной степени зависит от характеристик до-
нора. Действительно, установлено, что у примерно 33% 
доноров обнаруживали предварительно активированные 
тромбоциты, о чем свидетельствовал высокий уровень 
микрочастиц в заготовленном тромбоконцентрате [27]. 
Пациенты с онкопатологией обычно нуждаются в пере-
ливании тромбоцитов не по причине активного крово-
течения, а в связи с предрасположенностью к развитию 
кровотечений из-за низкого количества тромбоцитов, 
вторичного по отношению к основному заболеванию 
и/или терапии. У этих пациентов донорские тромбоциты 
для возможной активации должны оставаться в цирку-
ляторном русле. Из-за сниженной жизнеспособности 
предварительно активированные тромбоциты не ре-
комендуются для хранения или применения у онколо-
гических больных [28]. Напротив, считается, что пред-
варительно активированные тромбоциты, обладающие 
повышенной гемостатической активностью, эффективны 
для остановки острого кровотечения, что особенно важ-
но для пациентов с хирургическими вмешательствами 
или травмами [29].

Тромбоциты используются в клинической практике 
для самых различных целей, и качество тромбоцитарного 
концентрата должно соответствовать конкретной задаче 
переливания. Следовательно, идеальный параметр каче-
ства для прогнозирования функционирования тромбо-
цитов после трансфузии ТК должен позволять различать 
покоящиеся/жизнеспособные и предварительно активи-
рованные/высокофункциональные тромбоциты с одина-
ковым разрешением по всему спектру жизнеспособно-
сти/функциональности [28, 29].

Показатель содержания микрочастиц как фрагмента-
ции и гетерогенности тромбоцитов можно рассматривать 
как критерий качества для производства, хранения, жиз-
неспособности, функции и совместимости тромбоцитов 
[30, 31]. Гетерогенность концентратов тромбоцитов, с уче-
том степени активации по микрочастицам, позволяет кор-
ректировать процесс заготовки, а также дифференциро-
вать ТК для профилактических и лечебных трансфузий.

Если тромбоциты более жизнеспособны, то есть 
способны пережить определенные условия хранения, 
транспортировку, облучение и другие воздействия, 
то они по определению менее функциональны. Данный 
факт известен еще с 1970-х годов, когда исследователи 
пытались определить оптимальную температуру хране-
ния концентратов тромбоцитов. Оказалось, что тромбо-
циты, хранившиеся при комнатной температуре, были 
более жизнеспособны, но охлажденные тромбоциты 
демонстрировали лучшую функциональную активность, 
оцениваемую по критерию изменений гемостатиче-
ских показателей у добровольцев, получавших аспирин, 
или у пациентов с тромбоцитопенией [32]. Поддержание 
жизнеспособности тромбоцитов является важной ро-
лью антикоагулянтов. Концентраты, богатые жизнеспо-
собными тромбоцитами, однородны по своему составу, 
содержат преимущественно дисковидные тромбоциты 
и небольшое количество (или отсутствие) микрочастиц 
или микроагрегатов [27]. Напротив, ожидается, что дли-
тельно хранящиеся, охлажденные или иным образом 
активированные тромбоциты будут гетерогенными, 
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содержащими тромбоциты с высокой полидисперсно-
стью из-за полиморфизма, высокой поверхностной экс-
прессии маркеров активации, большого количества ми-
крочастиц и присутствия микроагрегатов [33].

Гетерогенность концентратов тромбоцитов увели-
чивается при хранении [34], а также при патогенредук-
ции [23] и сильно варьирует у здоровых доноров [35]. 
Наибольший вклад в гетерогенность тромбоцитов вносит 
содержание микрочастиц.

В настоящее время актуальными являются два важ-
ных вопроса: во-первых, оказывают ли микрочастицы 
в компонентах крови потенциально патогенный эффект 
и, во-вторых, как процесс заготовки, дополнительная 
обработка и хранение компонентов крови влияют на вы-
свобождение микрочастиц. В последнее время нарастает 
значение микрочастиц как индикаторов качества ТК из-за 
их потенциальной физиологической и патофизиологиче-
ской роли. Признается важность микрочастиц в трансфу-
зионной медицине, поскольку микрочастицы присутству-
ют как в плазме, так и в клеточных продуктах крови [7]. 
Патофизиологическое воздействие МТ, связанное с ре-
гуляцией иммунных реакций, вызывает очевидные опа-
сения по поводу потенциального пагубного воздействия, 
связанного с переливанием крови у иммунокомпроме-
тированных пациентов [36, 37]. Имеются убедительные 
данные о том, что как микрочастицы, полученные из кле-
ток крови, так и микрочастицы тромбоцитов образуются 
при производстве и хранении всех компонентов крови, 
плазмы для переливания, а также концентратов эритро-
цитов и тромбоцитов, приготовленных из цельной крови 
методом афереза [38, 39]. Высвобождение МТ вызыва-
ется такими раздражителями, как напряжение сдвига, 
возникающего в результате активации или апоптоза кле-
ток во время хранения и их контакта со стенками кон-
тейнера для хранения [38]. При хранении тромбоцитных 
концентратов при +20–24  °С или эритроцитных единиц 
при +1–6 °С образуются побочные продукты экспрессии 
клеток [40].

Микрочастицы тромбоцитов, по всей видимости, при-
сутствуют в более высоких количествах в ТК, заготовлен-
ном методом афереза, чем в концентрате тромбоцитов, 
полученном из лейкотромбослоя. Показано, что особен-
ности протокола процедуры афереза или тип используе-
мого клеточного сепаратора могут влиять на степень вы-
свобождения МТ во время обработки [41]. Микрочастицы 
тромбоцитов, по-видимому, не удаляются путем лей-
коредукции [42], однако было обнаружено, что лейко-
фильтрация цельной крови снижает риск последующего 
образования МТ [43]. Свежезамороженная плазма, при-
готовленная после ночной экспозиции цельной крови 
при температуре +4 °C, содержала больше МТ, чем та, ко-
торая была получена по истечении 8 ч после забора кро-
ви [44]. В то же время, по данным L.N. George et al., крио-
преципитат, содержащий высококонцентрированные МТ, 
имел потенциально более выраженный гемостатический 
эффект по сравнению с исходной плазмой [45].

Более четкое понимание механизма высвобождения 
МТ во время обработки и хранения компонентов крови 
с помощью тщательной подготовки образцов и комби-
нации аналитических методов [46] очень важно для без-
опасности трансфузионной терапии. Предполагаемые 
осложнения при трансфузии включают повышенный 
риск развития инфекционных осложнений, почечной, 
дыхательной и полиорганной недостаточности [37]. 
Некоторыми авторами (A.A. Khorana, C.W. Francis et al.) 

