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АНАЛИЗ ФАКТОРОВ, ВЛИЯЮЩИХ НА ПРОЦЕССЫ АПОПТОЗА В ПЕРИОДЕ 
ОТДАЛЕННЫХ ПОСЛЕДСТВИЙ ТЯЖЕЛЫХ ОСТРЫХ ОТРАВЛЕНИЙ НЕЙРОТРОПНЫМИ 
ТОКСИКАНТАМИ

Е.Б. Шустов1, М.В. Мельникова1, К.В. Мастерова1, В.Ф. Остров1, Е.А. Золотоверхая1, Л.Г. Кубарская1, К.О. Танаянц1, А.А. Козлов1, 
Ю.О. Соколова1, П.К. Потапов1,2

1 Научно-клинический центр токсикологии имени академика С.Н. Голикова Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, Россия
2 Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия

Введение. Поражение нервной системы при действии нейротоксикантов характеризуется различными морфологическими изменениями, прояв-

ляющимися в основном дистрофическими и некротическими процессами. Ключевыми механизмами патогенеза постинтоксикационной астении, 

определяющимися спецификой токсиканта, являются активация апоптоза, нарушение трофики, активация перекисного окисления липидов (ПОЛ), 

недостаточность нейропептидного звена регуляции, нарушения ликвородинамики.

Цель. Количественная оценка вклада процессов апоптоза, оксидативного стресса и нейротрофиновой регуляции в формировании отдаленных 

последствий тяжелых острых отравлений нейротропными токсикантами.

Материалы и методы. Экспериментальное исследование выполнено на крысах-самцах. В качестве токсикантов использовались: фенилкарба-

мат (1,6 мг/кг м.т.), метанол (11,5 г/кг м.т.), ацетат свинца (300 мг/кг м.т.). Период формирования отдаленных последствий составил 30 суток. Уро-

вень апоптоза нейронов височной коры головного мозга определяли методом TUNEL. Определение нейроспецифических белков в плазме крови 

осуществлялось ИФА-методом. Определение показателей ПОЛ и антиоксидантной системы проводили стандартными биохимическими методами.

Результаты. Воздействие веществ вызывало признаки токсического действия у крыс на 1–2-е сутки, причем у фенилкарбамата с максимальной 

выраженностью в первые, а у метанола и ацетата свинца — на вторые. К 5–7-м суткам у выживших животных (независимо от токсиканта) состоя-

ние нормализовалось. На 30-е сутки были выявлены нарушения, совокупность которых позволила разделить выживших животных на подгруппы 

по уровню сформированности функциональных признаков отдаленных последствий острых отравлений.

Выводы. Показано, что формирование отдаленных последствий тяжелых острых отравлений для исследуемых нейротоксикантов связано с по-

вышением количества TUNEL-позитивных нейронов и снижением концентрации белка S100 в сыворотке. Процессы ПОЛ в тканях мозга в указан-

ные сроки не играли существенной роли в активации апоптоза.

Ключевые слова: психоорганический синдром; антиоксидантная система; апоптоз; нейроспецифические белки; нейротоксиканты; отдаленные 
последствия отравлений; перекисное окисление липидов
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ANALYSIS OF FACTORS INFLUENCING APOPTOTIC PROCESSES DURING FORMATION OF LONG-TERM 
HEALTH EFFECTS OF SEVERE ACUTE POISONING WITH NEUROTROPIC TOXICANTS 

Evgeny B. Shustov1, Margarita V. Melnikova1, Kristina V. Masterova1, Vladimir F. Ostrov1, Ekaterina A. Zolotoverkhaja1, Larisa G. Kubarskaya1, 
Ksenia O. Tanayants1, Alexander A. Kozlov1, Yulia O. Sokolova1, Petr K. Potapov1,2

1 Golikov Research Center of Toxicology, St. Petersburg, Russia
2 Military Medical Academy, St. Petersburg, Russia

Background. The nervous system damage caused by neurotoxicants is characterized by various morphological changes, manifested mainly by dystrophic 

and necrotic processes. The key mechanisms of post-intoxication asthenia pathogenesis, determined by the specifics of the toxicant, involve activation of 

apoptosis, trophic disorder, lipid peroxidation (LPO), neuropeptide regulatory insufficiency, as well as cerebrospinal fluid dynamics disorders.

Objective. Quantification of the contribution of apoptosis, oxidative stress, and neurotrophin regulation processes to the formation of long-term health con-

sequences of severe acute poisoning with neurotropic toxicants. 

Material and methods. Experimental studies were performed in male rats. The following toxicants were used: phenylcarbamate (1.6 mg/kg bw), methanol 

(11.5 g/kg bw), lead acetate (300 mg/kg bw). The period of formation of long-term health effects was 30 days. The level of apoptosis of the brain temporal 

cortex neurons was evaluated by the TUNEL method. The identification of blood plasma neurospecific proteins was carried out by the ELISA method. Evalu-

ation of LPO and antioxidant system was carried out by standard biochemical methods.

Results. Exposure to the substances caused the signs of toxic effects in rats on days 1–2. The maximum severity of poisoning with phenylcarbamate was on 

the first day, while the maximum severity of poisoning with methanol and lead acetate was manifested on the second day. By days 5–7, the survived animals 

showed a normalization in the status regardless of the toxicant. On day 30, violations were detected, the totality of which allowed the survived animals to be 

divided into subgroups according to the manifestation of functional signs of long-term health effects of acute poisoning.
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Conclusions. The formation of long-term health effects of severe acute poisoning with the studied neurotoxicants was shown to be associated with an 

increase in the number of TUNEL positive neurons and a decrease in the S100 protein serum concentration. Lipid peroxidation in brain tissues during the 

specified period did not play a significant role in apoptosis activation.

Keywords: psychoorganic syndrome; antioxidant system; apoptosis; neuron-specific proteins; neurotoxicants, late effect of intoxication; lipid peroxidation
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ВВЕДЕНИЕ

Отдаленный период после тяжелых острых отравлений 
нейротропными токсикантами характеризуется развити-
ем преимущественно неспецифических проявлений пси-
хоорганического синдрома, постинтоксикационной и це-
реброгенной астенией, токсическими полинейропатиями. 
Токсическое поражение нервной системы, как и других 
тканей организма, имеет различные морфологические 
изменения на клеточном и тканевом уровнях и прояв-
ляется в основном дистрофическими и некротическими 
процессами [1, 2]. Применение световой микроскопии по-
зволяет установить наличие апоптоза нейронов, которое 
является следствием большинства токсических пораже-
ний нервной системы [3]. Для токсического повреждения 
ткани головного мозга наиболее характерны мелкие очаги 
некроза, часто элективного, при котором повреждаются 
только отдельные элементы ткани (часть из них сохраня-
ется); такие очаги проявляются разрежением нейропиля 
и глиопенией. Морфологической основой психоорганиче-
ского синдрома при нейроинтоксикациях является гибель 
нейронов и глиальных клеток, связанная как с прямым 
токсическим действием ксенобиотиков, так и с индукцией 
процессов апоптоза [4]. Ключевыми механизмами патоге-
неза постинтоксикационной астении, определяющимися 
спецификой токсиканта, являются активация апоптоза, 
нарушение трофики, активация перекисного окисления 
липидов (ПОЛ), недостаточность нейропептидного звена 
регуляции, нарушения ликвородинамики. Токсические 
нейропатии проявляются сегментарной демиелинизаци-
ей (токсической миелинопатией) и аксональной дегенера-
цией (токсической дистальной аксонопатией).

К неспецифическим механизмам токсического дей-
ствия, характерным для всех нейротропных ксенобиоти-
ков, могут быть отнесены: угнетение активности фермен-
тов за счет блокады сульфгидрильных, карбоксильных, 
амино- и других функционально активных структурных 
групп в составе пептидов и белков; формирование окси-
дативного стресса с последующей активацией процес-
сов ПОЛ1; угнетение митохондрий; нарушение гомеостаза 
кальция; эксайтотоксичность; экспрессия провоспали-
тельных цитокинов, индукция воспалительных процес-
сов в нервной ткани; гаптеновая модификация белков 

с приобретением ими антигенных свойств с индукцией ау-
тоиммунных механизмов повреждения; угнетение высво-
бождения нейротрофинов, нейроногенеза и глиогенеза 
в сочетании с подавлением пролиферации и дифферен-
циации новых нейронов и глиоцитов; усиление проница-
емости гематоэнцефалического барьера; усиление про-
цессов апоптоза клеток центральной и периферической 
нервной системы2 [5–8].

В настоящее время актуальным и приоритетным яв-
ляется более углубленное исследование отдаленных по-
следствий тяжелых острых отравлений нейротропными 
токсикантами.

Цель исследования  —  количественная оценка вкла-
да процессов апоптоза, оксидативного стресса и нейро-
трофиновой регуляции в формировании отдаленных по-
следствий тяжелых острых отравлений нейротропными 
токсикантами.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Экспериментальное исследование выполнено на 53 крысах- 
самцах аутбредной линии с массой тела на начало иссле-
дования 180–220 г, поступивших из НИЦ «Курчатовский ин-
ститут» — питомник «Рапполово», Ленинградская область.

Моделирование отдаленных последствий проводили 
путем однократного введения нейротропных токсикантов 
лабораторным животным в дозе ЛД

50
. Период формиро-

вания отдаленных последствий составлял 30 суток. В ка-
честве токсикантов были использованы:
• фенилкарбамат — обратимый ингибитор ацетилхолин-

эстеразы, синтезированный в лаборатории синтеза 
лекарственных препаратов Научно-клинического цен-
тра токсикологии имени академика С.Н. Голикова [9];

• метанол (АО «Вектон», Россия) — органический рас-
творитель, реализующий свое токсическое действие 
за счет повреждения клеточных мембран;

• ацетат свинца (ООО АО «Реахим», Россия) — органи-
ческая соль тяжелого металла, подавляющая актив-
ность различных ферментов.
Лабораторные животные были распределены 

на 4 группы:
группа 1 — «Контроль» К (n = 8), проведено внутри-

желудочное введение 0,5 мл физиологического раствора;
1 МР ФМБА России. 12.08-2021. Клиника, диагностика и лечение хронических отравлений (воздействий) веществами нейротоксического действия. 2021.
2 Бадалян А.В., Белова М.В., Брусин К.М. и др. Медицинская токсикология: национальное руководство. М.: ГЭОТАР-Медиа, 2014.
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группа 2 — «Фенилкарбамат» (ФК) (n = 15), проведено 
внутрибрюшинное введение в виде 0,1% водного раство-
ра в дозе 1,6 мг/кг м.т.;

группа 3  —  «Метанол» (М) (n = 15), проведено вну-
трижелудочное введение в виде 75% водного раствора 
в дозе 11,5 г/кг м.т.;

группа 4 — «Ацетат свинца» (АС) (n = 15), проведено 
внутрибрюшинное введение в виде 5% водного раствора 
в дозе 300 мг/кг м.т.

Выявленные в результате наблюдения признаки ток-
сического действия оценивали в баллах в соответствии 
со шкалой признаков интоксикации [10]. Еженедельно 
определяли динамику массы тела животных, потребле-
ние ими корма и воды.

Для оценки формирования фазы отдаленных по-
следствий токсического действия на 7, 15, 21 и 28-е 
сутки проводили нейрофизиологическое тестирова-
ние животных в тестах «Открытое поле» («VideoMot 2», 
TSE, Германия), «Вращающийся стержень» («Rota-Rod 
Treadmills for rats 7700-7750», Ugo Basile, Италия), «Сила 
хвата» («Gripstrengthmeter 303500 series, TSE, Германия), 
«Исследование сенсорных реакций» («Startle Response 
System», TSE, Германия), «Оценка условного рефлек-
са пассивного избегания (УРПИ)» (PACS-30, Columbus 
Instruments, США).

На 28-й день исследования у выживших животных 
(n = 32) осуществляли забор образцов крови и тканей го-
ловного мозга для последующего исследования.

Определение нейроспецифических белков (нейро-
специфическая енолаза NSE, нейротрофический фак-
тор мозга BDNF, основной белок миелина MBP и каль-
ций-связывающий белок S100) в плазме крови животных 
осуществляли методом иммуноферментного анали-
за с использованием коммерческих наборов (Cloud-
Clone Corp, США) согласно инструкции производителя. 
Показатели перекисного окисления липидов (диеновые 
конъюгаты (ДК), малоновый диальдегид (МДА)); антиок-
сидантной системы (АОС) (восстановленный глутатион 
(ВГ), активность глутатионтрансферазы (ГТ), глутатион-
пероксидазы (ГП), супероксиддисмутазы (СОД)), а также 
маркера энергетического обмена (активность глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ)) определяли в гомогенате 
ткани мозга, как описано ранее [11].

Оценку активности процессов апоптоза осуществля-
ли путем определения количества TUNEL-позитивных 
(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) 
клеток в височной коре крыс. Выбор этого участка коры 
был обусловлен особенностями ее цитоархитектоники 
(высокая плотность нейронов, радиальное расхожде-
ние корковых колонок, наличие интернейронов 8 типов 
и проекций от слухового, статокинетического, вкусово-
го и обонятельного анализаторов, таламуса, высокая их 
чувствительность к гипоксии, частые дисплазии и способ-
ность к эпилептогенезу). Подсчет апоптотических TUNEL-
клеток проводился на 4–5 срезах исследуемой области 
головного мозга. Был использован коммерческий набор 
Elabscience® E-CK-A320 «Набор для изучения апоптоза 
TUNEL In Situ (Green, FITC), One-step TUNEL In Situ Apoptosis 
Kit». Изображения срезов головного мозга были получены 
с помощью микроскопа Nikon Eclipse 80i с цветной каме-
рой Nikon DS-Fi1c при увеличении ×100 для анализа и ×200 
для фотоматериалов в разрешении 1280×960 пикселей 
программой NIS-Elements AR 4.20.00. Подсчет апоптоти-
ческих TUNEL-клеток проводился на 4–5 срезах исследуе-
мой области головного мозга каждого животного.

Статистическая обработка полученных эксперимен-
тальных данных осуществлялась в процессоре элек-
тронных таблиц MS EXCEL с использованием пакета 
прикладных программ «Анализ данных» и специализи-
рованной программы статистического анализа Statistica 
v.10. Применялись методы частотного, дисперсионного, 
факторного и корреляционного анализов. Достоверность 
различий между группами оценивали с использованием 
рангового критерия Уайта, критерия метода точной веро-
ятности Фишера для частотного анализа; F-критерия дис-
персионного анализа ANOVA.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Наблюдение за животными в острый интоксикационный 
период показало, что признаки токсического действия 
(по сумме баллов, характеризующих особенности внеш-
него вида, мышечного тонуса, двигательной активности 
и реакции на взятие на руки) выявлены на 1–2-е сутки 
с быстрой нормализацией состояния к 5–7-м суткам у вы-
живших животных (рис. 1).

В клинической картине острой интоксикации фенил-
карбаматом преобладали признаки судорог и атаксии, 
при отравлении метанолом — снижение мышечного то-
нуса и двигательной активности, нарушения координации 
движений и позы, снижение чувствительности и рефлек-
сов, при интоксикации ацетатом свинца  —  энтеропато-
генный симптомокомплекс, раздражение брюшины, на-
рушения двигательной активности и дыхания. При этом 
для разных токсикантов была характерна разная ско-
рость нарастания и снижения симптомов интоксикации 
(максимально быстрое и более выраженное проявление 
интоксикации, интенсивное снижение — для фенилкар-
бамата, более медленное снижение  —  для метанола). 
Для ацетата свинца было характерно более медленное 
нарастание симптомов отравления, что связано с осо-
бенностями его всасывания в организме.

В ходе динамического наблюдения у животных 
не были выявлены статистически значимые различия 
между контрольной группой и группами выживших по-
сле острой интоксикации животных по таким показате-
лям, как масса тела, потребление корма, сила хвата лап, 
время удержания на вращающемся стержне, а также 
по отдельным показателям использованных нейрофизи-
ологических методик (локомоторная активность, эмоцио-
нальная лабильность, агрессивность, груминг в тесте 
открытого поля; локомоторная активность и пребывание 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Динамика тяжести интоксикации после введения LD
50

 токсикантов
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в освещенном секторе при проведении теста УРПИ; по-
казатели рефлекторного ответа на резкий звук и харак-
теристики латентностей в тесте Startle Response System), 
в связи с чем они не были отражены в последующих та-
блицах и рисунках.

На 30 сут исследования были выявлены признаки на-
рушений водно-пищевого поведения, воспроизведения 
УРПИ, координации движений, торможения в полисинап-
тических рефлекторных цепях, истощения активацион-
ных влияний (табл. 1), совокупность которых позволила 
разделить выживших после отравления животных на под-
группы по уровню сформированности функциональных 
признаков отдаленных последствий острых отравлений.

Данные таблицы 1 свидетельствуют, что в ранние 
сроки после острой интоксикации (7 сут) отмечали ста-
тистически значимое повышение объема потребления 
воды у животных, получивших фенилкарбамат и метанол, 
что необходимо для снижения концентрации токсиканта 
и ускорения его выведения из организма.

Вместе с тем отмечено снижение поисково-ис-
следовательской активности у крыс-самцов в группе 

воздействия метанола, 2,8 ± 0,7 ед. против 9,2 ± 1,7 ед. 
у контрольных животных, что является проявлением пря-
мого токсического действия вещества.

Также было зарегистрировано нарушение воспро-
изведения выработанных условных рефлексов в тесте 
УРПИ, постстрессорный эффект у животных из группы 
фенилкарбамата, 33 ± 13 с против 4 ± 3 с в группе контро-
ля; укорочение длительности реакции на вспышку света, 
7 ± 1 мс против 13 ± 3 мс в группе контроля. В ходе ра-
боты в группе животных, получавших метанол, отмечали 
снижение амплитуды реакции в ответ на электрический 
стимул, 46 ± 15 ед., по сравнению с животными из кон-
трольной группы, 224 ± 46 ед. Указанные признаки соот-
ветствуют пролонгированному периоду картины острой 
интоксикации.

В последующие сроки выраженность подобных из-
менений в основном нивелировалась. В конечной точке 
исследований (28-е сутки) у животных из группы ФК со-
хранялись повышенное потребление воды и нарушения 
воспроизведения условного рефлекса, отмечавшиеся 
на ранних сроках после интоксикации.

Таблица 1. Динамика нейрофизиологических показателей в постинтоксикационный период

Показатель, тест Группа
Дни после интоксикации

7 15 21 28

Потребление воды, мл/сутки1 контроль 26,9 25,6 27,5 28,1

Фенилкарбамат 32,8* 32,2 33,3* 36,8*

Метанол 32,0* 35,5* 21,1 20,0*

ацетат свинца 24,0 23,0 21,1 20,0*

Поисково-исследовательская 
активность, ед.

контроль 9,2 ± 1,7 8,9 ± 1,6 6,0 ± 1,5 4,9 ± 1,0

Фенилкарбамат 11,4 ± 1,1 10,2 ± 1,2 6,2 ± 1,3 5,6 ± 1,3

Метанол 2,8 ± 0,7* 3,1 ± 0,8* 4,5 ± 0,4 4,9 ± 1,0

ацетат свинца 14,6 ± 0,9 12,4 ± 2,0 8,2 ± 2,0 9,2 ± 1,2*

Длительность пребывания 
в темной камере, с

контроль 29 ± 15 – – 4 ± 3

Фенилкарбамат 75 ± 11* – – 33 ± 13*

Метанол 35 ± 14 – – 24 ± 13

ацетат свинца 35 ± 23 – – 40 ± 2,5*

тредбан, доля выполнивших тест, 
% 

контроль 100 100 100 100

Фенилкарбамат 89 100 78 33

Метанол 100 0♦ 44 44

ацетат свинца 100 30 70 0♦

реакция на звук, амплитуда, ед. контроль 76 ± 34 123 ± 63 – 247 ± 113

Фенилкарбамат 153 ± 72 271 ± 135 – 303 ± 134

Метанол 61 ± 39 248 ± 33 – 159 ± 59

ацетат свинца 76 ± 31 112 ± 58 – 79 ± 25

реакция на свет, длительность, мс контроль 13 ± 3 9 ± 2 – 15 ± 2

Фенилкарбамат 14 ± 2 9 ± 4 – 16 ± 2

Метанол 7 ± 1* 9 ± 1 – 21 ± 2*

ацетат свинца 20 ± 5 9 ± 4 – 31 ± 2●

реакция на электрический стимул, 
амплитуда, ед. 

контроль 224 ± 46 293 ± 111 – 618 ± 80

Фенилкарбамат 283 ± 67 358 ± 78 – 537 ± 145

Метанол 46 ± 15♦ 337 ± 60 – 315 ± 63♦

ацетат свинца 202 ± 70 360 ± 140 – 221 ± 74♦

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в формате среднего значения и стандартной ошибки среднего (М ± m); показатель «потребление воды» представлен 
в виде среднегруппового значения; «–» — не исследовались; статистически значимые различия с группой контрольных животных: * p < 0,05; ♦ p < 0,01; 
● p < 0,001.



Оригинальная статья | тОксикОлОгияOriginal article | tOxicOlOgy

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2025, ТОМ 27, № 1 9

У животных после воздействия метанола к 21-м сут-
кам после первоначального увеличения потребления 
воды произошло снижение данного показателя. Наряду 
с этим отмеченное на ранних сроках увеличение длитель-
ности реакции на вспышку света и снижение амплитуды 
ответа на электрический стимул нивелировалось к концу 
эксперимента.

В группе животных, выживших после отравления аце-
татом свинца, снижение потребления воды отмечали весь 
период наблюдения с нарастанием показателя к 28-м сут-
кам, также зафиксированы нарушения воспроизведения 
условных рефлексов, реакций на свет (31 ± 2 мс против 
15 ± 2 мс в контроле) и звук, причем более существен-
ные, чем выявленные у крыс при воздействии метанолом. 
Кроме того, для этих животных оказалось невозможным 
выполнение теста бега на тредбане, а в тесте открыто-
го поля у животных отмечалась некоторая суетливость, 
сопровождающаяся повышением поисково-исследова-
тельской активности.

Анализ обнаруженной динамики признаков токсиче-
ского действия и нейрофизиологических показателей по-
зволил выявить признаки, чувствительные к формирова-
нию отдаленных последствий острых отравлений. К ним 
относятся следующие: нарушение водно-пищевого пове-
дения и его эндокринной регуляции (снижение потребле-
ния воды), нарушение воспроизведения условных реф-
лексов, повышенная чувствительность к стрессу (время 
пребывания в темной камере в тесте УРПИ), невозмож-
ность выполнения теста бега на тредбане на высокой ско-
рости движения ленты, торможение в полисинаптических 
путях (высокая длительность реакции на свет в тесте 
TSE Startle Response System) и недостаточность (истоще-
ние) активационных влияний (низкая амплитуда реакции 
на электрический стимул в тесте TSE Startle Response 
System). В совокупности эти признаки позволили на ос-
нове балльной системы оценки получить интегральную 
количественную величину уровня сформированности от-
даленных последствий.

Отмечены отдельные сдвиги в исследуемых показа-
телях метаболизма головного мозга, соответствующие 
данные представлены в таблице 2.

Анализ данных, представленных в таблице 2, показы-
вает, что на 28-е сутки после отравления (период фор-
мирования отдаленных последствий острых отравлений) 
под влиянием острой интоксикации фенилкарбаматом 

у выживших животных отмечается умеренное снижение 
белка S100 на 30% (р ≤ 0,05).

В группе животных с отравлением метанолом отме-
чено статистически достоверное повышение активности 
СОД на 90% и Г-6-ФДГ на 37%, а также статистическая 
тенденция к снижению активности на 27% белка S100 
при повышении активности ферментов антиоксидантной 
защиты (глутатионтрансферазы и глутатионпероксидазы 
на 20–21%), что может отражать компенсаторные процес-
сы в ткани мозга в постинтоксикационном периоде.

После острой интоксикации ацетатом свинца у вы-
живших животных на 28-е сутки наблюдалась статисти-
ческая тенденция к повышению маркера нейронального 
повреждения NSE на 94% и увеличение в 3 раза концен-
трации конечных продуктов ПОЛ диеновых конъюгатов 
при снижении активности глутатионтрансферазы на 10%, 
что отражает проявления нейротоксичности этого соеди-
нения. В то же время отмечается и более выраженное, 
по сравнению с другими токсикантами, статистически до-
стоверное снижение активности на 46% белка S100 и ос-
новного белка миелина на 23%, повышение активности 
нейротрофического фактора мозга BDNF на 42%, а так-
же умеренное повышение активности Г-6-ФДГ на 18%, 
что отражает высокую активность компенсаторно-при-
способительных биохимических механизмов в этом пе-
риоде.

Необходимо отметить, что нейроспецифические бел-
ки, определяемые в сыворотке крови через 30 суток 
после острого отравления, оказались малоинформа-
тивными для выявления и оценки выраженности отда-
ленных последствий интоксикаций. Только для ацетата 
свинца были обнаружены метаболические признаки 
повреждения нейронов и, вероятно, повышения про-
ницаемости гематоэнцефалического барьера. Важным 
является тот факт, что для ацетата свинца типичным яв-
ляется и активация процессов ПОЛ на фоне снижения 
активности ферментативного звена антиоксидантной 
системы. Вероятно, эти данные могут быть соотнесе-
ны с известной для тяжелых металлов способностью 
угнетать ферментативную активность широкого круга 
ферментов за счет связывания с тиоловыми группами 
в активном центре.

Микрофотографии срезов височной коры головного 
мозга крыс для оценки влияния токсикантов на процессы 
апоптоза нейронов представлены на рисунке 2.

Таблица 2. Показатели метаболизма головного мозга выживших животных на 28-е сутки после острого отравления нейротоксикантами

Показатель, ед. измерения Контрольная (n = 8) Фенилкарбамат (n = 9) Метанол (n = 10) Ацетат свинца (n = 5)

nSe, пг/мл 0,71 ± 0,11 0,65 ± 0,07 0,99 ± 0,17 1,38 ± 0,39*

BDnF, нг/мл 1,22 ± 0,12 1,15 ± 0,04 1,30 ± 0,09 1,73 ± 0,11*

MBP, нг/мл 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,06 ± 0,01 0,05 ± 0,01

S100, нг/мл 0,120 ± 0,011 0,084 ± 0,007* 0,087 ± 0,012 0,064 ± 0,006*

Вг, ммоль/л 2,00 ± 0,05 1,95 ± 0,04 1,91 ± 0,04 1,94 ± 0,05

МДа, ммоль/л 19,1 ± 1,7 19,2 ± 0,9 22,8 ± 2,3 18,9 ± 1,0

Дк, ммоль/л 65,3 ± 1,6 98,7 ± 36,0 126,7 ± 52,9 197,2 ± 80,6

гт, Ед/г белка 62,7 ± 1,2 57,8 ± 3,5 75,2 ± 6,0 56,2 ± 1,2

гП, Ед/г белка 1,45 ± 0,03 1,42 ± 0,08 1,76 ± 0,16 1,40 ± 0,04

г-6-ФДг, Ед/г белка 35,8 ± 2,3 38,2 ± 3,2 49,2 ± 5,0* 42,4 ± 2,3

сОД, Ед/г белка 21,5 ± 5,3 24,2 ± 5,7 50,0 ± 5,4* 20,5 ± 5,4

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в формате среднего значения и стандартной ошибки среднего (М ± m); статистически значимые различия с группой 
интактных животных: * р ≤ 0,05.
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Контроль, DAPI — ядерные нейроны на срезе, ×200

Фенилкарбамат, DAPI — ядерные нейроны на срезе, ×200

Метанол, DAPI — ядерные нейроны на срезе, ×200

Ацетат свинца, DAPI — ядерные нейроны на срезе, ×200

Контроль, TUNEL — апоптотические нейроны, ×200

Фенилкарбамат, TUNEL — апоптотические нейроны, ×200

Метанол, TUNEL — апоптотические нейроны, ×200

Ацетат свинца, TUNEL — апоптотические нейроны, ×200

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Микрофотографии срезов височной коры головного мозга крыс
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При практически одинаковом количестве окрашенных 
синим ядерных нейронов на срезе коры головного моз-
га (фотографии слева) под влиянием токсикантов у вы-
живших животных существенно повышается количество 
апоптотических TUNEL-позитивных нервных клеток — зе-
леное свечение, правый ряд фотографий (рис. 2).

Результаты оценки активности процессов апоптоза 
представлены на рисунке 3.

Представленные на рисунке 3 данные показывают, 
что все изученные токсиканты, вне зависимости от меха-
низмов их токсического действия, в 3–4 раза повышают 
количество нейронов в состоянии апоптоза, т.е. являются 
индукторами этого патологического процесса.

Дисперсионный факторный анализ показал, что вы-
раженность апоптоза нейронов коры мозга крыс тесно 
связана с процессами формирования отдаленных по-
следствий тяжелых острых отравлений нейротропными 
токсикантами: с ним связано более 20% всей вариатив-
ности оценки их сформированности (R2 = 0,47, р = 0,034) 
у выживших животных. В связи с этим дальнейший ана-
лиз был сфокусирован на оценке значимости влияния ис-
следуемых метаболических факторов на уровень актив-
ности процессов апоптоза нейронов.

Как следует из рисунка 3, на 28-е сутки в клет-
ках головного мозга у выживших животных отмечает-
ся выраженная резкая активация процессов апоптоза, 
в большей степени характерная для фенилкарбамата. 
Дисперсионный факторный анализ показал, что контро-
лируемый фактор «факт интоксикации» определяет 64% 
общей вариативности (р = 5×10–8) показателя апоптоза. 
Вид нейротоксиканта имеет еще большее значение в ак-
тивации апоптоза (72% общей вариативности признака, 
р = 2×10–6), при этом для фенилкарбамата коэффициент 
детерминации D = 0,97 (p = 5×10–13), для метанола D = 0,86 
(p = 4×10–8), для ацетата свинца D = 0,80 (p = 4×10–5).

Для оценки уровня активации апоптоза в период фор-
мирования отдаленных последствий острых отравлений 
методом частотного анализа и S-образного шкалирова-
ния были определены точки перегибов на кривых стати-
стического распределения количества TUNEL-позитивных 
клеток на срезах (рис. 4), которые и являются грани-
цами уровней активации апоптоза. Если исследуемый 
показатель может быть охарактеризован как близкий 
к нормальному статистическому распределению, такими 

критериальными точками на кумулятивной кривой будут 
16% (граница низкого и среднего уровня), 66% (граница 
среднего и повышенного уровня) и 84% (граница повы-
шенного и высокого уровня). Обращает на себя внима-
ние, что более выраженная (в 4 раза) индукция апопто-
за зафиксирована при воздействии фенилкарбамата, 
в то время как апоптоз-индуцирующая активность ме-
танола и ацетата свинца проявлялась слабее (примерно 
на 30%).

Границами диапазонов (рис. 4) являются: низкого 
уровня — 6 и менее TUNEL-позитивных клеток на срезе, 
среднего уровня  —  7–10 клеток, повышенного  —  14–18 
клеток, высокого уровня — 19 и более клеток на срезе.

В анализируемых экспериментальных группах была 
выявлена следующая структура уровней активации апо-
птоза (табл. 3).

Данные, представленные в таблице 3, показывают, 
что фенилкарбамат является сильным индуктором апо-
птоза, вызывая преимущественно высокий уровень его 
активации, в то время как метанол и ацетат свинца вы-
зывают умеренную по степени выраженности активацию 
программированной клеточной гибели нейронов.

После анализа роли отдельных компонентов метабо-
лических систем мозга в активации процессов апоптоза 
под действием нейротоксикантов установлено, что иссле-
дованные в работе показатели метаболизма не играют су-
щественной роли в процессе апоптоза клеток головного 
мозга на этапе формирования отдаленных последствий 
тяжелых острых отравлений нейротропными токсиканта-
ми, их коэффициенты детерминации находились в диапа-
зоне от 0,02 до 0,11 и не были статистически значимыми. 
Для нейроспецифических белков, вероятно, это может 
быть связано как с особенностями токсического по-
вреждения мозга на тканевом уровне, так и со сроками, 
прошедшими после острой интоксикации, запустившей 
активацию апоптоза. Так, известно, что NSE достигает 
максимума в ликворе через сутки после ишемического 
или геморрагического инсульта, снижается к 4–5 сут и бо-
лее специфична фокальным повреждениям мозга, чем 
диффузным [12–15]. Для белка S100 также существуют 
типичные сроки повышения его концентрации — 2–7 сут. 
MBP является маркером аксональных повреждений 
и демиелинизации, которые к сроку 30 сут от момен-
та острой интоксикации могут еще не сформироваться. 
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Рис. 3. Активность процессов апоптоза в клетках височной коры головно-
го мозга крыс на 28-е сутки после острого отравления нейротоксикантами
Примечание: * p ≤ 0,05 — статистически значимые различия от группы 
контроля.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Частотные кривые распределения количества TUNEL-позитивных 
клеток на срезах височной коры головного мозга крыс
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BDNF в большей степени гиперэкспрессируется при не-
достатке нейрональной пластичности, клинически более 
значимой является слабая реакция этого нейротрофина 
на повреждение мозговой ткани [17, 18].

В группе интактных животных уровень апоптоза 
не имел значимых корреляционных связей ни с нейроспе-
цифическими белками, ни с показателями ПОЛ и антиок-
сидантной системы (АОС) и представлял собой спонтанно 
протекающий процесс. В группе животных, перенесших 
интоксикацию фенилкарбаматом, на уровень апоптоза 
оказывал умеренное влияние низкий уровень восста-
новленного глутатиона (r = –0,53). После интоксикации 
метанолом выявлена слабая корреляционная связь апоп-
тоза и содержания основного белка миелина (r = +0,47), 
вероятнее всего, отражающая наличие общего для них 
индуцирующего фактора. После интоксикации ацетатом 
свинца активность процессов апоптоза нейронов была 
связана с низкой активностью глутатионтрансферазы 
(r = –0,66) и СОД (r = –0,47). Следовательно, применение 
активаторов этих ферментов может быть полезно в ком-
плексе средств профилактики отдаленных последствий 
отравлений органическими производными свинца.

NSE в группе интактных животных демонстрирова-
ла умеренные отрицательные связи с активностью глу-
татион-зависимых ферментов АОС: ГТ (r = –0,63) и ГП 
(r = –0,57), т.е. повышение содержания этого маркерно-
го белка может отражать слабость ферментативного 
звена АОС. В то же время была выявлена положитель-
ная корреляционная связь с уровнем восстановленного 
глутатиона (r = +0,75). В совокупности эти связи могут 
означать, что повреждение тел нейронов может быть об-
условлено нарушением способности утилизировать вос-
становленный глутатион в реакциях антиоксидантной 
защиты, так как при этом происходит одновременное 
повышение его уровня и снижение активности фермен-
тов утилизации. Эта закономерность прослеживается 
и при отравлении фенилкарбаматом, однако при этом до-
полнительно отмечается снижение активности глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназы (r = –0,67) и положительная 
корреляционная связь с белком S100 (r = +0,70). После 
интоксикации метанолом также отмечается накопле-
ние неутилизированного восстановленного глутатиона 
(r = +0,55), но при этом оно сочетается с более низкими 
значениями BDNF (r = –0,50).

Своеобразная картина взаимосвязей NSE отмечается 
после интоксикации ацетатом свинца. Выявлена альтер-
нативная активация экспрессии или NSE, или белка S100 
(коэффициент корреляции между ними r = –0,81). Причем 
низкая активность АОС смещает систему в сторону по-
вышения уровня белка S100. При интоксикации свинцом 
обнаружена выраженная положительная корреляцион-
ная связь (практически линейная) между уровнем NSE 
и активностью СОД (r = +0,94), что подразумевает единую 

ответную реакцию на отравление свинцом. После отрав-
ления фенилкарбаматом этот маркер отрицательно кор-
релирует с активностью глутатион-зависимых ферментов 
АОС. При отравлении метанолом повышение количества 
этого белка в тканях мозга связано с накоплением МДА 
(r = +0,61) и компенсаторным субстратным повышением 
активности СОД (r = +0,57). Аналогичная корреляционная 
связь МВР с СОД была выявлена и после отравления аце-
татом свинца (r = +0,53).

При отравлении фенилкарбаматом уровень BDNF 
коррелировал с диеновыми конъюгатами (r = +0,61), а по-
сле отравления метанолом  —  с дефицитом восстанов-
ленного глутатиона (r = –0,60). После отравления свин-
цом фиксируются нейропротекторные эффекты BDNF: 
снижение аксональных повреждений по маркеру белка 
S100 (r = –0,66) и улучшение показателей антиоксидант-
ной защиты (снижение диеновых конъюгатов (r = –0,62), 
повышение активности глутатионтрансферазы (r = +0,68), 
глутатионпероксидазы (r = +0,61) и СОД (r = +0,49)).

Белок S100 в группе интактных животных и при от-
равлении метанолом имеет умеренную корреляционную 
связь с СОД (r = +0,62). После отравления фенилкарбама-
том он коррелирует с уровнем NSE (r = +0,70), что может 
отражать процесс параллельного повреждения как тел 
нейронов, так и аксонов. После отравления ацетатом 
свинца уровень белка S100 повышается при недостаточ-
ности антиоксидантной системы  —  низком уровне вос-
становленного глутатиона (r = –0,51), ГТ (r = –0,61) и осо-
бенно ГП (r = –0,84) и СОД (r = –0,75).

В блоке показателей ПОЛ и АОС в тканях мозга ин-
тактных животных выделяется плотный кластер из по-
ложительно коррелирующих друг с другом показателей 
активности глутатион-зависимых ферментов (ГТ и ГП) 
и глюкозо-6-фосфат дегидрогеназы (коэффициенты кор-
реляции в диапазоне от +0,70 до +0,98). При отравлении 
фенилкарбаматом и метанолом к этому кластеру присо-
единяется СОД, плотность корреляционных связей сни-
жается незначительно. В то же время после отравления 
ацетатом свинца этот кластер распадается, ключевым ан-
тиоксидантным ферментом становится глутатионперок-
сидаза, а СОД оказывается соединен умеренной корре-
ляционной связью с глюкозо-6-фосфат дегидрогеназой.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенное исследование показало, что общим 
для анализируемых токсикантов было повышение ко-
личества нейронов, гибнущих путем апоптоза (наибо-
лее выражено при интоксикации фенилкарбаматом), 
и снижение концентрации белка S100 в сыворотке крови 
(наиболее выражено при отравлении ацетатом свинца). 
Специфичной для отдаленных последствий отравле-
ния метанолом была умеренная активация ферментов 

Таблица 3. Распределение животных по уровням активации процессов апоптоза при влиянии нейротоксикантов

Группа
Уровень активации апоптоза

низкий умеренный повышенный высокий

контрольная 88 12 – –

Фенилкарбамат (1,6 мг/кг м.т.) – – 33 67

Метанол (11,5 г/кг м.т.) – 100 – –

ацетат свинца (300 мг/кг м.т. ) – 80 – 20

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде % встречаемости в группе.
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антиоксидантной защиты; возможно, как компенсаторная 
реакция на активацию процессов ПОЛ. Специфичными 
для отдаленных последствий отравления ацетатом 
свинца у выживших животных были повышение концен-
трации в сыворотке крови NSE и BDNF, снижение бел-
ка S100 и МВР, повышение уровня диеновых конъюга-
тов при снижении активности ГТ, умеренная активация 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы — ключевого фермен-
та пентозофосфатного пути образования в тканях моз-
га восстановленных форм коферментов окисления суб-
стратов энергетического обмена.

Установлено, что фенилкарбамат проявляет свойства 
сильного индуктора апоптоза клеток коры головного 
мозга, метанол и ацетат свинца являются индукторами 
с умеренной активностью.

Необходимо отметить, что рассчитанные коэффици-
енты детерминации имеют низкие или умеренные (для 
глутатионтрансферазы и глутатионпероксидазы) значе-
ния. Это позволяет утверждать, что нейроспецифиче-
ские белки, процессы перекисного окисления липидов 
и антиоксидантной защиты не оказывают существенного 
влияния на процессы апоптоза нейронов у выживших жи-
вотных на этапе формирования отдаленных последствий 
тяжелых острых отравлений. В связи с этим целесообраз-
но будет продолжить изучение влияния метаболических 
процессов в ткани головного мозга животных на актив-
ность процессов апоптоза и формирование отдаленных 
последствий на более ранних сроках после острой инток-
сикации нейротропными токсикантами.
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ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИЕ КРИТЕРИИ ОЦЕНКИ ОПАСНОСТИ ЦНС-АКТИВНЫХ 
КСЕНОБИОТИКОВ

Д.В. Криворотов, А.И. Николаев, А.С. Радилов, В.Р. Рембовский, В.А. Кузнецов

Научно-исследовательский институт гигиены, профпатологии и экологии человека Федерального медико-биологического агентства, 
Ленинградская область, Россия

Введение. Судебно-медицинская экспертиза часто сталкивается с малоизученными, потенциально опасными психоактивными веществами. При 

этом информация о биологической активности таких веществ отрывочна и противоречива или вообще отсутствует. Поэтому разработка подходов 

к прогнозированию опасности ксенобиотиков является актуальной задачей медицины экстремальных ситуаций.

Цель. Изучение взаимосвязи физико-химических свойств и степени опасности представителей одного из классов ЦНС-активных веществ с ис-

пользованием методов математического анализа и последующим научным обоснованием критериев предварительной оценки опасности нарко-

тических средств.

Материалы и методы. В качестве модельных объектов исследования использовали известные структуры наркотических анальгетиков, раз-

деленные на три группы по степени потенциальной опасности. В качестве факторов потенциальной опасности таких веществ рассматривали 

их физико-химические свойства, такие как: молекулярная масса, полярность, площадь полярной поверхности, коэффициенты распределения 

и константы основной диссоциации. Для выявления связи физико-химических свойств и степени опасности психоактивных веществ использова-

ли линейный дискриминантный анализ.

Результаты. На примере представителей одного из классов ЦНС-активных веществ показана связь степени их опасности с физико-химическими 

свойствами, влияющими на перераспределение таких веществ из центрального кровотока в ткани центральной нервной системы. Для прогно-

зирования степени опасности психоактивных веществ предложены физико-химические критерии — классификационные функции, достаточно 

хорошо разделяющие группы модельных веществ между собой.

Выводы. Показали, что физико-химические свойства психоактивных веществ определяют особенности их токсического действия в не меньшей 

степени, чем сила их связывания с целевыми рецепторами. Сформулированные в работе классификационные функции, рассчитываемые на ос-

новании физико-химических свойств веществ, могут быть использованы для предварительной оценки степени опасности ксенобиотиков в ходе 

их выявления в биологических пробах.

Ключевые слова: ксенобиотики; биологические пробы; наркотические средства; гематоэнцефалический барьер; физико-химические свойства; 
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PHYSICAL AND CHEMICAL CRITERIA FOR HAZARD ASSESSMENT OF CNS-ACTIVE XENOBIOTICS 

Denis V. Krivorotov, Anatoly I. Nikolaev, Andrey S. Radilov, Vladimir R. Rembovsky, Viktor A. Kuznetsov

Research Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Leningrad region, Russia

Introduction. Forensic medical examinations frequently encounter poorly understood, potentially hazardous psychoactive substances. At the same time, 

information on the biological activity of such substances may be either fragmentary and contradictory or absent altogether. Therefore, the development of 

approaches to predicting the health hazard of xenobiotics is an urgent task of emergency medicine.

Objective. To study the relationship between physicochemical properties and the hazard rate of one class of CNS-active substances using the methods of 

mathematical analysis followed by scientific substantiation of criteria for preliminary hazard assessment of narcotic drugs.

Маterials and methods. The study models included the known structures of narcotic analgesics, divided into three groups according to their potential 

hazard rate. The physicochemical properties of such substances, i.e., molecular weight, polarity, polar surface area, distribution coefficients, and basic disso-

ciation constants were considered as potential hazard factors. Linear discriminant analysis was used to identify the relationship between the physicochemical 

properties of psychoactive substances and their hazard potential.

Results. The considered example of one class of CNS-active substances confirms the relationship between their hazard rate and the physicochemical 

properties affecting their redistribution from the central bloodstream to the central nervous system. Physicochemical criteria for predicting the hazard rate of 

psychoactive substances are proposed. These criteria serve as classification functions that distinguish groups of model substances.

Conclusions. The physicochemical properties of psychoactive substances and the strength of their binding to target receptors equally determine the char-

acteristics of their toxic effect. The formulated classification functions, calculated based on the physicochemical properties of substances, can be used for a 

preliminary hazard assessment of xenobiotics during their detection in biological samples.

Keywords: xenobiotics; biological samples; narcotic drugs; blood–brain barrier; physicochemical properties; molecular weight; polarity; dissociation 
constants; distribution coefficients
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ВВЕДЕНИЕ

В ходе судебно-медицинской экспертизы случаев отрав-
лений психоактивными веществами используются целе-
вые аналитические методы: ГХ-МС (масс-спектрометрия 
с газовой хроматографией) и ВЭЖХ-МС/МС (тандемная 
масс-спектрометрия с жидкостной хроматографией), ко-
торые позволяют обнаруживать известные ксенобиоти-
ки и их метаболиты [1]. Для идентификации химической 
структуры новых веществ, появляющихся в незакон-
ном обороте, применяют нецелевое тестирование с по-
мощью технологий ВЭЖХ-HRMS (масс-спектрометрия 
высокого разрешения с жидкостной хроматографией). 
Идентифицируемые в биологических пробах вещества 
могут представлять значительную опасность [2–5]. Если 
безопасность лекарственного средства может быть из-
мерена путем определения его терапевтического индек-
са, рассчитываемого как отношение максимальной дозы 
лекарственного средства, не проявляющей токсичности, 
к дозе, дающей нужный эффект (LD

50
/ED

50
), то для вы-

являемых в ходе экспертизы веществ такой подход не-
возможен. При этом информация об опасной фармако-
логической активности выявляемых ксенобиотиков либо 
отрывочна и противоречива, либо вообще отсутствует, 
чему есть ряд существенных причин:
• стремительное появление новых психоактивных хими-

ческих веществ, которые незаконно поступают в обо-
рот, при отсутствии стандартных образцов и методов 
их определения в биологических и иных средах [6];

• законодательные ограничения исследования наркоти-
ческих средств, не имеющих медицинского примене-
ния [6];

• недостаточная стандартизация многочисленных ме-
тодов исследования фармакологических свойств нар-
котических средств [7, 8];

• сложность межвидового переноса результатов докли-
нических исследований, приводящая к недооценке 
токсичности наркотических средств [9];

• невозможность сравнения по биологическому дей-
ствию не стандартизированных по степени чистоты 
и изомерному составу наркотических средств [3].
Перечисленные причины делают затруднительной 

медико-биологическую оценку новых психоактивных ве-
ществ, рост случаев выявления которых в незаконном 
обороте в последнее время отмечается в России и в мире 
[4, 8–10]. Для прогнозирования опасности выявляемых 
веществ целесообразно иметь доступные для простого 
определения критерии, связанные с токсическим дей-
ствием ЦНС-активных ксенобиотиков.

Известно, что токсичность многих наркотических 
анальгетиков связана с опиоид-индуцированной депрес-
сией дыхания, способной привести к гибели пациента 
при отсутствии надлежащего лечения [11]. Центральным 
генератором паттернов дыхания в стволе головного 
мозга являются комплекс пре-Бетцингера (preBötzinger 

Complex) и ядро Келликера — Фузе (Kolliker–Fuse). В этих 
областях мозга за реакцию на повышение уровня угле-
кислого газа (рСО

2
) и снижение оксигенации крови (рО

2
), 

необходимой для рефлекторного механизма дыхания, за-
действовано всего 70–140 нейронов [12]. Соответственно, 
механизм регуляции дыхательной деятельности крайне 
уязвим по отношению к веществам, способным селектив-
но воздействовать на данные мишени в головном мозге. 
Можно предположить, что опасность ЦНС-активных ксе-
нобиотиков, выраженная как их сила и быстродействие, 
опосредуется, во-первых, факторами, определяющими 
степень их влияния на целевые рецепторы в нейронах 
указанных областей головного мозга, и, во-вторых, фак-
торами, определяющими перенос ксенобиотиков из цен-
трального кровотока к их биологическим мишеням в го-
ловной мозг.

Силу действия наркотических анальгетиков часто 
связывают с величинами констант ингибирования опио-
идных рецепторов [13]. Но в стандартизированных усло-
виях морфин и фентанил, существенно различающиеся 
по силе анальгетического действия, имеют сравнимые 
константы ингибирования (K

i
) μ-опиоидных рецепторов 

(МОР) (табл. 1) [5, 7].
При более глубоком рассмотрении прямой связи 

анальгетической активности опиоидов с силой их связы-
вания с рецептором не просматривается, что подтверж-
дается многочисленными примерами [14]. Так, по данным 
Е. Boström et al., оксикодон, который более чем в 20 раз 
слабее связывается с опиоидными рецепторами, чем 
морфин (табл. 1), проявляет в 1,8 раза большую аналь-
гетическую активность. Такой эффект объясняют его 
большей концентрацией в целевых тканях мозга, чем 
в крови, тогда как у морфина, напротив, достижимая 
концентрация в мозге у крыс в несколько раз ниже, чем 
в крови [15]. Таким образом, связывание «малых моле-
кул» с опиоидными рецепторами в большинстве слу-
чаев является определяющим условием проявления 
анальгетической активности, но не главным фактором 
силы и скорости ее проявления (аналогично классиче-
ским работам Н.В.  Лазарева о проявлении наркотиче-
ских свойств у углеводородов (неэлектролитов)) [16]. 
К не менее существенным факторам опасного действия 
опиоидных анальгетиков можно отнести их свойства, 
обусловливающие особенности поступления в целевые 
ткани, органы и мишени в центральной нервной системе 
через гематоэнцефалический барьер.

Гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) выполняет 
функцию фильтра, через который из кровеносного рус-
ла в головной мозг поступают питательные вещества, 
а в обратном направлении выводятся продукты жизне-
деятельности нервной ткани. ГЭБ обеспечивает защиту 
мозга от циркулирующих в крови микроорганизмов, ток-
синов, клеточных и гуморальных факторов иммунной си-
стемы и ксенобиотиков. Препараты, действующие на ми-
шени в ЦНС, должны обладать способностью проникать 

mailto:denis.krivorotov@bk.ru
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через такой биологический барьер. В настоящее время 
рассматриваются три пути переноса малых молекул 
в ткани мозга: однонаправленное проникновение в мозг 
посредством пассивной и облегченной диффузии, обу-
словленное градиентом концентраций веществ и не тре-
бующее дополнительной энергии; активный перенос, тре-
бующий энергию (АТФ) для транспорта молекул против 
градиента концентраций; пассивная диффузия для уме-
ренно липофильных препаратов и механизмы активного 
транспорта для проникновения через ГЭБ преимуще-
ственно полярных молекул [17, 18].

Каналом для диффузии органических молекул 
через клеточные слои гематоэнцефалического барьера 
выступают мембраны, разделяющие клетки слоев ГЭБ. 
Для движения через такой канал растворенная в крови 
молекула должна трансформироваться в ходе много-
этапного физико-химического процесса десольватации 
и потери заряда для нековалентного взаимодействия 
с фосфолипидным бислоем по аналогии взаимодей-
ствия «лиганд–рецептор», но с меньшими стерически-
ми требованиями. Поэтому «малые молекулы» для про-
никновения в головной мозг должны обладать набором 
определенных свойств, таких как оптимальный геоме-
трический размер, ионизационные свойства, гибкость 
и др. Так, первым параметром, хорошо коррелирующим 
с анальгетической силой анестетиков и анальгетиков, 
является липофильность, выражаемая в форме LogP 
[16], которая сейчас рассматривается как композитный 
дескриптор, описывающий вклад стерических меж-
молекулярных взаимодействий и вклад образования 
водородных связей [17]. Дескрипторами образования 
водородной связи выступают такие свойства молекул, 
как поляризуемость, площадь ее полярной поверх-
ности, количество доноров и акцепторов водородных 
связей или гетероатомов, способных к их образова-
нию. Полярные соединения с высоким потенциалом 
образования водородных связей, такие как пептиды, 
плохо проникают через гематоэнцефалический барьер. 
Поляризуемость лежит в основе ряда физических 
свойств веществ, включая поверхностное натяжение 
и растворимость, и характеризуется дипольным мо-
ментом. Площадь полярной поверхности определяется 
как сумма поверхностей всех полярных атомов или мо-
лекул, в первую очередь кислорода и азота. Препараты, 
действующие на ЦНС, имеют меньшие площади поляр-
ной поверхности (PSA), чем другие классы лекарствен-
ных препаратов, как правило, не более 90 А2. Молекулы 

с площадью полярной поверхности более 140 А2 плохо 
проникают через клеточные мембраны.

Значение для диффузии через биологические мем-
браны имеют геометрические и стерические факторы, вы-
ражаемые молекулярным весом, молекулярным объемом 
и гибкостью молекулы. Для эффективного проникнове-
ния через ГЭБ молекулярный вес не должен превышать 
400 Да. Молекулярный объем как функция молекуляр-
ного веса и структуры учитывает все конформации, до-
ступные молекуле. Наличие у структур более десяти 
способных к вращению связей коррелирует со снижени-
ем их биодоступности и ЦНС-активности. Ограниченная 
гибкость и компактность молекул, имеющих на своей по-
верхности меньше полярных групп, способных функцио-
нировать в качестве доноров и акцепторов водородных 
связей, является преимуществом для веществ, действу-
ющих на центральную нервную систему, поэтому пара-
метры, описывающие данные свойства, являются суще-
ственными факторами, связанными с ЦНС-активностью 
ксенобиотиков.

Большинство ЦНС-активных веществ имеют атом азо-
та, способный к ионизации в плазме крови. Образующийся 
при этом заряд протонированной молекулы отрицатель-
но сказывается на ее способности к диффузии через ди-
электрические слои фосфолипидных мембран, которые 
лучше пропускают молекулы в нейтральной форме [18]. 
Но при этом наличие положительного заряда на атоме 
азота считается важным фактором для электростати-
ческого взаимодействия веществ с ключевыми амино-
кислотами целевых рецепторов [19]. Степень ионизации 
молекул в буферной системе крови и ликвора является 
дуалистическим фактором, как имеющим связь со ско-
ростью поступления активных молекул в ткани ЦНС, так 
и оказывающим влияние на их способность к связыва-
нию с целевыми мишенями в ЦНС [20, 21]. Таким образом, 
выраженность токсического действия ЦНС-активных ве-
ществ, обусловленная эффективностью их поступления 
в головной мозг, определяется суммой физико-химиче-
ских факторов, связанных с их химическим строением. 
Эти факторы могут быть экспериментально оценены 
или рассчитаны.

Цель работы  —  изучение взаимосвязи физико-хи-
мических свойств и степени опасности представителей 
одного из классов ЦНС-активных веществ с использо-
ванием методов математического анализа и последую-
щим научным обоснованием критериев предварительной 
оценки опасности наркотических средств.