установлено наличие взаимосвязи повышения частоты 
венозных тромбозов и эмболий после введения концен-
тратов тромбоцитов с присутствием МТ [47], которые, 
как известно, проявляют более высокую прокоагулянт-
ную активность (50–100 раз) по сравнению с эквивалент-
ными активированными тромбоцитами [48]. Хотя счи-
тается, что период полувыведения МТ очень короткий 
из-за фагоцитоза макрофагами, недавние эксперименты 
показывают, что он может составлять примерно 5,8  ч 
при введении концентратов тромбоцитов пациентам 
с тяжелой тромбоцитопенией [49]. Фосфатидилсерин-
экспрессирующие МТ могут активировать клетки врож-
денного иммунитета, приводя к воспалительной реакции, 
опосредующей острое повреждение легких, связанное 
с переливанием крови (TRALI) [50]. Микрочастицы тром-
боцитов также могут способствовать иммуносупрессив-
ным эффектам, возникающим при трансфузии, что кос-
венно объясняет возникновение посттрансфузионных 
инфекций или рецидивов рака [40]. Еще одним возмож-
ным побочным эффектом МЧ является потенциальный 
высокий риск аллоиммунизации против антигенов клеток 
крови, поскольку они могут обладать высоким иммуноло-
гическим потенциалом [51].

Рефрактерность тромбоцитов — ситуация, при кото-
рой у пациента не наблюдается ожидаемого клинически 
значимого ответа на переливание ТК [52], что является 
осложнением, наблюдаемым у 27% реципиентов тромбо-
цитов [53]. Рефрактерность к трансфузиям тромбоцитов 
определяется как две последовательные трансфузии 
тромбоцитов, приводящие к недостаточному увеличению 
скорректированного прироста тромбоцитов (СПТ). Порог, 
ниже которого СПТ считается недостаточным, зависит 
от момента измерения: СПТ менее 5000–7500 тромбо-
цитов/мкл, измеренный в образце крови реципиента, 
взятом через 1 ч после переливания, характеризует низ-
кое восстановление; СПТ менее 5000 тромбоцитов/мкл 
в образце, взятом через 24 ч после переливания, харак-
теризует низкую выживаемость. У пациентов с иммунной 
рефрактерностью наблюдается низкий посттрансфузи-
онный СПТ как через 1 ч, так и через 24 ч после перели-
вания, который может быть устранен (или нет) с помощью 
подбора соответствующих HLA/HPA-концентратов тром-
боцитов [54]. Однако увеличение количества тромбоцитов 
через 1 ч с последующим значительным снижением коли-
чества тромбоцитов через 24 ч после трансфузии выяв-
ляют даже при отсутствии документально подтвержден-
ной аллоиммунизации. Было высказано предположение, 
что неадекватное качество тромбоцитов является одной 
из причин, по которой у онкологических пациентов после 
переливания крови может наблюдаться особенно низкая 
выживаемость тромбоцитов через 24 ч [12]. Помимо ус-
ложнения самого лечебного процесса, при лечении па-
циентов с резистентностью к тромбоцитам по сравнению 
с пациентами без рефрактерности более чем вдвое уве-
личивается себестоимость койко-дней, при этом пребы-
вание в стационаре происходит на 21 день дольше [55].

Микрочастицы являются маркерами протромботи-
ческого воспаления. У пациентов, которые становятся 
невосприимчивыми к переливанию тромбоцитов, часто 
наблюдается сопутствующая лихорадка или системное 
воспаление, которые могут быть обнаружены в виде по-
вышенного содержания микрочастиц [56]. Следовательно, 
гомогенные тромбоциты могут быть лучшим выбором 
для онкологических пациентов с риском развития реф-
рактерности, в то время как гетерогенные тромбоциты 
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могут приводить к развитию осложнений. Отсюда сле-
дует, что переливание тромбоцитов от доноров с высо-
ким содержанием микрочастиц может быть наиболее 
оптимальной опцией. По всей вероятности, переливание 
гетерогенных тромбоцитов пациентам, чья иммунная си-
стема гиперактивирована, может подтолкнуть их к пере-
ломному моменту, когда они станут невосприимчивыми 
к трансфузии тромбоцитов. В независимых друг от друга 
исследованиях I. Cortés-Puch et al. и W.A. Flegel et al. уста-
новлено, что отказ от переливания гетерогенных тромбо-
цитов в профилактических целях может предотвратить 
рефрактерность. Похожая концепция анализировалась 
в экспериментальном исследовании на животных, у ко-
торых сочетание бактериальной инфекции и трансфузии 
«более старых» эритроцитов, содержащих высокие кон-
центрации микрочастиц, приводило к увеличению риска 
смертности [57, 58].

Гетерогенные концентраты тромбоцитов содержат 
предварительно активированные тромбоциты, которые 
способны быстро реагировать при попадании в крово-
ток. Таким образом, гетерогенные тромбоциты обла-
дают более выраженной функциональной активностью 
и, как было показано, останавливают кровотечение бы-
стрее, чем гомогенные жизнеспособные тромбоциты [33].

Внедрение измерений микрочастиц для контроля ка-
чества и безопасности концентратов тромбоцитов мог-
ло бы устранить влияние на ТК инактивации патогенов, 
внесенных добавочных растворов и условий 7-дневного 
хранения. Управление запасами, основанное на этом по-
казателе, может привести к оптимизации лечебного про-
цесса и существенно снизить затраты.

Оценка содержания тромбоцитарных микрочастиц

Для обнаружения и анализа микрочастиц тромбоцитар-
ного происхождения используется ряд эксперименталь-
ных методов: проточная цитометрия, анализ траекторий 
наночастиц, электронная микроскопия, атомно-силовая 
микроскопия, динамическое рассеяние света [59–61].

Наиболее информативным из названных методов яв-
ляется проточная цитометрия. Этот метод реализует из-
мерение интенсивности упругого рассеяния света от еди-
ничной клетки или частицы, последовательно проходящих 
через зону фокусировки лазерного луча, с последующей 
обработкой этих данных с помощью специальных мате-
матических алгоритмов. При этом характеристики фрон-
тального и бокового светорассеяния позволяют получить 
представление о размерах и структуре клетки, кроме 
того, учитывается уровень флуоресценции химических 
соединений, входящих в состав клетки. Метод требует 
использования достаточно сложной и дорогостоящей ап-
паратуры и больших затрат времени на подготовку и про-
ведение анализов, поэтому он малопригоден для опера-
тивного скрининга концентратов тромбоцитов.

В качестве экспресс-метода, позволяющего опера-
тивно контролировать содержание микрочастиц в кон-
центратах тромбоцитов, было предложено использовать 
динамическое рассеяние света (ДРС). Достаточно эф-
фективный метод измерения размеров и распределения 
по размерам частиц в жидкости. В анализаторах ДРС 
непосредственно измеряется зависимость от времени 
интенсивности лазерного излучения, рассеянного взве-
шенными в жидкости частицами. По этой зависимости 
восстанавливается распределение частиц в координа-
тах «диаметр частиц  —  относительная интенсивность 

излучения», рассеянного частицами данного диаметра 
(распределение по интенсивности). На таких распре-
делениях выделяют две области: в интервале от 0,05 
до 0,5 мкм, соответствующую микрочастицам, и в обла-
сти от 1 до нескольких мкм, соответствующую тромбо-
цитам. На этом принципе основана оценка концентратов 
тромбоцитов с помощью специализированного ДРС ана-
лизатора ThromboLUX, выпускавшегося канадской фир-
мой LightIntegra Technology [59].

При использовании методики ThromboLUX c тестируе-
мым концентратом тромбоцитов проводят три измерения: 
при температуре 37 °С, при охлаждении до 20 °С, при по-
вторном нагревании до 37 °С. В исследовании Е. Maurer-
Spurej et al. продемонстрирован результат измерений 
распределений частиц методом ДРС [27]. Установлено, 
что при охлаждении с 37 до 20  °С доля тромбоцитов 
уменьшается с 72 до 65%, а микрочастиц — возрастает 
с 26 до 31%. При повторном нагревании до 37 °С восста-
навливается прежнее соотношение микрочастиц и тром-
боцитов.

Показана хорошая корреляция оценок состояния 
тромбоцитов и микрочастиц, полученных по методике 
ThromboLux, c данными проточной цитометрии и элек-
тронной микроскопии [59]. Содержание микрочастиц 
может быть достаточно универсальным индикатором, по-
зволяющим оценить качество тромбоцитов в концентра-
те. В экспериментальном исследовании [18] на основании 
анализа большого количества данных была показана 
схема выбора оптимального концентрата тромбоцитов 
для разных категорий больных. Методика ThromboLux 
применялась в США и Канаде, в частности, для срав-
нительного анализа качества КТ, полученных от разных 
доноров или различными способами из крови одного до-
нора [60].

Микрочастицы в концентратах тромбоцитов совсем 
недавно исследовались с помощью универсального ДРС 
анализатора  —  прибора Malvern Zetasizer [61]. В этом 
приборе обеспечивается сбор рассеянного излучения 
под углом 173° (технология обратного рассеяния), что дает 
возможность проводить измерения для малопрозрачных 
образцов. Наиболее информативными оказываются рас-
пределения частиц, измеренные для неразбавленных 
концентратов тромбоцитов. На рисунке 1 приведены рас-
пределения по интенсивности рассеянного излучения 
микрочастиц и тромбоцитов, измеренные при указанных 
выше условиях. Для каждого из исследованных образ-
цов проведено по 3 измерения. Первое измерение про-
изведено при температуре 37  °С — это характеристика 
исходного состояния концентрата, второе характеризует 
устойчивость тромбоцитов к температурному стрессу, т.е. 
активации при понижении температуры до 20 °С. Третье 
измерение выполнено после повышения температуры 
с 20 до 37 °С, его результаты позволили оценить способ-
ность тромбоцитов восстанавливаться после стресса.

Из данных, представленных на рисунке 1, видна боль-
шая доля микрочастиц в КТ при температуре 20 °С (зеле-
ный цвет линии) и ее снижение при нагреве до 37 °С (синий 
цвет линии). В работе А. Labrie et al. произведен анализ 
тромбоцитных концентратов, полученных разными спо-
собами: путем афереза, из обогащенной тромбоцитами 
плазмы и из лейкоцитарно-фосфористой пленки. В изме-
ренных распределениях микрочастиц по размерам отчет-
ливо видны пики, соответствующие экзосомам (более мел-
ким частицам, диаметр которых не превышает 100 мкм) 
и микрочастицам тромбоцитарного происхождения [59]. 
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Рис. 2. Метод выявления содержания микрочастиц, позволяющий различать концентраты активированных и неактивированных тромбоцитов

Однако в зависимости от способа получения ТК положе-
ния этих пиков по шкале диаметров частиц заметно раз-
личаются [60].

В последние годы интенсивно разрабатываются тех-
нологии заготовки, переработки, хранения и применения 
ТК, для которых необходимы новые способы оценки ка-
чества и безопасности компонентов крови, отвечающие 
современным стандартам [59–63]. Способ определения 
микрочастиц в ТК как одна из возможностей сохранения 
их качественных характеристик и безопасности при по-
следующих трансфузиях показан на рисунке 2.

На рисунке 2 показаны действия, которые необходимо 
выполнить для рутинного управления запасами тромбо-
цитов в банке крови: получение образца из концентрата 
тромбоцитов, загрузка образца в капилляр для изме-
рения ДРС, выполнение теста ДРС для идентификации 
микрочастиц и использование сообщенного содержания 
микрочастиц для идентификации активированных тром-
боцитов. Среднестатистическому пользователю требует-
ся 3 мин 23 с, чтобы подготовить систему ДРС к тесту, 
получить и протестировать образец в соответствии с про-
токолом и пометить пакет с тромбоцитами. Основное вни-
мание в этом протоколе уделяется определению состава 
частиц, присутствующих в переливаниях тромбоцитов, 
и использованию микрочастиц в качестве биомаркеров 
активации тромбоцитов. Переливания тромбоцитов по-
мечаются как неактивированные или активированные 
на основе порогового значения процента микрочастиц 
15%. К концу срока хранения в КТ отмечается увеличение 
количества циркулирующих МЧ тромбоцитарного проис-
хождения, что свидетельствует об избыточной активации 

и/или апоптозе тромбоцитов и потере их функциональ-
ной активности и приводит в конечном итоге к снижению 
ожидаемого терапевтического эффекта от применения 
ТК. Определение количества тромбоцитарных МЧ ме-
тодом ДРС может быть перспективным методом оценки 
качества КТ.

Перспективной является разработка отечественной 
методики с использованием динамического светорас-
сеяния для анализа содержания микрочастиц в концен-
тратах тромбоцитов как одного из критериев контроля 
качества компонентов крови. Современный анализ будет 
проводить рутинный скрининг микрочастиц обогащенной 
тромбоцитами плазмы или концентратов тромбоцитов 
с валидацией результатов и формированием заключе-
ния о возможности использования ТК для последующей 
трансфузии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

С развитием современных технологий все большее зна-
чение приобретает поиск новых методов определения ка-
чества и безопасности компонентов крови, в том числе 
концентратов тромбоцитов. Для проведения рутинного 
скрининга ТК возможно проведение быстрого и неинва-
зивного теста, который оценивает характеристики тром-
боцитов, имеющие значение для реципиента. В качестве 
исследуемого параметра может быть определение содер-
жания микрочастиц. Измеряя состав концентрата тром-
боцитов, можно определить характеристики компонента 
при хранении, устойчивость к дополнительным нагрузкам 
и обосновать его оптимальное использование.
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Рис. 1. Распределение по интенсивности рассеянного излучения микрочастиц и тромбоцитов в концентрате тромбоцитов
Примечание: красный цвет — при температуре 37 °С (исходное состояние); зеленый цвет — при температуре 20 °С; синий цвет — после повышения 
температуры от 20 до 37 °С.
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Представленный метод оценки качества и безопас-
ности тромбоконцентратов основан на динамическом 
рассеянии света, имеющем ряд преимуществ над пред-
шествующими тестами. Внедрение метода в клиниче-
скую практику позволит оценить эффективность исполь-
зования ТК до проведения трансфузии, что имеет 
важное значение, так как многократные трансфузии 
ТК у пациентов могут вызвать нежелательные явления. 
Пациентам, имеющим кровопотерю в результате травмы 

или хирургического вмешательства, целесообразно пе-
реливать более активные тромбоциты, содержащие вы-
сокий уровень микрочастиц. При трансфузиях ТК боль-
ным с онкологическими заболеваниями активированные 
тромбоциты нежелательны, вследствие чего необходимо 
применение тромбоконцентрата с минимальным содер-
жанием микрочастиц. Однако использование данного 
метода в клинической практике требует дальнейшего 
изучения.
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ЛАКТУЛОЗЫ В СОСТАВЕ КРИОКОНСЕРВАНТА ДЛЯ СОХРАНЕНИЯ 
КЛЕТОК КРОВИ

А.А. Власов1, С.Ф. Андрусенко1, О.И. Анфиногенова1, А.Б. Эльканова1, А.А. Каданова1, У.Е. Сорокина1, Э.Е. Рыбчинская1,  
Д.А. Доменюк2

1 Северо-Кавказский федеральный университет, Ставрополь, Россия
2 Ставропольский государственный медицинский университет, Ставрополь, Россия

Введение. Криоконсервация позволяет длительно сохранять биоматериал, однако существует ряд проблем, связанных с недостаточной эффек-

тивностью криоконсервантов и токсичностью ряда криокомпонентов, в связи с чем актуален поиск низкотоксичных биосовместимых криоагентов.