Таблица 1. Константы ингибирования μ-опиоидных рецепторов некоторыми наркотическими анальгетиками

Низкоаффинные лиганды,
K

i
 > 100 нМ

Морфиноподобные лиганды,
K

i
 = 1–100 нМ

Высокоаффинные лиганды,
K

i
 < 1 Нм

Препарат K
i 
(nM) МОР Препарат K

i 
(nM МОР Препарат K

i 
(nM) МОР

трамадол 1248,6 гидрокодон 41,58 буторфанол 0,76

кодеин 734,2 оксикодон 25,87 леворфанол 0,41

меперидин 450,1 дифеноксилат 12,37 оксиморфон 0,40

пропоксифен 120,2 алфентанил 7,39 гидроморфон 0,36

пентазоцин 117,8 метадон 3,37 бупренорфин 0,21

налбуфин 2,11 суфентанил 0,13

фентанил 1,34

морфин 1,16

Таблица составлена авторами по данным источника [7]
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В качестве модельных объектов исследования сфор-
мировали выборку из известных структур наркоти-
ческих анальгетиков, представленных в таблице 2. 
Рассматриваемые объекты разделяли на три группы.

1. Группа 1 включала когда-либо используемые в ме-
дицине наркотические анальгетики [14] с учетом возмож-
ных побочных эффектов при их медицинском использо-
вании; они рассматривались как вещества с возможным 
проявлением опасности.

2. Группа 2 включала наркотические вещества, 
не предназначенные для медицинского применения, 
но целенаправленно создаваемые для незаконного при-
менения человеком, с учетом информации о случаях мас-
совых отравлений такими веществами [22]; их рассматри-
вали как вещества с возможным проявлением высокой 
опасности.

3. Группа 3 включала высокоактивные препараты, 
использование которых в медицине требует мер осто-
рожности для их контролируемого дозирования, а также 
ветеринарные и исследовательские препараты, не пред-
назначенные для употребления человеком [3, 14]; их рас-
сматривали как вещества с возможным проявлением 
чрезвычайно высокой опасности.

В качестве потенциальных дескрипторов степени 
опасности ЦНС-активных ксенобиотиков рассматрива-
ли физико-химические свойства, которые могут быть 
измерены без проведения сложного эксперимента 

и применения стандартных образцов контролируемых 
веществ; соответствующие данные представлены в та-
блице 3. Так, молекулярную массу веществ определя-
ли в ходе хромато-масс-спектрометрического анализа, 
а величины констант распределения «октанол/вода» 
и кислотно-основной диссоциации коррелировали 
с величинами времени удерживания при высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии [21, 23]. В случае 
нахождения информации о структурной формуле ксе-
нобиотика в масс-спектрометрических базах данных 
для определения его физико-химических свойств воз-
можно применение методов компьютерного моделиро-
вания с использованием доступных и надежных алго-
ритмов расчета [24].

Расчет значений выбранных физико-химических по-
казателей для обучающей выборки веществ проводи-
ли с использованием программного обеспечения ACD/
Percepta [24]. Для математического анализа данных при-
меняли методы описательной статистики и метод линей-
ного дискриминантного анализа с использованием про-
граммы статистического анализа «Statistica» 6.0. Ранее 
нами была показана эффективность методов много-
мерной статистики (хемометрии), в частности линейного 
дискриминантного анализа и множественной регрессии 
для расчета по физико-химическим параметрам молекул 
токсических свойств хладонов [25], для оценки степени 
воздействия ксенобиотиков и неинвазивной диагности-
ки ряда заболеваний по спектральным характеристикам 
биопроб1 [26].

Таблица 2. Характеристика обучающей выборки модельных веществ

Группа Модельные объекты Источник информации Количество структур Оценка модельных объектов

1 Медицинские наркотические 
анальгетики 

[7] 17 Вещества с риском проявления 
опасности

2 немедицинские наркотические 
анальгетики

[22] 18 Вещества с риском проявления высокой 
опасности

3 Высокоактивные наркотические 
анальгетики 

[3, 14] 18 Вещества с риском проявления 
чрезвычайно высокой опасности

Общее количество структур в обучающей выборке 53

Таблица составлена авторами по данным источников [3, 7, 14, 22]

Таблица 3. Выбранные физико-химические дескрипторы степени опасности ЦНС-активных ксенобиотиков

Обозначение
параметра

Описание параметра Размерность
Возможность определения 

при идентификации ксенобиотика 

logP / logD
7,4

коэффициент распределения вещества в системе «октанол/вода» 
отражает липофильность веществ, способность растворяться в жи-
рах, липидах и других средах при рн 7,0 (logP) или при физиологиче-
ском рн (logD

7,4
) при распределении веществ в организме

-
ВЭЖХ экспериментально, 

расчетными методами

pK
b

константа основной диссоциации определяет липофильность 
ионизируемых молекул

-
ВЭЖХ экспериментально, 

расчетными методами

MW
Молекулярная масса вещества отражает стерические факторы, 
влияющие на распределение веществ в организме

Да
ВЭЖХ-Мс экспериментально, 

расчетными методами

tPSa
топологическая площадь полярной поверхности (topological polar 
surface area) — расчетный параметр, связываемый со способностью 
веществ преодолевать биологические мембраны

Å2

(10–16cm2)
расчетными методами

Polar

Поляризуемость (polarizability) — физическое свойство веществ 
приобретать электрический или магнитный дипольный момент 
во внешнем электромагнитном поле и связываемый со способностью 
веществ образовывать водородные связи и преодолевать 
биологические мембраны

Å3

(10–24cm3)
расчетными методами

Таблица составлена авторами

1 Рембовский ВР, Радилов АС, Дулов СА, Николаев АИ. Оценка степени воздействия ксенобиотиков по спектральным характеристикам водно-белко-
вых комплексов плазмы крови. Методические рекомендации 12.11. М.: ФМБА; 2012.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сформированная выборка содержала 53 обезличен-
ные записи о расчетных значениях физико-химических 
свойств модельных ЦНС-активных веществ, описанных 
в литературных источниках, в соответствии с таблицей 2. 
Структуры модельных препаратов в данной работе имели 
значение только для расчета выбранных физико-химиче-
ских величин, результаты которого приведены в таблице 4.

Средние значения величин физико-химических де-
скрипторов, использованных для построения регресси-
онных моделей и определяющих пределы их применимо-
сти, приведены в таблице 5.

Средние значения физико-химических величин, пред-
ставленные в таблице 5, показали, что наибольшей ли-
пофильностью (LogP) обладают наркотические вещества 
группы 2. В то же время соотношение усредненных значе-
ний показателей липофильности групп препаратов в воде 

Таблица 4. Результаты расчета физико-химических дескрипторов

№ п/п Модельный объект
Номер 
группы 

Рассчитанные физико-химические дескрипторы 

LogD
7,4

LogP MW TPSA Polar pK
b

1 фентанил 1 3,32 4,08 336,47 23,55 41,09 8,08

2 бупренорфин 1 3,48 4,45 467,64 62,16 52,07 8,26

3 метадон 1 3,12 4,44 309,44 20,31 38,02 8,70

4 леворфанол 1 1,94 3,21 257,37 23,47 30,49 8,61

5 гидрокодон 1 0,57 1,31 299,36 38,77 32,32 8,06

6 пентазоцин 1 3,05 3,79 285,42 23,47 34,96 8,04

7 буторфанол 1 1,96 3,52 327,46 43,7 37,64 8,85

8 пропоксифен 1 3,97 4,85 339,47 29,54 40,58 8,23

9 меперидин 1 1,22 2,44 247.33 29.54 28,25 8.60

10 налбуфин 1 0,98 2,03 357,44 73,16 38,11 8,35

11 трамадол 1 0,71 2,54 263,37 32,7 30,90 9,24

12 гидроморфон® 1 0,53 1,29 285,33 49,77 30,41 8,03

13 кодеин 1 0,34 1,21 299,36 41,93 32,84 8,21

14 морфин 1 -0,18 0,69 285,33 52,93 30,93 8,16

15 оксикодон 1 0,16 0,91 315,36 59,00 32,95 8,06

16 дифеноксилат 1 5,42 5,72 452,58 53,33 52,93 7,40

17 оксиморфон 1 0,25 1,00 301,33 70,00 31,03 8,03

18 4-фтор-фентанил 2 3,11 3,87 354,46 23,55 41,09 8,07

19 фуранил-фентанил 2 3,35 4,12 374,47 36,69 44,25 8,08

20 3-метил-тиофентанил 2 2,96 4,09 356,52 51,79 42,32 8,50

21 β-гидрокси-тиофентанил 2 2,38 2,77 358,49 72,02 41,06 7,58

22 β-гидрокси-фентанил 2 2,87 3,07 352,47 43,78 41,70 7,15

23 α-метил-тиофентанил 2 3,15 4,04 356,52 51,79 42,25 8,23

24 α-метил-фентанил 2 2,75 4,09 350,49 23,55 42,89 8,73

25 асетил-α-метилфентанил 2 2,56 3,91 336,47 23,55 41,05 8,73

26 3-метил-бутирилфентанил 2 4,21 4,98 364,52 23,55 44,79 8,08

27 ремифентанил 2 1,77 1,85 376,44 76,15 40,06 6,70

28 4-метокси-бутирилфентанил 2 3,55 4,33 380,52 32,78 45,58 8,10

29 тиофентанил 2 2,66 3,79 342,49 51,79 40,45 8,50

30 4-фтор-бутирилфентанил 2 3,69 4,44 368,48 23,55 42,93 8,07

31 3-метилфентаил 2 3,36 4,13 350,49 23,55 42,96 8,08

32 акрилфентанил 2 2,99 3,75 334,45 23,55 40,98 8,08

33 ацетилфентанил 2 2,98 3,74 322,44 23,55 39,25 8,08

34 алфентанил 2 1,99 2,04 416,51 81,05 46,25 6,53

35 суфентанил (сФ) 2 2,91 3,77 386,55 61,02 44,80 8,20

36 пиррольный аналог сФ № 1 3 2,33 2,55 383,48 54,78 44,16 7,19

37 эторфин 3 2,30 3,09 411,53 62,16 45,51 8,07

38 гетероцикл, аналог кФ № 1 3 3,05 3,10 506,59 90,47 54,93 6,43

39 гетероцикл, аналог сФ № 1 3 1,80 2,67 462,58 65,45 53,43 8,20

40 гетероцикл, аналог сФ № 2 3 3,14 3,26 449,54 70,16 49,87 6,86
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и плазме крови LogP и LogD
7,4 

показывает, что липофиль-
ность групп 1 и 2 существенно снижается при физиоло-
гическом рН. Высокоактивные вещества группы 3, имею-
щие меньшую величину константы основной ионизации, 
наоборот, демонстрируют высокую липофильность 
не только в воде, но и в плазме крови, что подчеркивает 
связь липофильности со способностью веществ к посту-
плению в ткани ЦНС при перераспределении в системе 
«кровь-мозг».

Для поиска физико-химических критериев, позволяю-
щих проводить оценку степени опасности ЦНС-активных 
веществ, рассматривали коэффициенты парной корре-
ляции между физико-химическими дескрипторами, при-
веденные в таблице 6. Как следует из таблицы 6, боль-
шинство дескрипторов слабо коррелируют друг с другом. 
Наиболее сильная корреляция наблюдается между ве-
личинами LogD

7,4 
и LogP, поскольку это очень близкие 

по природе параметры. Различие между ними связано 

с величинами рН, при которых они определяются, и обу-
словлено степенью ионизации молекул веществ при этих 
рН. Об этом говорит очень сильная корреляция (R = 0,97) 
между вычисленной величиной (LogD

7,4
 – LogP) и величи-

ной pK
b
.

Сильная корреляция также наблюдается между вели-
чинами MW и Polar, что, вероятно, обусловлено пропор-
циональным увеличением интегральной поляризуемо-
сти молекулы, связанной с ростом числа поляризуемых 
фрагментов при возрастании массы. Рассмотрение полу-
ченных результатов корреляций между физико-химиче-
скими свойствами в обучающих группах ЦНС-активных 
веществ показало, что рассмотренные величины сами 
по себе и в парах не позволяют однозначно проводить 
распределение веществ к одной из трех групп опасных 
веществ.

Для анализа всего сформированного массива данных 
физико-химических свойств модельных веществ с целью 

№ п/п Модельный объект
Номер 
группы 

Рассчитанные физико-химические дескрипторы 

LogD
7,4

LogP MW TPSA Polar pK
b

41 гетероцикл, аналог кФ № 2 3 2,93 2,98 463,52 87,23 49,82 6,43

42 гетероцикл, аналог сФ № 3 3 2,59 2,81 435,55 53,09 49,82 7,23

43 гетероцикл, аналог кФ № 3 3 2,61 2,70 449,54 70,16 49,77 6,79

44 гетероцикл, аналог кФ № 4 3 2,53 2,65 483,60 87,23 52,76 6,90

45 пиррольный аналог кФ № 1 3 0,72 1,16 444,48 142,52 46,55 7,64

46 пиррольный аналог сФ № 2 3 1,59 2,46 370,48 50,6 43,21 8,20

47 пиррольный аналог кФ № 2 3 1,91 2,12 384,47 67,67 43,55 7,19

48 гетероцикл, аналог кФ № 5 3 2,26 2,86 415,55 90,98 45,91 7,86

49 охмефентанил 3 3,04 3,24 366,49 43,78 43,57 7,15

50 3-тиофен-кФ 3 3,01 3,61 400,53 78,09 44,75 7,86

51 винил-кФ 3 3,19 3,51 392,49 49,85 45,29 7,44

52 лофентанил 3 3,96 4,29 408,53 49,85 47,26 7,44

53 карфентанил (кФ) 3 3,17 3,49 394,50 49,85 45,39 7,44

Таблица составлена авторами по собственным данным

Таблица 5. Средние значения величин дескрипторов по группам

Группа веществ
Рассчитанные физико-химические дескрипторы

LogD
7,4

LogP MW TPSA Polar pK
b

группа 1 1,46 2,49 300,7 40,79 34,04 8,35

группа 2 3,16 4,08 355,6 33,88 42,55 8,25

группа 3 2,51 2,83 414,9 69,86 46,58 7,28

Все вещества 2,38 3,07 365,0 51,43 41,78 7,86

Таблица составлена авторами по собственным данным

Таблица 6. Коэффициенты корреляции между физико-химическими дескрипторами

  LogD
7,4

LogP MW TPSA Polar pK
b

LogP — LogD
7,4

logD
7,4

1,00 0,92 0,36 -0,31 0,58 -0,18 -0,21

logP 0,92 1,00 0,10 -0,52 0,35 0,20 0,18

MW 0,36 0,10 1,00 0,64 0,96 -0,70 -0,68

tPSa -0,31 -0,52 0,64 1,00 0,43 -0,56 -0,53

Polar 0,58 0,35 0,96 0,43 1,00 -0,60 -0,59

pK
b

-0,18 0,20 -0,70 -0,56 -0,60 1,00 0,97

logP – logD
7,4

-0,21 0,18 -0,68 -0,53 -0,59 0,97 1,00

Таблица составлена авторами по собственным данным

Продолжение таблицы 4
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выявления их связи со степенью их опасного действия 
на организм использовали дискриминантный анализ. 
Дискриминантный анализ как раздел многомерного ста-
тистического анализа включает статистические методы 
классификации многомерных наблюдений в ситуации, 
когда исследователь a priori обладает так называемыми 
обучающими выборками (классификация с обучением). 
Дискриминантный анализ позволяет на основе измере-
ния различных характеристик (признаков, дескрипторов) 
объекта классифицировать его, т.е. оптимальным спосо-
бом отнести к одной из нескольких групп (классов). С по-
мощью дискриминантного анализа определяли отличия 
совокупностей по среднему какой-либо переменной (или 
линейной комбинации переменных) для последующего 
использования этой переменной или линейной комбина-
ции переменных в качестве критерия принадлежности 
новых их членов к той или иной группе.

Полученный массив данных подвергали процедуре 
линейного дискриминантного анализа (ЛДА) с пошаговым 
включением переменных. Как группирующая переменная 
выступала категория «Группа», а как независимые пере-
менные — все остальные дескрипторы. Предварительно 
массив данных разбивался на 2 части: одна часть ис-
пользовалась в качестве «обучающей» для построения 
математической модели классификации, а вторая часть 
выступала как контрольная для проверки полученной 
модели. В качестве контроля использовались последние 
три соединения в списке каждой группы.

В процессе ЛДА совокупности данных с пошаговым 
включением переменных определяли дискриминантные 
функции. На каждом шаге просматривали все перемен-
ные и находили ту из них, которая вносила наибольший 
вклад в различие между совокупностями. Эта переменная 
включалась в модель на данном шаге, и далее осущест-
вляли переход к следующему шагу. Режим пошагового 
включения переменных позволял обойтись минимумом 
вовлеченных в анализ переменных. Дискриминантные 
функции, выражающие максимальную неоднородность 
групп между собой, представляли собой линейные ком-
бинации переменных, оптимизированные так, чтобы наи-
более эффективно дискриминировать группы между 
собой. Так как все дискриминантные функции ортого-
нальны, они в совокупности образовывали фазовое про-
странство дискриминантных функций  —  n-мерную де-
картову систему координат, где n — число статистически 
значимых дискриминантных функций.

Дискриминантные функции являлись едиными 
для всей совокупности данных, вовлеченных в ЛДА, 
но значения корней каждой из дискриминантных функций 

являлись строго специфичными для каждого вещества. 
Корни дискриминантных функций для каждого вещества 
рассчитывали путем матричного умножения вектора де-
скрипторов этого вещества на матрицу коэффициентов 
дискриминантных функций, и таким образом исходная 
матрица данных преобразовывалась в матрицу, содер-
жащую вместо дескрипторов значения величин корней 
дискриминантных функций. Уникальные для каждого со-
единения значения корней, по сути, представляли собой 
координаты точек соответствующих соединений в фазо-
вом пространстве дискриминантных функций. Средние 
значения этих корней для каждой группы определяли 
координаты центров групп (так называемые центроиды 
группы). Именно значения величин корней дискриминант-
ных функций или координат объектов (веществ) в фазо-
вом пространстве дискриминантных функций позволили 
провести классификацию объектов, т.е. соотнести кон-
кретное вещество с какой-либо из групп по близости точ-
ки к центроиду группы.

В результате проведенного ЛДА обучающей выбор-
ки матрицы данных с дескрипторами для трех групп ве-
ществ получены две статистически значимые дискрими-
нантные функции dF1 и dF2, полностью описывающие 
массив данных, из которых функция dF1 описывает 88% 
информации, содержащейся в данных, представленных 
в таблице 7.

Таким образом, полученные дискриминантные функ-
ции представляют собой следующие линейные комбина-
ции значений дескрипторов:

dF1 = 0,051×MW + 2,599×LogP  –  1,943×LogD
7,4

  –  0,643× 
Polar – 0,032×TPSA + 6,638
dF2 = 0,028×MW – 1,376×LogP – 0,845×LogD

7,4
 – 0,359×Polar + 

7,010

Относительно близкие друг к другу по абсолютной 
величине и далекие от нуля стандартизованные коэф-
фициенты для каждого дескриптора для функции dF1 
свидетельствуют о важном вкладе всех без исключения 
рассмотренных физико-химических показателей в дис-
криминацию, выполняемую этой наиболее статистически 
значимой дискриминантной функцией. В принципе то же 
относится и к функции dF2, за исключением оказавшего-
ся малозначимым показателя TPSA (топологическая пло-
щадь полярной поверхности).

Для всех модельных веществ из таблицы 4, включая 
контрольные, были рассчитаны значения корней дискри-
минантных функций dF1 и dF2. Значения корней, уникаль-
ные для каждого соединения, являются координатами 

Таблица 7. Коэффициенты дискриминантных функций для групп модельных ксенобиотиков

Дескриптор
Нестандартизованные Стандартизованные

dF1 dF2 dF1 dF2

MW 0,051 0,028 1,724 0,966

logP 2,599 -1,376 2,190 -1,159

logD
7,4

-1,943 0,845 -1,712 0,745

Polar -0,643 -0,359 -2,329 -1,300

tPSa -0,032 0,000 -0,611 -0,005

constant 6,638 7,010 0 0

Eigenval 4,090 0,562 4,090 0,562

Cum Prop 0,879 1,000 0,879 1,000

Таблица составлена авторами по собственным данным
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точек соответствующих соединений в фазовом простран-
стве дискриминантных функций, представляющем собой 
плоскую систему координат с осями dF1 и dF2. На ри-
сунке 1 показано расположение точек, соответствующее 
конкретным образцам веществ из трех групп, в фазовом 
пространстве функций dF1 и dF2.

Из рисунка 1 видно, что все группы хорошо отделяются 
друг от друга, все контрольные точки определялись 
в своих группах.

Для всех трех групп модельных веществ были 
найдены средние значения корней дискриминантных 
функций dF1 и dF2, которые являются координатами 
центроидов групп в фазовом пространстве функций 
dF1 и dF2 (табл. 8 и 9). Полученные дискриминантные 
функции, согласно данным классификационной матрицы 
(табл.  9), обладают высокой дискриминирующей 
мощностью, позволяя достаточно четко разделить 
группы рассматриваемых веществ между собой. 
В таблице 9 приведены результаты классификации 

методом ЛДА как для веществ обучающей выборки, так 
и для всех веществ, включая контрольные.

В целом вещества были классифицированы правиль-
но, за исключением веществ № 1, 2 и 8 из группы 1, ко-
торые уже на первых шагах ЛДА были четко отнесены 
к группе № 2. Это говорит о том, что математическая мо-
дель на основе физико-химических свойств, классифи-
цирующая вещества из класса опиоидных анальгетиков 
по группам, построена удовлетворительно.

Таким образом, для определения принадлежности но-
вых соединений, не входящих в исследовательский спи-
сок, к одной из трех групп, необходимо:
• определить значения величин всех дескрипторов;
• рассчитать величины корней дискриминантных функ-

ций dF1 и dF2, соответствующие координатам точки 
данного соединения в фазовом пространстве функ-
ций dF1 и dF2;

• выбрать наименьшее расстояние от данной точки 
до центров каждой из групп (расстояние находится 
по правилам геометрии по формуле Пифагора), ко-
торое и будет указывать на принадлежность к этой 
группе.
Может сложиться так, что точка не будет принадле-

жать ни к одной из трех групп, если будет находиться от-
носительно далеко от всех центроидов.

Для прямого вычисления показателя классификации 
с целью отнесения оцениваемых соединений к одной 
из трех групп можно использовать функции классифика-
ции CF1–CF3, предназначенные для определения, к какой 
группе наиболее вероятно может быть отнесен ксенобио-
тик. Имеется столько же функций классификации, сколь-
ко групп:

СF1 = 0,276×MW + 22,406×LogP – 23,622×LogD
7,4

 + 0,906× 
Polar – 0,160×TPSA – 66,585
СF2 = 0,137×MW + 20,566×LogP – 21,906× LogD

7,4
 + 2,657× 

Polar – 0,105×TPSA – 88,554
СF3 = 0,034×MW + 11,248×LogP – 15,200×LogD

7,4
 + 3,963× 

Polar + 0,013×TPSA – 97,835
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Значения корней дискриминантных функций dF1 и dF2 для групп 
1, 2 и 3 модельных химических ксенобиотиков, включая контрольные со-
единения

Таблица 8. Средние значения корней дискриминантных функций dF1 и dF2 для групп модельных ксенобиотиков

Группа веществ dF1 dF2

группа 1 2,485 ± 1,225 0,675 ± 1,368

группа 2 0,797 ± 0,716 –1,176 ± 0,485

группа 3 0,797 ± 0,716 0,255 ± 0,809

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Таблица 9. Матрица классификации, полученная для веществ обучающей выборки и для всех веществ, включая контрольные

только обучающая 
выборка

Группа % правильной классификации Группа 1 Группа 2 Группа 3

1 75 9 3 0

2 100 0 11 0

3 100 0 0 19

итого 92,9 9 14 19

Все вещества

Группа % правильной классификации Группа 1 Группа 2 Группа 3

1 80 12 3 0

2 100 0 14 0

3 100 0 0 22

итого 94,1 12 17 22

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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Для каждого нового либо известного соединения 
рассчитываются все три функции, и соединение относят 
к той группе, для которой классификационная функция 
имеет наибольшее значение.

При выявлении новых ЦНС-активных веществ и ксе-
нобиотиков на основании предложенных физико-химиче-
ских критериев они могут быть отнесены к одной из трех 
групп: вещества с риском проявления опасности, веще-
ства с риском проявления высокой опасности и вещества 
с риском проявления чрезвычайно высокой опасности.

Оценку работоспособности созданной математи-
ческой модели проводили с помощью классификации 
веществ обучающей выборки. Полученные результаты 
классификации веществ, отличные от изначального отне-
сения к группам в обучающей выборке, приведены в та-
блице 10.

По результатам проведенной классификации для де-
вяти из пятидесяти трех модельных веществ была спрог-
нозирована потенциально бóльшая опасность, чем 
предполагалось изначально. Работоспособность пред-
ложенной модели оценки потенциальной опасности 
ЦНС-активных веществ продемонстрировал пример ле-
карственного препарата пропоксифен: изначально его 
отнесли к группе 1, но в результате анализа он был четко 
распределен в группу 2  — веществ с риском проявления 
высокой опасности. И действительно, данный препарат 
начиная с 2009 года в ряде стран обозначен как опасный 
и снят с производства из-за высокого риска наступле-
ния смертельных передозировок и сердечных аритмий2. 
Приведенные в таблице 10 результаты также показыва-
ют, что отдельные лекарственные препараты и выявляе-
мые в незаконном обороте вещества могут нести в себе 
определенные риски при неконтролируемом применении, 
что согласуется с литературными данными об их токсиче-
ском действии [22].

Лекарственные препараты дифеноксилат и бупре-
норфин, отнесенные по итогу классификации в группы 
2 и 3 соответственно, могут рассматриваться как фар-
макологические исключения. Дифеноксилат используют 
при желудочно-кишечных расстройствах, и его действие 
направлено на опиоидные рецепторы, расположенные 
в кишечнике. Поэтому чрезмерно высокая липофиль-
ность дифеноксилата препятствует его действию на ЦНС 
[23]. Бупренорфин, относящийся к семейству высокоак-
тивных «соединений Бентли», — мощное лекарственное 

средство, которое могло быть так же опасно, как и род-
ственный ему эторфин. Но фармакологически он прояв-
ляет свойства агониста-антагониста опиоидных рецепто-
ров и не представляет выраженной опасности для жизни 
человека. Полученные результаты подчеркивают, что раз-
работанная модель, основанная на физико-химических 
свойствах веществ, не может учитывать особенности их 
влияния на целевые мишени в центральной нервной си-
стеме, такие как рецепторы, ферменты, и в получаемых 
решениях возможны ложноположительные и ложноотри-
цательные результаты. В то же время верное отнесение 
большинства модельных соединений к группам по степе-
ни их опасности показывает определяющее влияние фи-
зико-химических свойств на токсическое действие нарко-
тических анальгетиков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На примере представителей одного из классов ЦНС-
активных веществ показана связь потенциальной опас-
ности наркотических анальгетиков и их физико-химиче-
ских свойств, определяющих перераспределение таких 
веществ из центрального кровотока в ткани центральной 
нервной системы. Молекулярная масса, липофильность, 
способность к кислотно-основной диссоциации, поляр-
ность и поляризуемость ЦНС-активных веществ влияют 
на особенности их токсического действия в не меньшей 
степени, чем способность к связыванию с целевыми ре-
цепторами. Поэтому такие физико-химические свойства 
могут выступать критериями, обусловливающими сте-
пень опасности ЦНС-активных ксенобиотиков.

Методом линейного дискриминантного анализа с по-
шаговым включением переменных обучающей выборки 
представителей одного из классов ЦНС-активных ве-
ществ  —  опиоидных анальгетиков, разделенных на три 
группы по степени опасности, построена математическая 
модель классификации психоактивных веществ на ос-
новании их физико-химических свойств. Модель вклю-
чала в себя две дискриминантные функции dF1 и dF2 
как линейные комбинации значений физико-химических 
дескрипторов и позволила достаточно полно разделить 
рассмотренные группы наркотических анальгетиков 
между собой по критерию потенциальной опасности. 
Для отнесения новых соединений к той или иной группе 
вычислены функции классификации CF1–CF3.

Таблица 10. Результаты классификации веществ, отличные от обучающей выборки

№ п/п Модельный объект
Изначальная

группа

Результат расчета классификационных функций Определенная 
группаСF1 СF2 СF3

1 фентанил 1 72,67 75,38 72,13 2

2 бупренорфин 1 117,08 122,51 122,32 2

3 пропоксифен 1 74,24 75,65 69,24 2

4 дифеноксилат 1 97,91 107,42 109,98 3

5 β-гидрокси-тиофентанил 2 64,01 67,06 73,06 3

6 β-гидрокси-фентанил 2 62,37 66,13 70,84 3

7 ремифентанил 2 61,15 60,83 68,69 3

8 алфентанил 2 76,10 81,34 93,42 3

9 суфентанил 2 86,61 90,79 91,79 3

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

2 Gandey A. Physicians Say Good Riddance to Worst Drug in History. 2011. https://www.medscape.com/viewarticle/736718?src=mp&spon=25&form=fpf (дата 
обращения: 16.01.2024).
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Работоспособность предложенной математической 
модели оценки степени опасности ЦНС-активных ксе-
нобиотиков продемонстрирована на примере класси-
фикации обучающей выборки веществ. Результат пока-
зал правильное отнесение для сорока четырех веществ 
из пятидесяти трех, для семи веществ отнесение к груп-
пам было уточнено по итогам классификации, и два ве-
щества оказались фармакологическими исключениями.

Вычисленные классификационные функции мож-
но легко встроить в виде формул в табличные редакто-
ры или специализированное программное обеспечение 
и базы данных для автоматической классификации но-
вых и известных соединений. При условии определения 
количественного выражения силы и быстроты действия 
на организм опиоидных анальгетиков и других параметров 

молекул вполне возможно проведение математическо-
го анализа с целью установления количественной связи 
характеристик их биологической активности и структу-
ры QSAR (quantitative structure-activity relationship  —  ко-
личественных соотношений «структура-активность»). 
Существенный интерес представляет применимость по-
лученных в исследовании результатов к другим классам 
ЦНС-активных веществ.

Без сомнения, при всем совершенстве любых преди-
ктивных методов их результаты требуют подтверждения 
традиционными токсикологическими методами, но по-
казанная возможность оперативного выявления потен-
циально опасных ксенобиотиков будет полезна для про-
филактики массовых отравлений при попадании таких 
ЦНС-активных веществ в незаконный оборот.
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НОВАЯ ONE-POT МЕТОДИКА ПОЛУЧЕНИЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫХ МЕТАБОЛИТОВ 
ИНДАПАМИДА ПУТЕМ ОКИСЛЕНИЯ-КОНЪЮГАЦИИ НА МАЛДИ-МИШЕНИ

О.А. Кельциева1,2, А.А. Афанасьева1, С.К. Ильюшонок2,3, А.С. Гладчук1,2,3, А.Н. Арсеньев2, А.С. Фролов2, В.Н. Бабаков3, 
К.А. Краснов1, Е.П. Подольская2

1 Научно-клинический центр токсикологии имени академика С. Н. Голикова Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, 
Россия
2 Институт аналитического приборостроения Российской академии наук, Санкт-Петербург, Россия
3 Научно-исследовательский институт гигиены, профпатологии и экологии человека Федерального медико-биологического агентства, 
Ленинградская обл., Россия

Введение. Метаболическая активация ксенобиотиков, в том числе лекарственных средств, считается одним из основных механизмов развития 

идиосинкразических реакций. Соответственно, потенциальная биоактивация ксенобиотика должна быть тщательно оценена на ранних этапах 

разработки лекарств. В связи с этим поиск новых быстрых и эффективных методик скрининга реакционноспособных метаболитов ксенобиотиков 

является актуальным.

Цель. Разработка новой методики моделирования процессов биотрансформации ксенобиотиков in vitro для выявления потенциальных метабо-

литов индапамида.

Материалы и методы. В качестве методов сравнения были выбраны такие неферментативные инструментальные методы, как электрохими-

ческое окисление (ЭХО) и фотокаталитическое окисление (ФКО) в объеме. Моделирование второй фазы метаболизма осуществлялось путем 

инкубации продуктов окисления индапамида с улавливающим агентом (глутатион, GSH). Продукты окисления, а также их конъюгаты с GSH затем 

анализировали методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией. В основе новой one-pot методики 

моделирования метаболизма лежит проведение УФ-индуцированного ФКО ксенобиотика в присутствии GSH на функционализированной диокси-

дом титана поверхности мишени с последующей регистрацией продуктов с помощью масс-спектрометрии с матрично-активированной лазерной 

десорбцией/ионизацией.

Результаты. В случае ЭХО было обнаружено 5 метаболитов и 3 аддукта с GSH, а при использовании ФКО в объеме было выявлено 7 метаболитов 

и 1 аддукт с GSH. При использовании новой one-pot методики было найдено 8 аддуктов с GSH. Помимо ряда выявленных известных метаболитов 

индапамида и их конъюгатов с GSH, в совокупности тремя методами для индапамида было зафиксировано по 4 ранее не изученных метаболита 

и аддукта с GSH.

Выводы. По сравнению с ЭХО и ФКО в объеме предложенный аналитический подход к моделированию метаболизма индапамида показал более 

высокую информативность в сочетании с простотой и экспрессностью, что делает его перспективным для использования в доклинических ис-

следованиях лекарственных препаратов при прогнозировании метаболизма и токсичности объектов фармацевтической разработки, а также 

при изучении процессов биотрансформации различных ксенобиотиков.

Ключевые слова: индапамид, МАЛДИ масс-спектрометрический анализ, аддукты, электрохимическое окисление, глутатион, фотокаталитиче-
ское окисление, ксенобиотики, реактивные метаболиты

Для цитирования: Кельциева О.А., Афанасьева А.А., Ильюшонок С.К., Гладчук А.С., Арсеньев А.Н., Фролов А.С., Бабаков В.Н., Краснов К.А., По-
дольская Е.П. Новая one-pot методика получения потенциальных метаболитов индапамида путем окисления-конъюгации на МАЛДИ-мишени. 
Медицина экстремальных ситуаций. 2025;27(1):26–36. https://doi.org/10.47183/mes.2025-27-1-26-36

Финансирование: исследование выполнено в рамках государственного задания № 388-00072-23-00, НИР шифр «Мишень».

Благодарности: авторы выражают благодарность за техническую поддержку ресурсному центру «Развитие молекулярных и клеточных техноло-
гий» Научного парка СПбГУ за возможность работы с МАЛДИ масс-спектрометрическим оборудованием.

Потенциальный конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

 Краснов Константин Андреевич krasnov_tox@mail.ru

Статья поступила: 29.09.2024 После доработки: 03.02.2025 Принята к публикации: 13.02.2025

A NEW ONE-POT TECHNIQUE FOR OBTAINING POTENTIAL INDAPAMIDE METABOLITES BY OXIDATION 
AND CONJUGATION ON MALDI TARGET

Olga A. Keltsieva1,2, Anna A. Afanasyeva1, Semyon K. Ilyushonok2,3, Alexey S. Gladchuk1,2,3, Alexander N. Arseniev2, Alexander S. Frolov2, 
Vladimir N. Babakov3, Konstantin A. Krasnov1, Ekaterina P. Podolskaya2

1 Golikov Research Center of Toxicology, St. Petersburg, Russia
2 Institute of Analytical Instrumentation RAS, St. Petersburg, Russia
3 Research Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Leningrad region, Russia

Introduction. Metabolic activation of xenobiotics, including pharma drugs, is considered to be one of the main mechanisms for the development of idiosyn-

cratic reactions. Accordingly, the potential bioactivation of a xenobiotic should be carefully evaluated in the early stages of drug development. In this regard, 

the search for new rapid and effective screening techniques for reactive metabolites of xenobiotics presents particular interest.

Objective. Development of a new technique for modeling the processes of xenobiotic biotransformation in vitro to identify potential metabolites of indap-

amide.

Materials and methods. Non-enzymatic instrumental methods, such as electrochemical oxidation (ECO) and photocatalytic oxidation (PCO) in volume, 

were used as comparison methods. The second phase of metabolism was modeled by incubating the oxidation products of indapamide with a trapping agent 

(glutathione, GSH). The oxidation products, as well as their conjugates with GSH, were then analyzed by high-performance liquid chromatography–tandem 
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mass spectrometry (HPLC–MS/MS). The developed one-pot technique for metabolism modeling is based on a UV-induced PCO of a xenobiotic in the pres-

ence of GSH on the surface of a target functionalized with titanium dioxide followed by detection of the products by matrix-assisted laser desorption/ionization 

mass spectrometry (MALDI).

Results. In use of ECO resulted in the detection of 5 metabolites and 3 adducts with GSH, while the use of PCO in the volume allowed detection of 7 me-

tabolites and 1 adduct with GSH. The new one-pot technique detected 8 adducts with GSH. In addition to the detection of a number of known indapamide 

metabolites and their conjugates with GSH, a total of 4 previously unstudied metabolites and adducts with GSH were each detected for indapamide by the 

three methods.

Conclusions. In comparison with ECO and PCO in volume, the proposed analytical technique for modeling indapamide metabolism showed its higher infor-

mativity combined with simplicity and rapidity, which makes it a promising candidate for use in preclinical studies of drugs in predicting the metabolism and 

toxicity of pharmaceutical objects, as well as in studying the biotransformation processes of various xenobiotics.

Keywords: indapamide; MALDI mass spectrometric analysis; adducts; electrochemical oxidation; glutathione; photocatalytic oxidation; xenobiotics; reactive 
metabolites
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ВВЕДЕНИЕ

Индапамид (ИПМ), представляющий собой сульфанил-
амидное производное индольного ряда, рассматрива-
ется как одно из наиболее эффективных диуретических 
средств, применяемых при артериальной гипертензии 
и застойной сердечной недостаточности1.

ИПМ, структура которого приведена на рисунке 1, яв-
ляется галогенсодержащим соединением с брутто-фор-
мулой C

16
H

16
ClN

3
O

3
S (m/z [М-Н]- 364,05).

Применение ИПМ может сопровождаться рядом по-
бочных эффектов, среди которых отмечены реакции ги-
перчувствительности: сыпь и фоточувствительность [2–4].

Возникновение идиосинкразических реакций на чу-
жеродные для организма химические соединения (ксе-
нобиотики) во многом определяется их метаболической 
биотрансформацией2. В этом плане ИПМ, который актив-
но метаболизирует в организме человека, представляет-
ся интересным объектом для углубленного изучения про-
дуктов его биотрансформации, идентификация которых 
может быть весьма полезной для отслеживания механиз-
мов возникновения кожных реакций и иных проявлений 
индивидуальной непереносимости лекарственных препа-
ратов и ксенобиотиков.

Процессы превращений ксенобиотиков в организме 
подразделяются на три основные фазы. Первая  —  хи-
мическая трансформация под действием окислитель-
но-восстановительных или гидролитических ферментов 
с образованием первичных метаболитов, как правило, 
обогащенных полярными функциональными группами. 
Это повышает гидрофильность молекул, благодаря чему 
они эффективнее выводятся из организма [5]. В ходе вто-
рой фазы первичные метаболиты могут вступать в реак-
ции конъюгации с эндогенными молекулами, образуя ста-
бильные (ковалентные) аддукты [6]. Во время третьей фазы 

продукты метаболизма выводятся из организма, что про-
исходит обычно при участии транспортных белков [7].

Следует отметить, что наибольшую опасность 
для организма представляют короткоживущие метабо-
литы ксенобиотиков, так как они за счет своей высокой 
реакционной способности вступают в реакции с белка-
ми, нарушая тем самым их функциональную активность. 
Непосредственно детектировать реактивные метаболи-
ты в организме непросто, однако возможно их косвенное 
определение через аддукты с биомолекулами. По срав-
нению со свободными метаболитами такие аддукты 
(конъюгаты) являются более информативными биомарке-
рами воздействия на организм экзогенного соединения 
в связи с более длительным пребыванием в организме 
[8]. Одним из важнейших конъюгирующих агентов в орга-
низме служит восстановленный глутатион (GSH) — три-
пептид, имеющий ключевое значение для защиты клеток 
от токсического повреждения ксенобиотиками [9]. В про-
цессе метаболизма ксенобиотиков GSH реагирует с та-
кими субстратами, как эпоксиды, галогениды, активные 
непредельные соединения, после чего образующиеся ад-
дукты выводятся из организма с желчью или мочой [10]. 
В связи с этим GSH используют в модельных экспери-
ментах в качестве низкомолекулярной ловушки для вы-
явления реакционноспособных продуктов метаболизма 

N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

Рисунок подготовлен по данным [1]

Рис. 1. Структурная формула индапамида

1 Машковский МД. Лекарственные средства. М.: Новая Волна; 2024.
2 Граник ВГ. Метаболизм экзогенных соединений. Лекарственные средства и другие ксенобиотики. М.: Вузовская книга; 2015.
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ксенобиотиков. Такие исследования являются важным 
этапом фармацевтической разработки, поскольку позво-
ляют предсказать токсичность и оценить безопасность 
потенциального лекарственного препарата [11].

Традиционно для моделирования метаболизма ксено-
биотиков применяют биохимические методы с использо-
ванием клеток или субклеточных фракций. К последним 
относятся микросомы печени, содержащие ферменты 
первой фазы метаболизма (цитохром Р450), цитозоль, 
обогащенную ферментами второй фазы (трансфераза-
ми), или фракцию S9, содержащую полный набор метабо-
лических ферментов I и II фаз биотрансформации ксено-
биотиков [5, 12, 13]. Однако биохимические методы имеют 
ряд недостатков, среди которых можно отметить низкую 
производительность, высокую трудозатратность, слож-
ность выделения индивидуальных метаболитов из биоло-
гических матриц и другие.

В связи с этим в последнее время активно раз-
виваются альтернативные подходы к моделированию 
метаболизма на основе неферментативных инструмен-
тальных методов, не требующих использования био-
логических матриц, что позволяет существенно сокра-
тить время и затраты на исследование [14]. Чаще всего 
для этого используют такие методы, как электрохимиче-
ское окисление (ЭХО) [15] или фотокаталитическое окис-
ление (ФКО) [16].

В методе ЭХО окисление ксенобиотиков проводят 
в электрохимическом реакторе, где окислителем высту-
пают активные формы кислорода [17, 18]. Сопряжение 
электрохимической ячейки с масс-спектрометром [19] 
или хромато-масс-спектрометром [20] позволяет ре-
гистрировать продукты ЭХО в режиме реального вре-
мени. Этот способ позволяет моделировать не только 
первую, но и вторую фазу метаболизма, если после ЭХО 
проводят обработку улавливающими агентами, таки-
ми как GSH или цистеин [21]. Как показано на примере 
N-деалкилирования имипрамина и диазепама в исследо-
вании Shono T. et al. [22], применение ЭХО обеспечивает 
больший выход метаболитов по сравнению с микросо-
мальной фракцией.

В другом методе моделирования метаболизма 
ФКО, реакции окисления ксенобиотиков инициируются 
под действием светового излучения в присутствии ка-
тализаторов [23]. Диоксид титана (TiO

2
) является одним 

из наиболее активно используемых фотокатализаторов 
благодаря своим оптическим и фотохимическим свой-
ствам, а также низкой стоимости [24]. Кроме того, в работе 
Ruokolainen M. et al. [25] было показано, что индуцирован-
ное ультрафиолетовым излучением фотокаталитическое 
окисление в суспензии диоксида титана (УФ/TiO

2
-ФКО) 

позволяет воспроизводить больше реакций первой фазы 
метаболизма, происходящих в микросомах печени чело-
века, чем при использовании ЭХО или реакции Фентона.

Несмотря на развитие новых подходов к моделиро-
ванию биотрансформации ксенобиотиков, исследование 
метаболизма в каждом новом случае, тем не менее пред-
ставляет сложную и трудоемкую задачу. В связи с этим 
разработка более простой и эффективной методики по-
лучения и идентификации метаболитов ксенобиотиков 
является актуальной.

Цель исследования  —  разработка новой методики 
моделирования процессов биотрансформации ксеноби-
отиков in vitro для выявления потенциальных метаболитов 
индапамида.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Электрохимическое окисление индапамида 
и получение аддуктов с глутатионом

При разработке методики ЭХО ИПМ опирались на дан-
ные, полученные в работе [26], с использованием анало-
гичной системы для ЭХО. В пробирку объемом 15 мл по-
мещали 10 мг субстанции ИПМ (analytical standard; Merck, 
Германия) и добавляли 10  мл метанола (HPLC grade; 
Merck, Германия), после чего интенсивно перемешива-
ли c помощью перемешивающего устройства типа «во-
ртекс» BR-2000 Vortexer (Bio-Rad, США) до растворения 
субстанции. Для получения рабочего раствора ИПМ сто-
ковый раствор (1 мг/мл в метаноле) разбавляли 75% (об./
об.) водным ацетонитрилом (HPLC grade; Merck, Германия) 
с добавлением формиата аммония (10 мМ; рН 7,4; чистота 
97%; Merck, Германия) до концентрации 50 мкг/мл.

Трехэлектродную электрохимическую ячейку 
μ-PrepCell™ (объем 0,7 мкл, слой электролита 50 мкм, ра-
бочий электрод  —  Glassy carbon) в составе ROXY™ ЕС 
system (Antec, Нидерланды) предварительно промывали 
5 мл дистиллированной воды с помощью автоматического 
шприцевого насоса Harvard (702212B, Harvard Apparatus, 
США) со скоростью потока 100  мкл/мин. После этого 
через ячейку пропускали 5 мл 50% (об./об.) водного рас-
твора ацетонитрила со скоростью потока 100 мкл/мин.

Для проведения ЭХО через ячейку пропускали 
100  мкл рабочего раствора ИПМ со скоростью 15  мкл/
мин. Электролиз проводили при 37 °С и постоянном на-
пряжении 2,4  В. Продукты окисления ИПМ собирали 
в микропробирку, раствор метаболитов разбавляли пя-
тикратно деионизованной водой и помещали в виалы 
для последующего ВЭЖХ-МС/МС анализа.

При исследовании аддуктов с GSH (чистота >98%; 
Merck, Германия) раствор, прошедший через электро-
химическую ячейку, собирали в пробирку, содержащую 
100 мкл водного раствора GSH (1 мг/мл), и инкубировали 
в течение часа при температуре 37 °С. Затем полученную 
смесь с GSH разбавляли в 25 раз деионизованной водой 
и переносили в виалы для последующего анализа мето-
дом высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС).

Индуцированное ультрафиолетовым излучением 
фотокаталитическое окисление индапамида 
в присутствии наночастиц диоксида титана 
в микропробирке и получение аддуктов 
с глутатионом

При разработке методики УФ/TiO
2
-ФКО ИПМ опирались 

на ранее предложенный подход, описанный в работе [27]. 
В пробирку объемом 1,5 мл помещали 10 мг субстанции 
ИПМ и добавляли 1 мл метанола, после чего интенсивно 
перемешивали c помощью перемешивающего устрой-
ства типа «вортекс» BR-2000 Vortexer до растворения 
субстанции. Для получения рабочего раствора стоковый 
раствор ИПМ (10 мг/мл в метаноле) разбавляли деионизо-
ванной водой до концентрации 1 мг/мл.

В микропробирку объемом 2 мл добавляли 10 мг на-
ночастиц диоксида титана TiO

2
 (соотношение полиморф-

ных модификаций анатаз: рутил = 80/20; «Плазмотерм», 
Россия) и 2  мл деионизованной воды. После чего по-
мещали суспензию в ультразвуковую ванну на 10  мин. 
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Полученную суспензию (5 мг/мл) использовали сразу по-
сле приготовления.

В микропробирку объемом 0,2  мл добавляли 
12,5 мкл раствора ИПМ (1 мг/мл в 10% (об./об.) водном 
метаноле), 12,5 мкл суспензии TiO

2
 (5 мг/мл), 150 мкл 

деионизованной воды. Затем открытую микропро-
бирку помещали в пластиковый держатель и накры-
вали изготовленной в лаборатории панелью для уль-
трафиолетового облучения (светодиоды BL-L522VC 
(λ

max 
= 405 нм; Betlux Electronics, Китай), закрепленные 

на непроводящей подложке), выдерживали в течение 
30 мин. При поиске аддуктов с GSH после завершения 
облучения к суспензии добавляли 5 мкл водного рас-
твора GSH (5  мг/мл) и инкубировали в течение часа 
при температуре 37 °С.

Для очистки от TiO
2
 использовали центрифужные 

фильтры Costar® Spin-X® (размер пор  —  0,22 мкм, ней-
лоновая мембрана; Corning, США). В фильтр добавля-
ли 150  мкл суспензии с продуктами окисления ИПМ 
и 150  мкл деионизованной воды, после чего центрифу-
гировали в течение 5 мин при 10 000 g с использованием 
центрифуги MiniSpin (Eppendorf, Германия). Фильтрат пе-
реносили в другую микропробирку, а к использованному 
фильтру добавляли 300 мкл ацетонитрила с 0,1% (об./об.) 
муравьиной кислотой (чистота 98%; Merck, Германия) 
и снова центрифугировали в течение 5 мин при 10 000 g. 
Данный фильтрат объединяли с полученным ранее и упа-
ривали с помощью центрифужного испарителя SpeedVac 
(Eppendorf, Германия). К осадку добавляли 5% (об./об.) 
водный ацетонитрил c 0,1% (об./об.) муравьиной кисло-
той до итоговой концентрации GSH 20 мкг/мл, получен-
ный раствор затем помещали в виалу для последующего 
ВЭЖХ-МС/МС анализа.

Индуцированное ультрафиолетовым излучением 
фотокаталитическое окисление индапамида 
в присутствии наночастиц диоксида титана 
и получение аддуктов с глутатионом на поверхности 
МАЛДИ-мишени

В качестве подложки использовали полированную 
МАЛДИ-мишень из нержавеющей стали. На поверх-
ность ячеек МАЛДИ-мишени наносили по 2 мкл суспен-
зии TiO

2
 (2 мг/мл) и высушивали при комнатной темпе-

ратуре.
На ячейки мишени, функционализированные TiO

2
, на-

носили:
• 10 мкл деионизованной воды (контроль);
• 9 мкл деионизованной воды и 1 мкл водного раствора 

GSH (100 мкг/мл) (контроль);
• 7  мкл деионизованной воды, 2  мкл раствора ИПМ 

(50 мкг/мл) и 1 мкл раствора GSH (100 мкг/мл) (опреде-
ление аддуктов GSH с продуктами окисления).
Мишень с нанесенными образцами накрывали ранее 

описанной панелью для ультрафиолетового облучения 
и облучали в течение 30  мин. После завершения облу-
чения отбирали по 1 мкл из каждой капли и переносили 
на соседнюю ячейку, после чего добавляли 1 мкл раство-
ра (20 мг/мл в 80% (об./об.) водном ацетонитриле с 0,1% 
(об./об.) трифторуксусной кислотой (чистота 99%; Merck, 
Германия)) матрицы 2,5-дигироксибензойной кислоты 
(DHB; Bruker Daltonik GmbH, Германия). Мишень высуши-
вали при комнатной температуре перед анализом мето-
дом МАЛДИ масс-спектрометрии.

Анализ продуктов окисления индапамида 
и их аддуктов с глутатионом методом 
высокоэффективной жидкостной хроматографии 
с тандемной масс-спектрометрией

Для проведения ВЭЖХ-МС/МС анализа использовали 
аналитическую систему, состоящую из жидкостного хро-
матографа Agilent 1290 Infinity (Agilent Technologies, США) 
и масс-спектрометра типа «ионная ловушка» AmaZon 
ETD (Bruker Daltonik GmbH, Германия) с источником ионов 
с ионизацией электрораспылением. Экспериментальные 
данные регистрировали и обрабатывали с помощью про-
граммного пакета DataAnalysis 5.0 (Bruker Daltonik GmbH, 
Германия).

Хроматографическое разделение осуществляли 
при следующих условиях: колонка  —  ZORBRAX Eclipse 
Plus C18 Rapid Resolution High Definition (2,1×150  мм, 
1,8 мкм; Agilent Technologies, США); температура колон-
ки 40 °C; скорость потока подвижной фазы 200 мкл/мин; 
объем вводимой пробы 5  мкл; фаза А  —  0,1% (об./об.) 
водный раствор муравьиной кислоты; фаза Б  —  0,1% 
(об./об.) раствор муравьиной кислоты в 90% (об./об.) во-
дном ацетонитриле; режим элюирования — градиентный: 
5% Б (0–2 мин), 5–60% Б (2–30 мин), 60% Б (30–31 мин), 
60–5% Б (31–32 мин), 5% Б (32–37 мин).

Масс-спектрометрический анализ осуществляли 
при следующих условиях работы масс-спектрометра: 
напряжение на капилляре 4,5 кВ; давление небулайзера 
2,2  бар; осушающий газ  —  азот; скорость потока осу-
шающего газа 9  л/мин; температура осушающего газа 
280 °С; режим работы  —  Auto MS/MS; режим сканиро-
вания  —  Auto MS/MS; диапазон m/z 100–1000; скольз-
ящая средняя — отключена; частота спектров 4 Гц; тип 
фрагментации  —  диссоциация, активированная со-
ударениями; газ для соударений — гелий; число ионов-
предшественников  —  3; окно изоляции иона-предше-
ственника  —  3,5 m/z. Метаболиты ИПМ анализировали 
в режиме регистрации отрицательных ионов, а аддукты 
с GSH — в режиме регистрации положительных ионов. 
Калибровку масс-спектрометра проводили с использо-
ванием 1  мМ раствора формиата натрия (чистота 97%; 
Merck, Германия) в 90% (об./об.) водном изопропаноле 
(HPLC grade; Merck, Германия).

МАЛДИ масс-спектрометрический анализ

Масс-спектрометрический анализ реактивных мета-
болитов ИПМ и их аддуктов с GSH проводили с помо-
щью тандемного времяпролетного масс-спектрометра 
UltrafleXtreme (Bruker Daltonik GmbH, Германия), оснащен-
ного Nd:YAG лазером (λ = 355  нм), на базе ресурсного 
центра «Развитие молекулярных и клеточных технологий» 
Научного парка СПбГУ.

Регистрацию масс-спектров осуществляли в режиме 
рефлектрон с детектированием положительных ионов 
при следующих параметрах работы масс-спектрометра: 
диапазон m/z — 300–1100; напряжение на первом источ-
нике 19,0  кВ; напряжение на втором источнике 16,8  кВ; 
напряжение на линзах 7,0 кВ; напряжение на первом от-
ражателе 20,5  кВ; напряжение на втором отражателе 
10,5  кВ; задержка импульсной экстракции ионов 90  нс. 
Для получения одного спектра было использовано 10 000 
актов облучения образца лазером при мощности лазе-
ра 60% и частоте облучения 2000  Гц. Для регистрации 
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и интерпретации масс-спектров были использованы про-
граммные продукты Flex Control и Flex Analysis (Bruker 
Daltonik GmbH, Германия).

Тандемный масс-спектрометрический анализ прово-
дили в режиме индуцированной лазером диссоциации 
при следующих параметрах работы масс-спектрометра: 
окно селектора иона-предшественника 2 m/z; напряже-
ние на первом источнике 7,6 кВ; напряжение на втором 
источнике 6,9 кВ; напряжение на линзах 3,5 кВ; напряже-
ние на первом отражателе 29,4 кВ; напряжение на втором 
отражателе 14,1  кВ; LIFT 1 (19,0 кВ); LIFT 2 (3,2 кВ); за-
держка импульсной экстракции ионов 90 нс.

Калибровку масс-спектрометра осуществляли с ис-
пользованием калибровочной смеси Peptide calibration 
standard II (Bruker Daltonik GmbH, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе изучения метаболизма ИПМ было про-
ведено сравнение двух наиболее распространенных не-
ферментативных подходов для получения продуктов 
окисления ксенобиотиков in vitro: электрохимическое 
окисление (ЭХО) и УФ-индуцированное фотокаталитиче-
ское окисление в присутствии наночастиц диоксида ти-
тана (УФ/TiO

2
-ФКО). Согласно литературным данным [28] 

для ИПМ известно пять метаболитов (М1–М5), каждый 
из которых способен вступать в реакцию с GSH. Выбор 
GSH в качестве улавливающего агента обусловлен его 
важной ролью в метаболизме ксенобиотиков в организ-
ме человека (является одной из основных биомолекул, 
участвующих в связывании реактивных продуктов ме-
таболизма ксенобиотиков), а также его способностью 
вступать в реакции конъюгации с молекулами, в составе 
которых есть группы хиноидного типа (присутствие таких 
групп характерно для ряда метаболитов ИПМ).

Схема проведения эксперимента с использованием 
ЭХО представлена на рисунке 2А.

Окисление осуществляли с использованием электро-
химической системы Roxy Exceed, оснащенной электро-
химическим реактором μ-PrepCell. Часть реакционной 
смеси затем отбирали для последующего анализа, 
остальное смешивали с раствором GSH и инкубировали 
в течение часа при 37 °С.

По результатам ВЭЖХ-МС/МС анализа было выявлено 
наличие 3 известных метаболитов ИПМ (M1, M4, M5), а так-
же 2 метаболитов с m/z 381,93 (ПМ2) и m/z 429,96 (ПМ6), ко-
торые в литературе ранее описаны не были; соответству-
ющие данные представлены на рисунке 3А. Кроме того, 
ВЭЖХ-МС/МС анализ инкубационной смеси продуктов 
окисления ИПМ и GSH позволил обнаружить 3 сигнала, ко-
торые по наличию изотопного распределения, характерно-
го для соединений, содержащих в своем составе атом хло-
ра, и результатам тандемного масс-спектрометрического 
анализа были отнесены к аддуктам GSH с 2 известными 
(M2, M4) и 1 необнаруженным (ПМ7) метаболитами ИПМ; 
соответствующие данные представлены на рисунке 3Б. 
Сведения об обнаруженных продуктах ЭХО ИПМ, а также 
аддуктах с GSH представлены в таблице 1.

Таким образом, метод ЭХО позволяет получать мета-
болиты ИПМ, однако обладает рядом недостатков:
• невозможность одновременного проведения не-

скольких экспериментов;
• необходимость очистки электрохимической ячейки 

после каждого использования;
• большой расход реактивов и исследуемых ксенобио-

тиков.
Учитывая вышеперечисленное, констатировали, 

что моделирование метаболизма ксенобиотиков методом 
ЭХО является длительным и затратным.

На следующем этапе исследования нами были смо-
делированы процессы метаболизма ИПМ методом УФ/
TiO

2
-ФКО. Схема проведения УФ/TiO

2
-ФКО приведена 

на рисунке 2Б. На первом этапе осуществлялось облу-
чение УФ-излучением пробирки с инкубационной смесью 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Алгоритм получения продуктов окисления ксенобиотика методом ЭХО (А) или УФ/TiO
2
-ФКО (Б) с последующей конъюгацией с GSH 

и ВЭЖХ-МС/МС анализом (на примере ИПМ)
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(водная суспензия наночастиц TiO
2
, содержащая ИПМ), 

после завершения облучения в пробирку добавляли GSH 
и осуществляли процедуру конъюгации улавливающего 
агента с продуктами УФ/TiO

2
-ФКО ИПМ. Этапы окисле-

ния и конъюгации длятся в сумме 90 мин, как и в случае 
ЭХО. Однако преимуществом УФ/TiO

2
-ФКО является воз-

можность параллельного проведения нескольких экспе-
риментов, что значительно экономит время при подборе 
условий окисления. В целом по сравнению с ЭХО метод 

УФ/TiO
2
-ФКО является более экономичным с точки зре-

ния расходов как реактивов, так и исследуемых веществ. 
Однако при этом для дальнейшего проведения ВЭЖХ-
МС/МС анализа возникает необходимость проведения 
пробоподготовки, включающей удаление частиц диокси-
да титана во избежание их попадания в хроматографиче-
скую систему.

По результатам ВЭЖХ-МС/МС анализа продуктов УФ/
TiO

2
-ФКО ИПМ (рис. 3В) было установлено образование 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Масс-хроматограммы метаболитов ИПМ, полученных методом ЭХО (А), и их аддуктов с GSH (Б), а также полученных методом УФ/TiO
2
-ФКО (В) 

и их аддуктов с GSH (Г)
Примечание: на рисунке представлены фрагменты масс-спектров с указанием обнаруженных метаболитов ИПМ и их аддуктов с GSH.
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Таблица 1. Молекулярные массы и вероятные структуры метаболитов ИПМ и их m/z аддуктов с GSH, обнаруженных тремя способами

Мета-
болит

Структурная формула

Методы моделирования биотрансформации

ЭХО УФ/TiO
2
-ФКО УФ/TiO

2
-ФКО/ММ

m/z метаболита 
[M-H]–

m/z аддукта с GSH
[M+H]+

m/z метаболита
[M-H]–

m/z аддукта с GSH
[M+H]+

m/z аддукта с GSH
[M+H]+

M1 N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

361,98 - 361,93 -
669,10
671,10

M2 N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

O
0

(378) 685,12 377,95 - 685,09

M3 N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

OH
0

(380) - - - 687,11

M4 N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

O
0

O
0

393,99 701,12 393,98 - 701,09

M5

CH3
OH

0

OH
0

NH
0

O

Cl

S
O

O
NH2

NH
0

397,96 - 397,89 - 705,09

ПM1
0

O

0

Cl

S
O

O
NH2

N
0

0

NH
0

0

- - - - 657,09

ПM2

CH3

OH
0

NH
0

O

Cl

S
O

O
NH2

NH
0

381,93 - - - -

ПM3 N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

OH
0

OH
0 - - - - 703,10

ПM4 N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

O0

O0

O0

- - 408,00 - -

ПM5
N

NH

O

CH3
Cl

S
O

O
NH2

OH
0

OH
0

OH
0

- - 409,93 - -

ПM6
CH3

OH
0

OH
0

OH
0

NH
0

O

Cl

S
O

O
NH2

NH
0

OH
0

429,96 - 429,92 - -

ПM7
CH3

OH
0

OH
0

OH
0

NH
0

O

Cl

S
O

O
NH2

NH
0

OH
0

OH
0

- 753,07 - 753,19 -

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: в скобках приведены значения m/z метаболитов, описанных в литературе, но не обнаруженных в рамках выполненных экспериментов; 
УФ/TiO

2
-ФКО/ММ — УФ/TiO

2
-ФКО на МАЛДИ-мишени.
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4 известных метаболитов ИПМ (M1, M2, М4, М5), а также 
3 ранее не описанных метаболитов с m/z 408,00 (ПМ4), 
m/z 409,93 (ПМ5) и m/z 429,92 (ПМ6). Следует отметить, 
что метаболит М2, как и предполагаемые метаболиты 
ПМ4 и ПМ5, не был обнаружен при использовании мето-
да ЭХО.

При анализе продуктов взаимодействия GSH с мета-
болитами ИПМ был зафиксирован только один сигнал, ко-
торый по наличию характерного изотопного распределе-
ния и результатам тандемного масс-спектрометрического 
анализа был отнесен к аддукту GSH с потенциальным 
метаболитом ПM7 (рис. 3Г). ПM7-GSH стал единственным 
обнаруженным аддуктом, в то время как методом ЭХО 
было идентифицировано 3 аддукта.

Результаты, полученные методами ЭХО и УФ/TiO
2
-ФКО 

для ИПМ, в целом сопоставимы, но оба метода имеют 
ряд недостатков, которые делают их весьма трудоемкими 
и времязатратными. Можно сформулировать ряд слож-
ностей, которые должны быть решены при разработке 
более производительной методики скрининга реактив-
ных метаболитов ксенобиотиков:

1. Времязатратность. Бóльшая часть времени уходит 
на проведение конъюгации (1 час) и ВЭЖХ-МС анализа 
(~40 мин).

2. Трудозатратность. Удаление частиц TiO
2
 при УФ/

TiO
2
-ФКО или промывка электрохимической ячейки после 

каждого ксенобиотика.
3. Поэтапное проведение окисления и конъюгации 

может приводить к потере короткоживущих метаболитов.
4. Возможности параллельного проведения несколь-

ких экспериментов ограничены.
5. Большой расход реактивов и исследуемых ве-

ществ.
Дальнейшая работа была направлена на разработку 

методики моделирования метаболизма ИПМ, в которой 
перечисленные недостатки были бы устранены или зна-
чительно уменьшены.

Среди методов определения метаболитов ксенобио-
тиков и их аддуктов широкое применение получила масс-
спектрометрия с матрично-активированной лазерной 
десорбцией/ионизацией (МАЛДИ). Данный метод отлича-
ется экспрессностью и высокой производительностью, 
так как процедура анализа включает в себя стадию нане-
сения всех необходимых образцов на одну твердую под-
ложку (мишень) с последующей регистрацией сигналов 
аналитов без дополнительной пробоподготовки.

Мы установили, что если на ячейку МАЛДИ-мишени, 
функционализированную TiO

2
, нанести ксенобиотик с до-

бавкой улавливающего агента (GSH), то образующиеся 
в ходе проведения УФ/TiO

2
-ФКО реактивные метаболи-

ты могут in situ связываться с тиольной группой пепти-
да, и последующий МС анализ позволяет детектировать 
короткоживущие продукты окисления в форме аддуктов.

Исходя из этого был предложен алгоритм проведения 
УФ/TiO

2
-ФКО ИПМ на МАЛДИ-мишени (УФ/TiO

2
-ФКО/ММ), 

представленный на рисунке 4.
Для выбора оптимального времени окисления про-

водили поиск аддуктов после 1, 5, 10, 20 и 30 мин УФ-
облучения. Полученные масс-спектры представлены 
на рисунке 5.

Из результатов масс-спектрометрического анали-
за следует, что после 5  мин облучения сигналы аддук-
тов GSH с метаболитами ИПМ еще не обнаруживаются. 
На 10 мин УФ/TiO

2
-ФКО были зафиксированы три сигна-

ла, один из которых (m/z 687,12) принадлежит продукту 

конъюгации GSH с известным метаболитом ИПМ (M3), 
а другой (m/z 703,11) можно отнести к аддукту GSH с ра-
нее не изученным продуктом метаболизма ИПМ (ПМ3). 
Для образцов, отобранных после 20  мин облучения, 
в масс-спектрах наблюдался рост интенсивности вышеу-
казанных сигналов.

Наиболее полную информацию об аддуктах GSH 
с метаболитами ИПМ предоставлял масс-спектр, соответ-
ствующий выдерживанию образцов под УФ- облучением 
в течение 30 мин. Помимо идентифицированных ранее 
продуктов конъюгации, были обнаружены сигналы со зна-
чениями m/z 669,10, 685,09, 701,09 и 705,10, соответствую-
щие аддуктам с известными метаболитами ИПМ (M1, M2, 
M4, M5), а также сигнал с m/z 657,09, принадлежащий ад-
дукту с потенциальным метаболитом ПМ1. Сведения о вы-
явленных аддуктах представлены в таблице 1. Следует 
отметить, что наибольшее внимание с точки зрения опас-
ности для организма заслуживают, с нашей точки зрения, 
метаболиты М3, ПМ1 и ПМ3, которые регистрируются 
только в виде аддуктов с GSH, причем только методом УФ/
TiO

2
-ФКО/ММ в условиях конъюгации in situ, что свидетель-

ствует об их высокой реакционной способности.
В отличие от методик ЭХО и УФ/TiO

2
-ФКО, в этом слу-

чае в масс-спектрах было обнаружено значительное ко-
личество сигналов, отнесенных к аддуктам GSH с про-
дуктами окисления ИПМ, как показано на диаграмме 
(рис. 6), что позволяет сделать вывод о перспективности 
предложенного подхода.

В совокупности тремя методами для ИПМ было иден-
тифицировано по 4 ранее не изученных метаболита (m/z 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Алгоритм получения метаболитов ИПМ и их аддуктов с GSH ме-
тодом УФ/TiO

2
-ФКО/ММ
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[M-H]- 381,93; 408,00; 409,93; 429,96) и аддукта с GSH (m/z 
[M+H]+ 657,09; 671,10; 703,10; 753,19).

Cледует отметить, что рассмотренные в работе не-
ферментативные методы моделирования биотрансфор-
мации ксенобиотиков (ЭХО, УФ/TiO

2
-ФКО) не могут высту-

пать в качестве полноценной альтернативы классическим 

биологическим системам (микросомальная или S9 фрак-
ции печени, первичные гепатоциты и др.), так как каждый 
из методов не может полностью воспроизвести полный 
набор ферментативных реакций, происходящих в ходе 
первой фазы метаболизма. В то же время данные инстру-
ментальные подходы позволяют быстро и относительно 
дешево получать продукты окисления в чистом раство-
ре без необходимости трудоемкого процесса очистки 
от биологической матрицы, что особенно актуально 
при проведении скрининговых исследований потенци-
альной токсичности ксенобиотика

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе выполнения работы было проведено исследование 
потенциальных метаболитов ИПМ, полученных с помо-
щью таких неферментативных методов моделирования 
процессов первой фазы биотрансформации ксенобио-
тиков, как ЭХО и УФ/TiO

2
-ФКО в объеме. Моделирование 

второй фазы метаболизма осуществлялось путем инку-
бации продуктов окисления индапамида с улавливающим 
агентом (GSH).

По результатам ВЭЖХ-МС/МС анализа метаболитов 
и их конъюгатов с GSH в случае ЭХО было обнаружено 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 5. МАЛДИ масс-спектры аддуктов GSH с метаболитами ИПМ при проведении УФ/TiO
2
-ФКО/ММ при УФ-облучении инкубационной смеси в тече-

ние 0 мин (А), 5 мин (Б), 10 мин (В), 20 мин (Г), 30 мин (Д)
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 6. Численное сопоставление обнаруженных аддуктов GSH c про-
дуктами окисления ИПМ, полученных тремя различными методами
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5 метаболитов и 3 аддукта с GSH, а при использовании 
УФ/TiO

2
-ФКО в объеме было обнаружено 7 метаболи-

тов и 1 аддукт с GSH. Кроме того, была разработана 
новая методика in vitro выявления реактивных метабо-
литов ксенобиотиков, основанная на проведении УФ/
TiO

2
-ФКО в присутствии улавливающего агента (GSH) 

на поверхности МАЛДИ-мишени, функционализиро-
ванной диоксидом титана, с последующим МАЛДИ 

масс-спектрометрическим анализом продуктов окисле-
ния и их конъюгатов. Продемонстрировано, что разра-
ботанная методика выявления реактивных метаболитов 
ксенобиотиков в случае ИПМ превосходит общеприня-
тые подходы как по производительности, так и по ин-
формативности, позволяя обнаруживать большее число 
потенциально опасных метаболитов (обнаружено 8 ад-
дуктов с глутатионом).
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ТЕПЛООТДАЧА ИСПАРЕНИЕМ ОПРЕДЕЛЯЕТ ЗНАК ВЛИЯНИЯ НАЗАЛЬНОГО 
ФЕНАЗЕПАМА НА ТЕПЛОВОЙ СТРЕСС У КРЫС

Ю.Ю. Ивницкий, О.А. Вакуненкова, К.А. Краснов, С.С. Гафт, Н.В. Лапина

Научно-клинический центр токсикологии имени академика С.Н. Голикова Федерального медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, Россия

Введение. Тепловой стресс — рост температуры тела вследствие преобладания теплоты, поступившей извне и освободившейся при метабо-

лизме, над теплоотдачей. Коррекция теплопродукции возможна с использованием бензодиазепинов в дозах, недостижимых при однократном 

внутримышечном введении их официнальных препаратов. Это ограничение преодолено с помощью прототипа препарата «Феназепам спрей на-

зальный» (ФСН), содержащего 170 мг феназепама в 1 мл неводного раствора.

Цель. Экспериментальная оценка влияния ФСН на уровень метаболизма и тепловой баланс при тепловом стрессе.

Материалы и методы. Изучено влияние однократной интраназальной инстилляции ФСН в объеме 10 мкл на интенсивность внешнего дыхания, 

потребление кислорода, а также повторных интраназальных введений ФСН 170 мг/мл в объеме по 10 мкл с интервалом 0,5 ч на динамику ректаль-

ной температуры, массы тела и летальность крыс при температуре воздуха 40 °С.

Результаты. Инстилляция ФСН снижала потребление кислорода на величину, достаточную для уменьшения на 0,3 °С температуры тела за 0,5 ч. 

Введение ФСН замедляло повышение температуры тела у крыс, размещенных в рестрейнерах при температуре воздуха 40 °С, но ускоряло рост 

температуры и способствовало повышению летальности при размещении крыс в вольерах. Под влиянием ФСН потеря влаги крысами, находив-

шимися в вольерах, судя по динамике массы тела, уменьшалась.

Выводы. Результаты работы указывают на перспективность ФСН в качестве средства фармакотерапии теплового удара при высокой относи-

тельной влажности, пребывании в изолирующих средствах защиты кожи или при иммерсионной гипертермии. Требует проверки возможность 

усугубляющего влияния ФСН на тепловой стресс у человека при отсутствии физических препятствий для теплоотдачи испарением.

Ключевые слова: гипертермия; выживаемость; испарение; повышенная температура воздуха; температура тела; тепловой стресс; теплоотдача; 
теплопродукция; уровень метаболизма; феназепам спрей назальный
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HEAT TRANSFER BY EVAPORATION DETERMINES THE EFFECT OF NASAL PHENAZEPAM ON THERMAL 
STRESS IN RATS 

Jury Ju. Ivnitsky, Olga A. Vakunenkova, Konstantyn A. Krasnov, Semion S. Gaft, Natalja V. Lapina

Golikov Research Center of Toxicology, St. Petersburg, Russia

Introduction. Thermal stress is an increase in body temperature due to the predominance of heat received from outside or released during metabolism over 

heat losses by the body. Heat production can be regulated using benzodiazepines in doses unattainable with a single intramuscular injection of their officinal 

preparations. In this study, this limitation is overcome using a prototype of the Phenazepam nasal spray (PNS) preparation, containing 170 mg of phenazepam 

in 1 mL of a non-aqueous solution.

Objective. Experimental assessment of the PNS effect on the metabolic rate and thermal balance in thermal stress.

Materials and methods. The effect of a single 10 μL PNS intranasal instillation on the external respiration intensity, oxygen consumption, as well as 

10 μL PNS intranasal instillations at 0.5 h intervals on the dynamics of rectal temperature, body weight, and lethality in rats at an air temperature of 40 °C 

was studied.

Results. PNS instillations reduced oxygen consumption by an amount sufficient to decrease body temperature by 0.3 °C in 0.5 h. PNS administration 

declined the rate of body temperature rise when placing rats in restrainers at an air temperature of 40 °C; however, PNS administration accelerated body 

temperature rise and increased lethality when placing rats in cages. Due to PNS, moisture loss by rats in cages decreased, judged by the dynamics of 

body weight.

Conclusions. The study confirmed the prospects of PNS as a pharmacotherapy for heat stroke at a high relative humidity, exposure to insulating skin protec-

tors, or with immersion hyperthermia. The possibility of the aggravating effect of PNS on human thermal stress in the absence of physical obstacles to heat 

transfer by evaporation requires additional verification.

Keywords: hyperthermia; survival; evaporation; elevated air temperature; body temperature; heat stress; heat loss; heat production; metabolic rate; 
phenazepam nasal spray
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ВВЕДЕНИЕ

Тепловой стресс — рост температуры «ядра» тела вслед-
ствие превышения алгебраической суммы значений те-
пловой энергии, поступившей извне и освободившейся 
в процессах метаболизма, суммы значений тепловой 
энергии, потерянной испарением, излучением, конвекци-
ей и теплопроведением. Совокупность наиболее тяжелых 
клинических проявлений теплового стресса, обозна-
чаемая термином «тепловой удар» [1], является крити-
ческим состоянием организма с летальностью 27% [2]. 
Актуальность проблемы определяется тем, что повышен-
ному риску теплового удара подвержены не только дети 
и пожилые люди, но и экономически активная часть насе-
ления, чья деятельность связана с физическим напряже-
нием или работой в условиях, препятствующих теплоот-
даче: военнослужащие, сотрудники полиции, пожарные, 
работники горячих цехов, спортсмены.

Ведущий принцип первой и медицинской помощи 
при тепловом ударе  —  скорейшее снижение темпера-
туры тела. В соответствии с действующим стандартом 
скорой медицинской помощи1 для этого применяют фи-
зиотерапевтические средства увеличения теплоотдачи: 
охлаждающие жидкости и аппликации. Из медикаментов 
предусмотрено применение солевых растворов, несте-
роидных противовоспалительных средств и диазепама. 
Судя по суточной или курсовой дозе последнего (10 мг), 
подразумевается его назначение в разовой дозе 5  мг 
в качестве седативного средства. В литературе отсут-
ствуют данные о влиянии диазепама, применяемого в та-
ком режиме, на тепловое состояние организма. Однако 
при парентеральном введении бензодиазепинов в дозах 
более 20 мг, аналогичных применяемым для купирования 
судорожного синдрома химической этиологии [3], такое 
влияние представляется вероятным.

Внутримышечное введение бензодиазепинов на дого-
спитальном этапе, осуществляемое, как правило, с целью 
купирования судорожного синдрома,  —  вынужденная 
альтернатива их внутривенному введению, проблематич-
ному на фоне судорог. Ввиду низкой водорастворимо-
сти фармацевтических субстанций бензодиазепиновой 
группы их концентрация в официнальных инъекционных 
препаратах (сибазон, мидазолам) не превышает 5 мг/мл. 
Поэтому одномоментная доставка в организм человека 
бензодиазепинов в дозах более 20  мг требует внутри-
мышечного введения таких препаратов в объемах более 
4  мл, что не всегда возможно. Ранее мы предложили 
подход к преодолению этого ограничения, основанный 
на использовании неводного раствора бензодиазепи-
на [4] и его назальной лекарственной формы [5]. Создан 
прототип препарата «Феназепам спрей назальный» (ФСН), 

содержавший 170 мг феназепама в 1 мл. При двукратном 
впрыске по 140 мкл ФСН в каждый носовой ход доза фе-
назепама превышала высшие разовые дозы диазепама 
или мидазолама, вводимых в виде официальных инъек-
ционных препаратов, в 4,8 и в 6,4 раза соответственно. 
Необходимость таких доз определялась изначальным 
требованием к ФСН как к средству купирования судо-
рожного синдрома химической этиологии. Однако увели-
чение дозы открывает возможность проявления у фена-
зепама и других фармакологических свойств, некоторые 
из которых, предположительно, полезны в условиях те-
плового стресса. В этой связи заслуживает внимания 
факт снижения бензодиазепинами потребления кислоро-
да как головным мозгом [6], так и организмом в целом [7]. 
Сопряженное с этим уменьшение теплопродукции могло 
бы замедлить рост температуры тела в условиях, способ-
ствующих перегреванию организма, а значит, и повысить 
переносимость тепловой нагрузки. Однако имеется пред-
посылка и к противоположному эффекту: нарушение 
поведенческих паттернов, направленных на увеличение 
теплоотдачи. У крыс, кожа которых, исключая подошвен-
ную поверхность конечностей, лишена потовых желез, 
к таковым гипотетически относится груминг с нанесени-
ем на шерстный покров слюны и ее последующим испа-
рением — терморегуляторная реакция, аналогичная по-
тоотделению у человека [8].

Цель исследования  —  экспериментальная оценка 
влияния ФСН на уровень метаболизма и тепловой баланс 
при тепловом стрессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено с использованием беспород-
ных крыс-самцов альбиносов (191–210 г), приобретенных 
в Филиале НИЦ «Курчатовский институт» — ПИЯФ — ПЛЖ 
«Рапполово». Животные получали стандартный корм 
для крыс и питьевую воду ad  libitum. Проведено две се-
рии экспериментов.

В первой серии экспериментов использовали 16 жи-
вотных по 8 особей в каждой группе (контроль, опыт). 
Изучали динамику интенсивности функции внешнего ды-
хания и потребления кислорода организмом после одно-
кратной интраназальной инстилляции изотонического 
0,9% и раствора хлорида натрия контрольным животным 
и ФСН 170 мг/мл в объеме 10  мкл (по 5  мкл в каждый 
носовой ход) животным из опытной группы, что соот-
ветствует средней дозе фармацевтической субстанции 
феназепама® 8,5  мг/кг и биоэквивалентно дозе 100  мг 
(четыре впрыскивания по 140  мкл ФСН) для человека. 
Для введения растворов использовали дозаторы пере-
менного объема. Острая токсичность ФСН в указанной 

1 Приказ Министерства здравоохранения Российской Федерации № 1115н. Стандарт скорой медицинской помощи при тепловом и солнечном ударе; 
20.12.2012.
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дозе характеризовалась данными доклинического ис-
следования его опытного промышленного образца, в ко-
тором интраназальное введение крысам ФСН в 20 раз 
бóльшей дозе (пятикратно по 40 мкл с интервалом 10 мин) 
не вызывало гибели животных. Потребление кислоро-
да организмом определяли в аппарате Миропольского 
с респирометрической камерой емкостью 2 л, к которой 
животных приучали в течение 2 мин до начала каждого 
измерения. Интенсивность потребления кислорода орга-
низмом Q

О2
, мл/(кг×мин) находили из уравнения:

  Q
О2

 = V×F/(m×∆t),  (1)

где V — объем манометрической жидкости, поступившей 
в бюретку, мл;
F  —  коэффициент для приведения объема кислорода 
к нормальным условиям;
m — масса тела, кг;
∆t — время пребывания крысы в герметизированной ка-
мере, мин.

Продолжительность измерения составляла 3  мин, 
его абсолютная погрешность — 0,1 мл (≤2% величины V ). 
Животных не фиксировали, они свободно располагались 
в респирометрической камере. В это время у них подсчи-
тывали частоту дыхательных движений (мин-1). Измерения 
проводили с интервалом 10 мин.

Во второй серии экспериментов изучали влияние ФСН 
на динамику ректальной температуры, массы тела и ле-
тальность крыс, размещенных в термокамере в условиях, 
допускавших (размещение в вольерах) или исключавших 
(размещение в рестрейнерах) груминг. Формировали че-
тыре рандомизированные группы: две контрольные и две 
опытные по 12–14 особей.

1-я группа (n = 14) — интраназальное введение 0,9% 
р-ра хлорида натрия в объеме 10 мкл; содержание жи-
вотных в вольере;

2-я группа (n = 14)  —  интраназальное введение 
ФСН 170 мг/мл в объеме 10 мкл; содержание животных 
в вольере;

3-я группа (n = 12) — интраназальное введение 0,9% 
р-ра хлорида натрия в объеме 10 мкл; содержание жи-
вотных в рестрейнерах;

4-я группа (n = 12) — интраназальное введение 0,9% 
р-ра ФСН 170 мг/мл в объеме 10 мкл; содержание живот-
ных в рестрейнерах.

Препараты вводили по 5 мкл в каждый носовой ход 
до помещения животных в термокамеру и далее каждые 
полчаса. Число инстилляций зависело от продолжитель-
ности жизни животных и варьировало от двух до семи; 
суммарная доза феназепама составляла при этом от 17 
до 59,5 мг/кг.

Сразу после введения препаратов животных (одномо-
ментно по 3 особи из каждой группы) помещали в термока-
меру. Размер рестрейнеров не препятствовал дыхатель-
ным движениям, но исключал груминг. Климатические 
условия, способствовавшие перегреванию организма, 
моделировали в термокамере BMT Stericell SC 111 ECO 
(Чехия) емкостью 111 л с вытяжной вентиляцией 5 м3/ч. 
Температуру воздуха 40 ± 1 °С, относительную влажность 
46% поддерживали автоматически. Тепловой баланс ор-
ганизма оценивали по динамике ректальной температу-
ры, которую измеряли с интервалом 30 мин электриче-
ским термометром с датчиком для крыс RET-2 (WPI, КНР), 
наконечник термометра вводили в rectum на глубину 3 см. 

Потерю организмом влаги оценивали по изменению мас-
сы тела, измеряемой с получасовым интервалом.

Результаты представляли в виде среднего значения 
и его ошибки (M ± m). Для проверки нормальности рас-
пределения использовали критерий Шапиро  —  Уилка. 
Для оценки влияния тепловых условий и вводимых ве-
ществ на регистрируемые количественные показатели 
проводили многомерный дисперсионный анализ. При на-
личии значимого влияния какого-либо фактора выпол-
няли одномерный дисперсионный анализ. В случаях 
экспериментальных планов с повторными измерения-
ми использовали модели со смешанными эффектами. 
Межгрупповое сравнение средних величин выполня-
ли методом линейных контрастов, выбранных априор-
но, либо с  помощью апостериорных критериев Тьюки. 
Для выявления межгрупповых различий функций дожи-
тия использовали критерий Гехана — Вилкоксона, часто-
ты встречаемости альтернативных признаков  —  точный 
метод Фишера. Критический уровень значимости a при-
няли равным 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В первой серии экспериментов через 2–3 мин после од-
нократной интраназальной инстилляции ФСН 170 мг/мл 
10 мкл двигательная активность крыс снижалась, живот-
ные выглядели заторможенными. Результаты изучения 
влияния ФСН на потребление кислорода и внешнее ды-
хание представлены на рисунке 1.

Как видно из данных, представленных на рисунке 1, 
через 10 мин после применения ФСН потребление кисло-
рода животными опытной группы снижалось на 33%, а ча-
стота дыхательных движений — на 32% по сравнению со 
значениями в группе контроля. Газообменная эффектив-
ность внешнего дыхания, оцениваемая по потреблению 
кислорода в расчете на дыхательный цикл, существенно 
не изменялась. В последующие 20 мин потребление кис-
лорода у крыс, интраназально однократно получавших 
ФНС, оставалось на 9–20% более низким, чем в контро-
ле, хотя и имело тенденцию к частичной нормализации. 
Таким образом, продолжительность гипометаболическо-
го действия однократной инстилляции ФСН составляла 
не менее получаса.

Во второй серии экспериментов при изучении влия-
ния ФСН 170 мг/мл в объеме 10 мкл на состояние тепло-
вого обмена у крыс отмечено, что пребывание животных 
в термокамере приводило к статистически значимому 
повышению ректальной температуры. У животных, поме-
щенных в рестрейнеры, в течение часа она возрастала 
на 5,5 ± 0,3 °С против 3,3 ± 0,3 °С у животных, свободно 
располагавшихся в вольерах. В эти же сроки применение 
ФСН на 15% ускоряло прирост температуры тела у крыс, 
располагавшихся в вольерах, но на 11% замедляло его 
у находившихся в рестрейнерах (рис. 2а). При размеще-
нии в вольерах у получивших солевой раствор животных 
наблюдался активный груминг, чего не было у получив-
ших ФСН. Через 120 мин после помещения в вольеры 
оцениваемая по убыли массы тела потеря организмом 
влаги на фоне применения ФСН была на 1% от ис-
ходной массы тела меньшей, чем в контроле (рис. 2б). 
Продолжительность жизни крыс в вольерах была боль-
шей, чем в рестрейнерах. При расположении в вольерах 
применение ФСН снижало продолжительность жизни, 
а при размещении в рестрейнерах имелась тенденция 
к ее продлению (рис. 2в).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При однократной инстилляции 10 мкл ФСН доза феназе-
пама для крыс составляла 8,5 мг/кг м.т., что биоэквива-
лентно 100 мг для взрослого человека. Это пятикратно 
превышало высшую разовую дозу диазепама 20 мг, ко-
торая при внутривенном введении снижала потребление 

кислорода человеком на 8% [9]. Поэтому наблюдавшийся 
в настоящем исследовании вчетверо больший гипомета-
болический эффект ФСН был обусловлен дозой бензоди-
азепина, при экстраполяции на человека пятикратно пре-
вышавшей высшую разовую дозу. Продолжительность 
этого эффекта была близка к получасу, что указы-
вает на необходимость повторных назначений ФСН 
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Рис. 1. Динамика потребления кислорода (слева) и частоты дыхательных движений (справа) у крыс самцов после однократной интраназальной 
инстилляции ФСН
Примечание: данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего (M ± m); * — статистически значимое отличие от исход-
ного уровня; † — статистически значимое отличие от группы контроля.
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Рис. 2. Динамика ректальной температуры, потери массы тела 
и выживаемость у крыс при температуре воздуха 40 °С
Примечание: прирост ректальной температуры и потеря массы 
тела представлены как среднее значение и стандартная ошибка 
среднего (M ± m); * — статистически значимое отличие от груп-
пы крыс, размещенных в вольере; † — статистически значимое 
отличие от группы крыс, получавших ФСН, при аналогичных ус-
ловиях размещения.
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для достижения более длительного гипометаболического 
действия.

Как следовало из роста температуры тела, пребывание 
в термокамере вызывало у крыс тепловой стресс. В силу 
невозможности груминга у крыс, помещенных в рестрей-
неры, затруднялось распределение влаги (предположи-
тельно слюны) по шерстному покрову, а следовательно, 
и потеря тепла ее испарением. Это делало сопоставимы-
ми условия теплоотдачи для помещенных в рестрейнеры 
животных, получавших интраназальные инстилляции ФСН 
или раствора хлорида натрия. Поэтому вероятной причи-
ной уменьшения теплового стресса крыс, располагавших-
ся в рестрейнерах, на фоне применения ФСН было не по-
вышение теплоотдачи, а снижение теплопродукции.

Оценка снижения теплопродукции у животных, 
перед помещением в термокамеру получивших ФСН, воз-
можна с использованием калорического эквивалента кис-
лорода, который при рационе с преобладанием углеводов 
близок к 21 Дж/мл [10]. В течение ближайших 30 мин по-
сле инстилляции ФСН потребление кислорода животными 
было в среднем на 2,06 мл/(кг×мин) меньшим, чем в контро-
ле, что отвечает на 1294 Дж/кг меньшей теплопродукции. 
При близости значений удельной теплоемкости биотка-
ней и воды 4187  кал/(кг×°С) это могло вести к уменьше-
нию на 0,3 °С прироста температуры тела за ближайшие 
30 мин после помещения крыс в термокамеру, что и на-
блюдалось в настоящей работе. Таким образом, при по-
вышенной температуре воздуха и невозможности испа-
рения влаги с большей части поверхности тела введение 
ФСН замедляло формирование теплового стресса у крыс, 
снижая теплопродукцию. Для экстраполяции этих данных 
на человека представляет интерес изучить влияние ФСН 
на температуру тела в условиях, препятствующих теплоот-
даче испарением: при высокой относительной влажности 
[11], пребывании в изолирующих средствах защиты кожи 
[12] или при иммерсионной гипертермии [13]. Способность 
диазепама, вводимого внутривенно в дозах 10 или 20 мг, 
снижать температуру тела человека [14] позволяет ожи-
дать ее снижения и на фоне применения ФСН.

Оптимальная относительная влажность и достаточ-
ная скорость воздухообмена в термокамере благоприят-
ствовали потере тепла путем испарения влаги крысами, 
имевшими возможность наносить ее на поверхность тела. 
Поэтому при их расположении в вольерах температура 
тела повышалась медленнее, чем в рестрейнерах. Однако 
введение ФСН сглаживало это различие: препарат уско-
рял повышение температуры тела. Через 120  мин после 
помещения в вольеры потеря массы тела, в основном 
обусловленная испарением воды, на фоне применения 
ФСН была на 10  г/кг меньшей, чем при введении соле-
вого раствора. При удельной теплоте парообразования 
воды 2260 Дж/г это соответствовало накоплению в теле 
животных на 22 600 Дж/кг большего количества теплоты, 
чем в контроле. При удельной теплоемкости биотканей, 
близкой к 4187 Дж/(кг×°С), этой энергии было достаточно 
для повышения температуры тела на 5,4 °С; в действитель-
ности же у получивших ФСН крыс она была лишь на 2 °С 
выше, чем в контроле. Это говорит о влиянии на темпера-
туру тела получивших ФСН крыс противоположно направ-
ленных факторов, в том числе уменьшения теплоотдачи 
и показанного выше снижения теплопродукции. Как вид-
но, у животных, не имевших физических препятствий к ув-
лажнению поверхности тела, влияние ФСН на теплоотдачу 
преобладало над его влиянием на теплопродукцию.

Определенную роль в снижении выживаемости 
крыс, перед свободным расположением в термокамере 

получивших ФСН, могли играть неблагоприятные фар-
макологические эффекты бензодиазепинов: разобщаю-
щее действие на окислительное фосфорилирование [15], 
снижение артериального давления, частоты сердечных 
сокращений и коронарного кровотока [16]. Однако основ-
ным механизмом вызванного ФСН снижения выживаемо-
сти в условиях свободного расположения в термокамере 
было усугубление теплового стресса. На это указывает тот 
факт, что через 90 мин после помещения в термокамеру 
температура тела 43 °С, соответствующая порогу необ-
ратимого повреждения биотканей [17], достигалась у 21 
и 71% животных, получавших солевой раствор и ФСН со-
ответственно (p < 0,05). Экстраполяция этих данных на че-
ловека затруднена наличием у него потовых желез на всей 
поверхности кожного покрова, что обеспечивает теплоот-
дачу испарением даже на фоне гиподинамии. Вместе с тем 
нарушение теплоотдачи не исключено и у человека ввиду 
сообщений об антагонизме бензодиазепинов к мускарино-
вым рецепторам [18], что требует учета климатических ус-
ловий при разработке рекомендаций по применению ФСН.

Полученные результаты указывают на возможность 
смягчения применением ФСН теплового стресса при вы-
сокой относительной влажности, пребывании в изоли-
рующих средствах защиты кожи или при иммерсионной 
гипертермии. Особую ценность такая возможность об-
ретает при продолжающемся тепловом воздействии 
или недоступности физических средств охлаждения тела 
на догоспитальном этапе помощи пострадавшим.

ВЫВОДЫ

1. Однократная интраназальная инстилляция крысам 
феназепама в дозе 8,5  мг/кг м.т., что биоэквивалент-
но 100  мг для взрослого человека, снижала потребле-
ние кислорода организмом на величину, достаточную 
для уменьшения на 0,3 °С прироста температуры тела 
за 30  мин пребывания при температуре воздуха 40 °С. 
Продолжительность гипометаболического действия од-
нократной инстилляции назального препарата феназе-
пама (ФСН) составляла не менее получаса, что обеспе-
чивало этот эффект у животных, получавших препарат 
с получасовым интервалом.

2. При температуре воздуха 40 °С и отсутствии условий 
для испарения влаги с поверхности тела введение крысам 
ФСН уменьшало тепловой стресс, снижая теплопродукцию 
и прирост ректальной температуры на 0,3 °С за 30 мин.

3. Открытое расположение крыс при температу-
ре воздуха 40 °С в вольерах, не создававшее препят-
ствий теплоотдаче путем испарения слюны, наносимой 
на шерстный покров, сопровождалось более медленным 
повышением температуры тела и меньшей летальностью, 
чем при расположении животных в рестрейнерах.

4. Введение ФСН способствовало повышению тем-
пературы тела и летальности у крыс, располагавшихся 
в вольерах при температуре воздуха 40 °С. Основным 
механизмом этих эффектов было снижение теплоотдачи 
испарением вследствие подавления ФСН видоспецифи-
ческого терморегуляторного рефлекса: нанесения слю-
ны на шерстный покров.

5. ФСН перспективен в качестве средства фарма-
котерапии теплового удара при высокой относительной 
влажности, пребывании в изолирующих средствах за-
щиты кожи или при иммерсионной гипертермии. Требует 
проверки возможность усугубляющего влияния ФСН 
на тепловой стресс у человека в условиях жаркого кли-
мата при беспрепятственной теплоотдаче испарением.
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ИММУННЫЙ ОТВЕТ НА ВИРУС ЭПШТЕЙНА-БАРР КАК ЭТИОЛОГИЧЕСКИЙ 
ФАКТОР И ТЕРАПЕВТИЧЕСКАЯ МИШЕНЬ ПРИ РАССЕЯННОМ СКЛЕРОЗЕ 

В.С. Роговский1,2, А.Д. Кукушкина2,3, А.Н. Бойко1,2

1 Федеральный центр мозга и нейротехнологий Федерального медико-биологического агентства, Москва, Россия
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Введение. Этиология рассеянного склероза (РС) остается неизвестной. Современное консенсусное мнение заключается в том, что восприим-

чивость к РС обусловлена комплексным взаимодействием между генетической предрасположенностью и многофакторным влиянием внешней 

среды, включая такие факторы, как недостаток витамина D, курение, приверженность воспалительной диете, инфекции, психоэмоциональный 

стресс. Что касается инфекционного компонента, на протяжении десятилетий РС ассоциировался с предшествующей инфекцией, вызываемой 

вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ). Однако вопрос о том, почему лишь небольшая доля популяции, инфицированной ВЭБ, заболевает РС, остается 

открытым.

Цель. Определение факторов взаимодействия иммунитета с ВЭБ, предрасполагающих к развитию РС, а также анализ возможностей их исполь-

зования в качестве терапевтической мишени для профилактики и терапии данного заболевания.

Обсуждение. Результаты недавнего крупного эпидемиологического исследования привнесли новые доводы в пользу связи ВЭБ и РС. Было по-

казано, что в крови носителей ВЭБ можно обнаружить антитела, перекрестно-специфичные к антигенам миелиновой оболочки. Несмотря на это, 

у большинства носителей ВЭБ РС не развивается. Вероятной причиной является своевременное удаление аутореактивных клеток. Особо важную 

роль в этом процессе играют NK-клетки. При РС нарушаются процессы NK-опосредованной элиминации аутореактивных B-клеток. В этой связи 

перспективна дополнительная терапия РС, направленная на контроль аутоиммунных реакций, вызванных ВЭБ.

Выводы. Среди факторов взаимодействия иммунной системы с ВЭБ, способствующих развитию РС, следует отметить сниженную цитотокси-

ческую активность NK-клеток против клеток, проявляющих перекрестную реактивность к антигенам ВЭБ и компонентам миелиновой оболочки. 

В качестве дополнительной терапии РС может быть обоснованным применение средств, способных снижать представленность ВЭБ в организме 

и обладающих благоприятным профилем безопасности, в частности куркумина и кверцетина. Также перспективен поиск средств, способных 

усиливать иммунологический контроль над аутореактивными клетками. К таким средствам могут относиться соединения, способные усиливать 

активность NK-клеток, в частности уролитин А, куркумин, аллоферон.
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IMMUNE RESPONSE AGAINST EPSTEIN-BARR VIRUS AS AN ETIOLOGIC FACTOR AND THERAPEUTIC 
TARGET FOR MULTIPLE SCLEROSIS

Vladimir S. Rogovskii1,2, Anna D. Kukushkina2,3, Alexey N. Boyko1,2

1 Federal Center of Brain Research and Neurotechnologies, Moscow, Russia
2 Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia
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Introduction. The etiology of multiple sclerosis (MS) remains unknown. According to the current consensus, susceptibility to MS is due to an elaborate inter-

action between genetic predisposition and multifactorial environmental factors, including vitamin D deficiency, smoking, inflammatory diet, psychoemotional 

stress, and infections. With regard to the infectious component, for decades, MS has been associated with a prior infection with the Epstein-Barr virus (EBV). 

However, it remains unclear why only a limited proportion of the numerous EBV-infected population develop MS.

Objective. To discuss the factors of interaction between the immune system and EBV that predispose to the development of MS, as well as to analyze the 

possibilities of their use as therapeutic targets for the prevention and treatment of MS.

Discussion. The results of a recent large epidemiologic study have provided new evidence for the association between EBV and MS. It has also been shown 

that cross-reacting antibodies to myelin sheath antigens can be detected in the blood of patients with EBV. However, most patients with EBV do not develop 

MS. This is probably due to the elimination of autoreactive cells. Natural killer (NK) cells play a particularly important role in this process. In MS, NK-mediated 

elimination of autoreactive B cells may be impaired. In this regard, an add-on therapy of MS aimed at controlling EBV-induced autoimmune responses ap-

pears promising.

Conclusions. Reduced cytotoxic activity of NK cells against cells that show cross-reactivity to EBV antigens and components of the myelin sheath is among 

the factors of interaction of the immune system with EBV that contribute to MS development. As an add-on therapy for MS, it may be reasonable to use agents 

that reduce the presence of EBV in the organism and have a favorable safety profile (e.g., curcumin and quercetin). The search for agents that can improve 

immunological control of autoreactive cells is also promising. Such agents may include compounds that are capable of enhancing the activity of NK cells, for 

instance, urolithin A, curcumin, and alloferon.
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ВВЕДЕНИЕ

Рассеянный склероз (РС) — хроническое аутоиммунное 
воспалительное демиелинизирующее заболевание цен-
тральной нервной системы (ЦНС) неизвестной этиологии. 
Развитие РС связано с комплексным взаимодействием 
между генетической предрасположенностью и много-
факторным влиянием внешней среды, включая такие 
факторы, как психоэмоциональный стресс, недостаток 
витамина D, курение, изменение микробиоты, инфекции 
[1–3]. Среди инфекционного компонента этиологии и па-
тогенеза РС можно особо выделить связь РС с вирусом 
Эпштейна-Барр (ВЭБ). Около 100% пациентов с РС явля-
ются сероположительными в отношении ВЭБ [4]. С одной 
стороны, эта связь показана достаточно давно, с другой 
стороны, более 90% взрослого населения во всем мире 
хронически инфицированы вирусом ВЭБ, при этом РС 
развивается лишь у малой доли из них [1, 2].

Несмотря на обычно субклиническую активность, ВЭБ 
ассоциирован с различными опухолевыми и аутоиммунны-
ми заболеваниями. ВЭБ оказывает достаточно глубокое 
воздействие на иммунную систему, являясь наиболее рас-
пространенным возбудителем инфекционного мононукле-
оза, а также некоторых фатальных лимфопролифератив-
ных заболеваний при иммуносупрессивных состояниях. 
Все больше новых данных появляется об инфицировании 
ВЭБ как об одном из основных факторов риска развития 
ряда аутоиммунных заболеваний, в частности РС [5, 6]. 
Актуален вопрос, какие особенности иммунного ответа 
на ВЭБ определяют последующее развитие РС.

Цель работы  —  определение факторов взаимодей-
ствия иммунитета с ВЭБ, предрасполагающих к развитию 
РС, а также анализ возможностей их использования в ка-
честве терапевтической мишени в профилактике и тера-
пии данного заболевания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск, систематический анализ и обзор научной литера-
туры выполнен в электронных библиографических базах 
данных на русском (eLibrary) и английском (PubМed) язы-
ках. Поисковые запросы включали ключевые слова: рас-
сеянный склероз, вирус Эпштейна-Барр, аутореактивные 
клетки, естественные киллеры, NK-клетки, полифенолы, 
куркумин (multiple sclerosis, Epstein-Barr virus, autoreac-
tive cells, natural killer cells, NK-cells, polyphenols, curcumin). 
Глубина поиска составила 10 лет. Критерием включения 
было наличие данных о результатах когортных исследо-
ваний, рандомизированных контролируемых исследова-
ний, доклинических исследований.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Вирус Эпштейна-Барр в этиологии и патогенезе 
рассеянного склероза

Тесная взаимосвязь ВЭБ и РС обсуждается уже в те-
чение многих лет, основываясь на данных о повышении 
риска развития РС после перенесенного инфекционно-
го мононуклеоза (в виде симптоматической первичной 
ВЭБ-инфекции) и при высоких титрах антител к спец-
ифическим антигенам ВЭБ [7]. Результаты недавнего об-
ширного эпидемиологического исследования привнесли 
новые доводы в пользу связи ВЭБ и РС. В ходе иссле-
дования Bjornevik et al. была проверена гипотеза о том, 
что РС вызывается ВЭБ в когорте, состоящей из более 
чем 10 млн молодых людей. Согласно результатам иссле-
дования риск РС увеличился в 32 раза после заражения 
ВЭБ, но не увеличился после заражения другими виру-
сами, включая цитомегаловирус (ЦМВ), передающийся 
аналогичным путем. Уровни сывороточных легких цепей 
нейрофиламентов (показатель аксональной дегенера-
ции, один из диагностических маркеров при РС) увеличи-
лись только после продукции антител к антигенам ВЭБ. 
Авторы считают, что эти результаты не могут быть объ-
яснены каким-либо известным фактором риска РС и мо-
гут означать, «что ВЭБ является основной причиной РС» 
(перевод авторов) [8].

Последствия инфицирования ВЭБ различны и зависят 
от возраста и генетических факторов. Вероятно, риск раз-
вития инфекционного мононуклеоза и РС повышается, если 
первичная инфекция ВЭБ происходит в возрасте после 
10 лет, когда негативная селекция аутореактивных Т-клеток 
замедляется, а клеточно-опосредованный ответ клеток 
Тh-1 достигает своего пика. Большинству людей диагноз РС 
ставится в возрасте от 20 до 50 лет, через несколько лет 
после заражения ВЭБ. Персистирование ВЭБ повышает 
выживаемость В-клеток памяти и вызывает длительные из-
менения в цитокиновом ответе хозяина [5, 6].

Однако остается открытым вопрос, почему так много 
людей являются носителями ВЭБ, но только у небольшой 
части развивается РС. Более того, неясно, как именно 
ВЭБ вовлечен в этиологию и/или патогенез РС. При от-
вете на второй вопрос в литературе выделяют две основ-
ные гипотезы [9]. Во-первых, персистирующая инфекция 
и повторная реактивация вируса могут служить стиму-
лом для хронического воспаления внутри и вне нервной 
системы либо напрямую, либо путем создания долго-
временного пула провоспалительных В-лимфоцитов. 
Во-вторых, аутоиммунные реакции могут быть вызваны 
посредством молекулярной мимикрии антигенов, общих 
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для белков ВЭБ и антигенов ЦНС, что показано, в частно-
сти, для молекулы адгезии глиальных клеток (GlialCAM), 
основного белка миелина и других [9]. Как уже упомина-
лось, взаимосвязь между РС и ВЭБ была установлена до-
вольно давно, но в последнее время появились ее более 
убедительные доказательства в контексте второй из упо-
мянутых выше теорий.

Роль NK-клеток в обеспечении иммунной 
толерантности в условиях аутоиммунитета 
к антигенам ЦНС

Регуляторная роль NK-клеток (естественных килле-
ров — natural killer cells) описана более 20 лет назад [10]. 
В последние годы появляются новые данные о возмож-
ной роли NK-клеток в иммунологической толерантности 
и их протективном значении в отношении различных 
аутоиммунных заболеваний, включая РС. Особое вни-
мание в контексте иммунорегуляторных свойств уделя-
ется CD56bright NK-клеткам, которые играют важную роль 
в контроле ответа Т-клеток и поддержании гомеостаза. 
Эта субпопуляция NK-клеток обязана своим названи-
ем высокой поверхностной экспрессии CD56 (молеку-
ла адгезии нервных клеток), также для нее характерна 
экспрессия CD16dim и ингибиторного рецептора NKG2A 
и при этом отсутствие экспрессии иммуноглобулино-
подобных рецепторов клеток-киллеров KIR (killer cell 
immunoglobulin-like receptors). CD56bright NK-клетки облада-
ют сниженной цитотоксичностью по сравнению с CD56dim 
NK-клетками, что позволяет считать их регуляторными. 
Показано, что терапия различными препаратами, изме-
няющими течение рассеянного склероза (ПИТРС), повы-
шает относительное количество NK-клеток, а также NK-
опосредованные иммунорегуляторные функции [11].

NK-клетки CD56bright экспрессируют рецепторы 
для различных цитокинов, таких как интерлейкин (ИЛ)-12, 
ИЛ-15 и ИЛ-18, которые продуцируются активированными 
антиген-презентирующими клетками. Ответ на эти цито-
кины может вызывать пролиферацию NK-клеток CD56bright 
и продукцию ими, в свою очередь, ряда цитокинов, вклю-
чая ИФН-γ, ИЛ-13 и ГМ-КСФ (гранулоцитарно-макрофа-
гальный колониестимулирующий фактор), а также регу-
ляторный ИЛ-10 [10, 11].

Судя по данным литературы, не только CD56bright NK-
клетки опосредуют иммунорегуляторные функции. Так, 
была описана ассоциация ЦМВ-индуцированной экспансии 
NKG2C+ NK-клеток с более низким риском прогрессиро-
вания инвалидности при РС, что позволяет предположить 
влияние этих клеток на клиническое течение заболевания. 
NKG2C+ NK-клетки человека входят в популяцию CD56dim, 
которая опосредует цитотоксичность и выработку цито-
кинов при взаимодействии с клетками-мишенями либо 
напрямую, либо опосредованно антителозависимой кле-
точной цитотоксичностью (в данном случае — взаимодей-
ствием IgG с CD16A на NK-клетках) [12, 13].

По данным недавно проведенного исследования Ding 
et al., после иммуносупрессорной терапии или терапии 
ПИТРС наблюдалось значительное увеличение соотноше-
ния NK-клеток CD56dim к циркулирующим фолликулярным 
Т-хелперам. Это соотношение позволило в значительной 
степени дифференцировать пациентов с рецидивирую-
щим РС от здоровых лиц и пациентов в ремиссии. Авторы 
предполагают, что это соотношение может стать новым 
предиктором активности заболевания и оценки эффек-
тивности лечения [14].

В 2024  году в работе Dal et al. показано, что более 
низкое относительное содержание NK-клеток через  
3 месяца после анти-CD20-терапии (ритуксимаб и окре-
лизумаб) коррелирует с наличием активности заболева-
ния через 6 месяцев после терапии, что соответствует 
возможной защитной роли NK-клеток при РС. Также, 
по сравнению с исходными значениями, терапия анти-
CD20 антителами привела к абсолютному и относи-
тельному снижению уровней В-лимфоцитов и повыше-
нию абсолютного и относительного уровня NK-клеток 
через 3 и 5 месяцев после терапии [15].