Цель. Оценка морфофункциональных особенностей форменных элементов крови в криоконсерванте с лактулозой на основании показателей 

лейкоцитарных, тромбоцитарных и эритроцитарных параметров для хранения цельной крови при умеренно низкой температуре (–20 °С).

Материалы и методы. Исследование проведено на 30 добровольцах-донорах женского пола в возрасте 18–23 лет. Объект исследования — пе-

риферическая венозная кровь, стабилизированная 3-замещенной калиевой солью этилендиаминтетрауксусной кислоты. При приготовлении 

модельного криоконсерванта был использован 0,9 % раствор хлорида натрия для поддержания изотонической концентрации. В качестве 

криопротекторов, проникающих в клетку, использовали глицерин и диметилсульфоксид, в качестве не проникающего — дисахарид лактуло-

зу. Оптимизация состава криоконсерванта проводилась за счет варьирования массовых долей компонентов. Общий анализ крови выполняли 

на автоматическом гематологическом анализаторе «Гемалайт 1270». Компьютерное цитоморфометрическое исследование проводили на аппа-

ратно-программном комплексе «МЕКОС-Ц2».

Результаты. В ходе исследования в условиях сохранения образцов крови с применением разработанного криоконсерванта после 24 ч хранения 

при температуре –20 °С увеличивался процент сохранности лейкоцитов, эритроцитов, тромбоцитов (88,6 ± 0,41, 92,1 ± 0,31, 91,4 ± 0,52% соответ-

ственно) с сохранением форменных элементов крови в физиологически активном состоянии после оттаивания по сравнению с образцами крови, 

сохранявшимися при комнатной температуре.

Выводы. Выявлена морфологическая и функциональная сохранность форменных элементов крови в образцах с применением разработанного 

криоконсерванта после 24 ч хранения при температуре –20 °С. Преимущества данного криоконсерванта: возможность его длительного хранения 

без потери криопротекторных свойств, обеспечение криопротектором стабилизации форменных элементов крови к воздействию субумеренно 

низкой температуры –20 °С, применение нетоксичного дисахарида лактулозы, не проникающего внутрь клетки. Разработанный криоконсервант 

является эффективным в условиях замораживания при –20 °С и доступным (все компоненты производятся на территории Российской Федерации). 

Исследования в данном направлении позволят более эффективно использовать аутодонорство во избежание ряда осложнений при трансфузии 

компонентов крови.

Ключевые слова: криоконсервация; криопротекторы; эритроциты; лейкоциты; тромбоциты; лактулоза; морфофункциональные свойства
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USE OF LACTULOSE IN THE COMPOSITION OF BLOOD CELL CRYOPRESERVATIVES

Aleksander A. Vlasov1, Svetlana F. Andrusenko1, Oksana I. Anfinogenova1, Aishat B. Elkanova1, Anna A. Kadanova1, Uliana E. Sorokina1, 
Elvira E. Rybchinskaya1, Dmitriy A. Domenyuk2

1 North-Caucasus Federal University, Stavropol, Russia
2 Stavropol State Medical University, Stavropol, Russia

Introduction. Cryopreservation allows for long-term conservation of biomaterials. The insufficient efficacy of available cryopreservatives and the toxicity of a 

number of cryocomponents renders the search for low-toxic biocompatible cryoagents highly relevant.

Objective. Assessment of morphological and functional features of blood cells in a lactulose-based cryopreservative for storing whole blood at moderately 

low temperatures (minus 20 °C) using leukocyte, platelet, and erythrocytes parameters.

Materials and methods. The study was conducted using peripheral venous blood of 30 female donor volunteers aged 18–23 years. Samples of peripheral 

venous blood were stabilized by 3-substituted potassium salt of ethylenediaminetetraacetic acid. The cryopreservative was prepared using a 0.9 % sodium 

chloride solution to maintain the isotonic concentration. Glycerin and dimethyl sulfoxide were used as cell-penetrating cryoprotectors; lactulose disaccharide 

was used as a non-penetrating cryoprotector. The composition of the obtained cryopreservative was optimized by varying the mass fractions of the compo-

nents. Clinical blood tests were performed using a Gemalite 1270 automatic hematology analyzer. A computer cytomorphometric study was performed in the 

MEKOS-C2 hardware and software environment.

Results. The conservation of blood samples using the developed cryopreservative for 24 h at a temperature of minus 20 °C increased the percentage of 

preserved leukocytes, erythrocytes, and platelets to 88.6±0.41 %, 92.1±0.31 %, and 91.4±0.52 %, respectively. The blood cells retained their physiological 

activity after thawing compared to blood samples stored at room temperature.

Conclusions. The morphological and functional safety of blood cells in samples stored with the developed cryopreservative was revealed after 24 h of stor-

age at minus 20°C. The advantages of this cryopreservative include the possibility of its long-term storage without loss of cryoprotective properties, stabilizing 
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blood cells to the effects of sub-moderate low temperatures of minus 20 °C, the use of non-toxic lactulose disaccharide that does not penetrate into the cell. 

The developed cryopreservative proves effective in freezing conditions at minus 20 °C, being affordable in terms of cost (all components are manufactured in 

the Russian Federation). Further research in this direction will contribute to the development of safer blood donation approaches and reducing complications 

during transfusion of blood components.
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема сохранения клеток крови вне организма яв-
ляется весьма актуальной для практической медицины. 
Криоконсервация позволяет длительно хранить био-
образцы без изменений клеточной структуры с поддер-
жанием их функциональной активности. Использование 
жидкого азота требует громоздкого, дорогостоящего 
оборудования, регулярного пополнения его запасов, 
что сказывается на себестоимости хранения материа-
ла и перевозки образцов [1], в связи с чем востребова-
ны эффективные криоконсерванты для температурного 
диапазона от -20 до -80 °С. Для криоконсервации харак-
терным недостатком является возможное разрушение 
клеточных оболочек, возникающее вследствие недоста-
точной эффективности существующих криоконсерван-
тов [2]. В то же время криоагенты должны обладать низ-
кой токсичностью [3, 4], использование которых не будет 
приводить к потере фенотипических и функциональных 
свойств биоматериала, в связи с чем существует потреб-
ность в поиске низкотоксичных биосовместимых криоа-
гентов [5].

Наилучшие результаты достигаются при использо-
вании комбинированных криоконсервантов, включа-
ющих эндо- и экзоцеллюлярные криопротекторы [6]. 
Для уменьшения токсического действия криосистем 
дополнительно вносят в качестве криоагентов природ-
ного происхождения липиды, белки, углеводы [7–10], 
аминокислоты [11] и многоатомные спирты [12]. Одним 
из перспективных классов криопротекторов являют-
ся низкомолекулярные углеводы [13]. Выраженным за-
щитным действием на клеточные мембраны обладает 
и дисахарид трегалоза [14]. Смеси сахаров и полиолов 
рассматриваются в качестве естественной эвтектиче-
ской системы [15]. В настоящее время в литературе не-
достаточно экспериментальных данных о влиянии ряда 
углеводов на клетки при использовании их в качестве 
криопротекторов, в частности дисахарида лактулозы. 
Лактулоза — безопасное соединение для всех возраст-
ных групп, в том числе для детей младше одного года 
[16]. При исследовании лактулозы данных о токсиче-
ском, тератогенном и мутагенном действии в клиниче-
ских исследованиях с участием людей получено не было 
[17]. При этом отмечены защитные свойства лактулозы 
на микроорганизмы при их заморозке [18, 19].

В настоящее время возросла потребность в постоян-
ном наличии запасов полноценной крови и ее компонен-
тов [20]. Образцы свежей цельной крови являются наи-
более предпочтительными для анализа, но недостатком 
работы с ней является необходимость ее быстрого ана-
лиза после взятия биопробы и ограниченное количество 
повторных проверок, которые могут быть выполнены 
без дополнительного взятия крови [21]. Описан опыт кри-
оконсервирования в полевых условиях капиллярной кро-
ви с последующим анализом методом цитометрии [22], 
однако аналогичных данных о криоконсевировании ве-
нозной крови нет. Таким образом, актуален анализ мор-
фофункциональных параметров криоконсервированной 
цельной венозной крови в аспекте поиска критериев, 
позволяющих увеличить сроки хранения стабилизиро-
ванных образцов крови без особых изменений аналити-
ческих методик и определяемых показателей крови.

Цель работы  —  оценка морфофункциональных осо-
бенностей форменных элементов крови в криоконсер-
ванте с лактулозой на основании лейкоцитарных, тром-
боцитарных и эритроцитарных параметров для хранения 
цельной крови при умеренно-низкой температуре (–20 °С).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено с участием 30 здоровых жен-
щин-доноров в возрасте 18–23 лет. Все участницы были 
распределены по фазе менструального цикла (фоллику-
лярная фаза). Критериями включения в исследование 
было отсутствие у женщин хронических заболеваний 
в периоде обострения, вредных привычек и видимых при-
знаков аллергического или инфекционного заболевания. 
Всеми участницами было подписано информированное 
согласие об участии в исследовании. Объектом исследо-
вания была периферическая венозная кровь, стабилизи-
рованная 3-замещенной калиевой солью этилендиамин-
тетрауксусной кислоты (К3 ЭДТА) in vitro. Пробы венозной 
крови объемом 15 мл отбирали однократно в утренние 
часы из локтевой вены в специализированные вакуумные 
пробирки для гематологических исследований с К3 ЭДТА.

Из числа проб были сформированы три группы. 
В контрольную группу включили 10 образцов крови, в ко-
торой исследовали характеристики и параметры фор-
менных элементов крови при температуре +20 ± 1,0 °С. 
В 1-ю опытную группу было включено 10 образцов крови, 
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в которые предварительно был внесен модельный крио-
консервант. Данные образцы исследовали по истечении 
4 ч при температуре +20 ± 1,0 °С. Во 2-ю опытную группу 
вошли 10 образцов крови, в которые был внесен модель-
ный криоконсервант, с последующим введением образ-
цов в состояние холодового анабиоза при температуре 
–20  ±  1,0  °С на 24 ч для оценки сохранности образцов 
после однократного цикла замораживания/оттаивания. 
Далее образцы размораживали и исследовали харак-
теристики и параметры форменных элементов крови 
при температуре +20 ± 1,0 °С.

При приготовлении модельного криоконсерванта был 
использован 0,9 % раствор хлорида натрия для поддер-
жания изотонической концентрации. В качестве криопро-
текторов, проникающих в клетку, использовали глицерин 
и диметилсульфоксид (ДМСО), в качестве не проникаю-
щего — дисахарид лактулозу. Оптимизация состава кри-
оконсерванта проводилась за счет варьирования мас-
совых долей компонентов. Конечный состав модельного 
криоконсерванта имел следующие соотношения компо-
нентов: глицерин (чда) — 20%, ДМСО (хч) — 10%, лактуло-
за (торговая марка «Лактусан» по ТУ 9229-004-53757476–
04)  —  2,5% и изотонический (0,9%) раствор хлорида 
натрия до 100%. Приготовленный раствор автоклавиро-
вали (без ДМСО) при 1,2 атм в течение 30 мин и хранили 
в холодильнике при температуре +2…+4 °C. При сопри-
косновении с воздухом ДМСО окисляется, распадаясь 
на соединения, усиливающие токсичность химическо-
го вещества, поэтому автоклавированию не подлежит. 
Стерилизацию ДМСО осуществляли методом стерилизу-
ющего фильтрования с последующим хранением ДМСО 
в стеклянных стерильных пробирках при температуре 
–10 °С. Размораживание ДМСО проводилось на водяной 
бане UТ-4334 («ULAB», Россия) при температуре 37 ± 1 °С. 
ДМСО вносили в готовый стерильный модельный крио-
консервант непосредственно перед замораживанием 
опытных образцов.

В образцы 1-й и 2-й опытных групп добавляли с по-
мощью дозаторов сменного объема модельный криокон-
сервант в количестве 500 мкл при соотношении веноз-
ная кровь / криоконсервант 2:1 по объему. Пробирки 
герметизировали пробками, содержимое перемеши-
вали в течение 10 мин с использованием орбитально-
го шейкера (PSU-10i, Латвия). Далее спустя 4 ч образ-
цы 1-й опытной группы исследовали при температуре 
+20  ±  1,0  °С. Образцы 2-й опытной группы помещали 
в морозильную камеру электроморозильника с темпера-
турой –20 ± 1,0 °С и выдерживали 24 ч. После этого об-
разцы размораживали на водяной бане UТ-4334 («ULAB», 
Россия) в ручном режиме при температуре +37  ±  1  °С 
в течение 1 мин. Далее исследовали характеристики 

и параметры форменных элементов крови при темпера-
туре +20 ± 1,0 °С. Компьютерное цитоморфометрическое 
исследование клеток крови выполняли на аппаратно-
программном комплексе «МЕКОС-Ц2» («Медицинские 
компьютерные системы», Россия). При проведении in 
vitro диагностических тестов общего анализа крови (ОАК) 
в лабораторных условиях использовали автоматический 
гематологический анализатор «Гемалайт 1270» (Dixion, 
Россия).