Механизмы контроля перекрестно-активированных 
иммунных клеток к антигенам вируса Эпштейна-Барр

У здоровых доноров, имеющих антитела к ядерному ан-
тигену вируса Эпштейна-Барр (EBNA

386–405
), и у пациентов 

с РС показана их перекрестная активность в отношении 
антигена миелиновой оболочки GlialCAM

370–389 
(молекула 

адгезии глиальных клеток). Более того, данная перекрест-
ная активность способна вызывать иммунный ответ и у па-
циентов с РС, и у здоровых доноров [9, 16]. В связи с этим 
в недавней работе Vietzen et al. был проведен обширный 
поиск различий в иммунном ответе на антигены ВЭБ у па-
циентов с РС и здоровых доноров. Были проанализиро-
ваны когорты из 270 EBNA-1-серопозитивных пациентов 
с РС и 270 EBNA-1-серопозитивных здоровых доноров, 
сопоставленных по полу, возрасту и времени с момента 
сероконверсии к антигенам ВЭБ и возникновения инфек-
ционного мононуклеоза. Все пациенты с РС имели высо-
кий уровень антител к EBNA

386–405
. Из группы здоровых 

доноров часть имела низкий уровень антител к EBNA
386–405

 
(группа EBNAlow, 162  человека), а часть  —  высокий уро-
вень (группа EBNAhigh, 108 человек). Примечательно, 
что и пациенты с РС, и здоровые доноры группы EBNAhigh 
показали значительно более высокие уровни иммунных 
клеток, специфичных к EBNA

386–405
, в частности плазма-

тических CD4+ T-клеток и CD8+ T-клеток, по сравнению 
с группой EBNAlow [17].

Таким образом, здоровые доноры из группы EBNAhigh 
также имеют иммунологические предпосылки к аутоим-
мунному поражению миелиновой оболочки. Однако этого 
не происходит, вероятно, вследствие наличия защитных 
факторов, препятствующих аутоиммунной реакции.

Результаты работы Vietzen et al. предполагают, 
что одним из важных факторов, позволяющим избе-
жать развития РС, является уничтожение аутоиммун-
ных GlialCAM

370–389
-специфичных клеток с помощью 

цитотоксических NK-клеточных реакций. При этом 
у пациентов с РС эффективность этого процесса 
снижена. Так, в указанной работе выявлен ряд отли-
чий между группой пациентов с РС, имеющими анти-
тела к GlialCAM

370–389
, и здоровыми носителями ВЭБ, 

также имеющими антитела к GlialCAM
370–389

. В част-
ности, у здоровых носителей ВЭБ с аутоантитела-
ми к GlialCAM

370–389
 обнаружена существенно более 

высокая представленность NK-клеток типа NKG2D+ 
(NKG2D+ NK-клеток) с высокоактивным гомозигот-
ным генотипом  —  NKG2DHNK/HNK. В популяции здоро-
вых носителей аутоантител к GlialCAM

370–389
 частота 

высокоактивных NKG2D+ NK-клеток была примерно 
в 5 раз выше, чем в популяции носителей аутоантител 
к GlialCAM

370–389
, страдающих РС. Уровень NKG2C+ NK-

клеток в контрольных группах также был значительно 
выше, чем у пациентов с РС [17].
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Вероятно, у пациентов с РС аутореактивные клетки 
эффективно избегают регуляторных и цитотоксических 
иммунных реакций за счет ингибирования NK-клеток. 
Один из механизмов этого ингибирования  —  увеличе-
ние представленности HLA-E на поверхности B-клеток, 
что индуцируется определенными типами ВЭБ. В нор-
ме HLA-E, связанный с нормальными пептидами от HLA 
класса I, сигнализирует NK-клеткам, что клетка не изме-
нена и ее не нужно элиминировать [18]. Однако при РС 
этот механизм может становиться чрезмерно активным, 
препятствуя NK-опосредованной элиминации аутореак-
тивных B-клеток. HLA-E может играть важную роль в им-
мунном уклонении инфицированных ВЭБ клеток от есте-
ственных киллеров: известно, что связывание HLA-E 
с NKG2A+ на NK-клетках ингибирует их функцию [19].

HLA-E стабилизируется пептидом, полученным из ВЭБ, 
LMP-1 (Epstein-Barr virus latent membrane protein  1), экс-
прессирующимся в латентно инфицированных ВЭБ клет-
ках [20]. LMP-1 является полиморфным пептидом: раз-
личные варианты ВЭБ могут иметь различные варианты 
LMP-1. Обнаружено, что определенные варианты LMP-1 
(GGDPHLPTL и GGDPPLPTL) приводили к стабильному по-
вышению уровня HLA-E на поверхности B-клеток, специ-
фичных к GlialCAM

370-389
. Показано, что почти все пациен-

ты с РС являются носителями вышеуказанных вариантов 
ВЭБ, повышающих экспрессию HLA-E. Усиленная реакти-
вация ВЭБ и последующая экспрессия ИЛ-27 коррелиру-
ют с повышенной экспрессией HLA-E и ингибированием 
NKG2A+ эффекторных клеток у пациентов с РС [17]. ИЛ-27 
является членом семейства ИЛ-12, важным в патогенезе 
аутоиммунных расстройств [21], а рецептор NKG2A — один 
из ингибирующих рецепторов NK-клеток [22].

Таким образом, согласно работе Vietzen et al., сре-
ди факторов, ассоциированных с высоким риском РС 
у носителей ВЭБ, можно отметить низкий или отсут-
ствующий NKG2C+ NK-клеточный ответ (OR 41,3), вари-
анты GGDPHLPTL и GGDPPLPTL пептида LMP-1 у ВЭБ 
(OR 39,6), низкоактивный генотип NKG2DLNK (OR 8,9) 
и HLA-E*01:01 (OR 4,3). При этом комбинация трех и более 
факторов риска приводит к увеличению риска РС у носи-
телей аутореактивных антител к ядерному антигену ВЭБ 
примерно в 180 раз. Также инфицирование ВЭБ с риско-
вым вариантом LMP в сочетании с генотипом HLA-E*01:01 
увеличивает риск развития РС примерно в 260 раз [17]. 
Важно, что значение NK-клеток в удалении аутореактив-
ных клеток показано и в других исследованиях. Стоит 
отметить, что данные о роли определенного снижения 
NK-активности в патогенезе РС согласуются с тем фак-
том, что психоэмоциональный стресс является одним 
из важнейших факторов риска в этиологии РС. Функция 
NK-клеток в особенной степени нарушается при психо-
эмоциональном стрессе [23, 24].

Перспективы дополнительной терапии РС, 
направленной на контроль перекрестных вирус 
Эпштейна-Барр-индуцированных иммунных реакций

В связи с описанием вероятных иммунологических меха-
низмов, обеспечивающих защиту от развития РС при на-
личии аутоантител к антигенам ЦНС, целесообразно про-
анализировать возможные варианты профилактики 
и терапии, направленные на усиление этих механизмов. 
Эти варианты можно подразделить на направленные 
на усиление иммунорегулирующих реакций, обеспе-
чивающих удаление аутореактивных клеток, а также 

направленные непосредственно на снижение представ-
ленности ВЭБ в организме. Мы рассмотрим с этой точки 
зрения свойства ряда средств, предлагаемых в качестве 
дополнительной терапии РС.

Средства, направленные на снижение 
представленности ВЭБ в организме

ВЭБ-инфекции отводится одна из центральных ролей 
с точки зрения запуска срыва механизмов иммунной то-
лерантности. Однако до сих пор не разработаны проти-
вовирусные препараты или вакцины для лечения и про-
филактики данной инфекции. Поэтому представляется 
перспективным поиск различных соединений, направ-
ленных на контроль перекрестных ВЭБ-индуцированных 
иммунных реакций. В свете поиска средств для допол-
нительной терапии РС, обладающих благоприятным про-
филем безопасности, представляет интерес тот факт, 
что различные соединения природного происхождения, 
в особенности полифенолы и терпеноиды, такие как кур-
кумин, эпигаллокатехин галлат, ресвератрол, мороновая 
кислота и андрографолид, обладают противовирусной 
активностью против ВЭБ [25].

Некоторые биологически активные соединения, выде-
ленные из лекарственных растений, ингибируют ранние 
стадии инфекции ВЭБ. Так, полифенольное соединение 
кверцетин (выделяемый, в частности, из корня солодки), 
препятствует распознаванию рецепторов ВЭБ и, следо-
вательно, блокирует проникновение ВЭБ в клетки [26]. 
В другом исследовании показана способность кверце-
тина подавлять экспрессию EBNA-1 и LMP-2, что может 
способствовать уменьшению перекрестных реакций 
на антигены ВЭБ [27].

Показано, что куркумин обладает значительным про-
тивовирусным эффектом, в частности в отношении виру-
сов простого герпеса 1-го и 2-го типа, ЦМВ, герпесвиру-
са, ассоциированного с саркомой Капоши, ВЭБ и бычьего 
герпесвируса 1. Механизмы противовирусных эффектов 
куркумина связаны с его способностью препятствовать 
целому ряду клеточных и молекулярных процессов, кото-
рые необходимы для экспрессии и репликации вирусных 
генов. Куркумин (10 мкМ) увеличивает долю плазматиче-
ской мембраны, принимающей конформацию липидного 
рафта, что подтверждает данные о том, что куркумин 
может модулировать липидный бислой [28]. Липидные 
рафты — это динамические ансамбли белков и липидов, 
которые свободно плавают в жидком неупорядоченном 
бислое клеточных мембран, но также могут объединять-
ся в большие упорядоченные платформы. Эти структуры 
важны для регулирования различных мембранных функ-
ций в эукариотических клетках [29]. Куркумин подавля-
ет пролиферацию клеток носоглоточной карциномы че-
ловека, ассоциированной с ВЭБ, путем ингибирования 
экспрессии ядерного антигена 1 вируса Эпштейна-Барр. 
Так, 50%-ные ингибирующие концентрации куркумина 
составляли 12,4 и 3,3 мкМ для 24-часовой и 48-часовой 
обработки куркумином соответственно [30].

Стоит отметить, что вышеуказанные соединения про-
являют противовирусную активность в исследованиях 
in vitro в относительно высоких концентрациях: обычно 
несколько микромоль/л (мкМ) и более, что многократно 
превышает их концентрации в плазме крови. В послед-
ние годы появились данные ряда клинических исследо-
ваний о различных способах повышения биодоступно-
сти липофильных соединений, таких как использование 
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различных наноформ, липосомальных форм, мицелляр-
ных форм, а также использование комбинаций различных 
веществ. В частности, использование мицеллярных форм 
куркумина позволило достигнуть уровней этого соедине-
ния в плазме крови, сопоставимых с его концентрациями 
в исследованиях in vitro [31, 32].

Средства, направленные на усиление 
иммунных реакций, обеспечивающих удаление 
аутореактивных клеток

Как было отмечено выше, защита от развития РС у лиц, 
имеющих аутореактивные антитела, во многом опос-
редована активацией эффекторного звена иммунитета 
в отношении аутореактивных клеток. В основном речь 
идет об определенных субпопуляциях NK-клеток и CD8+ 
T-клеток. Средства, обладающие мягким иммуностимули-
рующим действием, могут быль перспективны для усиле-
ния иммунорегуляторных реакций, обеспечивающих уда-
ление аутореактивных клеток. Так, эффект ряда ПИТРС 
связан с усилением NK-активности. В частности, у паци-
ентов, принимающих диметилфумарат (ПИТРС 1-й линии), 
общее количество лимфоцитов снизилось в зависимости 
от времени воздействия. Количество же NK-клеток по-
казало неоднородную тенденцию, в итоге увеличившись 
примерно на 86% после 2 лет лечения [33]. Применение 
высокоактивных средств с целью иммуномодуляции и по-
вышения NK-активности, таких как терапия антителами, 
может быть связано с рядом побочных эффектов, вынуж-
дающих порой отменять использование уже одобренных 
средств [34].

Среди средств с благоприятным профилем безопас-
ности, обладающих иммунотропными и нейропротек-
торными эффектами, подходящих для дополнительной 
терапии РС, также существуют соединения, способные 
оказывать иммуностимулирующий эффект. Уролитин 
А (полифенольный метаболит кишечной микробиоты) об-
ладает противовоспалительным эффектом в отношении 
хронического воспаления, с одной стороны, и усиливает 
персистенцию и эффекторные функции CD8+ цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов, усиливает активность NK-клеток, 
с другой стороны [35–37].

Кверцетин, уже упоминавшийся нами полифенол, 
в экспериментах in vivo при введении мышам в дозе 
1  мг/кг каждые 2  дня в течение 30  дней увеличивал 
долю NK-клеток при отсутствии влияния на популяции 
Т- и В-клеток. Также за счет связывания с белком MYH9 
(основной компонент цитоскелета, играющий важную 
роль в сохранении и поддержании функциональности ге-
мопоэтических стволовых клеток) данный полифенол по-
вышал количество и стимулировал созревание NK-клеток 
[38]. Однако есть исследования, где прием полифенолов 
не оказывал существенного влияния на NK-активность. 
Так, прием 500–1000 мг кверцетина не оказал существен-
ного влияния на активность NK-клеток у здоровых взрос-
лых женщин [39]. Возможно, подобные результаты могут 
быть связаны с уже упоминавшейся ранее низкой биодо-
ступностью полифенолов.

Кверцетин, как и многие другие полифенолы, содер-
жится в различных продуктах природного происхожде-
ния (таких, как виноградные косточки, лук, чеснок, чай 
и прочие). Например, свежий лук содержит около 30–
45  мг/100  г кверцетина и 4,5  мг/100  г кемпферола [40]. 
Ввиду низкой биодоступности полифенолов, как уже было 
отмечено выше, может быть перспективным применение 

их комбинаций с другими веществами, способными уве-
личивать их суммарную биодоступность. С этой точки 
зрения применение натуральных экстрактов, содержа-
щих целый спектр активных веществ, может быть эффек-
тивным для усиления результирующей биодоступности. 
Так, показана способность различных растительных экс-
трактов усиливать активность NK-клеток [41].

Согласно результатам недавнего рандомизирован-
ного двойного слепого плацебо-контролируемого иссле-
дования применение экстракта луковой шелухи (1000 мг 
экстракта в день в течение 8 недель) улучшает активность 
NK-клеток у пациентов с умеренными симптомами забо-
леваний верхних дыхательных путей без каких-либо су-
щественных побочных эффектов [42]. Эти клинические 
результаты соответствуют результатам, полученным in 
vitro, согласно которым инкубация мононуклеарных кле-
ток периферической крови (МНПК) с экстрактами лука 
(Allium cepa) привела к существенному увеличению часто-
ты CD16+ NK-клеток [43]. Пероральное введение крысам 
комбинированного экстракта Sargassum coreanum (в до-
зировках 30 мг/кг, 100 мг/кг или 300 мг/кг в течение 4 не-
дель) и Curcuma longa (5 мг/кг, 4 недели) также вызывало 
повышение активности NK-клеток [44].

В работе Focaccetti et al. были получены интересные 
данные in vitro использования комбинации куркумина 
и ресвератрола. В культуре МНПК человека комбинация 
этих полифенолов (в концентрациях 5 мкМ), с одной сто-
роны, увеличивала продукцию ИЛ-10 Т-регуляторными 
клетками. С другой стороны, эта комбинация усиливала 
активность NK-клеток за счет повышения и понижения 
регуляции активирующих и ингибирующих рецепторов 
соответственно, а также повышения уровня экспрессии 
CD68 на моноцитах/макрофагах [45].

Использование куркумина в качестве дополнительной 
терапии РС активно изучается, в том числе в клинических 
исследованиях. К настоящему моменту имеются резуль-
таты ряда клинических исследований дополнительной те-
рапии куркумином при РС, свидетельствующие о ее пер-
спективности, в особенности при использовании форм 
с повышенной биодоступностью [46–48].

Аллоферон, противомикробный цитокиноподобный 
пептид, также способен стимулировать NK-активность 
и увеличивать продукцию NKG2D в NK-клетках, при этом 
обладая противовоспалительными свойствами, что дела-
ет его перспективным для изучения в качестве дополни-
тельной терапии РС [49, 50].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты, полученные в течение последних лет, сви-
детельствуют о важной роли иммунного ответа на ВЭБ 
в этиологии и патогенезе РС. Вероятно, удаление ауто-
реактивных клеток, перекрестно-специфичных к анти-
генам ВЭБ, с помощью цитотоксических CD8+ T-клеток 
и в особенности NK-клеток является одним из основ-
ных механизмов, препятствующих развитию аутоиммун-
ных поражений ЦНС при РС. В последние годы выявлен 
ряд факторов риска, связанных с иммунным ответом 
на ВЭБ, которые могут увеличивать вероятность раз-
вития РС. К этим факторам риска относятся: низкий 
или отсутствующий NKG2C+ NK-клеточный ответ, вариан-
ты GGDPHLPTL и GGDPPLPTL пептида LMP-1 у ВЭБ, низ-
коактивный генотип NKG2DLNK и HLA-E*01:01. Полученные 
данные открывают перспективы для появления новых 
подходов в профилактике и терапии РС. Так, в качестве 
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терапевтической мишени перспективным может быть ис-
пользование определенных компонентов иммунного от-
вета на ВЭБ, таких как активность NK-клеток.

Средства для дополнительной терапии РС, обладаю-
щие благоприятным профилем безопасности, могут быть 
подходящими для этих целей. Эффективность данных 
средств, особенно природного происхождения, может 
быть обусловлена сочетанием противовирусной актив-
ности, противовоспалительной с иммуностимулирующей, 
направленной на усиление иммунологических механиз-
мов, способных элиминировать аутореактивные клетки.

Для многих подобных средств характерна низкая био-
доступность, которая может быть усилена современными 
способами повышения биодоступности, такими как созда-
ние мицеллярных форм. Вместе с тем стоит отметить недо-
статочность клинических данных для внедрения подобных 
средств в клиническую практику. Необходимы дальней-
шие обширные клинические исследования средств допол-
нительной терапии РС как в сочетании с классическими 
ПИТРС, так и в виде монотерапии у пациентов, которые 
в настоящее время по тем или иным причинам не получают 
специфическую патогенетическую терапию.
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ЛАБОРАТОРНЫЕ МАРКЕРЫ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ ДЕСТРУКЦИИ И АКТИВАЦИИ 
ГЕМОСТАЗА У ПАЦИЕНТОВ С ИНСУЛЬТОМ И COVID-19

О.В. Лянг1,2, М.А. Солдатов1, Л.В. Климов1, Т.В. Киселева1,3, Н.А. Марская1, Н.А. Шамалов1

1 Федеральный центр мозга и нейротехнологий Федерального медико-биологического агентства, Москва, Россия
2 Российский университет дружбы народов им. Патриса Лумумбы (РУДН), Москва, Россия
3 Научно-исследовательский институт организации здравоохранения и медицинского менеджмента Департамента здравоохранения города Москвы, 
Москва, Россия

Введение. Выраженность эндотелиальной деструкции у пациентов с COVID-19 может быть взаимосвязана с риском развития острого нарушения 

мозгового кровообращения.

Цель. Изучение роли маркеров активации системы гемостаза и повреждения сосудистой стенки в развитии острого нарушения мозгового крово-

обращения (ОНМК) у пациентов с новой коронавирусной инфекцией.

Материалы и методы. В исследование были включены 38 пациентов с новой коронавирусной инфекцией и ОНМК и 40 пациентов с новой коро-

навирусной инфекцией без ОНМК. Всем пациентам определяли: антитела к бета-2 гликопротеину, антитела к кардиолипину, ингибитор активатора 

плазминогена 1-го типа (ИАП-1), α2-антиплазмин, молекулу межклеточной адгезии 1-го типа (ICAM-1), фактор Виллебранда, гомоцистеин.

Результаты. По уровню антифосфолипидных антител не было выявлено статистически значимых различий между группами, однако повышенные 

относительно референтного интервала антитела к бета-2 гликопротеину чаще встречались в группе без ОНМК. По уровню ИАП-1 были выявлены 

значимые различия между группой с ОНМК и группой сравнения (p < 0,001), в группе сравнения концентрация ИАП-1 была в 1,6 раза выше. По уров-

ню α2-антиплазмина, ICAM-1 и фактора Виллебранда значимых различий между группами выявлено не было. Статистически значимые различия 

по гомоцистеину были выявлены между группой с ОНМК и группой сравнения (p < 0,001), концентрация в группе сравнения была в 1,8 раза выше.

Выводы. Развитие ОНМК у пациентов с более низкими концентрациями гомоцистеина и ИАП-1, вероятно, можно объяснить более слабыми 

компенсаторными механизмами, направленными на репарацию сосудистой стенки и гармонизацию взаимодействия звеньев системы гемостаза, 

что в конечном счете приводит к повреждению сосудистой стенки.

Ключевые слова: ишемический инсульт; геморрагический инсульт; коронавирус; гомоцистеин; антифосфолипидные антитела; ингибитор 
активатора плазминогена
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LABORATORY MARKERS OF ENDOTHELIAL DESTRUCTION AND HEMOSTASIS ACTIVATION 
IN PATIENTS WITH ACUTE CEREBROVASCULAR ACCIDENT AND COVID-19
Olga V. Lyang1,2, Mikhail A. Soldatov1, Leonid V. Klimov1, Tatiana V. Kiseleva1,3, Nataliya A. Marskaya1, Nikolay A. Shamalov1

1 Federal Center of Brain Research and Neurotechnologies, Moscow, Russia
2 Patrice Lumumba Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russia
3 Research Institute for Healthcare Organization and Medical Management of Moscow Healthcare Department, Moscow, Russia

Introduction. The severity of endothelial destruction in patients with the new COVID-19 new coronavirus infection may be correlated with the risk of develop-

ing acute cerebrovascular accident (ACVA).

Objective. To study the role of hemostasis system activation markers and vascular wall damage markers in the development of stroke in patients with the 

new coronavirus infection.

Materials and methods. The study included 38 patients with the new coronavirus infection and ACVA and 40 patients with the new coronavirus in-

fection without ACVA. All patients were tested for antibodies to β2-glycoprotein, antibodies to cardiolipin, plasminogen activator inhibitor type 1 (PAI-1),  

α2-antiplasmin, intercellular adhesion molecule type 1 (ICAM-1), von Willebrand factor, and homocysteine.

Results. No statistically significant differences were found between the groups in terms of antiphospholipid antibody levels; however, increased antibodies to 

β2-glycoprotein relative to the reference interval were more frequent in the group without ACVA. Significant differences in PAI-1 levels were found between the 

group with ACVA and the comparison group (p < 0.001), with the PAI-1 concentration being 1.6 times higher in the comparison group. No significant differ-

ences were observed between the groups in terms of α2-antiplasmin, ICAM-1, and von Willebrand factor levels. Significant differences for homocysteine were 

found between the ACVA group and the comparison group (p < 0.001), with the concentration in the comparison group being 1.8 times higher. 

Conclusions. The development of acute cerebrovascular accident in patients with lower concentrations of homocysteine and PAI-1 may be explained by 

weaker compensatory mechanisms aimed at repairing of the vascular wall and harmonization of interaction of hemostasis system links, which eventually led 

to vascular wall damage.
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ВВЕДЕНИЕ

Новая коронавирусная инфекция (COVID-19)  —  острое 
инфекционное заболевание, вызываемое штаммом ко-
ронавируса SARS-CoV-2. Коронавирусы изначально 
не обладают нейротропностью, но могут воздействовать 
на нервную систему и нарушать ее функции. Один из меха-
низмов воздействия — это респираторная гипоксия, со-
провождающая тяжелую коронавирусную пневмонию [1]. 
Другим механизмом повреждения является цитокиновый 
шторм, при котором происходит повышение уровня про-
воспалительных цитокинов и активация Т-лимфоцитов, 
макрофагов и эндотелиальных клеток. Увеличивается 
проницаемость сосудистой стенки, активируется система 
комплемента и увеличиваются свертывающие свойства 
крови [2]. Также было показано, что при COVID-19 раз-
вивается сверхэкспрессия ингибитора активатора плаз-
миногена-1 (ИАП-1) и тромбинактивируемого ингибитора 
фибринолиза, что приводит к подавлению фибринолиза 
и еще большей склонности к гиперкоагуляции [3].

В патогенезе активации системы гемостаза описана 
роль антифосфолипидных антител — антител к кардио-
липину и к β2-гликопротеину. Они активируют эндотели-
альные клетки, моноциты, нейтрофилы и тромбоциты, 
что приводит к трансформации антикоагулянтной по-
верхности эндотелия в прокоагулянтную форму [4]. В ли-
тературе описана взаимосвязь между формированием 
антифосфолипидных антител в результате инфекции 
с развитием ишемического инсульта [5]. Эндотелиопатия, 
как показывает опыт множества исследователей, наблю-
дается у большинства пациентов. Такие маркеры состоя-
ния эндотелия, воспаления и коагуляции, как IL-6, TNF-α, 
VWF, тканевой фактор, ингибитор тканевого фактора, 
D-димер, тромбин-антитромбиновый комплекс, фактор 
тромбоцитов P4, тромбоглобулин, P-селектин и адгезия 
тромбоцитов значительно увеличиваются при COVID-19 
легкой и средней степени тяжести [6].

Повреждение эндотелиальной стенки и активация 
системы гемостаза, вызываемые вирусом SARS-COV-2, 
могут быть причиной развития острых сосудистых собы-
тий, таких как геморрагический и ишемический инсульт. 
Причем вероятность их развития повышается у пациен-
тов с повышенным риском сосудистых нарушений голов-
ного мозга к моменту заболевания новой коронавирус-
ной инфекцией [7]. По данным госпитального регистра 
ТАРГЕТ-ВИП (г. Москва), частота ОНМК на фоне корона-
вирусной инфекции составила 0,8%, по данным зарубеж-
ных авторов  —  2,4% [8, 9]. Роль COVID-19 как фактора 

риска ишемического повреждения головного мозга под-
тверждается данными из регионального сосудистого 
центра ГКБ им. С.П. Боткина ДЗМ: в период пандемии 
на 2,2–6,1% увеличилось количество ишемических ин-
сультов, при этом уменьшилась доля геморрагических 
инсультов и транзиторных ишемических атак [10].

Таким образом, выраженность эндотелиальной де-
струкции и сопровождающей ее активации системы ге-
мостаза в сторону гиперкоагуляции у пациентов с новой 
коронавирусной инфекцией могут быть взаимосвязаны 
с развитием острого нарушения мозгового кровообраще-
ния. Ряд лабораторных маркеров, характеризующих со-
стояние эндотелия и системы гемостаза, были исследова-
ны при ишемическом инсульте. Так, крупный метаанализ 
показал, что повышение ингибитора активатора плазми-
ногена 1-го типа (ИАП-1), регулирующего интенсивность 
фибринолиза в плазме, связано с летальным исходом, 
инфарктом миокарда или острым нарушением мозгово-
го кровообращения [11]. При этом полностью непонятно, 
является ИАП-1 просто маркером риска или же этиологи-
ческой причиной сосудистого события [12]. Белок острой 
фазы α2-антиплазмин, ингибирующий главный фермент 
фибринолиза плазмин, во время острой ишемии усили-
вает повреждение головного мозга и гематоэнцефаличе-
ского барьера, активируя матриксные металлопротеина-
зы. В экспериментах было показано, что терапевтическая 
инактивация α2-антиплазмина снижает микрососудистый 
тромбоз, ишемическое повреждение и отек головного 
мозга [13]. Экспрессирующаяся на эндотелии молекула 
межклеточной адгезии 1-го типа (Inter-Cellular Adhesion 
Molecule 1 (ICAM-1) значительно повышается у пациентов 
с инсультом, отображая повреждение гематоэнцефали-
ческого барьера [11].

Эндотелиальный гликопротеин фактор Вилле-
бранда участвует в адгезии тромбоцитов в месте 
повреждения сосудистой стенки. Было показано, 
что повышенные уровни фактора Виллебранда вза-
имосвязаны с развитием первичного или повторного 
инсульта, а также с летальным исходом при инсуль-
те [14, 15]. Маркером повреждения сосудистой стенки 
и активации системы гемостаза является гомоцисте-
ин  —  метаболит аминокислот метионина и цистеина. 
Это один из наиболее изученных биомаркеров при ин-
сульте: гипергомоцистеинемия ассоциирована с ри-
ском развития сердечно-сосудистых заболеваний, яв-
ляется предиктором степени тяжести неврологической 
симптоматики при инсульте и плохого функционально-
го восстановления [16–18].
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Антитела к бета-2 гликопротеину и к кардиолипи-
ну  —  это аутоантитела к фосфолипидам, являющиеся 
маркерами антифосфолипидного синдрома, основу ко-
торого составляет васкулопатия, связанная с невоспа-
лительным и/или тромботическим поражением сосудов. 
В пожилом возрасте распространенность положитель-
ных антифосфолипидных антител может достигать 68% 
[19]. Было показано, что эти антитела могут принимать 
участие в патогенезе ишемического инсульта, а их уров-
ни положительно коррелируют с риском развития ин-
сульта [20, 21].

Цель исследования  —  изучение роли маркеров ак-
тивации системы гемостаза и повреждения сосудистой 
стенки в развитии острого нарушения мозгового крово-
обращения (ОНМК) у пациентов с новой коронавирусной 
инфекцией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Всего в исследовании приняли участие 78 пациентов: 
35 женщин и 43 мужчины.

Пациенты были разделены на 2 группы: в исследуе-
мую группу вошли 38 пациентов с новой коронавирусной 
инфекцией и ОНМК, поступивших в ФГБУ ФЦМН ФМБА 
России и в ГКБ им. Е.О. Мухина г. Москвы, из них у 4 во вре-
мя госпитализации развился геморрагический инсульт 
(ГИ), у 34  —  ишемический инсульт (ИИ). Таким образом, 
группа пациентов с ОНМК была разделена на 2 подгруппы: 
пациенты с ИИ и с ГИ. Группу сравнения составили 40 па-
циентов с новой коронавирусной инфекцией без ОНМК, 
поступивших в ФГБУ ФЦМН ФМБА России.

Группа 1 (n = 38) — пациенты с новой коронавирусной 
инфекцией + ОНМК;

группа 1.1 (n = 4) — пациенты с новой коронавирусной 
инфекцией + ОНМК (ГИ);

группа 1.2 (n = 34) — пациенты с новой коронавирус-
ной инфекцией + ОНМК (ИИ);

группа 2 (n = 40) — пациенты с новой коронавирусной 
инфекцией.

Средний возраст исследуемой группы пациентов с ГИ 
составил 70,9 ± 8,0 года; пациентов с ИИ  —  72,0 ± 7,3 
года; группы сравнения — 58,2 ± 16,7 года. Критериями 
включения пациентов в исследование были возраст стар-
ше 18 лет, обнаружение РНК SARS-CoV-2 методом ПЦР, 
клинические признаки пневмонии (температура тела 
выше 38,5 °C, частота дыхания более 22 в минуту, одышка 
при физической нагрузке, сатурация менее 95% на воз-
духе), признаки пневмонии при исследовании органов 
грудной клетки методом компьютерной томографии. Все 
участники подписывали добровольное информирован-
ное согласие на участие в исследовании.

Среди сопутствующих заболеваний в общей выборке 
преобладала артериальная гипертензия (64%), хрониче-
ская сердечная недостаточность (39%), хроническая бо-
лезнь почек (25%), сахарный диабет (21%). Степень тяже-
сти инсульта при поступлении по шкале National Institutes 
of Health Stroke Scale (NIHSS) в исследуемой группе соста-
вила 10,4 ± 5,7 балла (13,8 ± 7,6 балла у пациентов с ГИ; 
9,9 ± 5,3 балла у пациентов с ИИ). Распределение по пато-
генетическим вариантам ишемического инсульта соста-
вило: атеротромботический — 5 пациентов (14,7%), кар-
диоэмболический  —  11 (32,4%), лакунарный  —  2 (5,9%), 
неуточненный — 16 (47,1%).

В начале госпитализации у 52,6% пациентов тяжесть 
поражения легких была установлена на уровне КТ-1 

(77,5% у группы сравнения; 29,4% у пациентов с ИИ; паци-
ентов с ГИ и КТ-1 не было). При этом дыхательная недо-
статочность 1-й степени была выявлена у 70,5% пациен-
тов: у 85,0% из группы сравнения; у 58,8% с ИИ, у 25,0% 
с ГИ. Среднее время пребывания в стационаре пациентов 
исследуемой группы составило 11,0 ± 4,7 дня. Больничная 
летальность составила 5,2% (2 пациента), она была об-
условлена ишемическим инсультом, непосредственной 
причиной смерти явился отек мозга. При выписке меди-
ана по Шкале реабилитационной маршрутизации (ШРМ) 
составила 4,0 (Q 3,0–4,3) балла, по модифицированной 
шкале Рэнкина — 3,0 (Q 3,0–3,3) балла. Тяжесть невроло-
гической симптоматики по NIHSS составила 8,9 ± 7,2 бал-
ла. По сопутствующим заболеваниям и тяжести корона-
вирусной инфекции группы были репрезентативны.

Для исследования с учетом биологической роли были 
выбраны антитела к бета-2 гликопротеину, антитела к кар-
диолипину, ингибитор активатора плазминогена 1-го типа 
(ИАП-1), α2-антиплазмин, молекула межклеточной адге-
зии 1 типа (ICAM-1), фактор Виллебранда, гомоцистеин.

Венозную кровь в объеме 5 мл забирали в течение 
первых суток после госпитализации в пробирки с актива-
тором свертывания и разделительным гелем (VACUTEST 
KIMA, Италия). Через 30 мин после взятия крови пробирки 
центрифугировали 15 мин при 1500 g на центрифуге ELMI 
СМ-6MT, сыворотку крови аликвотировали и заморажи-
вали при –70 оС. Далее методом иммуноферментного 
анализа (ИФА) в сыворотке определяли суммарные анти-
тела к бета-2 гликопротеину (производитель Euroimmun, 
Германия), суммарные антитела к кардиолипину (произ-
водитель Euroimmun, Германия), ингибитор активатора 
плазминогена 1-го типа (ИАП-1) (производитель ABclonal, 
Китай), α2-антиплазмин (производитель ABclonal, Китай), 
молекулу межклеточной адгезии 1 типа (ICAM-1) (произ-
водитель ABclonal, Китай), фактор Виллебранда (ФВ) (про-
изводитель ABclonal, Китай), гомоцистеин (производитель 
ABclonal, Китай) на иммуноферментном микроплан-
шетном автоматическом анализаторе Infinite F50 с ис-
пользованием лабораторного инкубатора Shellab GI2-2, 
платформенного вибрационного шейкера Titramax 101 
и анализатора для промывки микропланшетов HydroFlex.

Для каждого набора реагентов проводилось построе-
ние калибровочной кривой на основе измерения оптиче-
ской плотности стандартных растворов. Пересчет опти-
ческой плотности в концентрацию в образцах сыворотки 
проводился при помощи программного обеспечения ана-
лизатора Infinite F50 с учетом данных калибровки.

Статистическую обработку данных проводили с при-
менением пакетов программного обеспечения SPSS 25.0, 
Microsoft Excel 2016. Описательная статистика непрерыв-
ных количественных данных после анализа нормальности 
распределения представлена в виде среднего значения 
(M) и стандартного отклонения при нормальном распре-
делении или в виде медианы (Md) и значений 25% нижне-
го и 75% верхнего квартилей с использованием знака Q 
[25–75%] при ненормальном распределении. Нормальным 
принималось распределение, у которого критерий отли-
чия типа Колмогорова — Смирнова от теоретически нор-
мального распределения был более 0,05. Аналитическая 
статистика выполнялась с помощью t-теста Стьюдента 
для количественных данных с нормальным распреде-
лением или критерия суммы рангов/знаков Уилкоксона, 
Манна — Уитни для количественных данных с распреде-
лением, отличным от нормального. Значение вероятности 
р ≤ 0,05 демонстрировало статистическую значимость.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оценка нормальности распределения значений лабора-
торных маркеров показала, что большая часть маркеров 
не обладала нормальным распределением по совокуп-
ности факторов, вследствие чего были использованы 
непараметрические методы анализа. Также ограничения 
на выбор статистических методов были связаны с не-
большим числом пациентов в подгруппе с ГИ. Следует 
отметить, что в задачи исследования не входил расчет 
референтных интервалов, которые производители реа-
гентов предлагают рассчитывать каждой лаборатории 
самостоятельно посредством собственной выборки. 
Результаты измерения лабораторных показателей пред-
ставлены в таблице.

По уровню антифосфолипидных антител не было вы-
явлено статистически значимых различий между группа-
ми. При этом в исследуемой группе с ОНМК полностью 
отсутствовали (не определялись методом ИФА) антитела 
к бета-2 гликопротеину у 16 пациентов (42%), антитела 
к кардиолипину  —  у 34 (89%). В группе сравнения у 12 
(30%) пациентов не определялись антитела к бета-2 гли-
копротеину и у 32 (80%) — антитела к кардиолипину. У 10 
(26%) пациентов из группы ОНМК и у 15 (38%) из группы 
сравнения концентрация антител к бета-2 гликопроте-
ину была выше референтного интервала, указанного 
в инструкции к набору (10 ОЕ/мл), то есть повышенные 
концентрации чаще наблюдались в группе сравнения. 
Повышенные относительно референтного интервала 
концентрации антител к кардиолипину (более 10 ОЕ/мл) 
встречались намного реже: у 1 (2,6%) пациента из груп-
пы ОНМК и у 1 (2,5%) пациента из группы сравнения. 
Бета-2-гликопротеин является сывороточным кофакто-
ром, он обладает антикоагулянтной активностью in vivo, 
а антитела к нему, помимо непосредственного подавле-
ния активности, индуцируют экспрессию Е-селектина 
на мембране эндотелиальных клеток и секрецию провос-
палительных цитокинов и простагландина Е2, что может 
приводить к повреждению эндотелия и активации систе-

мы гемостаза в сторону гиперкоагуляции1. Однократно 
измеренное повышение концентрации антифосфолипид-
ных антител у части пациентов еще не говорит о развитии 
антифосфолипидного синдрома, но подтверждает дан-
ные других авторов о том, что появление антифосфоли-
пидных антител связано именно с вирусной инфекцией, 
вызванной SARS-CoV-2 [22].

По уровню ИАП-1 были выявлены статистически зна-
чимые различия между группой с ОНМК и группой срав-
нения (p < 0,001) и между группой с ИИ и группой сравне-
ния (p < 0,001), причем в группе сравнения концентрация 
ИАП-1 была в 1,6 раза выше, чем у пациентов с ОНМК. 
Возможно, более низкие уровни ИАП-1 в группе ОНМК 
обусловлены активацией процессов фибринолиза, ко-
торые запускаются после тромботического сосудистого 
события, и подавлением антифибринолитической актив-
ности крови.

По уровню α2-антиплазмина, ICAM-1 и фактора 
Виллебранда статистически значимых различий между 
группами выявлено не было. При этом обращает на себя 
внимание тенденция к более высокому уровню эндотели-
альной молекулы ICAM-1 у пациентов с ОНМК, что может 
быть вызвано повреждением гематоэнцефалического ба-
рьера вследствие инсульта.

Неожиданными оказались результаты измерения го-
моцистеина в исследуемых группах. Так как для опре-
деления концентрации гомоцистеина использовались 
единицы измерения из инструкции к набору  —  нг/мл, 
а сам набор был предназначен строго для научного ис-
пользования, мы не стали сравнивать уровень гомоци-
стеина в исследуемых группах с общепринятым поро-
говым уровнем2 11,4 мкмоль/л, расчет же собственного 
референтного интервала не входил в задачи нашего 
исследования. Статистически значимые различия были 
выявлены между группой с ОНМК и группой сравнения 
(p < 0,001), группой с ИИ и группой сравнения (p < 0,001), 
а также между группой с ГИ и группой сравнения 
(p  <  0,05), причем концентрация в группе сравнения 
была в 1,8 раза выше, чем в группе с ОНМК, несмотря 

Таблица. Измерения лабораторных показателей у пациентов основной группы и группы сравнения

Лабораторный показатель

Пациенты с ОНМК Группа 
сравнения

n = 40
Суммарно пациенты группы ОНМК (ИИ + ГИ)

n = 38
Пациенты с ИИ

n = 34
Пациенты ГИ

n = 4

антитела к бета-2 гликопротеину, ОЕ/мл 5,0
[0,0–11,0]

6,8
[0,0–11,5]

0,0
[0,0–9,0]

7,2
[0,0–14,5]

антитела к кардиолипину, МЕ/мл 0,0
[0,0–0,0]

0,0
[0,0–0,0]

0,0
[0,0–0,0]

0,0
[0,0–0,0]

иаП-1, пг/мл 332*
[157–456]

318*
[152–456]

362
[321–528]

543
[354–773]

α2-антиплазмин, пг/мл 43
[19–90]

49
[19–90]

26
[21–44]

40
[27–81]

icaM-1, пг/мл 45
[9–45]

37
[9–45]

45
[15–45]

15
[5–45]

Фактор Виллебранда, нг/мл 91
[110–138]

114
[91–140]

95
[87–122]

116
[77–131]

гомоцистеин, нг/мл 22*
[16–31]

22*
[16–32]

24♦

[16–31] 
39

[33–45]

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде медианы (Mе] значений нижнего и верхнего квартилей [25–75%]; статистическая значимость различий с груп-
пой сравнения: * р < 0,001; ♦ р < 0,05.

1 Кудря АА. Определение антител к кардиолипину и β2-гликопротеину-I. Гомель: ГУ РНПЦ РМиЭЧ; 2020.
2 Клиническое руководство Тица по лабораторным тестам. М.: Лабора; 2013.
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на то что концентрация гомоцистеина имеет тенденцию 
к повышению с возрастом из-за снижения экскреторной 
функции почек, а возраст пациентов с ОНМК был выше, 
чем в группе сравнения. Мы ожидали получить противо-
положные результаты, с учетом повреждающего воз-
действия гомоцистеина на эндотелиальные клетки, его 
подавляющего действия на естественный антикоагулянт 
антитромбин III, прямого нейротоксического действия 
на нейроны головного мозга [23] и, следовательно, соз-
дания предпосылок для развития сосудистых событий. 
Однако полученные результаты заставляют по-новому 
взглянуть на патогенез ОНМК при коронавирусной 
инфекции.

Таким образом, полученные результаты подтвержда-
ют данные о том, что коронавирус может индуцировать 
образование антифосфолипидных аутоантител, которые 
были обнаружены более чем у половины исследованных 
пациентов. Такие пациенты подлежат дальнейшему на-
блюдению и обследованию на предмет исключения раз-
вития антифосфолипидного синдрома и тромботических 
осложнений. Подавление антифибринолитического зве-
на у пациентов с ОНМК, проявляющееся снижением кон-
центрации ИАП-1, может быть следствием компенсатор-
ного усиления фибринолиза в ответ на тромботическое 

событие, приведшее к инсульту. Более высокие уровни 
гомоцистеина у пациентов с коронавирусной инфекцией 
без ОНМК, вероятно, говорят об исходно более высоком 
протекторном потенциале эндотелиальной стенки и си-
стемы гемостаза, что снижает у таких пациентов риск 
развития ОНМК, однако данное предположение требует 
проведения дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Развитие ОНМК у пациентов с более низкими концен-
трациями гомоцистеина и ИАП-1, вероятно, можно объ-
яснить более слабыми компенсаторными механизмами, 
направленными на репарацию сосудистой стенки и гар-
монизацию взаимодействия звеньев системы гемостаза, 
что в конечном счете приводит к повреждению сосуди-
стой стенки. Более точное понимание молекулярных ме-
ханизмов возникновения инсульта при коронавирусной 
инфекции будет возможно при расширении панели лабо-
раторных биомаркеров и увеличении выборки пациентов. 
Изучение механизма образования антифосфолипидных 
антител на фоне коронавирусной инфекции также, несо-
мненно, является актуальной задачей в свете предотвра-
щения тромботических осложнений.
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ШИЗОФРЕНИЯ И НЕЙРОВОСПАЛЕНИЕ: ПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ 
И ТЕРАПЕВТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ

Д.А. Чугунов1,2, А.А. Шмилович2, Д.В. Николаева1,2, Т.В. Яшина1,2, М.Р. Ларина2, В.С. Роговский1,2, А.А. Свиридова1

1 Федеральный центр мозга и нейротехнологий Федерального медико-биологического агентства, Москва, Россия
2 Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова, Москва, Россия

Введение. Шизофрения — это сложное психическое расстройство с гетерогенной симптоматикой, включающей в себя психотические, нега-

тивные, когнитивные, аффективные и психомоторные симптомы. Несмотря на то что патогенез шизофрении главным образом связывают с дис-

балансом нейротрансмиттеров, исследования последних лет указывают на большое значение нейровоспаления в патогенезе этого заболевания.

Цель. Изучение роли нейровоспаления в патогенезе шизофрении с оценкой вовлечения клеток врожденного, адаптивного иммунного ответа 

и функционирования гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) в возникновении заболевания, а также прогностическая оценка противовоспали-

тельного эффекта антипсихотических средств при шизофрении.

Обсуждение. Современные данные свидетельствуют о значительной роли нейровоспаления в развитии и течении шизофрении. На начальных 

этапах заболевания повышается количество лимфоцитов, а также уровень нескольких провоспалительных цитокинов (ИЛ-1, ИЛ-6, ФНО-α, ИЛ-1β), 

которые могут снижаться на фоне антипсихотической терапии. Исследования на экспериментальной модели материнской иммунной активации 

(МИА) и данные иммуногистохимических и ПЭТ-исследований подтверждают аномальную активацию микроглии, что указывает на вовлечение 

клеток врожденного иммунитета. Клетки адаптивного иммунного ответа также могут играть существенную роль в развитии нейровоспаления 

при шизофрении (выявлено повышенное содержание Th17-клеток и увеличение продукции провоспалительных цитокинов, коррелирующих с тя-

жестью заболевания). Обсуждается роль нейромедиаторов в модуляции иммуновоспалительного ответа. Существующие данные позволяют пред-

положить, что участие дофамина в патогенезе шизофрении может быть опосредовано его иммуномодулирующим эффектом. На роль нейрово-

спаления при шизофрении также указывает клиническая эффективность применения противовоспалительного лечения при данном заболевании. 

С другой стороны, установлен иммуномодулирующий эффект антипсихотиков, который, по крайней мере частично, может опосредовать их кли-

ническую эффективность при шизофрении.

Выводы. Ввиду значимости нейровоспаления в патогенезе шизофрении перспективны дальнейшие исследования как противовоспалительных 

свойств антипсихотиков, так и клинической эффективности противовоспалительных препаратов при шизофрении с целью дальнейшей рациона-

лизации терапии данного заболевания.
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SCHIZOPHRENIA AND NEUROINFLAMMATION: PATHOGENETIC AND THERAPEUTIC ASPECTS

Dmitry A. Chugunov1,2, Andrey A. Shmilovich2, Daria V. Nikolaeva1,2, Tamara V. Yashina1,2, Mariya R. Larina2, Vladimir S. Rogovsky1,2,  
Anastasia A. Sviridova1

1 Federal Center of Brain Research and Neurotechnologies of the Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia
2 Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia

Introduction. Schizophrenia is a complex mental disorder with heterogeneous symptoms, including psychotic, negative, cognitive, affective, and psychomo-

tor symptoms. Although the pathogenesis of schizophrenia is mainly associated with neurotransmitter imbalance, recent studies have suggested the impor-

tance of neuroinflammation in the pathogenesis of this disease. 

Objective. To study the involvement of neuroinflammation in the pathogenesis of schizophrenia and a prognostic assessment of the potential anti-inflamma-

tory effect of antipsychotic medications.

Discussion. Current data indicate a significant role of neuroinflammation in the development and course of schizophrenia. At the initial stages of its develop-

ment, the number of lymphocytes and the level of some proinflammatory cytokines (IL-1, IL-6, TNF-α, IL-1β) increase, which can be decreased by antipsychotic 

therapy. Studies involving experimental models of maternal immune activation (MIA) and data obtained by immunohistochemical and PET studies confirm 

an abnormal activation of microglia, indicating the involvement of innate immune cells. Adaptive immune response cells can also play a significant role in the 

development of neuroinflammation in schizophrenia. Thus, an increased level of Th17 cells and an increase in the production of proinflammatory cytokines, 

correlating with the disease severity, were revealed. The role of neurotransmitters in modulating the immune-inflammatory response is discussed. Available 

data suggest that the participation of dopamine in the schizophrenia pathogenesis can be mediated by its immunomodulatory effect. The role of neuroinflam-

mation in schizophrenia is also indicated by the clinical effectiveness of anti-inflammatory treatment in this disease. On the other hand, the immunomodulatory 

effect of antipsychotics has been established, which, at least in part, may mediate their clinical effectiveness in schizophrenia.

Conclusions. Given the importance of neuroinflammation in the schizophrenia pathogenesis, further studies into both the anti-inflammatory properties of 

antipsychotics and the effects of anti-inflammatory drugs in schizophrenia are promising in order to further optimize the treatment of this disease.

Keywords: schizophrenia; inflammation; neuroimmune interactions; antipsychotics; neuroleptics; dopamine
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ВВЕДЕНИЕ

Шизофрения  —  прогредиентное психическое забо-
левание с гетерогенной симптоматикой, включающей 
продуктивные, негативные, аффективные, когнитивные 
и психомоторные симптомы, имеющее непрерывное 
или приступообразное течение и приводящее к специфи-
ческим изменениям личности в виде дезинтеграции пси-
хики, аутизма, расстройств мышления, эмоционально-
волевого снижения и снижения когнитивных функций [1].

Шизофрения является наиболее сложной и соци-
ально значимой проблемой в современной психиатрии, 
что определяется широкой распространенностью, по-
стоянной тенденцией к прогрессированию заболевания, 
а также, при отсутствии адекватного лечения, тяжелой 
инвалидизацией больных, преимущественно молодых 
людей, ведущих активную социальную и трудовую дея-
тельность [2]. Согласно данным Всемирной организации 
здравоохранения, шизофрения является 8-й по значимо-
сти причиной инвалидизации во всем мире в возрастной 
группе 15–44 года. При этом больные шизофренией те-
ряют в среднем 15 лет от возможной продолжительности 
жизни, преимущественно по причине суицида (риск само-
убийства от 5 до 10%), а также из-за наличия сопутствую-
щих заболеваний, включая злоупотребление психоактив-
ных веществ с уровнем распространенности до 41% [3]. 
Кроме того, неупорядоченный образ жизни, нездоровое 
питание, отсутствие физической активности и побочные 
эффекты антипсихотической терапии способствуют уве-
личению заболеваемости метаболическим синдромом, 
сердечно-сосудистыми и легочными заболеваниями [4]. 
Среди психических расстройств шизофрения является 
наибольшим социально-экономическим бременем, со-
ставляющим около 54,5 % от общего бремени психиче-
ских расстройств, и это бремя удвоилось за последние 
годы [5]. Таким образом, лечение больных шизофренией 
является одной из наиболее актуальных задач практиче-
ской психиатрии.

Согласно классической теории в основе патогене-
за шизофрении лежит нарушение обмена биогенных 
аминов, в особенности дофамина, рецепторы которого 
являются ключевой мишенью для препаратов патоге-
нетической терапии заболевания (антипсихотические 
средства). В частности, большинство используемых 
в терапии шизофрении антипсихотиков являются пре-
имущественно антагонистами дофаминовых рецепторов 
D2-группы (D2-, D3- и D4-рецепторы). Однако, несмотря 
на купирование ряда клинических симптомов, антип-
сихотические препараты не способны существенно за-
медлить прогрессирование заболевания, что позволяет 
предположить дополнительные патогенетические меха-
низмы шизофрении [6].

Так, исследования последних лет показали, что на-
ряду с нарушением функционирования нейротрансмит-
теров нейровоспаление также может иметь существен-
ное значение в патогенезе шизофрении [6, 7]. Показано, 
что на начальных этапах шизофрении повышается ко-
личество лимфоцитов и уровень некоторых провос-
палительных цитокинов: интерлейкина-1 (ИЛ-1), ИЛ-6, 
фактора некроза опухоли α (ФНО-α) и других, которые 
могут снижаться на фоне антипсихотической терапии 
[8]. В пользу участия нейровоспаления в патогенезе ши-
зофрении также свидетельствует более высокая часто-
та аутоиммунных заболеваний центральной нервной си-
стемы (ЦНС) у пациентов с шизофренией [9, 10]. Общие 
механизмы для этих заболеваний включают активацию 
микроглии, повышение продукции провоспалительных 
цитокинов, нарушение гематоэнцефалического барьера 
(ГЭБ) [10].

Цель исследования  —  изучение роли нейровоспа-
ления в патогенезе шизофрении с оценкой вовлечения 
клеток врожденного, адаптивного иммунного ответа 
и функционирования ГЭБ в возникновении заболевания, 
а также прогностическая оценка противовоспалительно-
го эффекта антипсихотических средств при шизофрении.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поиск научной литературы выполнен в электронных би-
блиографических базах данных на русском (eLibrary, 
CyberLeninka) и английском (Web of Science, Scopus, 
PubМed) языках. Поисковые запросы включали в себя 
слова: шизофрения, воспаление, нейроиммунные вза-
имодействия, антипсихотики, нейролептики, дофамин. 
Глубина поиска составила 10 лет. Критериями включения 
было наличие данных о результатах когортных исследо-
ваний, рандомизированных контролируемых исследова-
ний, доклинических исследований.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Роль врожденного иммунного ответа в развитии 
нейровоспаления при шизофрении

Длительное время развитие иммунного ответа в ЦНС 
считалось маловероятным, что связывали с «изоляцией» 
ЦНС от иммунной системы посредством ГЭБ, а также 
отсутствием лимфатического дренажа и другими меха-
низмами естественной иммунологической толерантности 
(«иммунопривилегированный» статус ЦНС) [11]. Однако 
в настоящее время широко известно о наличии рези-
дентных иммунных клеток в ЦНС, а также путях сообще-
ния ЦНС с глубокими шейными лимфатическими узлами 
посредством лимфатических сосудов твердой мозговой 
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оболочки и лимфатической системы. Кроме того, была 
установлена способность клеток как врожденного, так 
и адаптивного иммунного ответа мигрировать в ЦНС 
из периферии, в связи с чем изучение роли нейровоспа-
ления в патогенезе различных заболеваний ЦНС привле-
кает все большее внимание [12].

Среди клеток врожденного иммунного ответа в кон-
тексте нейровоспаления наибольшее внимание привлека-
ет микроглия — резидентные макрофаги ЦНС. Показано, 
что микроглия способна участвовать как в развитии 
нейровоспаления путем выработки провоспалительных 
цитокинов и индукции Th17- и Th1-иммунного ответа (М1-
микроглия), так и поддержании иммунологической то-
лерантности путем продукции противовоспалительных 
факторов и индукции регуляторных Т-клеток (Treg) (М2-
микроглия) [6].

Изменения микроглии при шизофрении описаны, глав-
ным образом, на экспериментальной модели шизофрении 
у животных — МИА, которая воспроизводится путем вве-
дения беременным грызунам агонистов рецепторов врож-
денного иммунного ответа (в частности, толл-подобных 
рецепторов TLR-3 и TLR-4). У взрослых потомков таких 
грызунов развиваются нейроанатомические, нейрохими-
ческие и поведенческие изменения, часть которых соот-
ветствуют таковым при шизофрении (гиперактивность до-
фаминергической системы, увеличение желудочков мозга, 
поведенческие и когнитивные нарушения) [13, 14].

В частности, было показано увеличение подвижно-
сти, плотности, а также способности микроглии проду-
цировать цитокины при МИА, индуцированной агонистом 
TLR-4 липополисахаридом (ЛПС) [13]. Также провоспа-
лительные функции микроглии при МИА повышаются 
при индуцировании МИА путем введения агониста TLR-3 
(полиинозиновая-полицитидиловая кислота (РolyI:C) [14]. 
Полученные к настоящему времени результаты исследо-
вания свидетельствуют о провоспалительном профиле 
микроглии в подростковом возрасте при МИА.

Кроме того, подтверждением участия микроглии в па-
тогенезе шизофрении является связь между подавлени-
ем ее функций и снижением выраженности симптомов 
заболевания на фоне противовоспалительной терапии, 
в частности миноциклином, оказывающим модулирую-
щий эффект на микроглию [15].

Данные по аномальной активации микроглии, по-
казанные в нескольких посмертных иммуногистохи-
мических исследованиях и в исследованиях позитрон-
но-эмиссионной томографии (ПЭТ) in vivo у больных 
шизофренией, противоречивы [16, 17]. Дополнительную 
неясность при посмертном иммуногистохимическом ис-
следовании может вносить собственно влияние длитель-
ной терапии антипсихотическими средствами на актива-
цию микроглии, которое подтверждается данными ПЭТ 
[18, 19]. В то же время исследования с использованием 
ПЭТ у лиц с ультравысоким риском развития шизофре-
нии или у пациентов с шизофренией, не принимавших 
патогенетической терапии, до сих пор остаются неодно-
значными. Так, согласно одним исследованиям показано 
cнижение или отсутствие увеличения связывания бел-
ка-транслокатора (TSPO, маркер активации микроглии 
in vivo), что говорит о снижении активации микроглии [20, 
21]. Вместе с этим в некоторых исследованиях указыва-
лось, напротив, на увеличение связывания этого лиганда 
во всем сером веществе [22].

При первом психотическом эпизоде шизофрении на-
блюдается снижение концентрации противовоспалитель-

ных цитокинов ИЛ-10 и ИЛ-4, в то время как концентрация 
провоспалительных цитокинов, таких как ИЛ-6 и ФНО-α, 
напротив, повышается [23, 24]. Согласно Halstead et  al., 
при шизофрении в периферической крови (плазма/сыво-
ротка) показано повышение концентрации ИЛ-1β, антаго-
ниста рецептора ИЛ-1 (IL-1RA), растворимого рецептора 
ИЛ-2 (рИЛ-2R), ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ФНО-α и С-реактивного 
белка по сравнению с контрольной группой. Уровни ИЛ-2 
и интерферона-γ (ИФН-γ) были значительно повышены 
в остром эпизоде шизофрении, тогда как уровни ИЛ-4, 
ИЛ-12 и ИФН-γ, напротив, были существенно снижены 
при хронической форме [25]. Метаанализ исследований 
по изучению содержания цитокинов в спинномозговой 
жидкости показал схожие данные: повышение ИЛ-1β, 
ИЛ-6 и ИЛ-8 у больных шизофренией [26].

Была показана повышенная продукция ИЛ-8 и ИЛ-1β  
мононуклеарными клетками периферической крови 
(МНКПК), стимулированными ЛПС, у пациентов с ши-
зофренией, подтверждая роль клеток врожденного им-
мунного ответа в патогенезе шизофрении [27]. Эти дан-
ные также согласуются с результатами оценки уровней 
экспрессии мРНК провоспалительных цитокинов (ИЛ-6, 
ИЛ-8 и ФНО-α) в МНКПК больных шизофренией [28]. 
Кроме того, было установлено, что сыворотка крови 
больных шизофренией, не получавших патогенетическую 
терапию, способна активировать микроглию in vitro [29].

Сообщается о потенциальной роли периваскулярных 
макрофагов в патогенезе шизофрении. В частности, им-
муногистохимическое окрашивание коры лобной доли 
головного мозга больных шизофренией выявило повы-
шенное содержание CD163+-макрофагов [30, 31].

У больных шизофренией показано повышенное 
количество циркулирующих в периферической кро-
ви М1- и М2-моноцитов, обладающих про- и противо-
воспалительными функциями соответственно. Важно, 
что по мере прогрессирования заболевания соотноше-
ние таких функциональных типов моноцитов может из-
меняться: преобладание М1-моноцитов на ранней стадии 
заболевания сменяется преобладанием М2-моноцитов 
на более позднем этапе [32]. Участие провоспалительных 
М1-моноцитов в патогенезе шизофрении подтверждает-
ся данными и других исследований [33]. Более того, сооб-
щалось об увеличении уровня растворимого CD14 (мар-
кер моноцитов) в крови людей, у которых впоследствии 
развилась шизофрения; это позволяет предположить 
активацию моноцитов в качестве раннего предиктора за-
болевания [34].

Установлено повышение продукции ИЛ-1β, ИЛ-6 
и ФНО-α стимулированными моноцитами больных ши-
зофренией по сравнению со здоровыми донорами in 
vitro [35, 36]. В сыворотке крови больных шизофренией 
установлено повышение уровня хемокинов (CCL2, CCL4, 
CCL22), необходимых для миграции моноцитов, в том 
числе через эндотелиальные барьеры, включая ГЭБ [37].

Роль адаптивного иммунного ответа в развитии 
нейровоспаления при шизофрении

Исследования последних лет показали, что наряду 
с врожденным иммунным ответом клетки адаптивно-
го иммунного ответа также могут играть существенную 
роль в развитии нейровоспаления при шизофрении. 
Было установлено, что при остром эпизоде шизофрении 
в ЦНС повышается количество активированных Т-клеток. 
Также обсуждается связь риска развития шизофрении 
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с уровнем NK-клеток, Т-хелперов (CD4+ Т-клетки), 
B-лимфоцитов [38].

Среди клеток адаптивного иммунного ответа, пред-
положительно участвующих в патогенезе шизофре-
нии, наибольшее внимание привлекают Т-хелперы  
17-го типа (Th17-клетки). Th17-клетки дифференцируют-
ся из наивных Т-клеток или Т-клеток памяти при участии 
цитокинов ИЛ-6, трансформирующих ростовой фактор-β 
(ТРФ-β), ИЛ-1β и ИЛ-23. Th17-клетки вырабатывают про-
воспалительные цитокины ИЛ-17, ИЛ-21, ИЛ-22, грану-
лоцитарный, а также гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующие факторы (Г-КСФ и ГМ-КСФ). 
Иммунный ответ по Th17-типу носит, как правило, выра-
женный воспалительный характер. Наибольшее значение 
отводят их участию в патогенезе аутоиммунных и нейро-
воспалительных заболеваний [39]. Значение Th17-клеток 
в развитии нейровоспаления связывают, главным обра-
зом, с их способностью мигрировать в ЦНС через ГЭБ. 
Установлено, что C-C хемокиновый рецептор 6 (CCR6; 
CD196) является отличительным рецептором Th17-клеток, 
благодаря которому Th17-клетки способны проникать 
через ГЭБ. Хемокиновый рецептор CCR6 связывается 
с соответствующим лигандом CCL20, который экспрес-
сируется на эндотелиальных барьерах, в том числе ГЭБ. 
Дополнительным фактором, способствующим миграции 
Th17-клеток в ЦНС, может являться дестабилизирующее 
влияние ИЛ-17 (ключевого продукта Th17-клеток) на про-
ницаемость ГЭБ. Роль нейровоспаления и Th17-клеток 
в патогенезе шизофрении исследуется относительно 
недавно. Полагают, что в основе иммунопатогенеза ши-
зофрении может лежать хронический воспалительный 
процесс, поддерживаемый взаимодействием Th17-клеток 
и микроглии, активируемой ИЛ-17 [39].

В ряде исследований было установлено, что у боль - 
ных шизофренией отмечается более высокое содер-
жание циркулирующих Th17-клеток, а также ИЛ-17-
продуцирующих CD4+-Т-клеток по сравнению с группой 
здоровых доноров [40]. Zheng et  al. показали, что коли-
чество CD4+-Т-лимфоцитов в периферической крови 
больных шизофренией в острой фазе, не получающих 
патогенетическую терапию, выше, чем в контрольной 
группе [41]. Также сообщается об активации Th17-клеток 
у больных с первым эпизодом шизофрении. У таких боль-
ных было показано нарушение ГЭБ, инфильтрация мозга 
Т-клетками и активация микроглии. При первом эпизоде 
шизофрении отмечали изменение распределения суб-
популяций Т-клеток в спинномозговой жидкости (СМЖ) 
и более высокие плотности Т-лимфоцитов в гиппокампе 
больных [42]. Проникнув в ЦНС, Th17-клетки продуциру-
ют провоспалительные цитокины ИЛ-17 и ИЛ-22, что при-
водит к нейровоспалению и нейродегенерации [39]. Эти 
данные также согласуются с повышенной концентрацией 
ИЛ-17, ИЛ-22, ИЛ-6, ИЛ-23 в плазме крови больных ши-
зофренией по сравнению с группой здоровых доноров 
[43]. Повышенные уровни в плазме ИЛ-17, ТРФ-β и ИЛ-23 
(цитокинов, необходимых для дифференцирования Th17-
клеток) у пациентов с шизофренией коррелируют с тяже-
стью заболевания, агрессивным поведением и апатией 
[44]. Была установлена повышенная продукции ИЛ-6, ИЛ-
17A, ФНО-α в культуре мононуклеарных клеток перифе-
рической крови (МНКПК) больных шизофренией по срав-
нению со здоровыми донорами [45].

Выявлено нарушение функционирования Т-регуля-
торных клеток (Treg), оказывающих противовоспали-
тельный эффект и препятствующих аутоиммунному 

нейровоспалению. У больных шизофренией, не получа-
ющих патогенетическое лечение, обнаружено снижение 
количества циркулирующих Treg, а также снижение экс-
прессии в них гена Foxp3, определяющего их супрессор-
ные свойства [45].

Иммуномодулирующие эффекты биогенных аминов 
и антипсихотиков при шизофрении

Основная теория патогенеза шизофрении связана с на-
рушением обмена биогенных аминов, в особенности до-
фамина, рецепторы которого являются одной из клю-
чевых мишеней для патогенетической терапии этого 
заболевания. В связи с нарастающим интересом к роли 
нейровоспаления в патогенезе шизофрении участие до-
фамина в нейроиммуномодуляции привлекает все боль-
шее внимание. В настоящее время хорошо известно, 
что биогенные амины, рецепторы которых экспресси-
руются клетками как нервной, так и иммунной систем, 
являются прямыми медиаторами нейроиммунного взаи-
модействия. Препараты, воздействующие на эти рецеп-
торы, рассматриваются как потенциальные нейроимму-
номодуляторы [46, 47].

Среди нейротрансмиттеров, обладающих иммун-
ным эффектом, дофамин является наиболее изученным. 
Вполне возможно предположить, что участие дофамина 
в патогенезе шизофрении, по крайней мере частично, мо-
жет быть опосредовано его иммуномодулирующим эф-
фектом. Известно, что рецепторы к дофамину экспресси-
руются Т- и B-лимфоцитами, макрофагами, моноцитами, 
эозинофилами, нейтрофилами, дендритными клетками, 
NK-клетками и микроглией.

Установлено, что у больных шизофренией процент 
CD8+ Т-клеток, экспрессирующих D

2
-дофаминовый ре-

цептор (CD8+D
2
R+ Т-клетки), повышен по сравнению 

со здоровыми донорами, тогда как процент CD4+D
2
R+ 

Т-клеток, напротив, снижен. Обнаружена положительная 
связь оценок по шкалам BPRS (краткая психиатриче-
ская рейтинговая шкала) и PANSS (шкала положительных 
и отрицательных синдромов шизофрении) с количеством 
CD8+D

2
R+ Т-клеток [48].

Также показано влияние препаратов патогенетической 
терапии на функции иммунных клеток при шизофрении. 
Так, было установлено, что при лечении больных шизоф-
ренией, у которых наблюдался метаболический синдром, 
антипсихотиками второго поколения (АВП) (рисперидон, 
оланзапин, кветиапин и арипипразол) после 6 недель те-
рапии уровни ряда провоспалительных цитокинов, таких 
как ИФН-α2, ИЛ-1α и ИЛ-7, у пациентов с метаболиче-
ским синдромом был повышен. В то же время у пациен-
тов без метаболического синдрома уровни ИФН-γ, ИЛ-1β, 
ИЛ-12р40, ИЛ-17A, ИЛ-6 и ФНО-α были снижены [49].

При 28-дневном лечении шизофрении арипипразолом 
выявлено значительное снижение уровня С-реактивного 
белка, инсулина, ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α, sФНО-R1, ИЛ-12, 
ИЛ-23, ИЛ-1Ra, ТРФ-β1, ИЛ-4, ИФН-γ и значительное по-
вышение ИЛ-10 [50].

Из отдельных препаратов, используемых в качестве 
монотерапии у пациентов с первым эпизодом психоза, 
рисперидон был связан со статистически значимой ак-
тивацией 11 генов иммунной системы, включая цитокины 
и цитокиновые рецепторы, паттерн-распознающие ре-
цепторы (TLR-1, TLR-2, TLR-6) и молекулы, участвующие 
в апоптозе (FAS). Следует отметить, что рисперидон об-
ладал сильными иммуномодулирующими свойствами, 
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влияя главным образом на компоненты врожденного им-
мунитета у данной категории пациентов, тогда как наблю-
даемые эффекты кветиапина и оланзапина были лишь 
незначительными [51].

Также было показано, что АВП рисперидон снижа-
ет уровень хемотаксического цитокина моноцитарного 
хемотаксического протеина-1 (MCP-1), что может свиде-
тельствовать о некотором противовоспалительном эф-
фекте [52]. В подробном обзоре литературы по иммунным 
эффектам АВП приводятся данные о том, что большин-
ство этих препаратов вызывают лейкопению, лимфопе-
нию, нейтропению, тромбоцитопению и агранулоцитоз, 
а также снижают уровни провоспалительных цитокинов 
(ФНО-α, ИЛ-4, ИЛ-6, ИЛ-8, ИЛ-10, ИЛ-12, ИЛ-17, ИЛ-21, 
ИЛ-23 и С-реактивного белка у пациентов с расстрой-
ствами шизофренического спектра [53].

Относительно возможности наличия хронического 
воспаления у пациентов с шизофренией стоит отметить, 
что уровень ИЛ-6 и его растворимого рецептора (ИЛ-6R) 
в плазме значительно выше у пациентов с шизофренией, 
однако снижается после лечения антипсихотиками [54].

Все антипсихотики первого поколения (АПП), осо-
бенно хлорпромазин и галоперидол, снижают уровень 
ИЛ-6 и ИЛ-6R у пациентов с шизофренией. Метаанализ 
использования антипсихотиков в лечении первого пси-
хотического эпизода при шизофрении показал, что анти-
психотическая терапия ассоциируется со снижением кон-
центрации провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, 
ИФН-γ, ФНО-α, а также противовоспалительных цитоки-
нов ИЛ-4, ИЛ-10. С другой стороны, уровни провоспали-
тельных ИЛ-2 и ИЛ-17 остаются неизменными [55].

У пациентов с шизофренией все антипсихотики де-
монстрируют определенный эффект на Treg. Treg по-
вышены в крови пациентов с шизофренией, стабильно 
получающих терапию. В то же время была выявлена от-
рицательная корреляция между Тreg-клетками и негатив-
ными симптомами [56]. Было показано снижение уровня 
Th17-клеток в группе пациентов с первым эпизодом ши-
зофрении после 4-недельного курса лечения риспери-
доном, помимо этого, была выявлена значительная по-
ложительная взаимосвязь между скоростью изменения 
общего балла PANSS и изменением процента Th17-клеток. 
Однако неясно, были ли данные результаты связаны с ле-
чением рисперидоном или же естественным течением 
заболевания, так как в исследование не была включена 
контрольная группа, принимающая плацебо [40]. Однако 
в более позднем исследовании у 113 пациентов, которые 
ранее не принимали антипсихотики (или принимали их 
менее двух недель за всю жизнь), а также у которых по-
явились симптомы шизофрении не более пяти лет назад, 
терапия рисперидоном не вызвала значимых изменений 
ИЛ-17 в крови [57].

В другом исследовании было изучено влияние антип-
сихотических препаратов на экспрессию генов STAT3 
и RORC, участвующих в развитии и дифференцировке 
Th17-клеток, у 27 пациентов с шизофренией, не прини-
мавших ранее антипсихотики. Кроме того, оценивали 
влияние антипсихотических препаратов в плазме на уров-
ни пяти цитокинов, связанных с Th17-клетками. Было об-
наружено значительное снижение экспрессии гена STAT3 
и уровней ИЛ-1β, ИЛ-6 и ИЛ-17A в плазме крови после 
3 месяцев приема антипсихотических препаратов [58].

При изучении применения АВП при других заболева-
ниях, в частности при рассеянном склерозе, было пока-
зано, что все исследования сходятся в эффективности 

АВП для снижения тяжести симптомов на животной мо-
дели рассеянного склероза, экспериментальном аутоим-
мунном энцефаломиелите (ЭАЭ) и задержки его начала, 
при этом подавляя выработку различных провоспалитель-
ных цитокинов. Клозапин продемонстрировал схожий, 
но более интенсивный эффект, чем рисперидон, кветиапин 
и оланзапин, значительно снижая инфильтрацию CD4+-Т-
лимфоцитов и активацию миелоидных клеток, одновре-
менно повышая уровень Treg. Клозапин также снижал 
уровень хемокинов, ответственных за миграцию иммунных 
клеток в ЦНС, и вызывал повышение уровня дофаминовых 
рецепторов в мозге мышей с ЭАЭ [59].

В то же время сообщается, что антипсихотики способ-
ны повышать уровень ИЛ-17 в экспериментах in vitro (в сти-
мулированных образцах крови здоровых женщин) [60].

На экспериментальной модели шизофрении показан 
ингибирующий эффект на ИФН-γ-индуцированную ми-
кроглиальную активацию на линии мышиных микрогли-
альных клеток многих АПП и АВП (рисперидон, арипипра-
зол, кветиапин, зипрасидон) [61].

Фенг и соавт. была предпринята попытка изучить воз-
можную корреляцию уровня воспалительных маркеров 
в крови пациентов с шизофренией с уровнем психопато-
логических симптомов. Были исследованы маркеры вос-
паления и психопатологические симптомы у пациентов 
с шизофренией после 3, 6 и 12 месяцев терапии анти-
психотиками. Наблюдалось значимое снижение уров-
ней моноцитов, уровня межклеточных молекул адгезии 
и адипонектина между исходным уровнем и 12 месяцами. 
Более высокий исходный уровень ИЛ-6 в крови предска-
зывал большее снижение общего балла по шкале PANSS 
через 3 и 6 месяцев, а также субшкалы PANSS для не-
гативных симптомов через 3 месяца. Более высокий ис-
ходный уровень лептина в крови предсказывал большее 
снижение общего балла и балла по субшкале негативных 
симптомов PANSS через 6 месяцев. В ходе post-hoc ана-
лиза ассоциации между исходным уровнем ИЛ-6 и редук-
цией симптомов были наиболее сильными у пациентов, 
получавших АВП зипрасидон или кветиапин. Полученные 
результаты служат дополнительным подтверждением 
того, что измерение маркеров воспаления в крови мо-
жет иметь значение для клинического ведения пациентов 
с шизофренией. В частности, эти маркеры могут помочь 
в выборе антипсихотической терапии для более персо-
нализированного подхода к лечению пациентов с шизо-
френией [62].

Интересно, что в связи с установленной ролью ней-
ровоспаления в патогенезе шизофрении, помимо им-
муномодулирующего эффекта антипсихотиков, также 
обсуждается потенциальный терапевтический эффект 
противовоспалительных препаратов при шизофрении. 
Jeppesen et al. представили данные метаанализа, соглас-
но которым добавление противовоспалительных пре-
паратов к базисной терапии антипсихотиками снижает 
клинические проявления шизофрении (согласно шкале 
PANSS) [55].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Обширные данные, полученные к настоящему момен-
ту, свидетельствуют о важной роли воспаления в пато-
генезе шизофрении. Более того, на основе данных ли-
тературы можно предположить, что в ряде случаев 
хроническое воспаление как на системном уровне, так 
и на уровне ЦНС является не только патогенетическим, 
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но и этиологическим фактором шизофрении. В этой 
связи противовоспалительная терапия может выступать 
важным компонентом в ведении пациентов с расстрой-
ствами шизофренического спектра. Также актуален ана-
лиз существующей классической антипсихотической те-
рапии на предмет ее противовоспалительных эффектов.

Многочисленные исследования, изучавшие действие 
антипсихотиков первого и второго поколений на раз-
ных группах пациентов, свидетельствуют в основном 

об общем противовоспалительном векторе действия 
этих препаратов. Однако имеется и много неоднозначных 
и противоречивых данных. В связи с этим необходимы 
дальнейшие исследования с целью уточнения противо-
воспалительных эффектов антипсихотиков, которые мо-
гут привести к открытию новых механизмов действия, 
с помощью которых можно будет эффективно влиять 
на нейровоспаление, более рационально используя дан-
ные препараты в терапевтических целях.
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ НАНОПОРОВЫХ СЕКВЕНАТОРОВ MINION 
И НАНОПОРУС В ЗАДАЧЕ ИДЕНТИФИКАЦИИ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ ПАТОГЕНОВ

Д.А. Григорян, И.Ф. Стеценко, Б.С. Гуков, А.Д. Мацвай, Г.А. Шипулин

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

Введение. Технологии нанопорового секвенирования стали рутинным инструментом в науке и медицине, широко применяются в исследовании 

разнообразия и распространения патогенов, играют ключевую роль в полевой эпидемиологии.

Цель. Проведение сравнительного анализа функциональных возможностей секвенаторов третьего поколения MinION и Нанопорус в задаче вы-

явления патогенов в биологическом материале, включая сопоставление таксономического состава, определенного с их использованием, с ре-

зультатами, полученными на референсной платформе второго поколения MiSeq (Illumina).

Материалы и методы. Проведено исследование 138 образцов архивной ДНК с известным таксономическим составом (исследованы 14 семейств, 

20 родов и 43 вида патогенов вирусной и бактериальной природы, суммарно 169 возбудителей инфекций). В исследовании использовались на-

нопоровые секвенаторы MinION и Нанопорус с оригинальными проточными ячейками R9.4.1 и R10.4.1 от ONT, а также высокопроизводительная 

платформа MiSeq от Illumina для предварительной идентификации состава исследуемых образцов, содержащих различные титры нуклеиновых 

кислот возбудителей инфекций ряда таксономических групп. Сравнительный анализ полученных данных (количество последовательностей, сред-

ние показатели качества прочтений (Qscore) для каждого нуклеотида, GC-состав последовательностей, распределение длин последовательно-

стей, уровень дупликаций прочтений) проводился биоинформатическим инструментом MultiQC (версия 1.20).

Результаты. В ходе проведенных исследований на приборах MinION и Нанопорус было идентифицировано 98,8 и 97,6% патогенов соответ-

ственно, включая малоизученные или новые вирусы. Применение последней версии проточной ячейки на обоих приборах значительно снизило 

долю низкокачественных прочтений. Полученные данные продемонстрировали высокую степень корреляции между результатами секвенаторов 

второго и третьего поколений, что подтверждает сопоставимость и взаимозаменяемость этих технологий в задаче идентификации нуклеиновых 

кислот патогенов.

Выводы. Результаты исследования демонстрируют потенциал нанопоровых секвенаторов MinION и Нанопорус для применения в эпидемиологи-

ческом надзоре. Приборы способны обеспечивать высокую точность идентификации патогенов различной природы и благодаря своей компакт-

ности и портативности могут существенно повысить скорость диагностики и мониторинга инфекционных заболеваний.

Ключевые слова: нанопоровое секвенирование; NGS; Illumina; ONT; Нанопорус; MinION
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COMPARATIVE EVALUATION OF MINION AND NANOPORUS NANOPORE SEQUENCERS IN 
IDENTIFICATION OF PATHOGEN NUCLEIC ACIDS

Diana A. Grigoryan, Ivan F. Stetsenko, Boris S. Gukov, Alina D. Matsvay, German A. Shipulin

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

Introduction. Nanopore sequencing technologies have become routine methods in science and medicine, being widely used in the study of pathogen diver-

sity and distribution and playing a key role in field epidemiology.

Objective. Comparative evaluation of the functional capabilities of third-generation MinION and Nanoporus sequencers in the detection of pathogens in 

biological material, including comparison of the as-determined taxonomic composition with the results obtained using the second-generation MiSeq (Illumina) 

reference platform.

Materials and methods. A total of 138 archival DNA samples with known taxonomic composition (14 families, 20 genus, and 43 species of viral and bacte-

rial pathogens; altogether 169 pathogens) were analyzed. MinION and Nanoporus nanopore sequencers with original R9.4.1 and R10.4.1 flow cells (ONT), 

as well as the high-performance MiSeq (Illumina) platform were used for preliminary identification of the composition of samples containing different titers 

of pathogen nucleic acids belonging to various taxonomic groups. Comparative evaluation of the obtained data (number of sequences, average read qual-

ity scores (Qscore) for each nucleotide, GC-content of sequences, sequence length distribution, read duplication level) was performed using the MultiQC 

bioinformatics tool (version 1.20).

Results. The MinION and Nanoporus devices identified 98.8% and 97.6% of pathogens, respectively, including understudied or new viruses. The use of the 

latest-version flow cell on both devices significantly reduced the share of low-quality reads. The findings demonstrate a high degree of correlation between 

the results obtained by the second- and third-generation sequencers, which confirms the comparability and interchangeability of these technologies for the 

purposes of pathogen nucleic acid identification.

Conclusions. The study results demonstrate the potential of MinION and Nanoporus nanopore sequencers for epidemiologic surveillance. These devices 

are capable of identifying pathogens of different nature with high accuracy and, due to their compactness and portability, facilitating the diagnostics and 

monitoring of infectious diseases.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день технологии секвенирования вош-
ли в список рутинных методов, применяемых во многих 
областях молекулярной биологии, что позволяет опера-
тивно и достоверно выявлять мутации и генетические ва-
риации вирусов, идентифицировать новые патогены, про-
гнозировать их эволюционные изменения, отслеживать 
динамику распространения в популяциях и анализиро-
вать филогенетические связи [1–3]. Нанопоровое секве-
нирование было впервые представлено компанией Oxford 
Nanopore Technologies (ONT) в 2014 году с устройством 
MinION [4]. Данная технология обладает множеством уни-
кальных преимуществ, обусловливающих ее востребо-
ванность в современной медицине и науке [5]. Благодаря 
способности секвенировать длинные фрагменты ДНК 
и РНК стало возможным обнаружение структурных ва-
риаций и эпигенетических модификаций [6–8]. Однако 
ключевым достоинством данного метода секвенирова-
ния является компактность нанопоровых секвенаторов, 
их способность работать посредством подключения 
к USB-интерфейсу ноутбука, а также низкие требования 
к оснащенности лаборатории, что открывает возможно-
сти применения данных приборов в различных условиях, 
включая полевые исследования [9].

Технология нанопорового секвенирования уже оказа-
ла значительное влияние на различные области медици-
ны, включая диагностику и лечение генетических забо-
леваний [10, 11], персонализированную медицину [2, 12], 
исследование рака [6, 13, 14]. Благодаря своей скорости 
и мобильности нанопоровое секвенирование является 
значимым инструментом для эпидемиологического над-
зора и контроля за вспышками заболеваемости [9, 15–17]. 
В частности, в условиях пандемии COVID-19 нанопоровое 
секвенирование сыграло существенную роль в оператив-
ной идентификации штаммов вирусов и выявлении новых 
генетических вариаций патогенов [12, 17, 18]. Также данная 
технология зарекомендовала себя в качестве надежной 
альтернативы традиционным методам секвенирования 
полных геномов вирусов [15, 19]. Эти качества особенно 
значимы в условиях глобальных пандемий и вспышек но-
вых инфекций, поскольку оперативно полученные данные 
играют решающее значение в процессе принятия реше-
ний в области общественного здравоохранения.

Помимо оригинальных платформ третьего поколения 
от компании Oxford Nanopore Technologies, на рынке при-
сутствует аналогичное по функционалу устройство рос-
сийского производства  —  Нанопорус. Данный прибор 

предназначен для нанопорового секвенирования с ис-
пользованием оригинальных проточных ячеек от Oxford 
Nanopore Technologies.

Цель исследования  —  проведение сравнительного 
анализа функциональных возможностей секвенаторов 
третьего поколения MinION и Нанопорус в задаче выяв-
ления патогенов в биологическом материале, включая 
сопоставление таксономического состава, определен-
ного с их использованием, с результатами, полученными 
на референсной платформе второго поколения MiSeq 
(Illumina).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В рамках двух этапов исследования было проанализиро-
вано 138 образцов архивной ДНК из коллекции лабора-
тории с известным таксономическим составом и различ-
ным титром нуклеиновых кислот возбудителей инфекций 
ряда таксономических групп (исследованы 14 семейств, 
20 родов и 43 вида патогенов вирусной и бактериаль-
ной природы, суммарно 169 возбудителей инфекций). 
Идентификация патогенного состава исследуемого мате-
риала была предварительно проведена посредством вы-
сокопроизводительного секвенирования на платформе 
MiSeq (Illumina). На основании данных локального вырав-
нивания нуклеотидных и белковых последовательностей 
выполняли анализ показателей схожести с последова-
тельностями из базы данных, применяемых для таксоно-
мической идентификации.

В ходе подготовки ампликонных ДНК-библиотек при-
меняли следующие наборы реагентов: восстановление 
концов двуцепочечных фрагментов ДНК и безматричное 
аденилирование проведено набором реагентов NEBNext 
Ultra II End Repair/dA-Tailing Module (New England Biolabs), 
лигирование адаптерной последовательности из соста-
ва набора PCR Barcoding Expansion 1-96 (EXP-PBC096) 
(ONT) проводили с применением реагента Blunt/TA Ligase 
Master Mix (New England Biolabs), баркодирование библи-
отек осуществлялось набором баркодов PCR Barcoding 
Expansion 1-96 (EXP-PBC096) (ONT). Все наборы исполь-
зовались согласно инструкции производителя.

Подготовку ДНК-библиотек для секвенирования 
на проточной ячейке R9.4.1 проводили с применением на-
бора реагентов Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109) (ONT) 
с последующей загрузкой в проточную ячейку. Подготовку 
ДНК-библиотек для секвенирования на проточной ячейке 
R10.4.1 проводили набором реагентов Ligation Sequencing 
Kit V14 (SQK-NBD114) (ONT) с последующей загрузкой 
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в проточную ячейку. Последовательность применения 
секвенаторов определяли с учетом технических и мето-
дологических соображений. На первом этапе исследо-
вания, при первичном использовании проточной ячейки 
R9.4.1, секвенирование сначала проводили на секвенаторе 
MinION, который обеспечивал заведомо стабильную рабо-
ту ячейки. Этот порядок был выбран для минимизации по-
тенциальных рисков, связанных с возможным снижением 
стабильности или функциональности ячейки после ее при-
менения на секвенаторе Нанопорус. На втором этапе с це-
лью тестирования секвенатора Нанопорус на воздействие 
на функциональные характеристики ячейки для последу-
ющего использования в приборе MinION секвенирование 
проводили сначала на Нанопорусе, а затем на MinION.

Запись детектируемого сигнала с приборов осущест-
вляли программным обеспечением MinKNOW версии 
23.11.4; бейсколинг данных в формате pod5 проводили 
программой Dorado версии 7.2.13 (ONT). С целью обеспе-
чения корректности сравнения качества секвенирования 
и таксономической идентификации тестируемыми при-
борами для каждого образца отбирали одинаковое коли-
чество прочтений, представляющих случайную выборку, 
сформированную посредством биоинформатического 
инструмента SeqKit (версия v2.8.0). Оценку качества про-
чтений в формате fastq осуществляли с применением 
биоинформатических инструментов Trimmomatic (вер-
сия 0.32), FastQC (версия v0.12.0). Сравнительный ана-
лиз полученных данных (количество последовательно-
стей, средние показатели качества прочтений (Qscore) 
для каждого нуклеотида, GC-состав последовательно-
стей, распределение длин последовательностей, уровень 
дупликаций прочтений) проводили биоинформатическим 
инструментом MultiQC (версия 1.20). Таксономическую 
идентификацию вирусного состава образцов проводили 
с использованием программного обеспечения PathogenID 
(ФМБА, Россия). В качестве референсного инструмента 

для сопоставления результатов определения таксономи-
ческого состава образцов использовались данные, полу-
ченные на платформе второго поколения (MiSeq, Illumina).

Для проведения сравнительного анализа тестируе-
мых секвенаторов исследуемые инфекционные агенты 
разделяли на 5 групп в соответствии с показателем так-
сономической идентификации (% Identity), полученным 
в результате высокопроизводительного секвенирования. 
Группам вирусов присваивали следующие идентификато-
ры: Группа № 1 — 30 патогенов, 100–97% Identity, Группа 
№ 2 — 29 патогенов, 96–94 % Identity, Группа № 3 — 39 па-
тогенов, 93–90 % Identity, Группа № 4 — 35 патогенов, 89–
80 % Identity, Группа №5 — 24 патогена, 79–71 % Identity. 
Представленные группы патогенов моделируют анализ 
дивергентных групп патогенов, в частности новых штам-
мов, видов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение стабильности передачи данных 
и качества секвенирования

С использованием программного обеспечения MinKNOW 
выполнена оценка стабильности передачи данных с при-
бора на управляющий компьютер. В ходе анализа гра-
фиков, полученных с приборов MinION и Нанопорус с ис-
пользованием проточной ячейки R10.4.1, значительных 
флуктуаций и сбоев в передаче сигнала, а также откло-
нений от равномерного распределения скорости транс-
локации ДНК через пору не зарегистрировано (рис. 1 
А2, Б2). Графики поддержания температурного режима 
на протяжении всего процесса секвенирования указыва-
ли на отсутствие нарушений в работе секвенаторов, коле-
бания температуры были незначительными и оставались 
в пределах допустимых значений, соответствующие дан-
ные представлены на рисунке 1 А1, Б1.

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 1. Графическое представление ключевых параметров работы секвенаторов MinION и Нанопорус
Примечание: A1, Б1 — поддержание температурного режима в ходе секвенирования; A2, Б2 — скорость транслокации ДНК через пору. Графики полу-
чены с использованием программного обеспечения MinKNOW версии 23.11.4.

А1MinION
37 °C
36 °C

Heatsink temperature

33 °C

30 °C

27 °C

24 °C

21 °C
20 °C

0 m 2 h 30 m 5 h 7 h 30 m 10 h 12 h 30 m 15 h 17 h 30 m 20 h

Te
m

p
e

ra
tu

re

Time

Target temperature

А2
427
400

75% quartile

300

200

100

0
1 h 3 h 5 h 7 h 9 h 11 h 13 h 15 h 19 h17 h 21 h

S
p

e
e

d
 (

b
a

se
s 

p
e

r 
se

c
o

n
d

)

Time

Median 25% quartile Median target 

Б1Нанопорус
39 °C

36 °C

Heatsink temperature

33 °C

30 °C

27 °C

24 °C

21 °C
20 °C

0 m 50 m 1 h 40 m 2 h 30 m 3 h 20 m 4 h 10 m 5 h 5 h 50 m 6 h 40 m 7 h 30 m

Te
m

p
e

ra
tu

re

Time

Target temperature

Б2
452

400

75% quartile

300

200

100

0

S
p

e
e

d
 (

b
a

se
s 

p
e

r 
se

c
o

n
d

)

Time

Median 25% quartile Median target 

30 m 1 h 30 m 2 h 30 m 3 h 30 m 4 h 30 m 5 h 30 m 6 h 30 m 6 h 30 m



Оригинальная статья | МОлЕкУлярная ЭПиДЕМиОлОгияOriginal article | MOlecular ePiDeMiOlOgy

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2025, ТОМ 27, № 1 67

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 2. Сравнение показателей качества прочтений, полученных с секвенаторов MinION и Нанопорус
Примечание: график A.1 — общее количество последовательностей, полученных с каждого прибора; график A.2 — распределение ридов по длине 
прочтений; график A.3 — средние значения качества прочтений (Qscore) для каждого нуклеотида; график A.4 — количество прочтений в зависимости 
от показателя качества (Qscore); график A.5 — содержание GC в последовательностях, выраженное в процентах; график A.6 — уровень дупликаций 
прочтений; график A.7 — нуклеотидный состав прочтений, полученных секвенатором MinION; график A.8 — нуклеотидный состав прочтений, получен-
ных секвенатором Нанопорус.
Соответствующие данные для проточной ячейки R10.4.1 показаны на графиках Б.1–Б.8.
Графики соответствуют данным, зарегистрированным при использовании проточных ячеек R9.4.1 и R10.4.1.
Показатели качества прочтений получены биоинформатическим инструментом MultiQC (версия 1.20).

Проведено сравнение показателей качества прочте-
ний, полученных с проточных ячеек как старого, так и но-
вого типа для секвенаторов MinION и Нанопорус (рис. 2). 
Анализ представленных графиков установил увеличе-
ние значения параметра Qscore, отражающего точность 
идентификации оснований в прочтениях, и снижение 
уровня дупликаций при использовании проточной ячейки 
последней версии R10.4.1, также установлено соответ-
ствие всех представленных метрик оценки качества про-
чтений, полученных с двух сравниваемых нанопоровых 
секвенаторов.

Рассчитаны дополнительные показатели качества сек-
венирования, а именно метрики N50, N95, N5, а также про-
цент ридов с качеством выше Q20 и Q30, соответствующие 
данные представлены в таблице 1. В ходе сравнительного 
анализа процента последовательностей с качеством выше 
Q20 и Q30 установлено, что при использовании проточной 
ячейки более ранней версии (R9.4.1) около 70% данных 

имеют качество ниже Q20 и примерно 97,3% — ниже Q30 
на обоих секвенаторах. В то время как при применении 
проточной ячейки последней версии R10.4.1, доля дан-
ных с качеством ниже Q20 составляет менее 55%, а ниже 
Q30 — менее 76%. Существенных различий в показателях 
N50, N95, N5, а также в проценте последовательностей 
с качеством выше Q20 и Q30 между двумя различными 
приборами третьего поколения не выявлено.

Анализ корреляции данных идентификации 
патогенов между приборами

Исследуемый материал содержал фрагменты геномов 
патогенов следующих семейств: Pseudomonadaceae, 
Circoviridae, Adenoviridae, Coronaviridae, Orthomyxoviridae, 
Parvoviridae, Polyomaviridae, Astroviridae, Caliciviridae, 
Picornaviridae, Solemoviridae, Hepeviridae, Partitiviridae, 
Tymoviridae.
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Семейство Adenoviridae насчитывало 12 образцов и 5 
видов патогенов с вирусной нагрузкой от 7,22 до 0,33% 
прочтений на образец по данным высокопроизводитель-
ного секвенирования. В результате обработки данных, 
полученных приборами MinION и Нанопорус, таксоно-
мический состав был подтвержден у 11 (92%) и 10 (83%) 
образцов соответственно. Семейство Circoviridae насчи-
тывало 35 образцов и 11 различных видов патогенов с ви-
русной нагрузкой от 57,27 до 0,04% прочтений по данным 
секвенирования на платформе Illumina. В результате об-
работки данных с секвенаторов MinION и Нанопорус так-
сономический состав был подтвержден у 34 (97%) и 33 
(94%) образцов соответственно. Несмотря на то что иден-
тификация целевого патогена нанопоровыми секвенато-
рами была проведена не для 100% образцов, содержа-
щих вирусы данных семейств (Adenoviridae и Circoviridae), 
в ходе выравнивания нуклеотидных последовательностей 
на референсные базы данных для ряда образцов было 
получено более детальное типирование вирусов нанопо-
ровыми данными.

Согласно данным высокопроизводительного секве-
нирования на платформе Illumina семейство Coronaviridae 
насчитывало 70 образцов и 9 различных видов патогенов 
с вирусной нагрузкой от 49,52 до 0,15% прочтений; выбор-
ка образцов семейства Orthomyxoviridae насчитывала 6 об-
разцов и 1 вид с вирусной нагрузкой от 28,97 до 1,32% про-
чтений; выборка образцов семейства Pseudomonadaceae 
насчитывала 12 образцов и 1 вид; тестируемая группа се-
мейства Parvoviridae насчитывала 15 образцов и 11 видов 
патогенов с вирусной нагрузкой от 28,12 до 0,22% прочте-
ний; семейство Picornaviridae насчитывало 4 образца и 4 
вида патогенов с вирусной нагрузкой от 11,53 до 0,3% про-
чтений. И так же, как и у семейств Astroviridae, Caliciviridae, 
Polyomaviridae, Solemoviridae, Tymoviridae, Partitiviridae 
и Hepeviridae, насчитывающих единичные образцы, 
идентификация таксономического состава семейств 
Coronaviridae, Parvoviridae, Picornaviridae и Orthomyxoviridae 
проведена у 100% образцов в ходе секвенирования третье-
го поколения на приборах MinION и Нанопорус. Суммарно 
нанопоровыми секвенаторами MinION и Нанопорус было 
идентифицировано 167 (98,8%) и 165 (97,6%) патогенов со-
ответственно.

Для наиболее представленных семейств вирусов про-
водили сравнение процента прочтений, приходящихся 
на целевой возбудитель инфекций. Для более доступной 
визуализации сопоставления данные взяты в логарифми-
ческой шкале и проанализированы для трех пар секвена-
торов: MiSeq и MinION (A), MiSeq и Нанопорус (Б), а также 
MinION и Нанопорус (В) (рис. 3). На графиках отмечали 
возрастание уровня корреляции между результатами 
секвенирования по мере увеличения вирусной нагрузки 

в образцах, в особенности между данными нанопорово-
го секвенирования при уровне нагрузки более двух ло-
гарифмических единиц. При низкой вирусной нагрузке 
выявлены отклонения, в частности между данными, полу-
ченными на платформе Illumina, и данными секвенаторов 
третьего поколения.

Для оценки взаимосвязи показателей процентной ви-
русной нагрузки на трех приборах рассчитывали коэффи-
циент корреляции Пирсона. Анализ данных, собранных 
с обеих проточных ячеек, показал следующие результа-
ты: коэффициент корреляции между платформами MiSeq 
и MinION составлял r = 0,567 (p ≤ 0,05), что указывало 
на умеренную положительную зависимость. Между MiSeq 
и Нанопорус зафиксирован коэффициент r = 0,544 (p ≤ 
0,05), также свидетельствующий об умеренной положи-
тельной связи. Наивысшее значение корреляции наблюда-
лось между секвенаторами Нанопорус и MinION, равное r 
= 0,993 (p ≤ 0,05), что указывало на практически полное 
совпадение результатов между этими двумя приборами.

В ходе исследования сравнивали группы инфекци-
онных агентов, сформированные согласно диапазону 
таксономической идентичности (% Identity), по средним 
значениям показателей таксономической идентификации 
(e-value, % Identity, длина выравнивания (пары нуклеотид-
ных оснований п.о.), процент прочтений целевого вируса), 
полученным на тестируемых приборах (рис. 4).

Для всех представленных групп патогенов показате-
ли % Identity и e-value, полученные на платформе MiSeq, 
незначительно превышали аналогичные показатели, по-
лученные на нанопоровых секвенаторах. В то же время 
показатель длины выравнивания последовательностей де-
монстрировали обратную зависимость. Гистограммы ука-
зывали на высокую степень соответствия показателей вы-
явления инфекционных агентов между тремя приборами.

Для визуализации различий в достоверности таксоно-
мической идентификации, обеспечиваемой тестируемыми 
секвенаторами, проводили моделирование вариационно-
го распределения вирусной нагрузки и процента идентич-
ности на основании данных, полученных с трех приборов 
(рис. 5). По результатам первого этапа исследования (95 
образцов) (A) наблюдали следующую модель распределе-
ния показателей: на платформе MiSeq основное скопление 
данных располагалось в диапазоне высокой идентичности 
(90–100%) и средней вирусной нагрузки (2–3 логарифмиче-
ские единицы); при использовании проточной ячейки R9.4.1 
платформа MinION демонстрировала плотное скопление 
данных в области с высокой идентичностью (более 90%) 
и относительно высокой вирусной нагрузкой (2–3 логариф-
мические единицы); данные с секвенатора Нанопорус рас-
пределялись шире по оси идентичности, однако основное 
дисперсионное скопление также находилось в пределах 

Таблица 1. Показатели качества секвенирования на оригинальных проточных ячейках R10.4.1 и R9.4.1 на секвенаторах третьего поколения Нанопорус 
и MinION

Параметры оценки качества прочтений
Проточная ячейка 

R10.4.1, секвенатор 
MinION

Проточная ячейка 
R10.4.1, секвенатор 

Нанопорус

Проточная ячейка 
R9.4.1, секвенатор 

MinION

Проточная ячейка 
R9.4.1, секвенатор 

Нанопорус

средняя длина прочтения, ед. нуклеотидов 407,8 417,1 447 435

Максимальная длина прочтения, ед. нуклеотидов 1500 1500 1399 1388

n50 411 425 454 446

n5 250 256 289 275

n95 900 904 871 860

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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Рис. 3. Сравнение процентного содержания прочтений целевых патоге-
нов наиболее представленных семейств
Примечание: график А — секвенаторы MiSeq и MinION; график Б — сек-
венаторы MiSeq и Нанопорус; график В  —  секвенаторы MinION и На-
нопорус.
Точка на графиках — один исследуемый вирус.
Значения вирусной нагрузки представлены в логарифмической шкале.
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Рис. 4. Сравнение средних значений параметров таксономической идентификации (патогенная нагрузка, % Identity, длина выравнивания, e-value), 
полученных в результате секвенирования на приборах MiSeq, MinION и Нанопорус
Примечание: анализ выполнен на основании данных, полученных с проточных ячеек двух последних версий.
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90% идентичности. По результатам второго этапа исследо-
вания (43 образца, предположительно содержащих нукле-
иновые кислоты малоизученных патогенов) (Б) получили 
следующий профиль данных: на платформе MiSeq наблю-
далось смещение плотности данных в сторону более низ-
кой идентичности и вирусной нагрузки, что объясняется 
особенностями исследуемого материала; при использова-
нии проточной ячейки R10.4.1 данные с MinION концентри-
ровались в узком диапазоне 85% идентичности и относи-
тельно высокой вирусной нагрузки (2–3 логарифмические 
единицы); секвенатор Нанопорус демонстрировал менее 
плотное распределение данных относительно показателей 
своего аналога, но сопоставимую вирусную нагрузку.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Долгое время компания Oxford Nanopore Technologies 
(ONT) оставалась единственным разработчиком, предла-
гающим решения в области нанопорового секвенирова-
ния. Однако за последний год на рынок вышли несколь-
ко аналогичных платформ. В частности, сравнительно 
недавно были анонсированы китайские секвенаторы: 
QNome-3841 и QNome-3841hex от компании QitanTech, 
которые уже нашли применение в задачах судебно-меди-

цинской генетики и исследованиях полных бактериальных 
геномов [27, 28]; CycloneSEQ от компании MGI, показавший 
существенные результаты в сборке геномов de novo, а так-
же в метагеномном и single-cell секвенировании согласно 
опубликованному разработчиками платформы исследо-
ванию [20]. На момент проведения исследования сравни-
тельный анализ CycloneSEQ и Gnome с системами, такими 
как MinION, был невозможен ввиду недавнего анонса плат-
форм. Нанопоровый секвенатор Нанопорус, представляю-
щий собой аналог широко известного устройства MinION, 
был анонсирован в конце 2023 года и введен в коммер-
ческое использование в начале 2024 года. На момент на-
писания исследования авторам не удалось обнаружить 
в открытом доступе исследований, посвященных прямому 
сопоставлению характеристик данных приборов, в связи 
с чем наши выводы основаны исключительно на собствен-
ных экспериментальных данных.

В ходе тестирования секвенатора Нанопорус на-
рушений или отклонений в работе выявлено не было. 
Подтверждена совместимость прибора с оригинальными 
проточными ячейками двух последних версий, наборами 
для подготовки библиотек и программным обеспечением 
от компании Oxford Nanopore Technologies. Данные о ско-
рости транслокации ДНК через нанопоры не выявили 

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 5. Дисперсионное распределение патогенной нагрузки и процента идентичности для данных, полученных секвенаторами MiSeq, MinION 
и Нанопорус
Примечание: графики соответствуют данным, зарегистрированным при использовании проточных ячеек R9.4.1(A) и R10.4.1(Б).
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искажений сигнала, что указывает на отсутствие суще-
ственных отклонений от ожидаемых показателей каче-
ства передачи информации на управляющий компьютер. 
Показатели устойчивости поддержания температурного 
режима нанопоровыми секвенаторами свидетельству-
ют о минимальных колебаниях температуры, что важно 
для стабильной работы нанопор, обеспечения точности 
секвенирования, предотвращения деградации библиоте-
ки и поддержания оптимальных условий функционирова-
ния ферментов, участвующих в процессе секвенирова-
ния. В рамках данного анализа установлено соответствие 
оборудования заявленным характеристикам и функцио-
нальным требованиям.

Обновленная проточная ячейка R10.4.1 значитель-
но улучшает точность и стабильность секвенирования, 
что подтверждается увеличением средних значений 
параметра Qscore на обеих нанопоровых платформах 
по сравнению с предыдущей версией проточной ячейки. 
Существующие исследования в данной области подтверж-
дают, что последняя версия проточных ячеек от компании 
ONT обеспечивает значительное улучшение точности и ка-
чества прочтений [21]. Согласно предоставленным авто-
рами данным процент пар оснований с качеством прочте-
ний Q15 для проточной ячейки R10.4.1 в шесть раз выше, 
чем для версии R9.4.1; в случае проведения бактериаль-
ной сборки генома авторам удалось собрать 97% гено-
ма посредством более ранней версии проточной ячейки, 
а в случае R10.4.1 это значение увеличилось до 98%. В на-
шем исследовании наблюдается аналогичное улучшение: 
доля прочтений с качеством ниже Q20 и Q30 значительно 
уменьшается; количество низкокачественных прочтений 
ниже Q20 снижается с 70 до 55%, а ниже Q30 — с 97,3 
до 76%. Это указывает на повышение точности и надеж-
ности секвенирования с использованием новой химии V14 
и проточных ячеек R10.4.1 от ONT.

Секвенирование второго поколения признано высо-
коточным и достоверным методом детекции нуклеино-
вых кислот инфекционных агентов благодаря высокому 
качеству чтения нуклеотидов, что позволяет классифи-
цировать его как ведущую технологию среди альтерна-
тивных методов молекулярной диагностики [22]. Однако 
технология нанопорового секвенирования (ONT) пред-
лагает ряд уникальных преимуществ, таких как компакт-
ность и мобильность, что особенно выделяется на фоне 
сложных оптических систем, необходимых для секвени-
рования второго поколения. Эти характеристики ONT 
позволяют эффективно использовать технологию в ус-
ловиях ограниченных ресурсов и оперативных полевых 
исследований, что является важным фактором для вне-
дрения данного метода в процессы эпидемиологическо-
го надзора.

Ранее проведенные исследования продемонстри-
ровали потенциал ONT в качестве альтернативы высо-
копроизводительным платформам второго поколения. 
В частности, в рамках исследования, оценивающего воз-
можности идентификации патогенов бактериальной при-
роды с использованием секвенаторов MinION и Illumina 
(тип прибора второго поколения не уточняется), на обоих 
приборах успешно выполнена идентификация вида, се-
ротипов, MLST профилей и подтипов шига-токсина в изо-
лятах Escherichia coli (STEC) [23]. В ходе другого иссле-
дования, посвященного идентификации бактериального 
состава эталонного образца, содержащего 8 различных 
патогенов, установлено, что производительность клас-
сификации на уровне семейства и рода преобладала 

при использовании MinION. Тем не менее на уровне 
вида идентификация патогенов оказалась более точной 
на платформе MiSeq. Важно отметить, что для MinION 
использовалась проточная ячейка версии R9.4.1 [24]. Ряд 
других исследований, посвященных оценке эффектив-
ности применения разных поколений секвенирования 
для выявления вирусных патогенов, в частности пред-
ставителей родов Alphavirus [25] и Adenovirus [26], также 
демонстрируют лишь незначительное преимущество 
платформ второго поколения по качеству идентификации 
в сравнении с результатами, полученными на нанопоро-
вых секвенаторах. Наши данные подтверждают выводы, 
сделанные в вышеописанных исследованиях, демонстри-
руя высокую корреляцию между результатами детекции 
патогенов секвенаторами разных поколений. На прибо-
рах MinION и Нанопорус было идентифицировано 98,8 
и 97,6% патогенов соответственно из числа инфекцион-
ных агентов, детектированных платформой MiSeq. Также 
установлено, что с увеличением патогенной нагрузки 
в образце наблюдается повышение уровня сходимости 
результатов секвенирования второго и третьего поколе-
ния. Особенно высокое соответствие отмечается между 
данными, полученными с платформ MinION и Нанопорус 
по мере превышения среднего значения титра нуклеино-
вых кислот патогенов в исследуемых образцах. В связи 
с этим ct MinION и Нанопорус можно считать взаимоза-
меняемыми в контексте задач по идентификации и коли-
чественной оценке патогенов.