Для обработки полученных результатов использова-
ли программное обеспечение статистический пакет вер-
сии IBM SPSS Statistic 23.0 (IBM Corp., Armonk, NY, США). 
Характер распределения величин изучаемых показате-
лей оценивали с помощью W-критерия Шапиро — Уилка. 
Уровень статистической значимости межгрупповых раз-
личий при соответствии распределения значений пока-
зателя закону нормального распределения оценивали 
с помощью параметрического t-критерия Стьюдента 
для несвязанных выборок, для показателей с ненормаль-
ным распределением — при помощи непараметрическо-
го U-критерия Манна  —  Уитни. Для показателей с нор-
мальным распределением вычисляли среднее значение 
(М), ошибку среднего (m) и стандартное отклонение (δ). 
Межгрупповые различия считали статистически значи-
мыми при р ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В ходе исследования проводили анализ состояния лей-
коцитарного звена в опытных и контрольной группах (в 
1-й опытной группе с криоконсервантом при температуре 
+20  ±  1,0  °С и 2-й опытной группе с криоконсервантом 
при температуре –20 ± 1,0 °С). Соответствующие данные 
представлены в таблице 1.

При анализе лейкоцитарных показателей как в 1-й, так 
и во 2-й опытных группах по сравнению с контролем отме-
чено статистически значимое снижение количества лей-
коцитов, наиболее выраженное во второй опытной груп-
пе (3,94 ± 0,87)×109/л (р < 0,01) против (4,55 ± 0,83)×109/л 
в первой опытной группе и (5,60  ±  0,92)×109/л в контро-
ле соответственно. При этом значение средних кле-
ток достоверно увеличено как в 1-й, так и во 2-й группе 
в сравнении с контролем, что свидетельствует о сниже-
нии распознавания лейкоцитарных клеток анализато-
ром крови. Несмотря на существенные межгрупповые 
различия, данный показатель находился в диапазоне 
физиологических референсных значений. Процент со-
хранности лейкоцитов в образцах крови с внесенным 
криоконсервантом (температура +20  ±  1,0  °С) составил 
81 ± 0,89 %, при воздействии отрицательных температур 
(-20 ± 1,0 °С) — 88,6 ± 0,41%.

Таблица 1. Лейкоцитарные показатели ОАК в группах исследований

Показатели ОАК
Контрольная группа

n = 10
1-я опытная группа

n = 10
2-я опытная группа

n = 10

Лейкоциты, ×109/л 5,60 ± 0,92 4,55 ± 0,83* 3,94 ± 0,87*

Лимфоциты, % 38,31 ± 4,21 25,70 ± 3,14 25,70 ± 2,17

Гранулоциты, % 56,20 ± 5,23 51,10 ± 4,24 51,10 ± 3,21

Процент средних клеток, % 6,20 ± 1,43 10,20 ± 1,47*♦ 9,20 ± 1,23*♦

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего значения (М ± m);
* статистически достоверное различие между контрольной и опытными группами (р < 0,01);
♦ статистически достоверное различие между 1-й и 2-й опытными группами (р < 0,01).
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Компьютерная морфометрия позволяет получить 
математические характеристики клеточной популяции, 
а также дает возможность судить об активности вну-
триклеточных процессов [23]. Для оценки функциональ-
ного состояния клеток проводили анализ компьютерной 
цитоморфометрии лейкоцитов в контрольной группе 
и опытных группах (в 1-й опытной группе с криоконсер-
вантом при температуре +20 ± 1,0 °С и 2-й опытной груп-
пе с криоконсервантом при температуре –20  ±  1,0  °С). 
Соответствующие данные представлены в таблице 2.

Анализ данных компьютерной цитоморфометрии лей-
коцитов показал, что во 2-й группе (образцы с консерван-
том, замороженные при –20 ± 1,0 °С) значительно возрас-
тала оптическая плотность цитоплазмы (до 1,03 ± 0,01 у.е.) 
как по сравнению с контролем (0,66 ± 0,01 у.е.), так и с 1-й 
опытной группой (0,50  ±  0,01 у.е.), что, вероятно, под-
тверждает увеличение проницаемости в клетку эндоцел-
люлярных криоагентов.

Также проводили анализ эритроцитарных показа-
телей в контрольной группе и опытных группах (в 1-й 
опытной группе с криоконсервантом при температуре 
+20 ± 1,0 °С и во 2-й опытной группе с криоконсервантом 
при температуре –20 ± 1,0 °С). Соответствующие данные 
представлены в таблице 3.

При выполнении общего анализа крови были по-
лучены значения, свидетельствующие об изменении 
количественных и расчетных показателей, а именно 
был достоверно снижен уровень общего гемоглобина 

крови как в 1-й, так и во 2-й опытной группе (119,25 ± 4,27 
и 111,64 ± 4,42 г/л) по отношению к группе контроля соот-
ветственно.

Также отмечали снижение среднего содержания ге-
моглобина в эритроцитах в двух опытных группах в срав-
нении с контрольной группой. Данные показатели имеют 
тенденцию к снижению, что косвенно отражает карти-
ну предразведения исследуемой пробы, однако можно 
сказать, что консервант в условиях комнатной темпера-
туры не приводит к критически значимым изменениям 
компонентов крови. Снижение как общего гемоглобина, 
так и его среднего содержания в клетках говорит о про-
цессах повышения трансмембранной проницаемости, 
при этом данные показатели в опытных группах не выхо-
дили за рамки референсного диапазона физиологически 
допустимых значений.

Сохранность эритроцитов в образцах крови с вне-
сенным криоконсервантом (температура +20 ± 1,0 °С) со-
ставила 89,00 ± 0,20 %, при воздействии отрицательных 
температур (-20 ± 1,0 °С) — 92,10 ± 0,31%.

В ходе проведения компьютерной цитоморфометрии 
эритроцитов в обеих опытных группах по сравнению 
с контрольной достоверно увеличивалась площадь клет-
ки в 1-й группе (значение составило 15,00  ±  1,22 мкм2), 
во 2-й группе — 22,00 ± 1,45 мкм2 против 14,00 ± 2,10 мкм2 
в контроле. Значение среднего диаметра клетки име-
ет тенденцию к увеличению и в 1-й группе составляет 
6,11 ± 0,91 мкм, во 2-й группе — 9,04 ± 1,34 мкм в сравнении  

Таблица 2. Показатели различий компьютерной цитоморфометрии лейкоцитов в группах исследований

Свойства объекта
Контрольная группа

n = 10
1-я опытная группа

n = 10
2-я опытная группа

n = 10

Площадь клетки, мкм2 70,00 ± 4,16 59,00 ± 5,23 60 ± 5,92

Формфактор клетки, % 14,11 ± 5,12 18,01 ± 3,84 16,7 ± 4,33

Индекс поляризации клетки, % 0,16 ± 0,01 0,31 ± 0,01 0,14 ± 0,01

Оптическая плотность цитоплазмы, у.е. 0,66 ± 0,01 0,50 ± 0,01*♦ 1,03 ± 0,01*♦

Площадь ядра, мкм2 52,00 ± 5,32 40,00 ± 4,88*♦ 38 ± 4,41*♦

Форм-фактор ядра, % 14,30 ± 3,41 13,10 ± 2,88 11,4 ± 3,23

Поляризация ядра, % 0,06 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,25 ± 0,01

Ядерно-клеточное отношение, % 0,74 ± 0,01 0,68 ± 0,01 0,63 ± 0,01

Доля дополнения ядра, % 0,04 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,05 ± 0,01

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего значения (М ± m);
* статистически достоверное различие между контрольной и опытными группами (р < 0,01);
♦ статистически достоверное различие между 1-й и 2-й опытными группами (р < 0,01).