В ходе исследования проведена оценка способности 
нанопоровых секвенаторов выявлять новые или мало-
изученные вирусные вариации. В выборке исследуемо-
го контрольного материала присутствовали образцы, 
для которых предварительная идентификация патоген-
ного состава с использованием платформы MiSeq выпол-
нена с низкими показателями качества выравнивания, 
что может свидетельствовать об ограниченной пред-
ставленности данных вариаций патогенов в существую-
щих базах данных или на полное отсутствие информации 
о них. Анализ дисперсионного распределения и параме-
тров качества таксономической идентификации демон-
стрировал значительное соответствие данных второго 
и третьего поколения. Это свидетельствует о способно-
сти нанопоровых секвенаторов MinION и Нанопорус вы-
являть ранее неизвестные или малоизученные вирусы 
на уровне, сопоставимом с высокопроизводительными 
платформами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Устройство Нанопорус продемонстрировало совмести-
мость с проточными ячейками последних двух версий, 
наборами для подготовки библиотек и программным 
обеспечением компании Oxford Nanopore Technologies, 
что позволяет его интегрировать в существующие ла-
бораторные процессы без необходимости значительных 
модификаций рабочих протоколов. Результаты сравни-
тельного анализа подтвердили высокий уровень согла-
сованности данных таксономической идентификации 
патогенного состава, полученных с использованием 
секвенаторов третьего поколения MinION и Нанопорус, 
с результатами, обеспечиваемыми платформой второ-
го поколения MiSeq. На основании полученных данных 
ограничений для применения нанопоровых секвенаторов 
MinION и Нанопорус в лабораторных исследованиях по об-
наружению патогенных микроорганизмов не выявлено.
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РАЗРАБОТКА И ОЦЕНКА НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ КОЛИЧЕСТВЕННОГО 
ОПРЕДЕЛЕНИЯ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ мРНК ХИМЕРНОГО ГЕНА BCR::ABL1

М.А. Авдонина1, Н.Г. Куклина1,2, А.А. Главацкая1,2, В.К. Дмитриев3, А.С. Чегодарь3, А.М. Данишевич3, Н.А. Бодунова3, 
И.С. Абрамов3, Г.А. Шипулин1

1 Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью Федерального медико-биологического агентства, 
Москва, Россия
2 Научно-исследовательский институт медицины труда им. академика Н.Ф. Измерова, Москва, Россия
3 Московский клинический научный центр имени А.С. Логинова, Москва, Россия

Введение. Хронический миелолейкоз (ХМЛ) — миелопролиферативное заболевание, ассоциированное с транслокацией t(9;22)(q34;q11), в резуль-

тате которой образуется химерный ген BCR::ABL1. Одним из методов постановки диагноза, а также определения минимальной остаточной болезни 

является молекулярно-генетическое исследование, а именно количественное определение уровня экспрессии мРНК химерного гена BCR::ABL1.

Цель. Апробация разработанной мультиплексной тест-системы для одновременного количественного определения транскриптов e13a2 (b2a2) 

и e14a2 (b3a2) транслокации p210 в сравнении с зарегистрированным в России аналогом.

Материалы и методы. В качестве образцов использовали 50 проб периферической крови. Из них 39 проб принадлежали пациентам с уста-

новленным диагнозом ХМЛ, 11 образцов от здоровых участников использовались для подтверждения аналитической специфичности. В состав 

набора реагентов входят разработанные праймеры и флуоресцентно-меченые зонды, концентрация которых была подобрана экспериментально, 

а также оригинальные реагенты производства ФГБУ «ЦСП» ФМБА (Россия). Статистический анализ проводился с использованием программы 

StatTech v.4.5.0 (разработчик — ООО «Статтех», Россия). Различия считались значимыми при p < 0,05.

Результаты. Экспериментальные данные по определению аналитических и диагностических характеристик разработанного набора показали 

следующие результаты: относительная чувствительность, определяемая с помощью клеточных стандартов, составила 0,01%. Воспроизводимая 

аналитическая чувствительность составила 100 копий/мл (CV = 1,86%). При проверке аналитической специфичности было показано отсутствие 

ложноспецифических выходов. При тестировании реагентов тест-системы на клинических образцах было выявлено полное совпадение (100%) 

с результатами, полученными при использовании аналога зарегистрированного в России набора.

Выводы. Апробация разработанного нами набора реагентов продемонстрировала достаточно высокие показатели аналитической и диагности-

ческой чувствительности, что позволит обнаруживать и выявлять количество мРНК химерного гена BCR::ABL1 как для диагностики, назначения 

своевременной и точной терапии, так и для мониторинга минимальной остаточной болезни.
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DEVELOPMENT AND EVALUATION OF A REAGENT SET FOR QUANTITATION OF MRNA EXPRESSION 
LEVEL OF CHIMERIC BCR::ABL1 GENE 

Mariia A. Avdonina1, Natalia G. Kuklina1,2, Arina A. Glavatskaya1,2, Vladislav K. Dmitriev3, Anzhelika S. Chegodar3, Anastasia M. Danishevich3, 
Natalia A. Bodunova3, Ivan S. Abramov3, German A. Shipulin1

1 Centre for Strategic Planning, of the Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia
2 Izmerov Research Institute of Occupational Health, Moscow, Russia
3 Loginov Moscow Clinical Scientific Centre, Moscow, Russia

Introduction. Chronic myeloid leukemia is a myeloproliferative disease associated with a t(9;22)(q34;q11) translocation resulting in a chimeric BCR::ABL1 

gene. Molecular genetic studies are used as a diagnostic method and for determination of minimal residual disease by quantification of the mRNA expression 

level of the chimeric BCR::ABL1 gene.

Objective. To validate the developed multiplex test system for simultaneous quantitative determination of e13a2 (b2a2) and e14a2 (b3a2) transcripts of trans-

location p210 in comparison with the analog system registered in Russia.

Materials and methods. In total, 50 peripheral blood samples were used. Of these, 39 belonged to patients diagnosed with CML; 11 blood samples from healthy 

people were used to confirm analytical specificity. The reagent kit includes the specifically developed primers and fluorescently labeled probes, the concentration of 

which was selected experimentally, as well as original reagents manufactured by the Centre for Strategic Planning, Federal Medical and Biological Agency (Russia). 

Statistical analysis was performed using the StatTech v.4.5.0 software (developed by StatTech, Russia). Differences were considered significant at p < 0.05.

Results. The conducted analytical and diagnostic characterization of the developed kit showed the following results. The relative sensitivity determined us-

ing cell standards was 0.01 %. The reproducible analytical sensitivity was 100 copies/mL (CV = 1.86 %). In analytical specificity testing, the absence of false 

results was shown. When testing the reagents of the test system on clinical samples, the complete convergence (100 %) with the results obtained using the 

reference kit was revealed.
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Conclusions. Approbation of the developed reagent set showed its sufficiently high analytical sensitivity and diagnostic sensitivity. This set can be used for 

identification and quantitative determination of the mRNA of the chimeric BCR::ABL1 gene for the purposes of diagnosis, timely and accurate therapy, and 

monitoring of minimal residual disease.
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ВВЕДЕНИЕ

Хронический миелолейкоз (ХМЛ) представляет собой 
клональное опухолевое миелопролиферативное новооб-
разование, обусловленное злокачественным перерож-
дением стволовых гемопоэтических клеток и характери-
зующееся усилением пролиферации гранулоцитарного 
ростка без потери способности к дифференцировке, ги-
перплазией миелоидной ткани, миелоидной метаплазией 
кроветворных органов, ассоциированное с хромосомной 
аномалией — транслокацией t(9;22)(q34;q11) так называе-
мой филадельфийской хромосомы, в результате которой 
образуется химерный ген BCR::ABL1 [1]. Данное слияние 
является наиболее частой цитогенетической аномалией 
у взрослых пациентов с хроническим миелолейкозом 
(ХМЛ) — в 95% случаев, а также с острым лимфобласт-
ным лейкозом (ОЛЛ) — в 30% у взрослых и примерно в 5% 
у детей1 [1].

По данным статистики за 2022 год в России было вы-
явлено 1087 новых случаев заболевания ХМЛ; среди них 
54% случаев у женщин и 47% случаев у мужчин. Указанная 
нозология чаще всего (в 28,9% случаев) регистрируется 
у лиц в возрасте 60–69 лет, в 16,5% случаев ХМЛ выявлен 
у людей в возрастах 50–59 и 70–79 лет, частота встречае-
мости ХМЛ в возрасте 30–39 лет составляет 12% [2].

Диагностика транслокации осуществляется с помо-
щью цитогенетического исследования (кариотип) кост-
ного мозга либо молекулярно-цитогенетического 
исследования (FISH-метод), а также определением ко-
личественного уровня экспрессии мРНК BCR::ABL1 р210 
для транскриптов e13a2 или e14a22.

Целью современной терапии является достижение 
большого молекулярного ответа (БМО > 3,0), глубокого 
молекулярного ответа (МО ≥ 4,0) и последующего предот-
вращения появления опухолевых клонов [3, 4]. Для мо-
ниторинга ответа на лечение ингибиторами тирозинкиназ 
(ИТК) используются несколько методов оценки: полный 
гематологический ответ, определяемый путем исследо-
вания полного количества клеток крови, дифференциро-
ванный, выполняемый с помощью проточной цитометрии, 
и полный цитологический ответ, оцениваемый с исполь-
зованием аспирата костного мозга и образцов биопсии 
на основании изучения молекулярного ответа с помощью 
количественной ПЦР [5].

Наиболее чувствительным методом оценки минималь-
ной остаточной болезни является ПЦР, однако в боль-
шинстве лабораторий используются наборы реагентов 
различных производителей, вследствие чего возникает 
высокая межлабораторная вариабельность получен-
ных результатов, что может привести к несоответствию 
сравниваемых показателей и повлиять на выбор так-
тики в лечении пациентов. Согласно рекомендациям 
Европейской сети по лейкемии и Национальной ком-
плексной онкологической сети (National Comprehensive 
Cancer Network), с целью гармонизации молекулярного 
мониторинга ХМЛ необходимо контролировать уровни 
мРНК BCR::ABL1 с использованием международной шка-
лы (IS), которая основана на стандартизированном базо-
вом уровне транскрипта, представленном в исследова-
нии Международного рандомизированного исследования 
интерферона и STI571 (International Randomized Study of 
Interferon and STI571–IRIS) [3]. По результатам проведенно-
го исследования было предложено оценивать логариф-
мическое снижение BCR::ABL1 (отношение IS) во время 
терапии по сравнению с исходным соотношением IRIS 
при постановке диагноза [6, 7]. Для применения данной 
Международной шкалы каждая лаборатория должна от-
калибровать полученные результаты, используя коэффи-
циент преобразования (CF), числовое значение которого 
необходимо умножать на количественные показатели, 
полученные в конкретной лаборатории. С целью опреде-
ления коэффициента преобразования, индивидуального 
для каждой лаборатории, Всемирная организация здра-
воохранения создала международную генетическую па-
нель для количественной оценки транскриптов BCR::ABL1 
с помощью ПЦР, содержащую четыре различных вариан-
та (10, 1, 0,1, 0,01%), c использованием клеточной линии 
К562, разведенной в клеточной линии, не имеющей слия-
ния BCR::ABL1 [9].

По рекомендациям Международных руководств 
для диагностики экспрессии мРНК BCR::ABL1 и мони-
торинга минимальной остаточной болезни необходимо 
использовать количественный метод ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР) с чувствительностью обнаруже-
ния ниже, чем МО 4,5 (0,0032% IS) [4, 9]. Использование 
реагентов с недостаточной чувствительностью может 
привести к получению некорректных результатов анали-
зов и, как следствие, к преждевременному прекращению 

1 Клинические рекомендации. Хронический миелоидный лейкоз. С92.1. Возрастная группа: Взрослые.
2 Там же.
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лечения и дальнейшему развитию заболевания [6]. 
Согласно Клиническим рекомендациям определен по-
рядок периодического мониторинга уровня экспрессии: 
при уровне экспрессии мРНК р210 BCR::ABL1 ниже БМО 
количественная ПЦР в реальном времени проводится 
каждые 3 месяца, по достижении БМО  —  каждые пол-
года [10, 11]. В этой связи актуальными являются разра-
ботка, апробация и внедрение в клинико-лабораторную 
практику отечественных высокочувствительных специ-
фичных диагностических наборов реагентов для опреде-
ления уровня транскриптов BCR::ABL1 с помощью ПЦР.

Цель работы — разработка и оценка набора реаген-
тов для количественного определения уровня экспрес-
сии мРНК химерного гена BCR::ABL1 в образцах перифе-
рической крови.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 50 человек в возрас-
те от 20 до 80 лет, среди них 28 мужчин и 22 женщины. 
В основную группу были включены 39 пациентов с уста-
новленным клиническим диагнозом ХМЛ. Для проверки 
аналитической специфичности на отсутствие ложнополо-
жительных результатов были использованы образцы кро-
ви 11 практически здоровых лиц, сопоставимых по полу 
и возрасту с основной группой пациентов.

Образцы периферической крови были получены 
в МКНЦ им. Логинова после информационного согласия. 
Забор крови осуществляли в вакуумные пробирки с К2 
ЭДТА (Китай, РУ № РЗН 2013/921 от 25.05.2018). Для под-
тверждения диагноза ХМЛ и определения уровня экс-
прессии мРНК химерного гена BCR::ABL1 использовали 
набор реагентов для выявления и количественного опре-
деления мРНК химерного гена bcr-abl (вариант M-bcr) 
и мРНК гена abl в клиническом материале методом ПЦР 
с флуоресцентной детекцией в режиме реального вре-
мени АмплиСенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT (ФБУН ЦНИИ 
Эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия, РУ ФСР 
2007/00579) согласно инструкции производителя.

Выделение РНК осуществлялось с помощью набора 
реагентов АмплиТест® РИБО-преп (ФГБУ «ЦСП» ФМБА, 
Россия) согласно инструкции. Эффективность выделе-
ния мРНК определяли с помощью флуориметра Qubit 4 
(Thermo Scientific, США).

В состав разработанного набора реагентов входят 
специфичные праймеры и флуоресцентно-меченные зон-
ды, наличие которых позволяет проводить одновремен-
ное обнаружение экспрессии химерного гена BCR::ABL1 
и гена ABL1. Олигонуклеотиды для выявления экспрессии 
химерного гена были подобраны на основании рекомен-
даций международной группы Europe Against Cancer (EAC) 
2003 г. и позволили выявлять 2 наиболее часто встречаю-
щихся химерных транскрипта: e13a2 (b2a2) и e14a2 (b3a2). 
Контроль взятия материала, выделение РНК, прохож-
дение реакции обратной транскрипции и ПЦР осущест-
вляли с помощью эндогенного внутреннего контроля, 
в качестве которого были использованы специфично по-
добранные праймеры и зонд на ген ABL1.

Концентрации праймеров и флуоресцентно-меченых 
зондов были подобраны экспериментально.

Реакционную смесь готовили с использованием сле-
дующих реагентов (производство ФГБУ «ЦСП» ФМБА, 
Россия): 5х ПЦР-буфер (5 мкл), 10 mM dNTP (0,5 мкл), Taq-
полимераза (0,5 мкл), ревертаза MMLV (0,25 мкл).

Условия ПЦР амплификации: обратная транскрип-
ция при 50 °С (30 мин), предварительный прогрев 95 °С 
(15 мин), далее 45 циклов: денатурация 95 °С (10 сек) и от-
жиг 60 °С (60 сек). Детекция флуоресцентного сигнала 
по каналу FAM и HEX.

Интерпретацию результатов проводили только 
при правильных результатах для отрицательного кон-
трольного образца (ОКО) и положительного контрольного 
образца (ПКО) при каждой постановке. В качестве ОКО 
была использована стерильная деионизованная вода, 
ПКО представляет собой смесь бактериофаговых препа-
ратов, содержащих последовательности мРНК трансло-
кации p210 химерного гена BCR::ABL1 и мРНК контроль-
ного гена ABL1.

В качестве калибраторов использовались плазмиды, 
содержащие последовательности мРНК транслокации 
p210 химерного гена BCR::ABL1 и мРНК контрольного гена 
ABL1 с известной концентрацией. Концентрация плазмид 
была измерена с помощью системы QX200 для цифро-
вой ПЦР (Bio-Rad, США). Плазмиды использовали в пяти 
10-кратных разведениях примерно от 10 до 1×106 копий/мл 
для определения линейности и эффективности ОТ-ПЦР. 
Реакция одностадийной ОТ-ПЦР проводилась на ампли-
фикаторе ДТ-96 («ДНК-Технология», Россия).

Для установления предела обнаружения специфич-
ности и чувствительности разработанного набора ис-
пользовалась РНК, выделенная из клеточной линии К562 
(BCR::ABL1  —  положительная) и HeLa (образцы дикого 
типа), а также образцы от пациентов с ХМЛ и здоровых 
доноров. Для определения относительной чувствитель-
ности были приготовлены клеточные стандарты с опре-
деленными концентрациями 10, 1, 0,1, 0,01% согласно 
процедуре, описанной White et al., 2010 г [8]. Количество 
клеток подсчитывали с помощью автоматического счет-
чика Countess II FL Automated Cell Counter (Thermo FS). 
Полученные стандарты были калиброваны согласно про-
токолу WHO [12].

Оценка относительного уровня экспрессии мРНК 
химерного гена BCR::ABL1 проводилась на основании 
расчетов в отношении BCR::ABL1/ABL1 по следующей 
формуле:

×100%.
количество копий BCR::ABL1

количество копий ABL1

Статистический анализ проводился с исполь - 
зованием программы StatTech v.4.5.0 (разработ-
чик — ООО «Статтех», Россия). Различия считались зна-
чимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В результате апробации разработанного нами набо-
ра реагентов были получены следующие результаты. 
Параметры ПЦР в реальном времени: эффективность 
в пределах 95–105%, коэффициент корреляции r = 0,99. 
По данным экспериментальных работ с использованием 
клеточных стандартов относительная чувствительность 
разработанного набора составила 0,01%, что соответ-
ствует уровню ПМО (полного молекулярного ответа)3. 
Воспроизводимая чувствительность по контрольным 
плазмидам и на РНК, выделенной из культуры клеток 
К562, — 100 копий/мл (CV% = 1,86).

3 Клинические рекомендации. Хронический миелоидный лейкоз. С92.1. Возрастная группа: Взрослые.
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Проверка аналитической специфичности показала 
отсутствие ложноположительных результатов при те-
стировании образцов, полученных от здоровых пациен-
тов, при этом определялся только сигнал внутреннего 
контроля по каналу HEX и отсутствовал сигнал детекции 
мРНК химерного гена BCR::ABL1 по каналу FAM.

В исследовании была проанализирована случайная 
выборка образцов периферической крови больных с кли-
ническим диагнозом ХМЛ. В основной группе экспрессия 
мРНК транслокации p210 химерного гена BCR::ABL1 была 
выявлена во всех 39 образцах. Количество положитель-
ных результатов среди мужчин составляло 21 (53,8%), 
среди женщин  —  18 (46,2%). Частота встречаемости 
транслокации в возрастной категории 20–29 лет соста-
вила 3,2%, в категории от 30 до 49 лет — 12,9% случаев, 
в возрастной группе 50–59 лет — 9,6%, в возрастах 60–
69 и 70–79 лет — 19,3% пациентов, 6,4% случаев встре-
чаемости транслокации зарегистрировано в возрастной 
категории от 80 лет, что согласуется со статистическими 
данными.

Наибольшее количество пациентов с отмеченными 
изменениями регистрировали в возрастных категориях 
60–69 и 70–79 лет, что также согласуется со статистиче-
скими данными по России [2]. Пациенты моложе 20 лет 
представлены не были; это связано с небольшой вы-
боркой и заболеваемостью в этом возрасте: около 1% 
по стране. ХМЛ одинаково распространен как у мужчин, 
так и у женщин [13, 14].

Относительная экспрессия гена BCR::ABL1 (белок 
p210, варианты b3a2 или b2a2) по результатам тести-
рования в образцах периферической крови больных 
с клиническим диагнозом ХМЛ составила от 2,3 до 100%. 
При этом количество копий гена ABL1 находилось в диа-
пазоне от 2200 до 17 595 440 копий/мл в группе с диагно-
зом ХМЛ и от 11 675 896 до 18 634 577 копий/мл в группе 
здоровых.

Согласно Лабораторным рекомендациям по диа-
гностике и лечению хронического миелоидного лейкоза 
(European LeukemiaNet) минимальное количество рефе-
рентных генных транскриптов независимо от того, обна-
ружен BCR::ABL1 или нет, должно быть не менее 10 000 
ABL1 для МR 4, 32 000 для МR 4,5, 100 000 для МR 5 
в том же объеме кДНК, в котором тестируется образец 
на BCR::ABL1 [4]. Количество полученных транскриптов 
референтного гена соответствует международным стан-
дартам, и результаты могут быть включены в клинические 
отчеты.

Во время тестирования пациентов из группы с кли-
ническим диагнозом ХМЛ было выявлено 8 образцов 
IS ≤ 1% BCR::ABL1  (МR 2), 9 образцов IS ≤ 0,1% (МR 3), 
7 образцов IS ≤ 0,01% (MR 4), 7 образцов IS ≤ 0,0032% 
(МR 4,5). Объектом исследования были образцы крови 
рандомных пациентов. Критерием включения в основ-
ную группу пациентов было наличие подтвержденного 
диагноза ХМЛ, установленного с использованием заре-
гистрированного в России аналога «АмплиСенс® Лейкоз 
Квант M-bcr-FRT».

Апробация разработанного набора реагентов 
на образцах периферической крови с известным уров-
нем экспрессии химерного гена BCR::ABL1 продемон-
стрировала полное совпадение с результатами, получен-
ными при использовании набора реагентов «АмплиСенс® 
Лейкоз Квант M-bcr-FRT».

При установлении диагноза ХМЛ для выявления хи-
мерного гена BCR::ABL1 применяют молекулярно-гене-
тическое исследование (FISH-метод), а также определе-
ние экспрессии мРНК BCR::ABL1 p210 (количественное) 
для химерных транскриптов e13a2 или e14a2 методом 
ПЦР [15]. Данный метод также используют при оценке 
уровня ответа на лечение пациентов с помощью ингиби-
торов тирозинкиназы (ИТК) и определении уровня мини-
мальной остаточной болезни, когда количество остаточ-
ных лейкемических клеток ниже уровня чувствительности 
цитогенетических исследований [16].

В настоящее время на рынке существует ряд отече-
ственных тест-систем, направленных на выявление мРНК 
химерного гена BCR::ABL1. Например, «АмплиСенс® 
Лейкоз Квант M-bcr-FRT» (ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии 
Роспотребнадзора), ОНКОСКРИН 1-1-Q (ООО 
«ГеноТехнология»), имеющие регистрационные удосто-
верения, так и без регистрационных удостоверений: 
«Миелоскрин BCR-ABL» («Формула гена»), BCR-ABL1 Mbcr 
RQ Kit® (ООО «Иноген»).

Аналитическая чувствительность набора «АмплиСенс® 
Лейкоз Квант M-bcr-FRT» по количеству воспроизводимых 
копий ниже в 2 раза по сравнению с анализируемым нами 
набором и составляет 237 копий/мл vs 100 копий/мл4. 
В то же время проведение анализа с использованием 
набора «АмплиСенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT» предпо-
лагает постановку первоначально изолированной реак-
ции обратной транскрипции, а далее проведение ПЦР 
в реальном времени, что довольно трудозатратно. В от-
личие от набора сравнения, в разработанном комплекте 
использовали смесь, позволяющую детектировать экс-
прессию мРНК BCR::ABL1 p210 в одной пробирке.

Результаты количественной оценки мРНК  BCR::ABL1, 
полученные с использованием тестируемого набора, со-
впали с результатами, зарегистрированными с помощью 
набора «АмплиСенс® Лейкоз Квант M-bcr-FRT», во всех 
образцах. Оба набора могут идентифицировать по край-
ней мере 4,5-кратное снижение отношения IS.

С помощью набора «BCR/ABL МУЛЬТИТЕСТ» возмож-
но одновременное выявление химерных транскриптов 
р210, р190 и р230 гена BCR::ABL1 с применением мульти-
плексного формата ОТ-ПЦР, что экономически целесоо-
бразно при проведении первичного скрининга [17].

Н. Kitamura et al. в 2019 г. представили новый высо-
кочувствительный двухэтапный набор реагентов ОТ-ПЦР 
(Полимеразная цепная реакция с обратной транскрипци-
ей) с диагностической чувствительностью IS 0,01%, кото-
рая была определена с помощью вторичной контрольной 
панели Armored RNA Quant® (ARQ) (Asuragen, Inc., Остин, 
Техас, США) [6].

М.В. Дубиной и соавт. были определены аналити-
ческие показатели теста, при котором специфичность 
должна стремиться к 100%, адекватным показателю 
уровня чувствительности 3–5 копий мРНК на реакцию, 
при этом отношение транскрипта BCR::ABL1 к гену-нор-
мализатору должно составлять 0,01% (соответствует 
уровню ПМО) [18].

По сравнению с аналогом разработанный набор име-
ет ряд преимуществ. Во-первых, у него более высокие 
аналитические показатели. Во-вторых, использование 
одностадийной ОТ-ПЦР дает возможность значительно 
снизить риск контаминации, технических ошибок при рас-
капывании реагентов и образцов, а также снижает время 

4 https://roszdravnadzor.gov.ru/services/misearch
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работы персонала. В-третьих, применяемая мультиплекс-
ная смесь специфических зондов и праймеров по двум 
каналам детекции позволяет существенно сократить 
объем используемого расходного материала.

Таким образом, нами был создана высокочувстви-
тельная мультиплексная тест-система, позволяющая 
одновременно детектировать транскрипты e13a2 (b2a2) 
и e14a2 (b3a2) транслокации p210, а также содержащая 
эндогенный внутренний контроль с оценкой правиль-
ности прохождения всех этапов ПЦР, включая выделе-
ние РНК.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Количественное определение и обнаружение трансло-
кации при ХМЛ важны для выбора протоколов лечения 

и мониторинга рецидивов заболевания, а чувствительный 
и точный мониторинг минимальной остаточной болезни 
играет важную роль в управлении лечения ХМЛ, облег-
чая принятие решения о прекращении лечения и выявляя 
пациентов с риском прогрессирования. Апробирование 
разработанной тест-системы, позволяющей выявлять 
транскрипт р210 химерного гена BCR::ABL1, показало 
достаточно высокий порядок диагностической специ-
фичности и чувствительности разработанного набора 
реагентов для количественного выявления уровня отно-
сительной экспрессии мРНК химерного гена BCR::ABL1 
в крови с целью верификации диагноза ХМЛ на уровне 
100%. Использование эндогенного внутреннего контро-
ля (ген ABL1) позволило контролировать основные этапы 
ПЦР-исследования (пробоподготовку, выделение РНК, 
реакцию обратной транскрипции и амплификации).
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ИЗУЧЕНИЕ МУТАЦИОННОГО ПРОФИЛЯ БОЛЬНЫХ Ph-НЕГАТИВНЫМИ 
МИЕЛОПРОЛИФЕРАТИВНЫМИ НОВООБРАЗОВАНИЯМИ МЕТОДОМ NGS 

А.Н. Кириенко1, Е.В. Мотыко1, Е.В. Ефремова1, Д.В. Кустова1, Т.Н. Герт1, И.В. Леппянен1, В.А. Шуваев2,3, И.С. Мартынкевич1

1 Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального медико-биологического агентства, 
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Введение. Определение драйверных мутаций в генах JAK2, CALR и MPL является «золотым стандартом» в молекулярной диагностике пациентов 

с Ph-МПН. Однако геномный ландшафт таких пациентов гетерогенен, и стандартные молекулярно-генетические методы не позволяют выявить 

большинство соматических мутаций и тем самым не дают полного представления об особенностях течения и прогнозе Ph-МПН, а также не по-

зволяют подтвердить клональность заболевания у больных с тройным негативным статусом. Метод секвенирования следующего поколения (NGS) 

дает возможность одновременно провести анализ обширной панели генов и выявить как патогенные, так и драйверные мутации.

Цель. Оценка возможности использования NGS в изучении мутационного статуса пациентов с Ph-негативными МПН и анализ влияния выявлен-

ных патогенных мутаций на выживаемость пациентов.

Материалы и методы. В исследование были включены 83 пациента с диагнозами «истинная полицитемия», «эссенциальная тромбоцитемия» 

и «первичный миелофиброз» в возрасте от 19 до 85 лет (медиана начала заболевания — 51 год). У всех пациентов секвенирование выполнялось 

с использованием миелоидной панели из 118 генов со средней глубиной прочтения 1000х на приборе MiSeq (Illumina, США). Клиническая значи-

мость мутаций устанавливалась по базам данных COSMIC и Franklin. Для анализа выживаемости использовали метод Каплана — Мейера с оцен-

кой статистической значимости с помощью теста Кокса — Мантела с использованием программы GraphPad Prism 8.

Результаты. Патогенные мутации в 23 генах были выявлены у 39 (46%) пациентов из общего числа больных. Наиболее часто, у 25% пациентов, 

мутации детектировали в гене ASXL1; они снижали бессобытийную выживаемость на 50,3% (Me = 7,83 года против 15,75 года). Выявленные пато-

генные мутации в других генах сочетанно с мутациями в драйверных генах также ухудшали показатели бессобытийной выживаемости по сравне-

нию с показателями пациентов, имевших изолированные драйверные мутации. Две и более патогенные мутации значимо снижали бессобытийную 

выживаемость по сравнению с пациентами с одной патогенной мутацией. Методом NGS также удалось выявить патогенные мутации у 8 из 10 

исследуемых пациентов с тринегативным статусом и таким образом подтвердить клональность заболевания.

Выводы. Метод секвенирования следующего поколения (NGS) с использованием панели из 118 генов является эффективным инструментом в вы-

явлении прогностически значимых мутаций, важных для подбора наиболее эффективной персонализированной терапии, позволяющей достигать 

гематологического ответа.

Ключевые слова: Ph-негативные миелопролиферативные новообразования; секвенирование следующего поколения; патогенные мутации; бес-
событийная выживаемость
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NGS ANALYSIS OF THE MUTATIONAL PROFILE OF PATIENTS WITH Ph-NEGATIVE 
MYELOPROLIFERATIVE NEOPLASMS 

Anna N. Kirienko1, Ekaterina V. Motyko1, Elizaveta V. Efremova1, Daria V. Kustova1, Tatyana N. Gert1, Irina V. Leppyanen1,  
Vasily A. Shuvaev2,3, Irina S. Martynkevich1

1 Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology, Saint-Petersburg, Russia 
2 Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Moscow, Russia
3 Tsyb Medical Radiological Research Center, Obninsk, Russia

Introduction. The identification of driver mutations in the JAK2, CALR, and MPL genes is a gold standard approach in the molecular diagnosis of patients with 

Ph-negative myeloproliferative neoplasms (Ph-MPNs). However, such patients are characterized by a heterogenous genomic landscape. Standard molecular 

genetic methods cannot be used to identify most somatic mutations, thus failing to provide a comprehensive understanding of the course and prognosis of 

Ph-MPNs and to confirm the clonality of the disease in patients with triple-negative status. The next generation sequencing (NGS) technology allows simulta-

neous analysis of an extensive panel of genes and identification of both pathogenic and driver mutations.

Aim. To evaluate the possibility of using NGS to study the mutational status of patients with Ph-negative MPNs and to analyze the effect of identified patho-

genic mutations on patient survival.
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Materials and methods. The study included 83 patients with polycythemia vera, essential thrombocythemia, and primary myelofibrosis aged from 19 to 85 

years (the median onset age of 51 years). For all patients, sequencing was performed using a myeloid panel of 118 genes with an average reading depth of 

1000x on MiSeq (Illumina, USA). The clinical significance of the mutations was determined using the COSMIC and Franklin databases. The survival rate was 

analyzed using the Kaplan–Meyer method followed by assessment of statistical significance using the Cox-Mantel test in the GraphPad Prism 8 environment.

Results. Pathogenic mutations in 23 genes were detected in 39 (46%) patients out of the total cohort of patients. The most frequent mutations were detected 

in the ASXL1 gene in 25% of patients, which reduced event-free survival by 50.3% (Me = 7.83 years vs 15.75 years). The pathogenic mutations identified in 

other genes combined with mutations in driver genes also decreased event-free survival compared to patients with isolated driver mutations. Two or more 

pathogenic mutations significantly reduced event-free survival compared to patients with only one pathogenic mutation. The NGS method was also capable 

of identifying pathogenic mutations in 8 out of 10 triple-negative patients studied, thus confirming the clonality of the disease.

Conclusions. The next-generation sequencing (NGS) method using a panel of 118 genes is an effective tool in identifying predictively significant mutations 

important for selecting the most effective personalized therapy to achieve hematologic response.

Keywords: Ph-negative myeloproliferative neoplasms; next-generation sequencing; pathogenic mutations; event-free survival
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ВВЕДЕНИЕ

Миелопролиферативные новообразования BCR::ABL1-
негативные (Ph-МПН) представляют собой клональные 
гематологические злокачественные новообразования, 
которые характеризуются избыточным выходом зрелых 
миелоидных клеток в кровь и возникают из мутированной 
гемопоэтической стволовой клетки [1–3]. К классическим 
Ph-МПН относят истинную полицитемию (ИП), эссенци-
альную тромбоцитемию (ЭТ) и первичный миелофиброз 
(ПМФ) [4].

Открытия молекулярной генетики последних десяти-
летий позволили выявить общий «пусковой механизм» па-
тогенеза этих заболеваний, а именно: постоянная актива-
ция янус-киназного (JAK-STAT) сигнального пути в клетке, 
посредством которого передается информация от внеш-
них химических сигналов к ядру, приводит к транскрипции 
ДНК и экспрессии генов, участвующих в иммуногенезе, 
пролиферации, дифференцировке, апоптозе и онкогене-
зе [5]. Одной их причин постоянной активации JAK-STAT 
сигнального пути являются мутации в генах JAK2, CALR 
и MPL, получивших название «драйверных». Выявление 
мутаций в данных генах стало неотъемлемой частью со-
временного диагностического алгоритма для пациентов 
с МПН, который включен в текущие клинические реко-
мендации. Расшифровка патогенетических механизмов 
развития Ph-МПН способствовала разработке и внедре-
нию в клиническую практику таргетной терапии ингиби-
торов янус-киназ, блокирующих внутриклеточную сиг-
нальную систему JAK-STAT [5].

В то же время исследования последних лет показа-
ли гетерогенность геномного ландшафта Ph-негативных 
МПН. Мутации выявляли в генах, отвечающих за различ-
ные функции внутри клетки: эпигенетическая регуляция 
метилирования ДНК (TET2, DNMT3A и IDH1/2), модифика-
ция гистонов/хроматина (ASXL1, EZH2, SUZ12), сплайсинг 

РНК (SRSF2, SF3B1, U2AF1), передача сигнала (SH2B3, 
LNK, CBL, RAS, NF1), факторы транскрипции (TP53 
и RUNX1) и др. [6–9]. Выявление данных мутаций имеет 
диагностическое и прогностическое значение, позволяя 
оценить риск прогрессирования заболевания, выбрать 
наиболее эффективную тактику лечения и принять ре-
шение о необходимости трансплантации гемопоэтиче-
ских стволовых клеток. Таким образом, для диагностики 
BCR::ABL1-негативных МПН у пациентов все большую 
актуальность приобретает метод секвенирования сле-
дующего поколения (next generation sequencing — NGS), 
позволяющий одновременно определять мутационный 
статус большого числа генов.

Цель исследования — оценка возможности использо-
вания метода NGS в изучении мутационного статуса па-
циентов с Ph-негативными МПН и анализ влияния выяв-
ленных патогенных мутаций на выживаемость пациентов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 83 пациента (30 мужчин 
и 53 женщины) в возрасте от 19 до 85 лет (медиана начала 
заболевания — 51 год), находящихся на лечении в клини-
ках Санкт-Петербурга и Москвы. Диагноз «Ph-негативное 
МПН» согласно критериям ВОЗ ранее установлен у всех 
больных: из них наблюдали 47 пациентов с диагнозом 
ПМФ, 15 больных — с диагнозом ИП, 21 человек — с диа-
гнозом ЭТ (табл. 1).

Все пациенты были обследованы ранее на наличие му-
таций в драйверных генах: у 54 (65%) человек обнаружи-
валась мутация в гене JAK2 (V617F), у 16 (19%) — в CALR, 
у 3 (4%) — в MPL. Тем не менее данные гены были вклю-
чены в NGS-панель исследуемых генов и использовались 
в качестве внутреннего положительного контроля. Группа 
пациентов с ЭТ и ПМФ, не имеющих мутации ни в од-
ном из «драйверных» генов (так называемые пациенты 
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с тринегативным статусом), составила 10 (14,7%) пациен-
тов от общего числа выборки.

За время наблюдения у 14 пациентов был выявлен 
фазовый переход или лейкемическая трансформация: 
у 7 пациентов с диагнозом ПМФ наблюдалась транс-
формация в ОМЛ; у 3 пациентов с ЭТ и 4 с ИП переход 
во вторичный миелофиброз (табл. 1). Выделение ДНК 
из образцов периферической крови проводили с ис-
пользованием набора QIAamp RNA Blood Mini Kit (Qiagen, 
Нидерланды).

Определение мутаций в генах JAK2, MPL, CALR

Мутации в гене JAK2 определяли с помощью набора 
реагентов для обнаружения мутации V617F G/T гена 
JAK2 (Janus kinase 2) («Синтол», Российская Федерация). 
Мутации в генах CALR и MPL определяли методом сек-
венирования по Сэнгеру на генетическом анализаторе 
НАНОФОР-05 («Синтол», Российская Федерация). Для на-
работки фрагментов ДНК использовали соответствую-
щие праймеры: MPL-F 5’-TAGCCTGGATCTCCTTGGTG-3’, 
MPL-R 5’-AGAGGTGACGTGCAGGAAGT-3’; 
CALR-F 5’-TGAGGTGTGTGCTCTGCCT-3’, CALR-R 
5’-AGAGACATTATTTGGCGCGG-3.

Секвенирование следующего поколения

У всех пациентов секвенирование выполнялось с ис-
пользованием таргетной экзонной панели из 118 генов 
со средней глубиной прочтения 1000х на приборе MiSeq 
(Illumina, США). Самостоятельно разработанная панель 
включала в себя ключевые гены, задействованные в мие-
лоидных неоплазиях [6–9]. Для секвенирования на Illumina 
использовали библиотеки, приготовленные из 200 нг ге-
номной ДНК, расщепленной до фрагментов 300 п.о., с ис-
пользованием фокусированного ультразвукового аппа-
рата Covaris S2.

Фрагментированную ДНК трансформировали в ДНК-
библиотеки с помощью набора KAPA Hyper Prep Kit 
(Roche, Швейцария). Обогащение ДНК-библиотек про-
водили с помощью набора Hyper Cap Target Enrichment 
и набора KAPA Hyper Exome Probes (Roche, Швейцария) 
согласно протоколу производителя. Для приготов-
ления библиотек ДНК использовали модуль MGIEasy 
Circularization Module V2.0 (MGI, Китай). Количественный 
анализ библиотеки проводили на флуориметре Quantus 
с набором QuantiFluor® dsDNA System (Promega, США).

В качестве средства просмотра анализов секвениро-
вания использовали программное обеспечение Illumina 
Sequence Analysis Viewer. Качество исходных данных NGS 
оценивалось с помощью программного обеспечения 
FastQC в Illumina BaseSpace Sequence Hub. Данные сек-
венирования были проанализированы с использованием 
комбинации двух приложений для выравнивания после-
довательностей и вызова вариантов, также применяемых 
в Illumina Bas eSpace Sequence Hub: приложения DNA 
Amplicon и приложения Pindel, с пределом обнаружения 
частоты аллелей 3% (VAF).

Клиническая значимость мутаций устанавливалась 
по базам данных COSMIC, ClinVar и Franklin согласно кри-
териям ACMG/AMP. Для аннотации функции генов была 
использована база KEGG.

Для анализа выживаемости применяли метод 
Каплана  —  Мейера с оценкой статистической значимо-
сти с помощью теста Кокса — Мантела. Статистический 

анализ выполнялся с помощью GraphPad Prism 8 
(GraphPad Software, La Jolla, CA, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Мутационный статус драйверных генов

По крайней мере одна из драйверных мутаций в генах 
JAK2, CALR и MPL была выявлена у 72 (87%) пациентов 
из общего числа больных с диагнозом «Ph-негативное 
МПН», принимавших участие в исследовании, что соот-
ветствует данным, полученным иными молекулярными 
методами.

В ходе исследования у 27 (57,5%) пациентов с диагно-
зом ПМФ обнаруживалась мутация в гене JAK2 (V617F), 
мутация в гене CALR  —  у 12 (25,5%), у 2 (4,2%) пациен-
тов — мутация в гене MPL, у 6 (12,8%) пациентов не были 
выявлены мутации в драйверных генах (так называемый 
«тринегативный» статус). У всех 15 пациентов с диагно-
зом ИП определялась мутация в гене JAK2 (V617F). В гене 
JAK2 определялась только мутация в 14-м экзоне (V617F), 
мутации в 12-м экзоне выявлены не были. В гене MPL му-
тации обнаруживались только в положении W515. В гене 
CALR были выявлены мутации двух основных типов: де-
леция 52 нуклеотидов и инсерция 5 нуклеотидов.

При проведении исследования у 12 (57%) из 21 паци-
ента с диагнозом ЭТ выявлялась мутация в гене JAK2 
(V617F), мутацию в гене CALR регистрировали у 4 (19%) 
больных, у 1 (5%) пациента была определена мутация 
в гене MPL, в то же время 4 (19%) пациента имели трине-
гативный статус.

Мутационный профиль исследуемой когорты 
пациентов

При NGS исследовании 118 генов мутации были выяв-
лены у 39 (46%) из 83 пациентов в 23 генах, представ-
ленных на рисунке 1. При этом одну патогенную мутацию 
имели 19 (49%) из 39 наблюдаемых пациентов, 2 мутации 

Таблица 1. Сводные данные когорты пациентов

Основные характеристики Количество пациентов, n

Пол: 

мужской 30

женский 53

Возраст (Me), лет 19–85 (51)

Диагноз:

Первичный миелофиброз (ПМФ) 47

истинная полицитемия (иП) 15

Эссенциальная тромбоцитемия (Эт) 21

Мутации в драйверных генах:

JAK2 54

CALR 16

MPL 3

тринегативный статус 10

Фазовый переход / лейкемическая трансформация:

ПМФ в острый миелоидный лейкоз 7

Эт во вторичный миелофиброз 3

иП во вторичный миелофиброз 4

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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регистрировали у 7 (18%) больных, 3 и более мутаций 
отмечены у 13 (33%) пациентов с Ph-негативными МПН. 
В среднем у всей когорты выявлялась 1 патогенная му-
тация.

В анализируемой выборке пациентов патогенные мута-
ции выявлялись чаще других в генах ASXL1 и TET2: у 25 
и 15% пациентов соответственно. Мутации в генах SRSF2 
и IDH1/2 обнаруживались у 8% пациентов, DNMT3A — у 6%, 
U2AF1, PHF6, TP53  —  у 4% каждая, APC, EZH2, SF3B1, 
KRAS — у 3% каждая. Мутации в генах ATRX, CBL, DDX3X, 
EP300, GATA2, RUNX1, SETBP1, SUZ12, ZRSR2 обнаружива-
лись всего у 1% пациентов каждая (рис. 1).

Среди пациентов с тринегативным статусом были вы-
явлены патогенные мутации у 8 (80%) из 10 пациентов 
в 7 различных генах. При этом у 4 из них была обнаруже-
на лишь одна мутация, у 2 пациентов две мутации, у 2 па-
циентов три патогенных мутации одновременно. В двух 
генах сочетанно SRSF2 и ASXL1 мутации были выявлены 
у 4 пациентов с тринегативным статусом, у 2 пациентов 
детектировали мутацию в гене IDH1, у 1 больного — в ге-
нах RUNX1, TET2, NF1 и HRAS.

В ходе исследования были обнаружены патогенные 
мутации в 23 генах, которые дополнительно анализи-
ровали с помощью базы данных KEGG, позволяющей 
предсказать функции данных генов. Большинство генов 
(SRSF2, U2AF1, SF3B1, PHF6, DDX3X, ZRSR2) участвуют 
в сплайсинге РНК и метилировании ДНК (DNMT3A, IDH1, 
IDH2, TET2, SUZ12). Меньшее количество генов отвечают 
за модификацию хроматина (гистонов), репликацию ДНК 
и передачу сигналов внутри клетки; три гена выполняют 
роль транскрипционных факторов (табл. 2). Малый размер 
выборки пациентов, включенных в наше исследование, 
не позволил оценить влияние каждой функциональной 
группы на прогноз течения заболевания или эффектив-
ность терапии лечения. Тем не менее анализ с помощью 
базы данных KEGG способствовал пониманию молеку-
лярных механизмов, лежащих в основе Ph-негативных 
миелопролиферативных новообразований.

Генетические маркеры лейкемической 
трансформации

В ходе исследования у 14 пациентов с фазовым пере-
ходом во вторичный миелофиброз или с лейкемической 
трансформацией обнаруживали в среднем 2 патогенные 
мутации. При этом мутации в гене ASXL1 были выявлены 
у 9 (64%) больных, у 3 (22%) пациентов обнаруживались 
мутации в генах IDH1,2, DNMT3A, TET2, у 2 (14%) — мута-
ции детектировались в генах SRSF2, SFR3B1, TP53, у 1 
(7%) пациента выявлена мутация в генах KRAS, SUZ12, 
PHF6.

Влияние выявленных мутаций на бессобытийную 
выживаемость пациентов

В исследовании было показано значимое влияние мута-
ционного профиля генов на показатели бессобытийной 
выживаемости пациентов. Так, мутации в гене ASXL1 ста-
тистически значимо ассоциировались (p = 0,0011) со сни-
жением бессобытийной выживаемости (медиана  —  11,8 
и 15,75 года) (рис. 2) в исследуемой когорте пациентов.

При анализе данных, представленных на рисунке 3, 
установлено, что сочетание драйверной и любой из пато-
генных мутаций (группа драйверная+, патогенная+) стати-
стически значимо связано со снижением бессобытийной 

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 1. Мутационный профиль 83 пациентов с Ph-негативными миело-
пролиферативными новообразованиями

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 2. Влияние мутаций в гене ASXL1 на бессобытийную выживаемость 
пациентов с Ph-негативными миелопролиферативными новообразовани-
ями (за событие принимали фазовый переход, лейкемическую трансфор-
мацию или смерть)
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Таблица 2. Функции генов, выявленных в ходе NGS исследования

Функции генов Названия генов

Модификация хроматина (гистонов) ASXL1, ATRX, EZH2, EP300

сплайсинг рнк
SRSF2, U2AF1, SF3B1, PHF6, 

DDX3X, ZRSR2

Метилирование Днк 
DNMT3A, IDH1, IDH2, TET2, 

SUZ12

транскрипционные факторы RUNX1, TP53, GATA2

репликация Днк SETBP1, APC

Передача сигнала KRAS, CBL

Таблица составлена авторами, аннотация функции генов проведена с по-
мощью базы данных KEGG
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выживаемости по сравнению с группой пациентов, 
у которых выявлены исключительно драйверные мутации 
(группа драйверная+, патогенная–), (медиана выживаемо-
сти — 10,0 и 15,8 года). Наихудший прогноз был показан 
для пациентов с тринегативным статусом и наличием хотя 
бы одной патогенной мутации (группа драйверная–, пато-
генная+), (медиана выживаемости — 6,9 года). Для груп-
пы пациентов, у которых не выявляли ни патогенные, 
ни драйверные мутации (драйверная–, патогенная–), ме-
диана достигнута не была.

На рисунке 4 показано, что наличие двух и более му-
таций также ассоциировалось с достоверным снижением 
бессобытийной выживаемости (p < 0,0001) (медиана вы-
живаемости — 7 и 13,17 года) по сравнению с пациента-
ми с меньшим количеством патогенных мутаций. Анализ 
данных NGS показал, что большее количество патоген-
ных мутаций связано с ухудшением прогноза выживае-
мости.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В основе патогенеза Ph-негативных миелопролифера-
тивных новообразований лежат мутации в драйверных 
генах  —  JAK2, CALR и MPL. Выявление мутаций в дан-
ных генах на сегодняшний момент  —  основа молеку-
лярной диагностики пациентов с подозрением на Ph-
негативное МПН. Между тем исследования последних 
лет показывают, что генетический ландшафт классиче-
ских Ph-негативных МПН не ограничивается только мута-
циями в драйверных генах. Значительное число мутаций 
в различных генах было описано как патогенные для Ph-
негативных МПН, оказывающие влияние на фенотип, 
течение и прогноз заболевания. Быстрое и достоверное 
выявление таких мутаций в широком спектре генов не-
возможно рутинными лабораторными методами. В этой 
связи все большее применение находит метод NGS, ко-
торый позволяет с высокой точностью и чувствительно-
стью одновременно определить мутации в большом ко-
личестве генов.

В настоящий момент как в научной, так и клинической 
практике диагностику пациентов с Ph-негативными МПН 
методом NGS проводят с использованием различных 

индивидуальных и коммерческих панелей генов [9–12]. 
В нашем исследовании впервые мутационный статус па-
циентов с Ph-негативными МПН изучен с помощью пер-
сонализированной панели из 118 генов. Данная панель 
включает в себя не только гены, ассоциированные с Ph-
негативными МПН, но и гены, мутации в которых выяв-
ляются при других типах миелоидных новообразований. 
Секвенирование было проведено у 83 Ph-негативных 
пациентов с МПН. Анализ данных показал, что мута-
ции в генах JAK2, MPL и CALR, выявленные у пациентов 
стандартными лабораторными методами, успешно обна-
руживаются в наших условиях методом NGS. Этот факт 
свидетельствует о надежности полученных данных сек-
венирования.

В нашем исследовании в дополнение к драйверным 
генам мутации, определяемые как патогенные, были 
выявлены у 39 пациентов в 23 (20%) генах из 118 иссле-
дуемых. По сравнению с результатами, полученными 
в исследовании авторов [13], при анализе группы из 197 
пациентов методом NGS с использованием таргетной па-
нели патогенные мутации были найдены у 35% больных. 
При этом мутации были выявлены в 27% генов из 104 ана-
лизируемых. Различия в количестве мутировавших генов 
(20% и 27%) от общего их числа можно объяснить разным 
набором генов, используемых в таргетных панелях в на-
шей работе и исследованиях Lundberg et al. [13].

Наиболее часто дополнительные патогенные мутации 
у пациентов с различными МПН встречаются в гене ASXL1 
[8]. Мы обнаружили, что 25% пациентов имели мутацию 
именно в данном гене. Частота выявления мутаций в гене 
ASXL1 варьирует при различных Ph-негативных МПН. Так, 
по данным исследователей [14–19], при первичном мие-
лофиброзе мутации были обнаружены в 23–25% случаев, 
при эссенциальной тромбоцитемии — в 5–20%, при ис-
тинной полицитемии частота мутаций в гене ASXL1 со-
ставила 3,5–11,8%. В нашем исследовании данные мута-
ции были обнаружены у 26,6% пациентов с ПМФ, у 14,2% 
больных с ЭТ и 16% пациентов с ИП.

При клональной эволюции МПН предполагаются два 
пути мутагенеза с участием гена ASXL1:
• патогенные мутации могут возникать вслед за драй-

верными мутациями в генах JAK2 и CALR при ПМФ;
• могут быть первичным пусковым событием, предше-

ствующим драйверным мутациям [20–22].

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 3. Влияние патогенных мутаций на бессобытийную выживаемость 
пациентов с Ph-негативными миелопролиферативными новообразова-
ниями

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 4. Влияние количества патогенных мутаций на бессобытийную вы-
живаемость пациентов с Ph-негативными миелопролиферативными но-
вообразованиями
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Многие исследования показывают влияние мутаций 
в гене ASXL1 на общую и бессобытийную выживаемости 
и тромботические события у пациентов с Ph-негативными 
МПН [23, 24]. Однако Guglielmelli et al. установили, что му-
тации в гене ASXL1 снижают общую выживаемость у па-
циентов с ПМФ, но не с вторичным МФ [25]. Кроме того, 
мутации в ASXL1 оказывают влияние на результаты тера-
пии таргетными препаратами и алло-ТГСК [26]. В нашем 
исследовании мы показали ассоциацию драматического 
снижения бессобытийной выживаемости (медиана вы-
живаемости 7,83 против 15,75 года, р = 0,0011) для всех 
пациентов с мутациями и без в данном гене.

Достижения генетики и молекулярной биологии по-
следних лет позволили более полно описать генетиче-
ский ландшафт Ph-негативных МПН и выявить гены, 
мутации в которых оказывают негативное влияние 
на прогноз: ASXL1, EZH2, IDH1, IDH2, SRSF2 и U2AF1Q157. 
Такие мутации получили название «мутации высокого 
риска» и были включены в различные прогностические 
шкалы. Количество мутаций в данных генах также влияет 
на прогноз, а именно: 1 патогенная мутация сокращала 
медиану общей выживаемости больных в 1,7 раза, 2 мута-
ции — в 4,7 раза по сравнению с пациентами без мутаций 
в этих генах (Me = 12,2, Me = 7,0 , Me = 2,6 года соответ-
ственно, p < 0,0001) для пациентов с миелофиброзом [27].

В нашем исследовании с использованием панели 
из 118 генов мы показали, что не только мутации вы-
сокого риска оказывали влияние на выживаемость па-
циентов с МПН, но и любые патогенные варианты му-
таций в сочетании с драйверными генами (p = 0,0004) 
существенно снижали ее; при этом важным является 
не только сам факт наличия данного варианта соче-
тания, но и количество таких вариантов. У пациентов 
с двумя и более мутациями значительно снижалась бес-
событийная выживаемость по сравнению с пациентами 
с одной мутацией (p < 0,0001). Таким образом, при диа-
гностике Ph-негативного МПН важно не ограничивать-
ся определением мутационного статуса только 6  ге-
нов высокого молекулярного риска, но анализировать 
как можно более широкие панели.

Недавние исследования продемонстрировали важ-
ность NGS метода для описания мутационного профи-
ля пациентов с тройным негативным статусом [28, 29]. 
Действительно, у 8 из 10 таких пациентов из изучаемой 
нами когорты были выявлены патогенные мутации в раз-
личных генах. Обнаружение мутаций у данной группы 
пациентов позволило подтвердить клональность и оце-
нить риски течения заболевания. Важно отметить, что от-
сутствие драйверных и патогенных мутаций у пациентов 
с подтвержденным диагнозом Ph-негативного МПН по-
зволяет выделить их в отдельную когорту с наиболее бла-
гоприятным прогнозом течения заболевания без лейке-
мической трансформации [12]. Не во всех исследованиях, 
однако, удается выделить такую группу. Так, Huang et al. 
выявили патогенные мутации у всех 12 пациентов с три-
негативным статусом [12].

Метод NGS является удобным инструментом 
как для оценки прогноза заболевания, так и для выбо-
ра генов-мишеней таргетной терапии, направленной 
не только на драйверные, но и на гены с различным функ-
ционалом (например, IDH1,2 и EZH2). Мутации в данных 
генах были выявлены и у пациентов из нашей когорты. 

При этом гены IDH1,2 были мутированы у 8% пациентов, 
а EZH2  —  у 3% пациентов, что соответствует данным, 
полученным другими исследователями с помощью стан-
дартных молекулярных методов [8, 30].

Соматические мутации в широком спектре генов 
выявляются у 80% пациентов с ПМФ и у 50% пациен-
тов с ЭТ/ИП и оказывают влияние на течение и прогноз 
заболевания [29]. В нашей группе пациентов мы обна-
ружили патогенные мутации, влияющие на прогноз те-
чения заболеваний, у 46% больных с ПМФ, в том числе 
и у пациентов с лейкемической трансформацией. К фак-
торам риска, повышающим вероятность лейкемиче-
ской трансформации, среди прочего, относят мутации 
в различных генах: IDH1, IDH2, SRSF2, ASXL1 при пер-
вичном миелофиброзе, в генах SRSF2, IDH2 или RUNX1 
при истинной полицитемии, в генах TP53, SRSF2, EZH2, 
U2AF1 или RUNX1 при эссенциальной тромбоцитемии. 
При этом было показано, что время до лейкемической 
трансформации сокращается с увеличением количе-
ства патогенных мутаций у пациентов с Ph-негативными 
МПН (p < 0,0001), что коррелирует с полученными нами 
данными о большем количестве мутаций у пациентов 
с трансформацией заболеваний [12].