Таблица 3. Эритроцитарные показатели ОАК в группах исследований

Показатели ОАК
Контрольная группа

n = 10
1-я опытная группа

n = 10
2-я опытная группа

n = 10

Эритроциты, ×1012/л 4,62 ± 0,24 4,08 ± 0,22 3,75 ± 0,41

Гемоглобин, г/л 131,00 ± 5,34 119,25 ± 4,27* 111,64 ± 4,42*♦

Средний объем эритроцита, фл 86,30 ± 4,36 84,30 ± 4,11 81,70 ± 3,47

Гематокрит, % 39,3 ± 1,55 35,40 ± 1,45 32,20 ± 1,27

Среднее содержание гемоглобина в эритроцитах, пг 28,50 ± 0,30 26,20 ± 1,47* 23,70 ± 1,25*♦

Насыщение эритроцита гемоглобином, г/л 336,00 ± 29,74 311,00 ± 23,37 305,00 ± 19,89

Степень отклонения размера эритроцитов, % 12,20 ± 1,65 11,70 ± 1,44 10,50 ± 1,47

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего значения (М ± m);
* статистически достоверное различие между контрольной и опытными группами (р < 0,01);
♦ статистически достоверное различие между 1-й и 2-й опытными группами (р < 0,01).
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с группой контроля 7,01 ± 1,12 мкм. Увеличение как пло-
щади, так и диаметра эритроцитов свидетельствует о воз-
можном повышении проницаемости в клетку применен-
ного криоагента. Соответствующие данные представлены 
в таблице 4.

При сравнительном анализе тромбоцитарных показа-
телей достоверно снижалось количество тромбоцитов. 
В 1-й группе значение составляло (198,60  ±  5,36)×109/л, 
во 2-й группе (181,50 ± 5,71)×109/л против контрольных зна-
чений на уровне (230,08 ± 6,31)×109/л. Снижение количе-
ства клеток, вероятнее всего, обусловлено увеличением 
объема исследуемой пробы на фоне внесения криокон-
серванта. В то же время отмечена тенденция к увели-
чению коэффициента больших тромбоцитов в обеих 
опытных группах в сравнении с группой контроля, соот-
ветствующие данные приведены в таблице 5.

Сохранность тромбоцитов в образцах крови с вне-
сенным криоконсервантом (температура +20 ± 1,0 °С) со-
ставила 86,20  ±  0,31%, при воздействии отрицательных 
температур (-20 ± 1,0 °С) — 91,40 ± 0,52%.

Предположительно криоконсервант в какой-то сте-
пени активирует тромбоциты, что сопровождается их 
увеличением, однако все исследуемые показатели на-
ходились в диапазоне допустимых физиологических зна-
чений, следовательно, наблюдали реакцию адаптации 
тромбоцитов на воздействие чужеродного компонента, 
в частности криоконсерванта.

В ходе проведения компьютерной цитоморфометрии 
тромбоцитов в группах исследований отмечали статисти-
чески значимое увеличение площади клеток по сравне-
нию с контролем, причем более выраженное в образцах 
1-й группы (с внесенным исследуемым криоконсерван-
том) на уровне 11,85  ±  1,15 мкм2, 2-й группы (с внесен-
ным криоконсервантом и замораживанием) — на уровне 

9,12 ± 1,12 мкм2. Следует отметить, что, несмотря на су-
щественные межгрупповые различия, данный показатель 
отражает картину активности площади тромбоцитов с по-
следующей адаптацией после заморозки. Отмеченные 
изменения находились в диапазоне физиологических 
референсных значений. Соответствующие данные пред-
ставлены в таблице 6.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При сравнительном анализе показателей ОАК в опытных 
группах с внесением криоконсерванта (вне зависимости 
от температурных условий сохранения образцов крови) 
установлено достоверное снижение общего количества 
лейкоцитов, что, вероятно, обусловлено изменением со-
отношения жидкой части крови и форменных элементов 
в условиях введения криоконсерванта и сопряжено со 
снижением распознавания лейкоцитарных клеток ана-
лизатором крови. При этом было отмечено достовер-
ное увеличение процента содержания средних клеток 
в образцах с температурой консервации –20  ±  1,0  °С. 
Вероятно, это связано с изменением морфологии лейко-
цитов, на что указывают изменения в оптической плот-
ности цитоплазмы лейкоцитов, выявленные при компью-
терной цитоморфометрии. Данные изменения могут быть 
связаны и с эффектом влияния криоконсерванта, однако 
в образцах, подвергшиеся замораживанию, показатели 
были более стабильны.

При сравнительном анализе эритроцитарных показа-
телей в группах с внесением криоконсерванта как в ус-
ловиях положительной температуры, так и при замора-
живании образцов установлено достоверное снижение 
общего гемоглобина крови, среднего содержания гемо-
глобина в эритроцитах, при этом статистически значимых 

Таблица 4. Показатели различий компьютерной цитоморфометрии эритроцитов в группах исследований

Свойства объекта
Контрольная группа

n = 10
1-я опытная группа

n = 10
2-я опытная группа

n = 10

Площадь клетки, мкм2 14,00 ± 2,10 15,00 ± 1,22* 22,00 ± 1,45*♦

Средний диаметр клетки, мкм 6,11 ± 0,91 7,01 ± 1,12 9,04 ± 1,34

Фактор формы, % 0,16 ± 0,01 0,31 ± 0,01 0,33 ± 0,01

Поляризация, % 0,66 ± 0,01 0,50 ± 0,01 0,47 ± 0,01

Интегральная оптическая плотность (Кра), мкм2 52,00 ± 2,18 40,00 ± 2,25 38,00 ± 1,43

Интегральная оптическая плотность (Зел), мкм2 14,30 ± 2,15 13,10 ± 1,49 12,10 ± 1,43

Интегральная оптическая плотность (Син), мкм2 0,06 ± 0,01 0,02 ± 0,01 0,02 ± 0,01

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего значения (М ± m);
* статистически достоверное различие между контрольной и опытными группами (р < 0,01);
♦ статистически достоверное различие между 1-й и 2-й опытными группами (р < 0,01).

Таблица 5. Тромбоцитарные показатели ОАК в группах исследований

Показатели ОАК
Контрольная группа

n = 10
1-я опытная группа

n = 10
2-я опытная группа

n = 10

Тромбоциты, ×109/л 230,08 ± 6,31 198,60 ± 5,36* 181,5 ± 5,71*♦

Средний объем тромбоцитов, фл 8,24 ± 1,31 7,56 ± 1,47 6,13 ± 1,54

Тромбокрит, % 2,23 ± 0,65 2,10 ± 0,74 2,03 ± 0,14

Коэффициент больших тромбоцитов, % 17,38 ± 3,31 21,24 ± 2,36 20,12 ± 3,51

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего значения (М ± m);
* статистически достоверное различие между контрольной и опытными группами (р < 0,01);
♦ статистически достоверное различие между 1-й и 2-й опытными группами (р < 0,01).
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изменений в концентрации эритроцитов не выявлено, 
что говорит об эффективности примененного криопро-
тектора. В то же время по данным компьютерной цито-
морфометрии увеличение площади клетки эритроцита 
и тенденция к увеличению среднего диаметра клетки 
и фактора формы эритроцитов в образцах с криоконсер-
вантом и последующим замораживанием подтверждает 
трансмембранное проникновение криоагентов внутрь 
клеток.

При анализе тромбоцитарных показателей уста-
новлено, что в крови с внесенным криоконсервантом 
(+20  ±  1,0  °С) статистически значимо снижалась кон-
центрация тромбоцитов, что связанно с изменением 
соотношения клеток к жидкой части крови. Отмечено 
более выраженное снижение показателя в образцах, 
сохранявшихся в условиях отрицательных температур, 
по сравнению с образцами первой группы (внесенным 
криоконсервантом и температурой +20 ± 1,0 °С), при этом 
его изменения не выходили за границы физиологической 
нормы. Тем самым применение данного способа кон-
сервации крови может быть использовано в формиро-
вании криоконсервированного банка тромбоцитарного 
гемоконцентрата. При компьютерной цитоморфометрии 
тромбоцитарных клеток установлено статистически зна-
чимое увеличение площади клетки. Скорее всего, уве-
личение данного показателя объясняется тем, что тром-
боцит запускает процессы активации в ответ на контакт 
с чужеродным агентом в виде криоконсерванта. В то же 
время в образцах крови 2-й группы также с внесенным 
криоконсервантом, но при замораживании мы регистри-
ровали менее выраженное увеличение площади тромбо-
цита, что, по всей видимости, объясняется запуском про-
цессов адаптации к криоконсерванту при воздействии 
отрицательных температур, однако выявленная особен-
ность требует дальнейшего изучения.

В ходе исследования в условиях сохранения об-
разцов крови с применением разработанного криокон-
серванта после 24 ч хранения при температуре –20  °С 
увеличивался процент сохранности форменных эле-
ментов клеток крови (лейкоцитов, эритроцитов, тром-
боцитов: 88,6  ±  0,41, 92,1  ±  0,31, 91,4  ±  0,52% соответ-
ственно) с сохранением форменных элементов клеток 
крови в физиологически активном состоянии после 
оттаивания по сравнению с образцами крови, сохра-
нявшимися при комнатной температуре. Необходимо 
отметить, что в работах Г.Ю. Кирьяновой и соавт. 
при использовании в качестве криоконсерванта раство-
ра «Криосин» процент сохранности эритроцитов соста-
вил 83,80 ± 4,09 % [24]. В работах Н.В. Исаевой и соавт. 
при оценке жизнеспособности ядросодержащих клеток 

в лейкоконцентратах на этапах их получения и замора-
живания было отмечено, что в жизнеспособном состоя-
нии сохраняется 86,7 % [25]. В работах К.А. Ветошкина 
и соавт. при замораживании тромбоцитов крови доноров 
под защитой комбинированного криоконсерванта сохра-
нялась их функциональная активность, но находилась 
лишь в пределах 63,5—88,8 % [26]. Исследовали также 
форменные элементы цельной крови после суточного 
хранения при температуре –40  °С, при этом морфоло-
гическая и функциональная сохранность клеток соста-
вила: для эритроцитов — 85,30 ± 0,30 %, для тромбоци-
тов — 75,00 ± 0,71 %, для лейкоцитов — 90,10 ± 0,91 % 
от значений, зарегистрированных до замораживания [27].

В работах И.Г. Широких и соавт. при исследовании 
действия полисахаридных фракций на криоконсер-
вированную венозную кровь человека было установ-
лено снижение осмолярности крови человека от 281 
до 149 мОсм/л, что обусловлено взаимодействием функ-
циональных групп полисахаридов с осмотически актив-
ными веществами плазмы крови и приводило к сниже-
нию осмолярности среды и ускорению кристаллизации 
воды [28]. Лактулоза (как и другие дисахариды) относится 
к непроникающим криопротекторам, и создает осмоти-
ческое давление, которое вызывает дегидратацию клеток 
и уменьшает степень образования льда внутри клеток. 
Криоэффект лактулозы, очевидно, близок к действию 
дисахарида трегалозы, выполняющего функции ингиби-
тора роста кристаллов льда в ходе замораживания и пе-
рекристаллизации льда в процессе оттаивания, образуя 
высоковязкое стеклоподобное состояние [29]. Тем не ме-
нее криопротекторный эффект лактулозы еще полно-
стью не определен и нуждается в дальнейшем изучении 
механизма его криозащитного действия.

Основные результаты исследования нашли свое от-
ражение в патенте на изобретение [30]. Преимуществами 
использования разработанного нами криопротектора яв-
ляются: возможность длительного хранения без потери 
криопротекторных свойств, обеспечение стабилизации 
форменных элементов клеток крови к воздействию суб
умеренно низкой температуры –20  °С, приготовление 
криопротектора не требует громоздкого, дорогостояще-
го оборудования, применение нетоксичного, не проника-
ющего внутрь клетки дисахарида лактулозы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Выявлена морфологическая и функциональная сохран-
ность форменных элементов крови в образцах с при-
менением разработанного криоконсерванта после 24  ч 
хранения при температуре –20  °С. Разработанный 

Таблица 6. Показатели компьютерной цитоморфометрии тромбоцитов в группах исследований

Свойства объекта
Контрольная группа

n = 10
1-я опытная группа

n = 10
2-я опытная группа

n = 10

Площадь клетки, мкм2 7,70 ± 1,23 11,85 ± 1,15* 9,12 ± 1,12*♦

Мин. диаметр, мкм 2,65 ± 0,15 2,83 ± 0,54 2,72 ± 0,71

Макс. диаметр, мкм 4,03 ± 0,43 4,94 ± 0,33 4,81 ± 0,25

Ср. диаметр, мкм 3,44 ± 0,27 3,92 ± 0,78 3,88 ± 0,31

Фактор формы, % 12,90 ± 2,10 14,87 ± 2,88 13,10 ± 1,97

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего значения (М ± m);
* статистически достоверное различие между контрольной и опытными группами (р < 0,01);
♦ статистически достоверное различие между 1-й и 2-й опытными группами (р < 0,01).
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криоконсервант является эффективным в условиях за-
мораживания при –20  °С, доступным (все компоненты 
производятся на территории Российской Федерации), 
что расширяет спектр применяемых криоконсервантов 
для проведения анализа морфофункциональных пара-
метров образцов замороженной цельной крови при круп-
номасштабных исследованиях, для полевой медицины, 
при хранении биоматериала в длительных экспедициях 
и отдаленных местностях. Работы, проводимые в таком 

направлении, позволят более эффективно использовать 
аутодонорство во избежание ряда осложнений при пере-
ливании компонентов крови.

На наш взгляд, представленные данные свидетель-
ствуют о необходимости дальнейшего изучения лакту-
лозы в качестве криокомпонента для обеспечения со-
хранности клеток крови при более длительных сроках 
хранения.
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