Обнаружение драйверных мутаций стало прорывным 
открытием в диагностике миелопролиферативных но-
вообразований, что помогло в определении патогенеза 
этих заболеваний. Сейчас внедрение метода NGS зна-
чительно изменяет восприятие и подход к диагностике, 
оценке риска и лечению пациентов с Ph-негативными 
МПН. Благодаря возможности одновременного поиска 
мутаций во многих генах NGS позволяет не только уста-
навливать диагноз и подтверждать клональность заболе-
вания, но и выявлять группы пациентов с неблагоприят-
ным прогнозом и повышенным риском прогрессирования 
и трансформации заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, применение метода NGS с использо-
ванием панели из 118 генов при диагностике больных 
Ph-негативными миелопролиферативными новообразо-
ваниями позволило изучить мутационный профиль за-
болевания, подтвердить клональность заболевания у па-
циентов с тринегативным статусом, выявить патогенные 
мутации, значимо влияющие на результаты терапии па-
циентов.

В нашем исследовании патогенные мутации вы-
являлись практически у половины пациентов с Ph-
негативными МПН в 23 генах. Снижение бессобытийной 
выживаемости было показано для больных с сочетанием 
драйверной и патогенной мутаций. Две и более патоген-
ные мутации у одного пациента сокращали бессобытий-
ную выживаемость по сравнению с пациентами с одной 
мутацией. Наиболее частым молекулярным событием 
при Ph-негативных МПН являлись мутации в гене ASXL1, 
ассоциирующиеся со снижением бессобытийной выжи-
ваемости больных. Комплексный подход к диагностике 
Ph-МПН с применением современных молекулярно-ге-
нетических технологий позволит устанавливать диагноз, 
оценивать прогностические особенности течения забо-
левания и подбирать наиболее эффективную персонали-
зированную терапию.
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Введение. Носители, предназначенные для культивирования и трансплантации клеток, находят широкое применение в современной тканевой 

инженерии. Создание чернил для печати таких носителей позволяет в широких пределах варьировать их форму и архитектуру. Хитозан — при-

родный полимер, который уже находит применение в различных областях регенеративной медицины. Скаффолды на его основе являются искус-

ственным прототипом внеклеточного матрикса in vitro. Метод трехмерной печати позволит максимально приблизить структуру такого матрикса 

к свойствам нативной ткани. Однако для улучшения качества печати необходимо как разработать состав чернил на основе хитозана, так и подо-

брать оптимальные параметры печати.

Цель. Разработка биосовместимых чернил на основе хитозана с оптимальными реологическими свойствами, пригодными для 3D-печати.

Материалы и методы. В исследовании для создания биочернил применялся хитозан фирмы BiologHeppe (Германия) с молекулярной массой 

164 кДа и степенью деацетилирования 92,5%. Для модификации биочернил использовали крахмал фирмы Merck (Германия). Для получения трех-

мерных матриц применяли метод экструзионной 3D-биопечати. В работе использовали 3D-биопринтер фирмы Rokit Invivo (Республика Корея), 

в котором установлено программное обеспечение Android OS. 3D-печатные матрицы изготавливали из биочернил с различным содержанием 

хитозана: 4 и 6%. Для исследования биосовместимости печатных конструкций проводили посев культуры мезенхимальных стволовых клеток 

кролика.

Результаты. Чернила на основе хитозана и крахмала продемонстрировали увеличение вязкости раствора и наилучшие характеристики напеча-

танных конструкций. Улучшение реологических параметров, оптимальных для печати, происходит при увеличении концентрации хитозана в рас-

творе до 6%, а также при добавлении в раствор крахмала с аналогичной концентрацией. Исследование in vitro также показало биосовместимость 

напечатанных конструкций по отношению к мезенхимным стромальным клеткам.

Выводы. Разработанные чернила могут быть использованы для формирования скаффолдов методом трехмерной печати.

Ключевые слова: биочернила; гидрогель; хитозан; крахмал; биосовместимость; 3D-печать

Для цитирования: Малик Е.А., Нащекина Ю.А., Барсук И.А., Головко К.П., Александров В.Е., Елоховский В.Ю., Юдин В.Е. Биосовме-
стимые гели на основе хитозана и крахмала в качестве чернил для 3D-печати. Медицина экстремальных ситуаций. 2025;27(1):88–96.  
https://doi.org/10.47183/mes.2025-272

Финансирование: исследование выполнено при финансовой поддержке Российского научного фонда (проект № 21-74-20120).

Соответствие принципам этики: исследование выполнено с соблюдением правил биоэтики, утвержденных Европейской конвенцией о защите 
позвоночных животных, используемых для экспериментальных и других целей. Исследование одобрено на заседании локального Биоэтического 
комитета Института цитологии РАН (протокол № Ф18-00380, от 09.07.2018).

Потенциальный конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

 Барсук Илья Александрович barsuk20220@gmail.com

Статья поступила: 27.09.2024 После доработки: 10.02.2025 Принята к публикации: 14.02.2025 Online first: 06.03.2025

BIOCOMPATIBLE CHITOSAN- AND STARCH-BASED GELS FOR 3D PRINTABLE INKS
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Introduction. Carriers intended for cell culture and transplantation are widely used in modern tissue engineering. The creation of inks for printing such 

media assumes a wide range of variations in their shape and architecture. Chitosan as a natural polymer is increasingly finding application in various fields of 

regenerative medicine. Chitosan-based scaffolds are an artificial prototype of the extracellular matrix in vitro. The method of 3D printing can be used to bring 

the structure of such a matrix as close as possible to the properties of native tissues. However, in order to achieve the desired printing quality, the task of 

developing a chitosan-based ink composition and selecting optimal printing parameters should be solved. 

Objective. Development of a biocompatible chitosan-based ink with optimal rheological properties suitable for 3D printing.

Materials and methods. A bioink was manufactured using the chitosan produced by BiologHeppe (Germany) with a molecular weight of 164 kDa and a 

deacetylation degree of 92.5%. Starch produced by Merck (Germany) was used to modify the bioink. The method of 3D extrusion bioprinting was used to 
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obtain 3D matrices by a 3D bioprinter by Rockit Invivo (Republic of Korea) equipped with the Android OS software. 3D-printed matrices were obtained from a 

bioink with different chitosan concentrations: 4% and 6%. Cultures of rabbit mesenchymal stem cells were seeded to study the biocompatibility of the printed 

structures.

Results. The developed chitosan- and starch-based inks demonstrated an increased viscosity of the solution and improved characteristics of the printed 

designs. The rheological parameters were optimized for printing by increasing the chitosan concentration in the solution up to 6%, as well as by introducing 

starch at a similar concentration into the solution. An in vitro study also showed the biocompatibility of the printed structures with respect to mesenchymal 

stromal cells. 

Conclusions. The developed inks can be used to form scaffolds by 3D printing.
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ВВЕДЕНИЕ

Аддитивные технологии, в число которых входит 
3D-печать, являются движущей силой крупных иннова-
ций во многих областях науки, в том числе в медицине 
и биологии.

В качестве материала для печати используются раз-
личные полимеры природного и синтетического проис-
хождения, а созданные на их основе конструкции могут 
стать базой для изготовления функциональных трехмер-
ных тканей [1]. Эти биоматериалы называются чернила-
ми, они имитируют состав тканей человеческого или жи-
вотного организма. Преимуществом 3D-печати является 
возможность воспроизведения геометрии трехмерной 
структуры, которая более похожа на естественную био-
логическую систему, чем двухмерная in vitro модель. 
Структурное сходство напечатанной конструкции может 
привести к более физиологически релевантным функци-
ональным результатам. Ни одна другая технология не мо-
жет обеспечить такого уровня геометрической сложно-
сти и подобия живым тканям [2].

3D-печать может применяться для создания объ-
емных трехмерных носителей, обеспечивающих трех-
мерное культивирование клеток с целью их дальнейшей 
трансплантации в поврежденные органы и ткани [2]. 
Напечатанные конструкции вместе с культивируемыми 
на них клетками могут быть использованы в качестве 
моделей тканей для тестирования новых лекарственных 
препаратов [3].

Параметры биопечати можно определить как на-
стройки биопринтера (входные данные встроенного про-
граммного обеспечения  —  ПО), которые необходимы 
для правильного создания 3D-печатных структур. В этом 
смысле для 3D-печати подходит только определенный 
диапазон значений, а их выбор является ключевым фак-
тором для получения жизнеспособных структур. Эти зна-
чения зависят от состава чернил, который следует тща-
тельно подбирать в каждом конкретном случае [4].

К основным параметрам печати относят температу-
ру диспенсера, температуру подложки, скорость печати 
и параметры входящего потока (скорость и давление). 

Скорость печати (движение в плоскости XY) важна, по-
скольку она напрямую связана с общим временем 
3D-печати. Кроме того, при методе экструзионной печати 
поток гидрогеля (ширина нити) контролируется преиму-
щественно за счет скорости печати и скорости ретрак-
ции. Используемые значения скорости печати варьируют 
от 0,2 до 150 мм/с, но наиболее часто находятся в диа-
пазоне 1–30 мм/с [4].

Точные размеры напечатанной 3D-структуры со-
храняются при правильном выборе входящего потока, 
который указывается в процентах. Этот параметр отве-
чает за количество чернил, экструдируемых принтером. 
Калибровка входящего потока также улучшает настройки 
ретракции [4].

К основным свойствам чернил для 3D-печати отно-
сятся пригодность для печати, вязкоупругие свойства, 
биодеградируемость, цитосовместимость [5]. 3D-матрица 
должна имитировать биологическую среду и облегчать 
клеточное прикрепление, пролиферацию и рост клеток, 
способствовать диспергированию биоактивных моле-
кул и факторов роста, а также содержать пространство 
для размещения внеклеточного матрикса [6].

В качестве чернил могут использоваться как природ-
ные, так и синтетические полимеры, однако предпочте-
ние отдается природным материалам из-за их высокой 
биосовместимости, хотя они часто обладают недоста-
точными механическими свойствами [7]. Наиболее часто 
применяемыми компонентами в чернилах являются хито-
зан и альгинат, далее — желатин, гиалуроновая кислота, 
фиброин шелка и полиэтиленгликоль [8]. Гидрогели могут 
имитировать, например, модуль упругости мягких тканей 
человеческого тела. Для самых прочных тканей, таких 
как кости или зубы, требуются другие материалы — тер-
мопластичные полимеры с добавлением гидрогелей [8].

Хитозан является одним из перспективных материа-
лов для 3D-печати. Хитозан имеет три типа реакционно-
способных функциональных групп: аминогруппы, а также 
первичные и вторичные гидроксильные группы в положе-
ниях С-2, С-3 и С-6 соответственно. Положительный заряд 
его функциональных групп делает хитозан единственным 
положительно заряженным природным полисахаридом. 
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Следовательно, хитозан может взаимодействовать 
с отрицательно заряженными биомолекулами, липидами, 
белками, дезоксирибонуклеиновой кислотой (ДНК) и раз-
личными клеточными рецепторами, которые запускают 
каскад взаимосвязанных реакций в живых организмах, 
что обусловливает его уникальные характеристики [9]. 
Примером таких характеристик биочернил на основе хи-
тозана являются хорошее взаимодействие клеток и ма-
трицы, имитация структуры нативной ткани, создание 
микросреды для обмена кислородом и питательными ве-
ществами, а также благоприятный иммунный ответ после 
имплантации.

По данным авторов J. Huang, H. Fu et al., 3D-печатные 
структуры проявляли биомолекулярную адаптацию, ста-
бильную биосовместимость и биологическую активность 
даже после различных постпечатных модификаций [10]. 
Однако хитозан обладает и некоторыми недостатками, 
такими как медленная скорость гелеобразования, термо-
лабильность и низкая механическая прочность материа-
лов на его основе.

Важно отметить, что физическая стабильность 
и механическая прочность чернил для 3D-печати зави-
сят от их вязкоупругих свойств. Обеспечить вязкоупру-
гие свойства хитозана можно за счет физических или хи-
мических методов сшивания, а также путем добавления 
дополнительных компонентов. Поэтому хитозан часто 
структурно армируется другим биополимером, в том чис-
ле полисахаридами. В качестве такого армирующего био-
полимера может быть использован крахмал [11]. Крахмал 
состоит из углеводов и обладает такими свойствами, 
как гидрофильность, биосовместимость, низкая стои-
мость, хорошая биоразлагаемость и нетоксичность [12]. 
Крахмал состоит из зернистой формы с линейной амило-
зой и большим количеством разветвленного амилопекти-
на. Структура крахмала является полукристаллической, 
в которой добавление ограниченного количества воды 
и обработка теплом и сдвигом приведут к разрушению 
водородной связи. На этой стадии крахмал расплавится, 
и это приведет к образованию термопластичного крах-
мала. Таким образом, мы предположили, что сочетание 
таких биосовместимых и биодеградируемых биополи-
меров, как хитозан и крахмал, компенсирует недостатки 
каждого биополимера в отдельности, а их совместное 
использование позволит получить чернила с оптималь-
ными характеристиками для формирования носителей 
с заданными структурными характеристиками методом 
3D-печати. Для получения прогнозируемого результата, 
а именно матриц с заданными структурными характери-
стиками, такими как размер и высота ячеек, необходимо 
определить оптимальное соотношение хитозана и крах-
мала, а также точные параметры печати.

Цель исследования  —  разработка биосовместимых 
чернил с оптимальным соотношением хитозана и крах-
мала, пригодных для 3D-печати.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения чернил использовали хитозан 
(BiologHeppe, Германия) с молекулярной массой 164 кДа 
и степенью деацетилирования 92,5% и крахмал (9005-25-
8, ХЧ, Merck, Германия).

В работе использовали мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК), полученные из жировой ткани кролика 
по методике [13, 14] и предоставленные Центром кле-
точных технологий Института цитологии РАН. Жировую 
ткань промывали в фосфатно-солевом буфере, затем 
обрабатывали коллагеназой и после инактивации кол-
лагеназы клетки центрифугировали. Культивирование 
клеток проводили в питательной среде α-MEM (модифи-
цированная среда «Игла») с добавлением L-глютамина, 
10% бычьей эмбриональной сыворотки и антибиотиков 
100 ед./мл пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина (все 
реактивы Gibco, США). В работе использовали клетки 
4–9 пассажей.

Методика приготовления раствора

Для получения матрицы на основе чистого хитозана и хи-
тозана с добавлением крахмала применяли следующую 
методику. Хитозан перемешивали с водой при комнат-
ной температуре в течение 15 мин на лабораторной ме-
шалке (OSC-10L, Россия) при скорости перемешивания 
1000 об/мин для получения суспензии, в которую затем 
добавили уксусную кислоту (в концентрации 97%, 2% 
от объема раствора), а также крахмал в концентрации 
от 0 до 6%.

Состав перемешивали в течение 1,5 ч на лаборатор-
ной мешалке (OSC-10L, Россия) со скоростью 1000 об/мин 
до полного растворения хитозана. Растворы с добавле-
нием крахмала в течение 15 минут дополнительно пе-
ремешивали при температуре 100 °C на водяной бане 
для набухания крахмала. Объем хитозана, крахмала 
и уксусной кислоты рассчитывали в массовых процен-
тах. Содержание хитозана и крахмала в растворе варьи-
ровали. Составы растворов представлены в таблице 1. 
Названия растворов представлены в формате Х/К (4/0), 
где Х — хитозан, К — крахмал, а в скобках — концентра-
ция хитозана/концентрация крахмала.

Реология растворов

Зависимость сдвиговой вязкости гидрогелей от скорости 
деформации измеряли на реометре AntonPaar (модель 
Physica MCR-301, Австрия) в измерительном узле конус/
плоскость СP25 [d = 1 mm] в сдвиговом и динамическом 
режимах в режимах падения и роста скорости дефор-
мации (круговой частоты). Проведен тест на релаксацию 
вязкости при двух скоростях сдвига: 100 и 0,01 с–1.

3D-биопечать

Для получения трехмерных матриц применяли метод 
экструзионной 3D-биопечати. В работе использовали 
3D-биопринтер фирмы Rokit Invivo (Республика Корея), 
в котором установлено программное обеспечение 
Android OS.

Для создания дизайна объемной матрицы исполь-
зовали компьютерную программу для проектирования 
Autodesk Fusion 360, в которой создали параллелепипед 
со сторонами 16, 10 и 0,2 мм.

Таблица 1. Расчетные концентрации хитозана и крахмала в растворах

Растворы
Концентрация 
хитозана, %

Концентрация 
крахмала, %

Х/к (4/0) 4 0

Х/к (6/0) 6 0

Х/к (4/4) 4 4

Х/к (6/6) 6 6

Таблица составлена авторами по собственным данным
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Для задания настроек 3D-принтера и преобразова-
ния созданной модели в G-код использовали программу 
для слайсинга NewCreator K.

Скорость печати (мм/с) — это линейная скорость дви-
жения печатного столика. Входящий поток (%) — это дав-
ление, оказываемое на гель в шприце. Выбранные пара-
метры печати представлены в таблице 2.

В результате 3D-биопечати получали объемные матри-
цы. Далее их осаждали в 10% растворе гидроксида натрия 
в течение 5 мин, после чего промывали дистиллированной 
водой для удаления остатков щелочи. После этого обраба-
тывали 96% этанолом для дополнительной стерилизации 
и еще раз промывали дистиллированной водой.

Анализ качества печати

Основным параметром, описывающим качество печати, 
в данной работе является пригодность для печати (strand 
printability, SP), которая рассчитывается по формуле 1:

 ,SP = 1 –
D
s
 – D

exp

D
s

где D
exp

 — экспериментальный диаметр напечатанных по-
лос (мм);
D

s
 — теоретически найденный стандартный диаметр (мм).

Экспериментальный диаметр напечатанного волокна 
измеряли в программе ImageJ. Затем рассчитывали при-
годность для печати по формуле 1.

Результат печати считали удовлетворительным при  
SP = 1 ± 0,1 [12].

В качестве стандартного диаметра D
s
 принимали диа-

метр сопла печатающей головки, равный 0,9 мм.
Измерение D

exp
 проводили 30 раз для каждого образ-

ца на разных участках матрицы с помощью программы 
ImageJ. Значения диаметра получали путем сравнения 
измеренной величины с эталоном.

Культивирование клеточных культур in vitro

Для исследования биосовместимости печатных кон-
струкций проводили посев культуры мезенхимальных 
стволовых клеток кролика на все напечатанные матрицы. 
Для этого в каждую чашку Петри добавили по 300 мкл 
суспензии с клетками с концентрацией 5×105 мкл–1. Далее 
инкубировали при 37 °С в течение 40 мин. После этого 
к каждому образцу добавляли по 8 мл готовой питатель-
ной среды, содержащей питательную среду α-MEM (моди-
фицированная среда «Игла») с добавлением L-глютамина, 
10% бычьей эмбриональной сыворотки и антибиотиков 
(100 ед./мл) пенициллина, 100 мкг/мл стрептомицина (все 
реактивы Gibco, США).

Культивирование клеток осуществляли в асептических 
условиях при постоянной температуре 37 °С, концентрации 
СО

2
 5% и влажности 98%. Для анализа взаимодействия 

клеток с матрицами были сделаны фотографии через 1 ч, 
1, 3 и 7 дней от начала исследования. Все эксперименты 
проводились в 3–5 повторностях. Прижизненная визуали-
зация клеток проведена с помощью фотофиксации каме-
рой Nikon (США); размерная шкала 200 мкм.

Статистический анализ

Статистический анализ выполнен с использованием 
программного обеспечения Microsoft Excel, для оценки 

статистически значимых различий между конкретными 
образцами использовали t-тест Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Данные динамической вязкости образцов с разной кон-
центрацией хитозана и крахмала демонстрируют уве-
личение вязкости раствора полимера с увеличением 
в растворе концентрации хитозана, а также концентра-
ции крахмала, что вполне естественно (рис. 1). Переход 
от высокой скорости сдвига (100  с–1), которая имити-
рует движение раствора полимера в сопле экструдера, 
к низкой скорости сдвига (0,01 с–1), которая имитирует 
состояние раствора на столике печатного устройства, 
демонстрирует наиболее высокую способность вос-
становления и сохранения формы изделия для состава 
Х/К (6/6).

В первой части эксперимента изменяли скорость пе-
чати при постоянном входящем потоке. Во второй части 
изменяли величину входящего потока при постоянной 
скорости печати.

На рисунках 2–5 изображены гистограммы, с помо-
щью которых визуально оценивали отношение стандарт-
ного диаметра, то есть диаметра сопла (0,9 мм, светлые 
столбцы), к экспериментальному диаметру (яркие столб-
цы). Гистограммы с голубыми столбцами 2А — с изменяю-
щейся скоростью, с фиолетовыми 2Б — с изменяющимся 
входящим потоком. Над столбцами подписаны значения 
среднего экспериментального диаметра с учетом по-
грешности. Над гистограммами — фотографии исследу-
емых образцов. Их делали с одинаковой высоты рядом 
с миллиметровой бумагой, что позволяет оценить реаль-
ные размеры матрицы и рассчитать экспериментальные 
диаметры.

Результаты показали, что наиболее приближенные 
значения экспериментального диаметра к стандартному 
для раствора с содержанием хитозана 4% и крахмала 4% 
(Х/К– 4/4) удалось получить при установке скорости печа-
ти 3 мм/м, а входящего потока — 50%. Соответствующие 
данные представлены на рисунке 2.

Для раствора Х/К (6/0) точное значение эксперимен-
тального диаметра было достигнуто только при установ-
ке скорости печати 3–5 мм/с и входящего потока 100%. 
Как и в предыдущем случае, данный диапазон можно счи-
тать достаточно узким. Соответствующие данные пред-
ставлены на рисунке 3.

Для раствора Х/К (4/4) получили широкий диапазон 
настроек, при которых экспериментальный диаметр до-
статочно близок к стандартному: 3–5  мм/с при 150% 
входящего потока и 5 мм/с при 175% входящего потока. 
Данные представлены на рисунке 4.

Значение экспериментального диаметра в образце Х/К 
(6/6) оказалось самым стабильным (рис. 5) при изменении 

Таблица 2. Параметры печати для растворов

Растворы Скорость печати, мм/с Входящий поток, %

Х/к (4/0) 1–5 25–75

Х/к (6/0) 1–5 75–125

Х/к (4/4) 3–7 125–175

Х/к (6/6) 3–7 125–175

Таблица составлена авторами по собственным данным
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Динамическая вязкость гидрогелей с разным соотношением хитозана/крахмала (ось X (time t) — время, мин; ось Y (η) — сдвиговая вязкость 
(Pa·s или Па·с)
Примечание: желтый цвет линии — содержание в растворе 4% хитозана; зеленый цвет линии — содержание в растворе 4% хитозана и 4% крахмала 
в соотношении 1:1; синий цвет линии — содержание в растворе 6% хитозана; красный цвет линии — содержание в растворе 6% хитозана и 6% крахмала 
в соотношении 1:1.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Влияние скорости печати (А) и величины потока (Б) на качество печати для раствора Х/К (4/0)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Влияние скорости печати (А) и величины потока (Б) на качество печати для раствора Х/К (6/0)
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параметров печати. Таким образом, достаточно точной 
печати (близости реальных размеров теоретическим) 
можно добиться при установке скорости печати от 3 
до 7 мм/с при величине входящего потока от 125 до 150%.

В таблице 3 представлены результаты вычислений 
пригодности для печати всех образцов.

Приемлемыми считали значения, близкие к 1,0 ± 0,1.  
Во всех группах наблюдали снижение пригодности 
для печати до 0,9 при увеличении скорости печати 
или снижении входящего потока, а в предельных случа-
ях  —  нарушение целостности печатаемой конструкции. 
При понижении скорости печати и повышении входящего 
потока экспериментальный диаметр становится больше 
приемлемого, то есть значение пригодности для печати 
превышало 1,1. В некоторых случаях встречается слия-
ние полос, что делает невозможным определение экспе-
риментального диаметра и пригодности для печати.

Можно считать удовлетворительным результат при по-
вышении скорости печати до 5 мм/с (p < 0,01) при том же 
значении входящего потока. Следовательно, наблюдали 
достаточно узкий диапазон настроек, при котором экс-
периментальный диаметр близок к стандартному.

При установке значения входящего потока мень-
ше среднего (25%, p < 0,001) зафиксировали превыше-
ние экспериментального диаметра над стандартным, 
что не соответствует результатам всех остальных групп. 
Данное отклонение может быть объяснено неравномер-
ным распределением биочернил по площади печатаемой 
конструкции из-за плохой адгезии к стеклу.

При увеличении входящего потока до 175% (p < 0,0001) 
экспериментальный диаметр превышает допустимые 
значения (напечатанные линии толще, чем требуется).

Таким образом, можно сделать общий вывод: при по-
вышении скорости печати и снижении входящего потока 
независимо друг от друга наблюдали уменьшение толщи-
ны печатаемой линии. Обратное отмечали при понижении 
скорости печати и повышении входящего потока.

Пригодность для печати повышается при одновре-
менном увеличении скорости печати и входящего потока 
для растворов с более высокой вязкостью (рис. 1), таких 
как Х/К (4/4), Х/К (6/6). Кроме того, для этих растворов 
характерен широкий диапазон параметров, при которых 
пригодность для печати близка к 1, а значит, реальные 
размеры матриц достаточно близки к теоретическим. 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Влияние скорости печати (А) и величины потока (Б) на качество печати для раствора Х/К (4/4)

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 5. Влияние скорости печати (А) и величины потока (Б) на качество печати для раствора Х/К (6/6)

125 150 175

Поток, %

Стандартный диаметр, мм

0,65

0,90

1,01

0,4

1,0

0,2

0

0,8

0,6

Д
и

а
м

е
тр

, 
м

м

125 150 175

Стандартный диаметр, мм

0,86

1,19

0

Д
и

а
м

е
тр

, 
м

м

0,4

1,2

1,0

0,2

0,8

0,6

0,9

Поток, %

0,4

1,0

0,2

0

0,8

0,6

3 5

Д
и

а
м

е
тр

, 
м

м

7

Скорость, мм/с

Экспериментальный диаметр, мм

1,02

0,90

0,79

0,4

1,0

0,2

0

0,8

0,6

3 5

Д
и

а
м

е
тр

, 
м

м

7

Скорость, мм/с

Экспериментальный диаметр, мм

0,93
0,90 0,86

Б

Б

А

А



EXTREME MEDICINE | 2025, VOLUME 27, No 1

Original article | regenerative MeDicine

94

Использование растворов с меньшей плотностью (Х/К 
(4/0), Х/К (6/0)) в качестве биочернил требует более тща-
тельного выбора настроек печати. Для таких растворов 
удалось подобрать только одно значение входящего по-
тока, при котором пригодность для печати близка к 1.

В течение 7 дней МСК культивировали как на поверх-
ности матриц, так и рядом с напечатанными филаментами.

На рисунке 6 представлены результаты культивиро-
вания МСК спустя 1 ч после посева. Возле матрицы Х/К 
(4/0) и на ее поверхности МСК образуют агрегаты (рис. 
6А). На рисунке 6Б видно, что клетки распределены 

равномерно по поверхности чашки, небольшое скопле-
ние присутствует на поверхности матрицы. Наибольшее 
количество клеток наблюдали на матрице Х/К (4/4) (рис. 
6В), при этом клетки были сконцентрированы и не агре-
гировали. На рисунке 6Г наблюдали неравномерное рас-
пределение клеток при их большой концентрации на по-
верхности матрицы Х/К (6/6).

На рисунке 7 изображены фотографии, сделанные 
через 1 день после посева. На рисунке 7А наблюдали рас-
пластанность клеток на поверхности чашки, в то время 
как на поверхности матрицы Х/К (4/0) клетки образовыва-
ли крупные неприкрепленные агрегаты. В случае исполь-
зования матрицы Х/К (6/0) (рис. 7Б) отмечали большую 
концентрацию клеток вблизи поверхности. Как и в пре-
дыдущем случае, на самой матрице клеток было значи-
тельно меньше. На рисунке 7В наблюдали большое коли-
чество не распластанных клеток на поверхности матрицы 
Х/К (4/4). На чашке Петри клетки распластались на неко-
тором расстоянии от матрицы. Матрица Х/К (6/6) имеет 
очень неоднородную структуру, что видно на рисунке 7Г, 
по которой сложно оценить количество клеток. Между 
напечатанными полосами концентрация клеток низкая.

На рисунке 8 приведены фотографии, сделанные 
через 3 дня после посева. На рисунках 8А и 8Г наблю-
дали распластанность клеток на поверхности чашки 
Петри. На поверхности матриц Х/К (4/0) и Х/К (6/0) (рис. 
8А и Б) клетки в небольшой концентрации и не распла-
станы. На рисунке 8В наблюдали клетки на поверхности 
матрицы Х/К (4/4) в высокой концентрации. На рисунке 8Г 
видно, что клетки распластались на расстоянии от по-
верхности матрицы Х/К (6/0).

На рисунке 9 представлены результаты культивиро-
вания МСК спустя 7 дней после посева. На рисунке 9 
(А–В) видно, что клетки распластаны по поверхности 
чашки Петри и плотно прилегают к поверхности образ-
цов по бокам. Таким образом, можно сделать предполо-
жение о биосовместимости матриц. С другой стороны, 
на рисунке 9Г клетки адгезируют на некотором рассто-
янии от матрицы Х/К (6/6), что делает ее наименее пред-
почтительной для использования. Клетки не распласта-
лись по поверхности ни одной из матриц, но наибольшее 
их количество наблюдается на матрице Х/К (4/4), что мо-
жет говорить о положительном результате добавления 
крахмала.

Таблица 3. Влияние скорости печати и входящего потока на пригодность 
для печати чернил на основе растворов хитозана и крахмала

Растворы
Скорость 

потока, мм/с
Входящий 
поток, %

Пригодность 
для печати

Х/к (4/0)

1 50 1,19 ± 0,12

3 50 1,03 ± 0,13

5 50 0,97 ± 0,10*

3 25 1,09 ± 0,13♦

3 75 1,18 ± 0,14

Х/к (6/0)

1 100 1,34 ± 0,12

3 75 0,84 ± 0,10

3 125 1,15 ± 0,12

5 100 0,92 ± 0,10

3 100 1,00 ± 0,10

Х/к (4/4)

5 175 1,13 ± 0,14

7 150 0,88 ± 0,12

3 150 1,14 ± 0,15

5 150 1,00 ± 0,12

5 125 0,72 ± 0,10

Х/к (6/6)

3 150 1,03 ± 0,16

5 125 0,96 ± 0,13

5 150 1,00 ± 0,13

7 150 0,95 ± 0,12

5 175 1,32 ± 0,16■

Таблица составлена авторами по собственным данным

Примечание: * p < 0,01; ♦ p < 0,001; ■ p < 0,0001.

Фотографии выполнены авторами

Рис. 6. Результаты культивирования МСК через 1 ч после посева: А — матрица Х/К (4/0); Б — матрица Х/К (6/0); В — матрица Х/К (4/4); Г — матрица Х/К (6/6)
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Фотографии выполнены авторами

Рис. 7. Результаты культивирования МСК через 1 день после посева: А — матрица Х/К (4/0); Б — матрица Х/К (6/0); В — матрица Х/К (4/4); Г — матрица Х/К (6/6)

Фотографии выполнены авторами

Рис. 8. Результаты культивирования МСК через 3 дня после посева: А — матрица Х/К (4/0); Б — матрица Х/К (6/0); В — матрица Х/К (4/4); Г — матрица Х/К (6/6)

Фотографии выполнены авторами

Рис. 9. Результаты культивирования МСК через 7 дней после посева: А — матрица Х/К (4/0); Б — матрица Х/К (6/0); В — матрица Х/К (4/4); Г — матрица Х/К (6/6)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В результате проведенного исследования были разрабо-
таны чернила на основе хитозана и крахмала, подходя-
щие для 3D-биопечати. Показано, что увеличение концен-
трации хитозана в растворе до 6%, а также добавление 
крахмала способствует увеличению динамической вязко-
сти и способствует быстрому восстановлению и сохра-
нению формы раствора полимера во времени после его 
вытекания из сопла экструдера. В процессе выполнения 

экспериментальной работы подобраны оптимальные пара-
метры печати, а именно скорость и входящий поток, кото-
рые позволили создать полимерные матрицы с контроли-
руемыми характеристиками структуры. Предварительные 
эксперименты in vitro продемонстрировали биосовмести-
мость полученных конструкций по отношению к мезен-
химным стромальным клеткам человека, что позволяет 
рассчитывать на использование подобных полимерных 
композиций при разработке раневых покрытий для лече-
ния поврежденных кожных покровов.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОСТАВА ПРОТЕОГЛИКАНОВ, СИНТЕЗИРУЕМЫХ IN VITRO 
ХОНДРОЦИТАМИ РАЗЛИЧНОГО ГЕНЕЗА

П.А. Голубинская, Е.С. Ручко, А.С. Пикина, И.П. Смирнов, Т.В. Владимирова, В.Д. Гордеева, Г.П. Арапиди, А.В. Еремеев

Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины имени Ю.М. Лопухина Федерального медико-биологического агентства, 
Москва, Россия

Введение. Применение клеточных конструкций на основе плюрипотентных стволовых клеток человека (чПСК) связано с рядом трудностей, од-

ной из них является необходимость стандартизации методов культивирования хондроцитоподобных производных чПСК для получения хрящевой 

ткани, схожей с естественным гиалиновым хрящом. Гликозаминогликаны (ГАГ) — основа внеклеточного матрикса (ВКМ) хрящевой ткани, поэтому 

анализ качественного и количественного состава ГАГ хрящеподобных тканеинженерных конструкций является важным звеном для итоговой 

оценки их потенциальной терапевтической эффективности.

Цель. Определить состав ГАГ, синтезируемых in vitro хондроцитами различного генеза, с использованием иммуноферментного анализа (ИФА) 

и жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ЖХ-МС/МС), а также оценить влияние 2D- и 3D-культивирования на их синтез.

Материалы и методы. В исследовании анализировали уровни ГАГ в 2D- и 3D-тканеинженерных конструкциях, полученных из хрящевой ткани 

5 доноров, хондроцитоподобных клеток, дифференцированных из 2-х линий чПСК. Клеточные сфероиды получали методом агрегации в микролу-

ночных планшетах и культивировали в мини-биореакторах. Анализ содержания ГАГ в образцах клеточных культур и сфероидов проведен с помо-

щью ИФА и ЖХ-МС/МС. Для оценки статистической значимости различий между образцами использовали тест Краскела — Уоллиса и тест Данна.

Результаты. В исследовании с помощью ИФА выявлены статистически значимые различия (p < 0,0021), подтверждающие более высокий уровень 

синтеза ГАГ в 3D-культурах нативных хондроцитов по сравнению с 2D-культурами (108,67 и 1099,87 нг/мл соответственно). Среднее число спек-

тров белка хондроитинсульфат-протеогликана 4, определенное с помощью ЖХ-МС/МС, также было выше в 3D-культурах, составив 41,75 спектра 

по сравнению с 2,24 спектра в образцах 2D-культур. Уровни аггрекана, бигликана и декорина между культурами не различались. 3D-культуры 

хондроцитоподобных клеток из чПСК не показали достоверных отличий в содержании ГАГ по сравнению с 2D, что указывает на необходимость 

оптимизации условий их дифференцировки.

Выводы. В нашем исследовании был определен состав ГАГ, синтезируемых in vitro хондроцитами различного генеза, с использованием ИФА 

и ЖХ-МС/МС, а также оценено влияние 2D- и 3D-культивирования на их синтез. Результаты показали, что 3D-среда культивирования созда-

ет условия, способствующие более полноценному формированию хондроцитарного ВКМ в образцах нативных хондроцитов. Однако, несмотря 

на это, полученные сфероиды хондроцитоподобных производных чПСК не достигают функциональной идентичности с естественной хрящевой 

тканью, даже после завершения протоколов дифференцировки и не представляют собой идеальные тканеинженерные конструкции для коррек-

ции дефектов хряща.

Ключевые слова: хондроциты; артрит; внеклеточный матрикс; гликозаминогликаны; чПСК; дифференцировка; ИФА; ЖХ-МС/МС
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COMPOSITION ANALYSIS OF PROTEOGLYCANS SYNTHESIZED IN VITRO BY CHONDROCYTES OF 
VARIOUS ORIGINS 

Polina A. Golubinskaya, Evgeny S. Ruchko, Arina S. Pikina, Igor P. Smirnov, Tatiana V. Vladimirova, Veronika D. Gordeeva,  
Georgiy P. Arapidi, Artem V. Eremeev

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

Introduction. The use of cellular constructs based on human pluripotent stem cells (hPSCs) is associated with a number of challenges, including the need to 

standardize methods for cultivating chondrocyte-like hPSCs derivatives to produce a cartilage tissue similar to natural hyaline cartilage. Glycosaminoglycans 

(GAGs) are the basis of the extracellular matrix (ECM) of cartilage tissue; therefore, a qualitative and quantitative analysis of the GAG composition of cartilage-

like tissue engineering structures is an important step in the final assessment of their potential therapeutic effectiveness.

Objective. To determine the composition of GAGs synthesized in vitro by chondrocytes of various origins using enzyme-linked immunoassay (ELISA) and 

liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC–MS/MS), as well as to evaluate the effect of 2D and 3D culturing on their synthesis.

Materials and methods. We analyzed the GAG levels in 2D and 3D tissue-engineered structures obtained from the cartilage tissue of five donors, chondro-

cyte-like cells differentiated from two hPSC lines. Cellular spheroids were obtained by aggregation in microlunar plates and cultured in mini-bioreactors. The 

analysis of the GAG content in cell culture samples and spheroids was carried out using ELISA and LC–MS/MS. The Kruskal–Wallis and Dunn tests were used 

to assess the statistical significance of the differences between the samples.
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Results. The ELISA study revealed statistically significant differences (p < 0.0021), confirming higher levels of GAGs synthesized in 3D cultures of native chon-

drocytes compared to 2D cultures (108.67 ng/mL and 1099.87 ng/mL, respectively). The average number of spectra of the chondroitin sulfate proteoglycan 4 

protein, determined using LC–MS/MS, was also higher in 3D cultures, amounting to 41.75 spectra compared to 2.24 spectra in 2D culture samples. The levels 

of aggrecan, biglican, and decorin did not differ between cultures. 3D cultures of chondrocyte-like cells from hPSC showed no significant differences in the 

content of GAG compared to 2D cultures, which indicates the need to optimize the conditions for their differentiation.

Conclusions. In our study, the composition of the GAGs synthesized in vitro by chondrocytes of various origins was determined using ELISA and LC–MS/MS. 

The the effect of 2D and 3D cultivation on their synthesis was evaluated. The results showed that 3D culture media create favorable conditions for a more 

complete formation of chondrocytic ECM in native chondrocyte samples. Despite this, the obtained spheroids of chondrocyte-like hPSCs derivatives fail to 

achieve functional identity with natural cartilage tissue, even after completion of differentiation protocols, thus not representing optimal tissue engineering 

structures for correcting cartilage defects.

Keywords: chondrocytes; arthritis; extracellular matrix; glycosaminoglycans; hPSCs; differentiation; ELISA; LC-MS/MS
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ВВЕДЕНИЕ

Хронические заболевания суставов по-прежнему пред-
ставляют собой серьезную проблему для мирового 
здравоохранения. Эти заболевания несут значительное 
экономическое бремя вследствие распространенности 
и тяжести поражения опорно-двигательного аппарата. 
Расходы на лечение и связанная с ними инвалидность ло-
жатся тяжелым бременем как на пациентов, так и на си-
стемы здравоохранения. В 2019 году было зафиксиро-
вано около 528 млн человек в мире с остеоартритом, 
что на 113% больше, чем в 1990 году [1]. Клинический 
потенциал хондроцитов, полученных из хрящевой ткани 
пациентов, давно признан. Наиболее распространенным 
методом лечения дефицита хрящевой ткани и коррекции 
дефектов хряща является индуцированная матрицей 
имплантация аутологичных хондроцитов (MACI). Данный 
метод терапии был одобрен Управлением по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных средств 
США (FDA) в 2016 году [2]. В этой методике используют-
ся аутологичные хондроциты, выделенные из биоптата 
хрящевой ткани пациентов, культивирование которых 
происходит на трехмерной матрице из коллагеновой 
мембраны [3]. Однако в некоторых случаях, например 
при длительном приеме кортикостероидов, нестероид-
ных противовоспалительных препаратов или химиоте-
рапии, получение достаточного количества клеточного 
материала для проведения MACI оказывается невозмож-
ным, что является основным ограничением данной мето-
дики. Плюрипотентные стволовые клетки человека, явля-
ясь неограниченным источником клеточного материала 
и исключая необходимость болезненного хирургическо-
го вмешательства, представляют собой следующий шаг 
в развитии клеточных технологий [4]. Однако нерешенны-
ми остаются такие проблемы, связанные с применением 

чПСК, как высокая стоимость их культивирования и диф-
ференцировки в хондроцитарном направлении, потенци-
альные риски иммунной реакции на хондроциты, полу-
ченные из чПСК, и риски туморогенности и онкогенности 
полученных из чПСК клеточных конструкций. Прогресс 
в решении данных проблем неразрывно связан с разра-
боткой новых протоколов дифференцировки, генетиче-
ского редактирования и культивирования как хондроци-
тов, полученных из чПСК, так и самих чПСК [4].

Основу хрящевой ткани составляют внеклеточный ма-
трикс и небольшое количество специализированных кле-
ток — хондроцитов, включенных в ВКМ. Состав и органи-
зация ВКМ определяют его биомеханические свойства. 
Функциональные свойства ВКМ близки к вязкоупругому 
гелю, состоящему из двух основных фаз: твердой фазы, 
включающей коллагеновые волокна, протеогликаны и не-
коллагеновые белки, и жидкой фазы, состоящей на 80% 
из воды и электролитов (Ca2+, K+, Na+, Cl-); основным про-
теогликаном в хряще является аггрекан.

Хондроциты механочувствительные клетки, и на их 
функциональную активность значительную роль оказы-
вает микроокружение [5]. Хондроциты располагаются 
в небольших полостях, называемых лакунами, окружен-
ных ВКМ. Эти структуры, известные как хондроны [6], 
образуют основные структурные, функциональные, мета-
болические единицы суставного хряща [7] и различаются 
по составу коллагеновых фибрилл и ГАГ. Зона хондронов 
имеет толщину 2–4 мкм и состоит в основном из проте-
огликанов и ГАГ (перлекан, декорин, бигликан, аггрекан 
и гиалуроновая кислота), а также коллагена VI типа [8].

Основным протеогликаном хрящевой ткани являет-
ся аггрекан, который взаимодействует с гиалуроновой 
кислотой и образует большие агрегаты, придающие хря-
щу амортизирующие свойства. Снижение содержания 
аггрекана и других протеогликанов в хряще связано 
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с развитием остеоартрита, что приводит к ухудшению 
механических свойств хряща и прогрессированию за-
болевания [9]. В то же время бигликан и декорин явля-
ются малыми лейцин-обогащенными протеогликана-
ми (SLRP), играющими ключевую роль в поддержании 
структуры и функции хрящевой ткани. Они участвуют 
в регуляции фибриллогенеза коллагена, взаимодействуя 
с его волокнами и влияя на организацию внеклеточного 
матрикса. Декорин, в частности, связывается с колла-
геном II типа, регулируя размер и форму коллагеновых 
фибрилл, что способствует поддержанию структурной 
целостности хряща. Бигликан также взаимодействует 
с коллагеном, но его функции более разнообразны: уча-
стие в минерализации кости и регуляции роста клеток 
[10]. Хондроитинсульфат-протеогликан 4 — мембранный 
протеогликан, участвующий в адгезии, миграции и меж-
клеточной сигнализации. Его роль в хрящевой ткани не-
достаточно изучена, но предполагается, что он влияет 
на взаимодействие хондроцитов с внеклеточным матрик-
сом, поддерживая структуру и функциональность хряща. 
Также хондроитинсульфат-протеогликан 4 может регули-
ровать рост и дифференцировку клеток, что делает его 
перспективной мишенью для терапии остеоартрита и ре-
генерации хрящевой ткани [11].

Ферментативно выделенные хондроциты могут проду-
цировать новый ВКМ в течение нескольких часов после 
культивирования in vitro, хотя дальнейшего образования 
ВКМ вокруг клетки не происходит [12]. Считается, что пол-
ное созревание ВКМ занимает 2–3 недели. При этом ис-
следования показали, что для полного созревания ВКМ 
и формирования хондронов необходимы определенные 
условия: микроокружение и физические факторы, та-
кие как гравитационные и гидродинамические эффекты 
[13], поддержание которых возможно в 3D-структурах 
[14]. Сфероидные клеточные культуры, в частности, 
способствуют лучшей выживаемости и функциональ-
ной активности клеток по сравнению с традиционными 
2D-культурами хондроцитов. Эти преимущества объяс-
няются способностью 3D-структур к лучшей имитации 
естественной микросреды, а также влиянием химиче-
ских и физических факторов [15]. Напротив, в условиях 
2D-культуры хондроциты теряют свой фенотип, демон-
стрируют повышенное производство коллагена I типа 
(ассоциированного с волокнистым хрящом) и понижен-
ный уровень коллагена II типа (ассоциированного с гиа-
линовым хрящом), а также снижают уровень ГАГ. Следует 
отметить, что данный феномен дифференцировки еще 
не был полностью изучен в хондроцитах, полученных 
из чПСК.

Состав и уровень содержания ГАГ являются крити-
ческими характеристиками, описывающими сформиро-
ванный хондрон. Поэтому при разработке хрящеподоб-
ных тканеинженерных конструкций для регенеративной 
медицины определение уровня содержания и состава 
ГАГ необходимо для оценки эффективности и функцио-
нальной активности полученного хрящевого имплантата 
[16]. Кроме того, на содержание, свойства и состав ВКМ 
влияет состояние хондроцитов и их микроокружение. 
Хондроциты, полученные из поврежденных тканей, таких 
как пораженный остеоартрозом хрящ, синтезируют ге-
парансульфат с повышенной сульфатацией, что связано 
с повышенной активностью катаболических ферментов, 
таких как матриксные металлопептидазы (MMP3, MMP13), 
и снижением экспрессии ключевых хондроцитарных ге-
нов, таких как коллаген II типа альфа 1 цепи (COL2A1), 

аггрекан (ACAN) и SRY-box транскрипционный фактор 9 
(SOX9) [8].

В исследовании G. Lee, R. Loeser [12] было показано, 
что хондроциты из поверхностной и средней/глубокой 
зон хряща, выделенные методом зональной абразии, 
и при культивировании в течение четырех недель демон-
стрировали значительные различия в содержании ГАГ. 
Авторами J. Hu, K. Athanasiou установлено, что хондро-
циты из средней/глубокой зоны вырабатывали на 250% 
больше ГАГ и коллагена в пересчете на сухой вес по срав-
нению с хондроцитами из поверхностной зоны [17]. Кроме 
того, хондроциты средней/глубокой зоны способны обра-
зовывать агрегаты и хрящеподобные структуры, что бла-
гоприятно для создания тканеинженерных конструкций. 
В другом исследовании J. Bekkers et al. [18] было обнару-
жено расхождение в синтетической активности хондро-
цитов, выделенных из нагруженных и ненагруженных зон 
хряща, хотя эти различия уменьшались при прохождении 
клетками нескольких процедур пассирования.

Существующие подходы получения хрящеподобных 
клеточных конструкций из чПСК являются несовер-
шенными, так как часто характеризуются низкой вос-
производимостью, вариабельностью эффективности 
дифференцировки клеток, недостаточной механической 
прочностью образованных тканей и сложностью масшта-
бирования. ГАГ являются одним из главных компонен-
тов ВКМ хрящевой ткани, поэтому анализ качественно-
го и количественного состава ГАГ  —  один из основных 
этапов оценки потенциальной терапевтической эффек-
тивности хрящеподобных клеточных конструкций [19]. 
В то же время условия культивирования, непосредствен-
но влияющие на уровень содержания ГАГ, представляют 
собой ключевой аспект существующих методик создания 
подобных клеточных конструкций, который можно моди-
фицировать для получения образцов тканей, наиболее 
близких по характеристикам к гиалиновому хрящу.

Цель исследования  —  определить состав ГАГ, син-
тезируемых in vitro хондроцитами различного гене-
за, с использованием иммуноферментного анализа 
(ИФА) и жидкостной хроматографии с тандемной масс-
спектрометрией (ЖХ-МС/МС), а также оценить влияние 
2D- и 3D-культивирования на их синтез.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Распределение образцов по экспериментальным 
группам

Образцы исследуемых клеточных культур были распре-
делены на группы (табл. 1) по критерию происхождения 
клеток и типа их культивирования:

1) группа 2D-культур нативных хондроцитов включала 
образцы, полученные от пациентов с гонартрозом и не-
вралгией мениска;

2) группа 3D-культур нативных хондроцитов также 
была представлена образцами от пациентов с аналогич-
ными диагнозами, но выращенными в трехмерных усло-
виях культивирования;

3) группа 2D-культур хондроцитов, дифференциро-
ванных из чПСК, включала образцы, полученные из кле-
точных линий чПСК IPSRG4SAb2m c55/1 и IPSRG4S;

4) группа 3D-культур хондроцитов, дифференциро-
ванных из чПСК, аналогично содержала образцы, полу-
ченные из тех же клеточных линий, но в условиях трех-
мерного культивирования;
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5) контрольная группа чПСК состояла из клеточных 
линий IPSRG4S и IPSRG4SAb2m c55/1, не подвергавших-
ся дифференцировке в хондроциты.

Подобный подход к разделению образцов позволил 
провести сравнительный анализ влияния различных ус-
ловий культивирования и происхождения клеток на их 
характеристики.

Получение первичной культуры хондроцитов 
из донорского материала и культивирование 
хондроцитов

Хондроциты выделяли из биоптатов хрящевой ткани па-
циентов, давших информированное согласие. Перед из-
мельчением хрящ переносили в пробирку объемом 15 мл 
с помощью серологической пипетки и однократно про-
мывали модифицированной средой «Игла Дульбекко» 
(DMEM) (Thermo Fisher Scientific, США), дополненной двой-
ным количеством пенициллина/стрептомицина (200 Ед/мл,  
«ПанЭко», Россия). Затем хрящ помещали в стерильную 
60 мм чашку Петри и измельчали стерильными ножница-
ми и скальпелем в присутствии 4 мл среды DMEM, в ко-
торую также добавляли двойное количество антибиотика. 
Измельченный хрящ промывали в 15  мл той же среды. 
Затем кусочки хряща инкубировали в течение 40  мин 
в пробирке объемом 15  мл на лабораторном орбиталь-
ном шейкере (качалке) (Infors HS Celltron, Швейцария) 
при 37  °C с 5% CO

2
, используя 10  мл среды DMEM, до-

полненной двойным количеством антибиотика, а также 
10 мг коллагеназы типа IV (Worthington Biochemical, США) 
и 10 мг коллагеназы типа I (Worthington Biochemical, США). 
После инкубации кусочки хряща центрифугировали в те-
чение 5 мин при 200 g на центрифуге (Eppendorf Сentrifuge 
5804R, Германия). Надосадочную жидкость аккуратно уда-
ляли, а кусочки хряща ресуспендировали в среде DMEM 
и повторяли промывку еще 2 раза. После этого к хрящу 
добавляли 10  мл среды Игла в модификации Дульбекко 
с добавлением питательной смеси F-12 в соотношении 1:1 
(DMEM/F12) (Thermo Fisher Scientific, США), дополненной 
20% фетальной бычьей сывороткой (FBS) (HyMedia, Индия), 
2 мМ Glutamax (Thermo Fisher Scientific, США) и 100 Ед/мл 
пенициллина/стрептомицина («ПанЭко», Россия). Затем 

кусочки переносили в культуральный флакон T-25 см2, 
предварительно обработанный 0,01% раствором желатина 
типа B («ПанЭко», Россия). Кусочки хряща культивировали 
при 37 °C с 5% CO

2
. Культуру пассировали до достижения 

монослоя клеток 70% конфлюэнтной плотности; замену 
культуральной среды производили каждые пять дней.

Культивирование человеческих плюрипотентных 
стволовых клеток

Линия индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток человека IPSRG4S была получена в ходе вы-
полнения совместной работы лаборатории клеточной 
биологии ФНКЦ ФХМ им. Ю.М. Лопухина и лаборатории 
стволовых клеток группы молекулярных исследований 
мозга Института А.И. Виртанена, Университет Восточной 
Финляндии, Куопио, Финляндия [20]. В дальней-
шем в лаборатории клеточной биологии ФНКЦ ФХМ 
им. Ю.М. Лопухина на основе линии чПСК IPSRG4S была 
получена линия клеток чПСК IPSRG4S∆b2m cl55/1, в кото-
рой с помощью геномного редактирования CRISPR/Cas9 
был инактивирован ген бета-2-микроглобулина. чПСК 
культивировали в шестилуночных планшетах, предвари-
тельно покрытых матригелем (BD, CША), на питательной 
среде, состоящей из mTeSR-1 (STEMCELL Technology, 
Канада) и Hybris 8 («Панэко», Россия) в соотношении 1:3.

Дифференцировка человеческих чПСК 
в хондроцитарном направлении

Чтобы вызвать дифференцировку, чПСК культивировали 
в среде DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, США), допол-
ненной 10% FBS (HyMedia, Индия), 2 мМ Glutamax (Thermo 
Fisher Scientific, США), 100 Ед/мл пенициллина/стрептоми-
цина («ПанЭко», Россия), 10  мкМ ингибитора гликогенсин-
тазы киназы-3 CHIR99021 (Miltenyi Biotec, Германия) и 10 нМ 
ретиноевой кислоты (Miltenyi Biotec, Германия). Клетки инку-
бировали в течение двух дней в CO

2
-инкубаторе при 37 °C 

с 5% CO
2
. После этого среда была заменена на среду 

DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, США), дополненную 
10% FBS (HyMedia, Индия), 2  мМ Glutamax (Thermo Fisher 
Scientific, США), 100  Ед/мл пенициллина/стрептомицина  

Таблица 1. Распределение образцов по группам для анализа содержания гликозаминогликанов с помощью ИФА и анализа протеогликанов с помощью 
ЖХ-МС/МС 

ИФА ЖХ-МС/МС

Группа образцов
Число 

образцов
Характеристика 

клеточных культур
Группа образцов

Число 
образцов

Характеристика 
клеточных культур

2D-культуры нативных 
хондроцитов 

5
гонартроз — 4

невралгия мениска — 1
2D-культуры нативных 
хондроцитов 

5
гонартроз — 4

невралгия мениска — 1

3D-культуры нативных 
хондроцитов

2
гонартроз — 1

невралгия мениска –1
3D-культуры нативных 
хондроцитов

5
гонартроз — 4

невралгия мениска — 1

2D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПск 

2

клеточная линия чПск 
iPSrg4SΔb2m cl55/1

клеточная линия чПск 
iPSrg4S

2D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПск 

2

клеточная линия чПск 
4SΔb2m cl55/1

клеточная линия чПск 
iPSrg4S

3D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПск

2

клеточная линия чПск 
iPSrg4SΔb2m cl55/1

клеточная линия чПск 
iPSrg4S

3D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПск

2

клеточная линия чПск 
iPSrg4SΔb2m cl55/1

клеточная линия чПск 
iPSrg4S

контрольная группа чПск 2

клеточная линия чПск 
iPSrg4S

клеточная линия чПск 
iPSrg4SΔb2m cl55/1

контрольная группа чПск 1
клеточная линия чПск 

iPSrg4S

Таблица составлена авторами по собственным данным
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(«ПанЭко», Россия), 10  нг/мл трансформирующего факто-
ра роста β (TGF-β) (Miltenyi Biotec, Германия), 10 нг/мл кост-
ного морфогенетического белка-2 (BMP-2) (Miltenyi Biotec, 
Германия), 2% B27 (Thermo Fisher Scientific, США), 10 мкМ 
аскорбиновой кислоты (Sigma-Aldrich, США) и 1% раствора 
инсулин-трансферрин-селенита («ПанЭко», Россия). Клетки 
культивировали в течение двух недель в тех же условиях 
CO

2
-инкубатора. После дифференцировки хондроцито-

подобные производные культивировали в среде DMEM/
F12 (Thermo Fisher Scientific, США), дополненной 10% FBS 
(HyMedia, Индия), 2  мМ Glutamax (Thermo Fisher Scientific, 
США), 100  Ед/мл пенициллина/стрептомицина («ПанЭко», 
Россия), 10 нг/мл TGF-β (Miltenyi Biotec, Германия) и 10 нг/мл 
BMP-2 (Miltenyi Biotec, Германия).

Приготовление культуры сфероидов

Для формирования сфероидов брали хондроциты, ко-
торые были на 2-м пассаже после выделения клеточной 
культуры из хрящевой ткани, а хондроцитоподобные про-
изводные чПСК сворачивали в сфероиды на 2-м пассаже 
после начала протокола дифференцировки чПСК. К нача-
лу хондроцитарной дифференцировки чПСК клеточная ли-
ния IPSRG4S находилась на 34-м пассаже, а клетки линии 
IPSRG4S∆b2m — на 41-м пассаже. Хондроцитоподобные 
производные снимали с шестилуночных планшетов с по-
мощью 0,05% раствора трипсина (Thermo Fisher Scientific, 
США), а хондроциты снимали с культуральных флаконов 
T-75  см2 с помощью 0,25% раствора трипсина (Thermo 
Fisher Scientific, США). Клетки отмывали от трипсина с по-
мощью среды DMEM (Thermo Fisher Scientific, США), до-
полненной 10% FBS (HyMedia, Индия), и центрифугирова-
ли в течение 5 мин при 200 g. Затем клетки переносили 
в планшет AggreWell800™ (STEMCELL Technology, Канада) 
в плотности от 900 000 до 3 млн клеток на лунку и куль-
тивировали в среде DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, 
США), дополненной 10% FBS (HyMedia, Индия) и 10 мкМ 
ингибитором Rho киназы Y27632 (Miltenyi Biotec, Германия), 
внося 2 мл полной среды на лунку.

Клетки культивировали на планшете AggreWell800™ 
от 12  до 24  ч. После периода инкубации сфероиды со-
бирали из лунок с помощью серологической пипетки 
объемом 5 мл и переносили в пробирку объемом 15 мл. 
Давали им осесть на дно пробирки в течение 2–3  мин, 
после чего надосадочную жидкость отбрасывали. Затем 
сфероиды помещали в свежеразмороженный неразбав-
ленный матригель (BD, США). Через 30  мин сфероиды 
отмывали путем пассивного отстаивания в пробирке объ-
емом 15  мл или осторожного центрифугирования в те-
чение одной мин при 300 об/мин. После этого сфероиды 
переносили в самодельные мини-биореакторы, которые 
являлись низкоадгезионными чашками Петри с каплей 
клея в центре. Подробный протокол создания мини-
биореакторов описан в предыдущем исследовании [21]. 
Мини-биореакторы помещали на орбитальный шейкер 
в CO

2
-инкубатор. Скорость вращения была установлена 

на 70–75 об/мин. Через 24 ч среду заменяли. После этого 
среду меняли еженедельно. После переноса в биореакто-
ры сфероиды культивировали в течение 2 недель.

Количественная полимеразная цепная реакция (кПЦР)

Для оценки экспрессии хондроцитарных маркеров прово-
дили количественную полимеразную цепную реакцию с об-
ратной транскрипцией по описанному ранее протоколу [22].

Для лизиса клеток в монослойных культурах и сфе-
роидах использовали RLT-буфер (QIAGEN, Германия), до-
полненный 10 мкл/мл β-меркаптоэтанола. Сфероиды (по 
3–5 штук, в зависимости от размера) и монослойные кле-
точные культуры пипетировали в 600 мкл RLT для лизиро-
вания. Для выделения РНК использовали набор RNeasy 
Plus Mini Kit (QIAGEN, Германия), а для очистки от геном-
ной ДНК — раствор ДНКзы («СибЭнзим», Россия). Синтез 
первой нити кДНК проводили с использованием набора 
MMLV RT kit (Evrogen, Россия) по протоколу производите-
ля. Для проведения кПЦР готовили реакционную смесь: 
5  мкл 5× qPCRmix-HS SYBR (Evrogen, Россия), 0,8  мкл 
10 мкМ смеси праймеров, 18,2 мкл воды, затем добавля-
ли 1 мкл матрицы кДНК в лунки 96-луночного планшета 
(SSIbio, США). Амплификацию осуществляли на термоци-
клере CFX96 (Bio-Rad, США) при 39 циклах. В качестве 
отрицательного контроля использовали кДНК образцов 
ИПСК для оценки специфичности реакции. Анализ ре-
зультатов проводили в программе Microsoft Excel с ис-
пользованием метода ∆∆Ct.

Измерение содержания гликозаминогликанов 
с помощью ИФА

Содержание ГАГ в образцах 2D- и 3D-культуры хондро-
цитов определяли с помощью набора Human GAG ELISA 
Kit (FineTest, Китай). Во время культивирования хондро-
цитов для анализа отбирали аликвоты среды. Образцы 
хранили при температуре –80 °C. Каждый анализ био-
логического образца состоял из двух технических по-
второв. Оптическая плотность измерялась при длине 
волны 450  нм с помощью ридера Tecan Infinity 200Pro. 
Стандартная кривая была сформирована в програм-
ме Curve Expert Basic путем построения графика зави-
симости оптической плотности при λ = 450 нм каждого 
стандартного раствора от его соответствующей концен-
трации. Целевая концентрация образцов интерполирова-
лась из этой стандартной кривой.

Для проведения ИФА образцов 2D-культуры клеток 
брали от 200 000 до 500 000 клеток хондроцитов, хондро-
цитоподобных производных чПСК и 1,5 млн клеток чПСК. 
Для проведения ИФА образцов 3D-культур клеток бра-
ли 700  000 клеток сфероидов хондроцитов, от 375  000 
до 1 млн клеток сфероидов хондроцитоподобных произво-
дных чПСК и 1 млн клеток сфероидов чПСК. Для обработки 
данных значения, полученные для каждого образца, были 
нормализованы в зависимости от объема среды, в которой 
культивировались хондроциты, и количества клеток.

Сбор образцов для ЖХ-МС/МС

Хондроциты и хондроцитоподобные производные 
из чПСК использовали для создания хондроци-
тарных мультислоев (2D-хрящеподобных структур) 
и 3D-сфероидов с помощью микролуночных планшетов 
AggreWell 800™ (STEMCELL Technology, Канада). Кроме 
того, 2D- и 3D-хрящеподобные структуры были получены 
из первичных культур хондроцитов, выделенных из до-
норских биологических материалов пациентов. Образцы 
клеточных культур и 3D-структур подвергали трипсино-
лизу, проводили жидкостную хроматографию с исполь-
зованием системы Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher 
Scientific, США), а затем масс-спектрометрический ана-
лиз с использованием системы Orbitrap Q Exactive HF-X 
(Thermo Fisher Scientific, США).
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Для проведения ЖХ-МС/МС брали по 1  млн клеток 
для анализа 2D-культур и по 10 сфероидов при анали-
зе 3D-клеточных культур. Перед анализом монослойные 
культуры предварительно трижды промывали фосфат-
ным буфером для удаления культуральной среды, затем 
отделяли от культуральной посуды с помощью раство-
ра Версена. После промывки центрифугированием на-
досадочную жидкость удаляли, а клетки замораживали 
при –70 °C до анализа. 3D-структуры аналогичным об-
разом промывали фосфатным буфером три раза путем 
пассивной седиментации. Затем осадок подвергался по-
следней процедуре промывки перед замораживанием. 
После седиментации осадок переносили для анализа 
белкового состава методом ЖХ-МС/МС.

Анализ состава ГАГ с помощью ЖХ-МС/МС

Для разрушения клеточных структур и выделения белков 
в образцы добавляли 10% раствор дезоксихолата на-
трия, доводя его до финальной концентрации 1%. Затем 
вносили смесь нуклеаз для деградации нуклеиновых 
кислот и инкубировали при 4 °C в течение 30 мин. Далее 
для восстановления и алкилирования дисульфидных свя-
зей к раствору добавляли трис(2-карбоксиэтил)фосфин 
(5 мМ) и хлорацетамид (30 мМ), после чего инкубировали 
при 80 °C на протяжении 10 мин. Белки осаждали мета-
нол-хлороформом, полученные осадки ресуспендирова-
ли в 100 мкл буфера Tris-HCl (50 мМ, pH 8,5), после этого 
определяли концентрацию белков с помощью BCA Assay 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Ферментативное рас-
щепление белков проводили трипсином (Trypsin Gold, 
Mass Spectrometry Grade, Promega, США) в соотноше-
нии трипсин:белок 1:50 (% w/w), выдерживая образ-
цы при 37  °C в течение 16  ч. Прекращение протеолиза 
осуществляли добавлением трифторуксусной кислоты 
до концентрации 1%. Затем пептиды высушивали с по-
мощью вакуумного концентрирования (SpeedVac, Thermo 
Fisher Scientific, США) и растворяли в 20 мкл раствора, 
содержащего 3% ацетонитрила и 0,1% трифторуксус-
ной кислоты в воде сверхвысокой очистки (mQ). Вслед 
за этим определяли концентрацию пептидов, используя 
колоритмический метод определения концентрации бел-
ка с помощью бицинхониновой кислоты (BCA-анализ).

Для жидкостной хроматографии использовали систе-
му нано-ЖХ Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, США) с колонкой PicoTips C-18 (длина 10  см, 
внутренний диаметр 75 мкм, New Objective, США), за-
полненную сорбентом Kinetex C18 (2,4 мкм, Phenomenex, 
Torrence, США). Поток устанавливали на уровне 
300 нл/мин при 60 °C. Буфер А состоял из 0,1% муравьи-
ной кислоты в воде класса LC/MS, а буфер В — из 80% 
ацетонитрила, 0,1% муравьиной кислоты в воде класса 
LC/MS. Разделение проводили в градиентном режиме, 
увеличивая концентрацию буфера B от 3 до 40% в те-
чение 120  мин. Масс-спектрометрический анализ про-
изводили на приборе Orbitrap Q Exactive HF-X (Thermo 
Fisher Scientific, США) с нанораспылительным источником 
(напряжение +2,2 кВ, температура капилляра 300  °C). 
Сканирование MS1 осуществляли в диапазоне 350–
1500 m/z (разрешение 60 000, AGC 3e6, время инжекции 
45 мс). Для фрагментации использовали HCD с энергией 
30 эВ. Сканирование MS2 выполняли в диапазоне 200–
2000 m/z (разрешение 30 000, AGC 2e5, время инжекции 
50 мс). Применяли стратегию dd-MS2 с выбором 12 наи-
более интенсивных ионов (Top12).

Анализ данных ЖХ-МС/МС

Необработанные данные ЖХ-МС/МС, полученные 
на масс-спектрометре Orbitrap, были преобразованы 
в данные формата mgf с помощью программы MSConvert 
со следующими параметрами командной строки: «--mgf 
--filterpeakPicking true». Для комплексной идентифи-
кации белков полученные результаты обрабатывали 
с помощью MASCOT и X!  Tandem. Показатели тандем-
ной масс-спектрометрии анализировали по базе данных 
белковых последовательностей UniProt Knowledgebase 
(таксон человека) с использованием алгоритма ALANINE 
с допустимой ошибкой 20 ppm для определения мас-
сы предшественника и 50  ppm для определения массы 
фрагмента. Параметры поиска были заданы следующим 
образом: гидролиз белка трипсином с одним возможным 
пропущенным сайтом расщепления, постоянная кар-
бамидометилирующая модификация (C) и переменная 
окислительная модификация (M). Для сравнения резуль-
татов идентификации, полученных с помощью MASCOT 
и X! Tandem, и составления окончательного списка иден-
тифицированных белков результаты обоих алгоритмов 
идентификации были проанализированы в программе 
Scaffold  5. Этот алгоритм оценивал локальную частоту 
ложноположительных идентификаций с использованием 
стандартной группировки белков в рамках всего экспе-
римента. Для оценки погрешности идентификации пеп-
тидов и белков был выбран пороговый уровень ложной 
идентификации менее 5%. Дифференциальную экспрес-
сию генов идентифицировали с помощью пакета языка 
программирования R limma.

Статистический анализ

Статистический анализ данных кПЦР, ИФА, ЖХ-МС/МС 
выполняли с помощью программы Biorender. Для оценки 
различий между группами использовали непараметри-
ческий тест Краскела — Уоллиса, который применяется 
для независимых выборок, данные в которых не имели 
нормального распределения. В случае выявления ста-
тистически значимого различия (p < 0,05) дополнитель-
но проводили тест множественных сравнений Данна 
для парных сравнений между группами, что позволило 
скорректировать вероятность ложноположительных ре-
зультатов. Статистически достоверными считали разли-
чия при p < 0,05, при этом для обозначения уровней зна-
чимости использовали следующие символы: * (p < 0,05),  
△ (p < 0,01), ○ (p < 0,001). Для анализа данных кПЦР исполь-
зовали t-тест Уэлча, учитывающий различия в стандарт-
ных отклонениях между двумя группами независимых 
выборок. Различия считали достоверными при уровне 
статистической значимости p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ экспрессии хондроцитарных генов

Метод кПЦР был использован для подтверждения иден-
тичности клеточных культур хондроцитов и хондроцитов, 
полученных из чПСК, путем анализа экспрессии ключе-
вых молекулярных маркеров, характерных для зрелых 
клеток хрящевой ткани.

Результаты кПЦР подтвердили, что клеточные куль-
туры нативных хондроцитов проявляют высокую экс-
прессию специфических маркеров, таких как аггрекан 
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(ACAN), коллаген II типа (COL2A1) и транскрипционный 
фактор SOX9, который является ключевым регулятором 
хондрогенеза (рис.  1). На графике представлены значе-
ния относительной экспрессии ключевых хондроцитар-
ных генов в клеточных культурах нативных хондроцитов 
и хондроцитов, полученных из чПСК. Для нормализа-
ции уровней экспрессии использован референсный ген 
YWHAZ. Столбцы на графике отражают средние значе-
ния относительной нормализованной экспрессии ге-
нов (∆∆Ct) с указанием стандартного отклонения (SD). 
Достоверных различий, проанализированных с помощью 
t-теста Уэлча, между образцами нативных хондроцитов 
и хондроцитоподобных производных чПСК обнаружено 
не было. Высокий уровень экспрессии хондроцитарных 
генов указывает на функциональную зрелость клеточных 
культур нативных хондроцитов. Хондроциты, полученные 
из чПСК, также показали выраженную экспрессию дан-
ных маркеров, что свидетельствует о высокой степени их 
дифференцировки в хрящевые клетки, аналогичные на-
тивным хондроцитам.

Количественное определение ГАГ в хондроцитах 
различного происхождения с помощью ИФА

Количественный анализ ГАГ с помощью ИФА вы-
явил, что содержание данных биополимеров зна-
чительно выше в 3D-культурах хондроцитов 
по сравнению с 2D-культурами. В частности, концен-
трация ГАГ в 3D-культурах нативных хондроцитов до-

стигала 1099,87 нг/мл, что значительно превышало уро-
вень, зафиксированный в 2D-культурах (108,67  нг/мл). 
Аналогичная тенденция наблюдалась и в культурах хон-
дроцитов, полученных из чПСК, однако содержание ГАГ 
оставалось ниже по сравнению с нативными хондроци-
тами, что может свидетельствовать о необходимости до-
полнительной оптимизации условий дифференцировки 
и удлинения срока культивирования; соответствующие 
данные представлены на рисунке 2.

Феномен дедифференцировки хондроцитов в дву-
мерных условиях хорошо документирован [23, 24]. Было 
показано, что культивирование сфероидов хондроцитов 
в трехмерных средах усиливает процесс хондрогенной 
дифференцировки, позволяя получать хондрогенные 
клеточные конструкции без необходимости в использо-
вании скаффолда или многократного пассирования кле-
ток [25, 26]. Однако количественная оценка ГАГ в данном 
контексте не приводилась.

Анализ состава ГАГов в культурах клеток 
хондроцитов различного генеза

ЖХ-МС/МС-анализ позволил детально исследовать со-
став внеклеточного матрикса. Основным компонентом 
гликозаминогликанов (ГАГ) оказался хондроитинсульфат-
протеогликан 4, уровень которого был значительно выше 
в 3D-культурах нативных хондроцитов, что свидетельству-
ет о благоприятных условиях для продукции ключевых ком-
понентов хрящевого матрикса. В то же время содержание 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Относительная экспрессия хондроцитарных генов (∆∆Ct), нормированная на ген YWHAZ, в 2D-образцах культур хондроцитов различного про-
исхождения, измеренная методом кПЦР
Примечание: a. Аггрекан (ACAN); b. Альфа-2 цепь коллагена I типа (COL1A2); c. Альфа-1 цепь коллагена II типа (COL2A1); d. Транскрипционный фактор 
SOX-9; соответствие цветов на схеме исследуемым образцам: синий –хондроциты пациента 76; красный — хондроциты пациента 75; зеленый — хон-
дроциты пациента 47; фиолетовый — хондроциты пациента 44; коричневый — хондроциты пациента 12; серый — хондроцитоподобные клетки, диффе-
ренцированные из чПСК IPSRG4S∆b2m cl55/1; желтый — хондроцитоподобные клетки, дифференцированные из чПСК IPSRG4S; пурпурный — чПСК 
IPSRG4S∆b2m cl55/1; темно-зеленый — чПСК IPSRG4S.
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других протеогликанов, таких как аггрекан, бигликан и де-
корин, оставалось без значительных изменений.

Рисунок  3 представляет результаты анализа состава 
ГАГ, синтезируемых в культурах хондроцитов различно-
го генеза, с использованием метода ЖХ-МС/МС. График 
отображает количественное содержание различных типов 
ГАГ, включая хондроитинсульфат-протеогликан 4, аггре-
кан, бигликан и декорин, в 2D- и 3D-культурах нативных 
хондроцитов и хондроцитов, полученных из чПСК. Данные 
представлены в виде средних значений с указанием стан-
дартного отклонения (SD). Значимые различия между 
группами оценены с помощью статистических критериев.

Состав ГАГ, определенный с помощью ЖХ-МС/МС, по-
казал повышенный уровень их содержания в 3D-культурах 
нативных хондроцитов по сравнению с 2D-культурами 
(рис.  3). Сфероиды хондроцитов, полученные из био-
птатов тканей пациентов, демонстрировали значитель-
но более высокую концентрацию хондроитинсульфат-
протеогликана  4, в то время как трехмерные культуры 
хондроцитоподобных производных чПСК имели низкий 
уровень всех исследованных ГАГ, что указывает на их не-
зрелость даже после дифференцировки. Это ограниче-
ние можно потенциально устранить путем продления пе-
риода культивирования и дополнения среды факторами, 
стимулирующими метаболические пути синтеза ГАГ, таки-
ми как TGF-β, SOX9, костные морфогенетические белки 
и сигнальные пути ретиноевой кислоты.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Результаты анализа состава ГАГ методом ЖХ-МС/МС
Примечание: a. Аггрекан; b. Бигликан; c. Хондроитинсульфат-протеогликан 4; d. Декорин; соответствие цветов на схеме исследуемым образцам: си-
ний — 2D-культуры хондроцитов пациентов (n = 5); красный — 3D-культуры хондроцитов пациентов (n = 5); зеленый — 2D-культуры хондроцитов паци-
ентов, дифференцированных из чПСК (n = 2); фиолетовый — 2D-культуры хондроцитов пациентов, дифференцированных из чПСК (n = 2); серый — кон-
трольная группа чПСК (n = 1); уровень экспрессии протеогликанов в культурах чПСК равен нулю; уровни статистической значимости по сравнению 
с контрольной группой чПСК:* — p < 0,0332; △ — p < 0,0021; ○ — p < 0,0001.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Результаты количественного определения ГАГ методом ИФА 
в культурах хондроцитов при 2D- и 3D-условиях
Примечание: соответствие цветов на схеме исследуемым об-
разцам: cиний  —  2D-культуры хондроцитов пациентов (n = 5); 
красный  —  3D-культуры хондроцитов пациентов (n = 2); зеле-
ный  —  2D-культуры хондроцитов пациентов, дифференцированных 
из чПСК (n = 2); фиолетовый  —  2D-культуры хондроцитов пациентов, 
дифференцированных из чПСК (n = 2); серый  —  контрольная группа 
чПСК (n = 2); уровень экспрессии ГАГ в культурах чПСК равен нулю; 
уровни статистической значимости по сравнению с группой контроля: 
* — p < 0,0332; △ — p < 0,0021.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем исследовании был определен состав ГАГ, син-
тезируемых in vitro хондроцитами различного генеза, 
с использованием ИФА и ЖХ-МС/МС, а также оцене-
но влияние 2D- и 3D-культивирования на их синтез. 
Результаты показали, что 3D-среда культивирования 
создает условия, способствующие более полноцен-
ному формированию хондроцитарного ВКМ в образ-
цах нативных хондроцитов. Однако, несмотря на это, 

полученные сфероиды хондроцитоподобных произ-
водных чПСК не достигают функциональной идентич-
ности с естественной хрящевой тканью даже после 
завершения протоколов дифференцировки и не пред-
ставляют собой идеальные тканеинженерные кон-
струкции для коррекции дефектов хряща. Возможно, 
для более полноценного созревания ВКМ и повышения 
их потенциальной эффективности в роли конструкций 
для тканевой инженерии требуется более длительное 
культивирование в 3D-условиях.
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ЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ ИММУНОХРОМАТОГРАФИЯ НА ОСНОВЕ 
КОМПЛЕКСНЫХ СОЕДИНЕНИЙ Eu3+ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ ПАТОГЕННЫХ МИКРООРГАНИЗМОВ 
И БАКТЕРИАЛЬНЫХ ТОКСИНОВ

С.П. Ярков, С.И. Третьяков, И.В. Шиленко, Е.К. Шаулина, А. Мандажи, Д.А. Зенков, Ю.Н. Ишков, К.К. Стяжкин

Государственный научно-исследовательский институт биологического приборостроения, Москва, Россия

Введение. Повышение чувствительности иммунохроматографического анализа как одного из экспресс-методов индикации и диагностики пато-

генных микроорганизмов и токсинов актуально для пищевой безопасности и здравоохранения в целом.

Цель. Разработка экспериментального образца видеоцифрового регистратора люминесцентных иммунохроматограмм РЛИ-Eu3+ и адаптирован-

ных к прибору люминесцентных иммунохроматографических тестов (ЛИХТ) на основе микросфер с соединениями европия, сравнение чувстви-

тельности ЛИХТ с ИХА-тестами на основе наночастиц коллоидного золота (НКЗ) для увеличения чувствительности метода и выявления патогенных 

микроорганизмов и их токсинов.

Материалы и методы. В качестве люминесцентной метки для иммунохроматографии использовали субмикронные полимерные микросферы, 

меченные органическими комплексами трехвалентного европия (Eu3+), ЛИХТ регистрировали с помощью разработанного прибора-регистратора 

РЛИ-Eu3+.

Результаты. Показано, что порог обнаружения люминесцирующего комплекса Eu3+ на иммунохроматографической мембране равен 2 пг/мм2, 

линейность показаний наблюдается в диапазоне 2–200 пг/мм2. Коэффициенты вариации показаний прибора в диапазоне концентраций люми-

несцирующего комплекса 20–200 пг/мм2 составляют < 5%, в диапазоне 2–20 пг/мм2 — менее 10%. С использованием ЛИХТ и прибора РЛИ-Eu3+ 

определены следующие пороги обнаружения: холерного токсина — 10 нг/мл, стафилококкового энтеротоксина типа В — 0,5 нг/мл, клеток возбу-

дителя чумы — 1×103 м.к./мл, спор возбудителя сибирской язвы — 5×103 спор/мл, антигенов вируса Конго-Крымской геморрагической лихорадки 

(ККГЛ) — в разведении 1:640 000.

Выводы. Разработанный видеоцифровой регистратор РЛИ-Eu3+ и ЛИХТ на основе комплексов европия позволили снизить в 20–128 раз порог 

обнаружения патогенных микроорганизмов и бактериальных токсинов по сравнению с иммунохроматографическими тестами на основе НКЗ 

для тех же патогенов.

Ключевые слова: люминесцентная иммунохроматография; видеоцифровая регистрация результатов; субмикронные полимерные частицы 
с комплексами европия; холерный токсин; стафилококковый энтеротоксин типа В; клетки возбудителя чумы; споры возбудителя сибирской язвы; 
антигены вируса ККГЛ
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LUMINESCENT IMMUNOCHROMATOGRAPHY BASED ON Eu3+ COORDINATION COMPOUNDS 
FOR DETECTION OF PATHOGENIC MICROORGANISMS AND BACTERIAL TOXINS

Sergey P. Yarkov, Sergey I. Tretyakov, Inessa V. Shilenko, Ekaterina K. Shaulina, Angelina Mandaji, Denis A. Zenkov, Yury N. Ishkov, 
Konstantin K. Styazhkin

State Scientific Research Institute of Biological Instrumentation, Moscow, Russia

Introduction. Increasing the sensitivity of immunochromatographic assay as an express method for detection and diagnosis of pathogenic microorganisms 

and toxins is a relevant task with regard to ensuring food safety and population health in general. 

Objective. Development of a prototype of a video digital recorder of luminescent immunochromatograms (RLI-Eu3+) and luminescent immunochromato-

graphic tests (LICHT) adapted to a device based on microspheres with europium compounds. Comparison of the sensitivity of LICHT and AuNPs-based 

immunochromatography assay (ICA) tests to increase the sensitivity of the method for detection of pathogenic microorganisms and their toxins.

Material and methods. Submicron polymer microspheres labeled with organic complexes of trivalent europium (Eu3+) were used as a luminescent label for 

immunochromatography. LICHT were recorded using the developed RLI-Eu3+ recorder. 

Results. The detection threshold of the Eu3+ luminescent complex on the immunochromatographic membrane was shown to be 2 pg/mm2, with the linear-

ity of the readings ranging within 2–200 pg/mm2. The coefficients of variation of the instrument readings in the luminescent complex concentration range of 

20–200 pg/mm2 and 2–20 pg/mm2 were found to be less than 5% and 10%, respectively. Using LICHT and the RLI-Eu3+ device, detection thresholds were 

determined as follows: cholera toxin — 10 ng/mL, staphylococcal enterotoxin type B — 0.5 ng/mL, plague pathogen cells — 1×103 cells/mL, anthrax pathogen 

spores — 5×103 spores/mL, Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) virus antigens — at a dilution of 1:640,000.

Conclusions. The developed video digital recorder RLI-Eu3+ and LICHT based on europium coordination compounds enabled the detection threshold of 

pathogenic microorganisms and bacterial toxins to be reduced by 20–128 times compared to immunochromatographic tests based on colloidal gold (CG) for 

the same pathogens.

Keywords: luminescent immunochromatography; video digital recording; submicron polymer particles with europium complexes; cholera toxin; staphylococcal 
enterotoxin type B; plague pathogen cells; anthrax pathogen spores; CCHF virus antigens
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ВВЕДЕНИЕ

Иммунохроматографический анализ в различных его 
вариантах широко распространен для проведения экс-
пресс-анализов в клинической лабораторной диагно-
стике при контроле пищевых продуктов, мониторинге 
объектов окружающей среды для выявления патогенных 
микроорганизмов и токсинов.

Люминесцентный иммунохроматографический ана-
лиз (ЛИХА) является распространенным методом экс-
пресс-диагностики (например, специфических антител 
к вирусу ящура в сыворотке крови [1]), в котором люми-
несцентные частицы используются для маркировки ан-
тител. Концентрация кардиомаркеров в крови методом 
люминесцентного иммунохроматографического анализа 
количественно определяется путем анализа интенсивно-
сти люминесценции тест-полоски [2, 3]. Преимуществами 
этого метода являются высокая воспроизводимость ре-
зультатов, чувствительность, помехозащищенность со 
стороны естественной флуоресценции исследуемой про-
бы. ЛИХА широко используется в области безопасности 
пищевых продуктов [4, 5] и мониторинга окружающей 
среды [6].

Прирост чувствительности, достигнутый в ЛИХА, 
по сравнению с традиционными метками иммунохро-
матографии  —  наночастицами коллоидного золота 
(НКЗ)  —  составляет один-два порядка [7, 8]. Сравнение 
флуоресцентных маркеров с метками на основе НКЗ 
и магнитных наночастиц в ИХА резюмируется в обзо-
ре [9]. Среди люминесцентных маркеров, применяемых 
в ЛИХА, своими свойствами выделяются полимерные 
микросферы диаметром 0,1–0,3 мкм, поверхность ко-
торых содержит карбоксильные группы, что позволя-
ет осуществлять ковалентную связь с рецепторными 
белками, например иммуноглобулинами различных 
классов. При получении микросфер в процессе поли-
меризации в состав реакционной массы вводят органи-
ческие комплексы трехвалентного европия, например  
Eu(DBM)

3
Phen, (1,10-фенантролин)-три-(дибензоилмета-

нат) европия; Eu(TTA)
3
Phen, (2,9-диметил-4,7-дифенил- 

1,10-фенантролин-три-теноилтрифторацетонат) евро-
пия в количестве не более 10% по массе [10]. Препараты 
таких микросфер поглощают свет в ближней ультрафи-
олетовой области при λ

max 
= 365  нм и флуоресцируют 

в красной области спектра при λ
max 

= 615 нм, обладая 
при этом узким эмиссионным пиком флуоресценции. 
Для регистрации люминесценции аналитической и кон-
трольной зон иммунохроматограмм (АЗ, КЗ) используют 
полупроводниковые диоды, фотоэлектронные умножи-
тели, видеокамеры. Видеоцифровой метод регистрации 

(ВЦР) результатов ИХА с различными метками имеет ряд 
преимуществ по сравнению с другими конструктивными 
решениями. ВЦР тестов на основе НКЗ, например, по-
зволяет получить количественные данные о содержании 
токсинов в молочных продуктах [11].

Цель исследования — разработка экспериментально-
го образца видеоцифрового регистратора люминесцент-
ных иммунохроматограмм РЛИ-Eu3+ и адаптированных 
к прибору люминесцентных иммунохроматографических 
тестов (ЛИХТ) на основе микросфер с соединениями ев-
ропия, сравнение чувствительности ЛИХТ с ИХА-тестами 
на основе НКЗ для увеличения чувствительности метода 
и выявления патогенных микроорганизмов и их токсинов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Для получения конъюгатов использовали: моноклональ-
ные антитела (МКА) к В-субъединице холерного токсина 
(ХТ), клон 3D11 (ООО «Хайтест», Россия); МКА к капсуль-
ному F1 антигену возбудителя чумы; МКА к спорам возбу-
дителя сибирской язвы, клон SA26; МКА к SEB, клон S222 
(ОАО «ВНЦМДЛ», Россия); мышиные поликлональные им-
муноглобулины к ККГЛ (ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» 
Минздрава России). Для создания ЛИХТ и тестов на ос-
нове НКЗ использовали одни и те же партии и лоты пре-
паратов антител.

В качестве анализируемых антигенов применяли 
паспортизованные препараты ХТ и SEB, инактивиро-
ванные микробные клетки Y. рestis, штамм EV, инакти-
вированные клетки B. anthracis, штамм 942 (ФБУН «ГНЦ 
ПМБ» Роспотребнадзора), паспортизованные cахарозо-
ацетоновые антигены вируса ККГЛ, штамм 741, генотип 
Европа 1 (ФГБУ «ФНИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава 
России).

Синтез конъюгатов антител с люминесцирующи-
ми микросферами осуществляли путем ковалентного 
связывания [12]. К 5 мкл суспензии люминесцирующих 
микросфер (1%, вес/объем) диспергировали в 1,0 мл 
MES-буфера (0,05 М, pH 6,0) и дополняли 10 мкл раство-
рами EDC и NHS (0,5 мг/мл) для активации карбоксильных 
групп, содержащихся на их поверхности. Перемешивали 
и встряхивали на лабораторном вихревом встряхивате-
ле Vortex-3000 (производитель Viggens, КНР) в течение 
20  мин при комнатной температуре в темноте, затем 
центрифугировали на центрифуге Thermo Scientific SL 
4R Plus (производитель Thermo Fisher Scientific, США) 
при ×9600 g в течение 15 мин, супернатант отбрасывали. 
Осадок ресуспендировали в 1,0 мл фосфатного буфера 
(0,01 М, рН 7,4). Затем добавляли 100 мкл раствора анти-
тел в концентрации 0,2 мг/мл. Полученную смесь антител 
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и активированных люминесцирующих микросфер посто-
янно перемешивали в течение 2 ч при комнатной темпе-
ратуре в темноте. Затем добавляли 100 мкл блокирую-
щего раствора (20% БСА), чтобы заблокировать сайты 
неспецифического связывания на поверхности люминес-
цирующих микросфер, и выдерживали 1 ч при комнатной 
температуре. Полученную суспензию центрифугировали 
при 8000 g в течение 15 мин, супернатант отбрасывали, 
а к осадку добавляли 200 мкл диспергирующего рас-
твора, препятствующего агглютинации конъюгатов лю-
минесцирующих микросфер с антителами между собой 
(0,02 М, TRIS-HCl), содержащего 0,5% (вес/объем) тре-
галозы, 10% (вес/объем) сахарозы, 0,5% поливинилпир-
ролидона, 0,1% Tetronic 1307 (S9), 0,05% ProClinTM 300, 1% 
БСА и 0,1% Tween-20), и хранили при 4 °С до применения.

В качестве антител для формирования аналитической 
зоны ЛИХТ использовали: кроличьи поликлональные ан-
титела к В-субъединице холерного токсина; МКА к кап-
сульному F1 антигену возбудителя чумы, клон F41F8C9; 
МКА к спорам сибирской язвы, клон 278H4A7 (филиал 
ФГБУ «48 ЦНИИ» Минобороны России, г. Киров); мыши-
ные иммуноглобулины к антигенам ККГЛ (ФГБУ «ФНИЦЭМ 
им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России); МКА к SEB S643 
(производство ОАО «ВНЦМДЛ») в концентрации 2,0 мг/мл. 
Антителами контрольной зоны ЛИХТ служили козьи анти-
тела к иммуноглобулинам мыши и козьи антитела к им-
муноглобулинам кролика (ООО «Хайтест») в концентрации 
0,1 мг/мл.

Для изготовления мультимембранного компози-
та ЛИХТ использовали стекловолоконную мембрану 
GFCP001000 и целлюлозные мембраны CFSP203000 
и CFSP173000 (Millipore), карточки с нитроцеллюлозной 
мембраной TYPE-CNPF-SN12-L2-P25, 10 μ Mdi (Индия). 
Готовые тест-полоски помещали в пластиковые оправы 
TYPE-Device-1 Mdi (Индия), верхнюю крышку которых 
покрывали матовой черной краской. Перед нанесением 
на стекловолоконную мембрану конъюгат микросфер 
с антителами обрабатывали ультразвуком на дисперга-
торе Labsonic 2000 (производство B. Braun, Германия) 
в течение 10 с, перемешивали, добавляли буфер хра-
нения до концентрации 0,01%. Полученный конъюгат 
вручную наносили на стекловолоконную мембрану 
GFCP001000 Millipore и сушили при комнатной темпе-
ратуре.

Видеоцифровой люминесцентный иммунохромато-
графический анализ проводили с помощью прибора 
РЛИ-Eu3+ при комнатной температуре в течение 25 мин 
с момента внесения анализируемой пробы. Объем про-
бы, вносимой в ЛИХТ, составлял 140 мкл.

Рабочие контрольные образцы (РКО), предназначен-
ные для изучения аналитических характеристик реги-
стрирующего прибора, изготавливали в двух вариантах, 
отличающихся диапазоном концентраций люминесци-
рующих микросфер в аналитической зоне. РКО пред-
ставляли собой иммунохроматографические мембраны, 
на которые с помощью диспенсера IsoFlowTM (изготови-
тель Imagene Technology Inc, США) наносили в виде по-
лосок суспензию люминесцирующих микросфер с ев-
ропием с линейной плотностью 0,08 мкл/мм. Мембраны 
высушивали при комнатной температуре, нарезали 
с помощью программируемой гильотины Matrix 2360 (из-
готовитель Kinematic Automation Inc, США) на полоски 
шириной 4 мм и помещали в оправы для мультианалит-
ных иммунохроматографических элементов. Для фор-
мирования КЗ использовали суспензию микросфер 

в концентрации 0,01%. Для формирования АЗ исполь-
зовали концентрации микросфер от 0,00005 до 0,01%. 
Площадь зон на мембране с люминесцирующими ми-
кросферами составляла 4 мм2 каждая. Таким образом 
получали имитацию ЛИХТ с различной интенсивностью  
люминесценции АЗ.

РКО хранили в светонепроницаемых пакетах при 4 °С. 
В исследовании использовались следующие реактивы. 
1% (вес/объем) суспензия карбоксилированных полисти-
рольных микросфер с комплексом европия в деионизо-
ванной воде с добавлением 0,05% NaN

3
 (производство 

Bang Laboratories, США). Средний диаметр микро-
сфер 190 нм (2-(N-морфино)-этансульфоновая кислота) 
моногидрат (МЕS), трис-(гидроксиметиламинометан) 
солянокислая соль (TRIS-HCl), Тween-20, бычий сыво-
роточный альбумин (БСА) свободный от протеаз, (N-(3-
диметиламинопропил)-N-этилкарбодиимид гидрохло-
рид) (EDC), N-гидроксисукцинимид (NHS), гидроксид 
натрия, ProClinTM-300, глицин, поливинилпирролидон 
ММ 40.000, натрия хлорид — все производство Sigma-
Aldrich. Трегалоза-D (+) — дигидрат для биохимии, со-
ляная кислота (ч) (Диа-М (Россия)), Tetronic 1307(S9), 
Braveds (КНР).

Для изготовления иммунохроматографических тестов 
на основе НКЗ в качестве метки конъюгата использова-
ли частицы со средним диаметром 30 нм [11]. Иммунные 
компоненты таких тестов были идентичны тем, которые 
применяли при изготовлении ЛИХТ. Мультимембранные 
композиты и приемы изготовления тестов аналогичны 
приемам изготовления ЛИХТ. Для ВЦР иммунохромато-
грамм с НКЗ использовали анализатор видеоцифровой 
иммунохроматографический Рефлеком (регистрацион-
ное удостоверение на медицинское изделие от 26 апреля 
2016 года № ФСР 2011/11281/, TУ9443-001-43312649-2014, 
изготовитель ООО «Синтэко-комплекс» (Россия)).

Обработка результатов проводилась с помощью про-
граммы Microsoft Excel 2003, опция «Описательная ста-
тистика».

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Разработанный регистратор люминесцентных имму-
нохроматограмм РЛИ-Eu3+ состоит из измерительного 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Внешний вид регистратора люминесцентных иммунохромато-
грамм РЛИ-Eu3+
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блока и ЭВМ (ноутбука) с предустановленной программой 
управления и обсчета полученных результатов анализа. 
Внешний вид прибора представлен на рисунке 1.

В измерительном блоке находится люминесцентный 
источник света, состоящий из двух ртутных газораз-
рядных ламп мощностью по 4 Вт каждая. Колбы ламп 
изготовлены из стекла Вуда, создающего поле равно-
мерного ультрафиолетового облучения иммунохромато-
грамм с максимумом длины волны при 365 нм, а также 
источник питания ламп. В корпусе измерительного блока 
также расположена твердотельная видеокамера с разре-
шением 1200×1600 пикселей и скоростью съемки видео 
15 кадров/с. Перед объективом камеры установлен сте-
клянный светофильтр эмиссии люминесценции СВ580, 
обеспечивающий 90% пропускания излучения в диапазо-
не длин волн от 600 до 900 нм. Видеокамера соединена 
с компьютером через разъем USB 2.0. Пластиковые опра-
вы, содержащие мембраны ЛИХТ, помещаются внутрь 
прибора с помощью держателя. Прибор позволяет про-
водить одновременную регистрацию до 5 иммунохрома-
тограмм, однако предусмотрена возможность измерения 
и единичных тестов.

Полученные с помощью видеокамеры прибора изо-
бражения обрабатывались программой анализа флуо-
ресцентных иммунохроматограмм, работающей в среде 
Windows 7, 10.

Прибор обеспечивает вычисление интегральной ин-
тенсивности аналитической и контрольной зон ЛИХТ 

с автоматической коррекцией базовой линии. Критерием 
положительного результата анализа при ВЦР являлось 
превышение величины интенсивности люминесценции 
аналитической зоны теста над средним значением фона 
в «холостом» опыте с учетом ошибки измерения при 95% 
доверительной вероятности:

 [Х
ср.

 – t
s
 × SE]

сигнала
 ≥ [Х

ср.
 + t

s
 × SE]

фона
,
 

(1)

где:
X

ср.
 — среднее из n измерений;

t
s 
—

 
коэффициент распределения Стьюдента для n изме-

рений;
SE  —  стандартная ошибка среднего значения при 95% 
доверительной вероятности.

Технические характеристики регистратора лю-
минесценции РЛИ-Eu3+: масса 1,64 кг, габариты 
150×200×170 мм, электропитание 220–240 В, 0,15 А, 50 Гц. 
Управление от внешнего компьютера с ОС Windows 7, 
10 специализированной программой. Максимум длины 
волны возбуждающего света λ

ex 
= 365 нм, максимум 

длины волны эмиссии λ
em 

= 615 нм. Предел обнаруже-
ния люминесцирующего вещества на иммунохромато-
графической мембране 2,0 пг/мм2. Количество имму-
нохроматограмм в оправе теста может варьироваться 
от 1 до 5. Коэффициент вариации показаний интен-
сивности люминесценции аналитической зоны теста 
в диапазоне концентраций люминесцирующего ком-
плекса 2–20 пг/мм2 < 10%, в диапазоне 20–200 пг/мм2 
< 5%. Линейность показаний в диапазоне 2–200 нг/мм2. 
Рабочий диапазон температур от 5 до 35 °С.

В таблице 1 приведены результаты измерений РКО 
с помощью прибора РЛИ-Eu3+ в различных диапазонах 
концентраций люминесцирующего комплекса европия 
в аналитической зоне РКО.

Данные, представленные в таблице 1, демонстрируют 
удовлетворительные значения коэффициента вариации 
измерений (CV) в диапазоне концентраций микросфер 
от 20 до 200 пг/мм2, что говорит о высокой воспроизводи-
мости результатов измерений с помощью прибора РЛИ-
Eu3+. Более высокие значения коэффициента вариации 
наблюдаются при измерении концентраций < 5 пг/мм2. 
Чувствительность обнаружения люминесцирующих ми-
кросфер на поверхности мембраны достигает 1 пг/мм2, 
что в 3,5 раза превышает средние значения люминесцен-
ции в «холостом» опыте.

Линейность показаний прибора при измерении РКО 
представлена на рисунке 2.

Линейная регрессия зависимости интенсивности лю-
минесценции микросфер на мембране от концентрации 
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Рис. 2. График зависимости интенсивности люминесценции аналити-
ческой зоны РКО от поверхностной концентрации комплекса европия 
на аналитической мембране

Таблица 1. Результаты измерения интенсивности люминесценции аналитической зоны РКО в зависимости от концентрации люминесцирующего ком-
плекса европия на мембране

концентрация суспензии микросфер  
при формировании аналитической зоны, % 1×10-2 5×10-3 2,5×10-3 1×10-3 5×10-4 2,5×10-4 1×10-4 5×10-5 0

концентрация люминесцирующего комплекса европия 
на мембране, пг/мм2 200 100 50 20 10 5 2 1 0

средняя величина интенсивности люминесценции, усл. ед. 552,3 314 144,3 45,5 44,3 24,4 12,1 3,5 1,06

стандартное отклонение (SD) 13,0 12,1 5,9 2,3 3,9 2,0 1,2 1,7 0,62

коэффициент вариации (cv), % 2,35 3,9 4,09 5,05 8,80 8,20 9,92 48,57 58,49

стандартная ошибка среднего значения (Se) 4,1 4,0 1,9 0,7 1,2 0,6 0,4 0,5 0,20

Уровень надежности (95,0%) 9,3 9,3 4,2 1,7 2,8 1,4 0,9 1,2 0,44

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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микросфер построена методом наименьших квадра-
тов с помощью программы Origine 6.1 (OriginLab Corp). 
Коэффициент корреляции линейной зависимости 
R = 0,99.

Люминесцентные тесты для иммунохроматографиче-
ского выявления патогенных микроорганизмов и токси-
нов были разработаны в «сэндвич»-формате. Подробное 
описание иммунохроматографических тестов на основе 
НКЗ в «сэндвич»-варианте и процедуры анализа для вы-
явления бактериальных токсинов и споровых форм ми-
кроорганизмов даны в работах [13, 14].

В ходе исследования жидкую пробу, потенциально 
содержащую патогенные микроорганизмы или ток-
сины, вносили на подложку для нанесения образца. 
Под действием капиллярных сил происходит переме-
щение жидкости по мультимембранному композиту. 
Сначала солюбилизируется конъюгат микросфер с им-
мобилизованными на поверхности специфическими 
иммуноглобулинами. Конъюгат микросфер люминес-
цировал в красной области спектра. При этом в случае 
наличия определяемого антигена в пробе образовы-
вался антигенный иммунный комплекс, который с то-
ком жидкости перемещался по аналитической мем-
бране вместе с избытком конъюгата. Далее иммунный 
комплекс захватывался на аналитической мембране 
специфическими антителами в АЗ, образуя «сэндвич», 
а несвязанные антитела конъюгата  —  антителами, 
расположенными в КЗ тест-полоски, что приводило 

к образованию двух люминесцирующих линий. В слу-
чае отсутствия антигена в пробе антигенный иммун-
ный комплекс не образуется, поэтому единственная 
видимая при ультрафиолетовом освещении линия 
формируется за счет связывания антител конъюгата 
и антител КЗ (антивидовых по отношению к антителам 
конъюгата) только в КЗ. Внешний вид тестов для обна-
ружения клеток вакцинного штамма возбудителя чумы 
на основе НКЗ и на основе люминесцентных микро-
сфер при ультрафиолетовом облучении с длиной вол-
ны 365 нм представлен на рисунке 3.

В таблице 2 приведены пороги обнаружения для раз-
личных патогенных микроорганизмов и бактериальных 
токсинов, достигнутые с помощью ЛИХТ и иммунохрома-
тографии с применением НКЗ.

Данные, приведенные в таблице 2, показывают 
на примере микроорганизмов различных таксономиче-
ских групп (вегетативные и споровые формы бактерий, 
вирусы, а также бактериальные токсины), что приме-
нение иммунохроматографии с конъюгатами на осно-
ве микросфер с люминесцентной меткой соединений 
европия обеспечивает намного большую чувствитель-
ность, чем использование тестов с конъюгатами НКЗ. 
Корректность сравнения обеспечивается использова-
нием тех же партий антител для изготовления тестов 
на основе люминесцентных антител и тестов на основе 
НКЗ. При сравнении чувствительности применяли иден-
тичные антигенные препараты.

 
Тесты на основе НКЗ, освещение видимым светом
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Рис. 3. Внешний вид иммунохроматограмм клеток Y. pestis EV
Примечание: стрелками и буквами обозначены аналитическая (АЗ) и контрольная (КЗ) зоны тестов; концентрации указаны в м.к./мл.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Применение видеоцифровой регистрации иммунохро-
матограмм в сочетании с микросферами, содержащими 
комплексы европия, дает значительный выигрыш чув-
ствительности в ИХА. Это обусловлено значительным 
объемом микросфер, содержащих большое количество 
комплексов европия на частицу, и фотофизическими 
свойствами самих комплексов европия. Эти соедине-
ния возбуждаются УФ-светом ближнего диапазона 365–
370 нм, а излучают люминесценцию в красной области.

Значительный стоксов сдвиг обусловлен процессами 
возбуждения хелатного лиганда комплекса и дальней-
шим переносом энергии на 5D

0
 энергетический уровень 

иона Eu3+ c последующими переходами между уровнем 
5D

0
→7F

2
 и эмиссией света в диапазоне λ = 610–660 нм 

с высоким квантовым выходом. С практической точки 
зрения это позволяет применять в конструкции прибо-
ра недорогие стеклянные светофильтры для выделения 
возбуждающего света и света эмиссии, что обеспечивает 
хороший контраст линий иммунохроматограмм с фоном. 
Другим преимуществом таких меток является малая ши-
рина (<10 нм) линий эмиссии и длительное время жизни 
люминесценции микросфер с европием τ = 0,43–0,55 мс. 
Изолированный в матрице полистирола люминесцентный 
комплекс европия стабилен, т.к. защищен от воздействия 
кислорода воздуха и тушащих люминесценцию веществ, 
потенциально присутствующих в анализируемом образ-
це и буферных растворах, применяемых в ИХА. Однако 
данные соединения не лишены недостатков, поскольку 
уменьшают квантовый выход люминесценции при повы-
шении температуры. Так, заполимеризованные в пленках 
комплексы европия имеют стабильную люминесценцию 
в диапазоне от –60 до +25 °С, а при нагревании пленки 
до температуры выше +25 °С наблюдается уменьшение 
интенсивности и времени затухания люминесценции, со-
ответствующей переходу 5D

0
→7F

2
 [15]. Эффект обратим: 

при охлаждении интенсивность люминесценции вос-
станавливается. Это явление может снижать чувстви-
тельность ЛИХТ при использовании в полевых условиях 
при повышенных температурах.

Согласно паспортным данным препарата поверхность 
одной микросферы содержит до 353 тыс. карбоксильных 
групп при среднем диаметре микросфер 190 нм. Это по-
зволяет проводить эффективную конъюгацию люминес-
цирующих микросфер с белками антител за счет образо-
вания ковалентных связей между аминогруппами антител 

и карбоксильными группами микросфер. Конъюгат ми-
кросфер с иммуноглобулинами обладает значительным 
количеством валентностей антител, что способствует эф-
фективному образованию иммунных комплексов с анти-
генами бактерий, токсинов, вирусов [16].

Применение видеокамер в качестве приемника излу-
чения также является значительным достоинством ВЦР 
[17], поскольку последние имеют высокую чувствитель-
ность и возможность изменять яркость, контраст, гамму 
изображения. Эти свойства видеокамер позволяют улуч-
шать изображение иммунохроматограмм в широком диа-
пазоне интенсивности люминесценции. Кроме того, ВЦР 
не требует механических приводов (актуаторов) для пере-
мещения иммунохроматограмм под лучом возбуждаю-
щего света.

Нами получены данные относительно существенных 
различий в чувствительности ЛИХТ и иммунохроматогра-
фических тестов на основе НКЗ при выявлении токсинов 
и патогенных микроорганизмов. Повышение чувстви-
тельности обнаружения микроорганизмов и токсинов 
при применении люминесцентных меток по сравнению 
с тестами на основе НКЗ объясняется в первую очередь 
более высокой чувствительностью обнаружения люми-
несцентных меток по сравнению с чувствительностью 
обнаружения колориметрических меток (НКЗ). Важным 
фактором повышения чувствительности является боль-
шее количество захватывающих антител в иммунохро-
матографических конъюгатах люминесцентных микро-
сфер сравнительно с аналогичными конъюгатами НКЗ. 
Это обусловлено геометрическими размерами микроча-
стиц: средний диаметр НКЗ составляет 30 нм, а средний 
диаметр люминесцентных микросфер 190 нм. Указанные 
факторы приводят к более эффективному процессу им-
мунохроматографии и детекции результатов анализа. 
При этом следует отметить, что подготовка проб к ана-
лизу, процедура ИХА и время его проведения не изменя-
ются. Технологически изготовление ЛИХТ и тестов ИХА 
на основе НКЗ также сходны, за исключением стадии 
синтеза конъюгата, и не требуют изменения технологиче-
ской линейки производственного оборудования.

Высокая чувствительность ЛИХТ имеет значение 
для санитарно-гигиенического аспекта применения им-
мунохроматографии в целом, т.к. дает возможность об-
наруживать меньшие концентрации патогенных микро-
организмов и токсинов в объектах окружающей среды, 
пищевых продуктах, биологических жидкостях организ-
ма. ЛИХТ могут быть полезны для иммунохимической 

Таблица 2. Сравнительные характеристики ЛИХТ и иммунохроматографических тестов на основе НКЗ при выявлении бактериальных токсинов и па-
тогенных микроорганизмов

Аналит

Отношение минимально выявляемых концентраций аналита для различных меток 
конъюгатов иммунохроматографических тестов

ЛИХТ на основе микросфер 
с комплексом Eu3+, ВЦР 

люминесценции

ИХТ на основе НКЗ, ВЦР 
отраженного света

Отношение 
чувствительности ЛИХТ 
к чувствительности ИХТ

стафилококковый энтеротоксин типа В, нг/мл 0,5 30 60

Холерный токсин, нг/мл 10 500 50

Микробные клетки Y. pestis, штамм ev, м.к./мл 1×103 5×104 50

споры B. anthracis, спор/мл 5×103 1×105 20

Возбудитель ккгл (разведение исходного 
препарата вирусных антигенов)

1:640 000 1:5000 128

Таблица составлена авторами по собственным данным
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верификации посевов микроорганизмов традицион-
ным микробиологическим методом за счет сокращения 
времени культивирования, позволяя идентифициро-
вать клетки и бактериальные токсины за более корот-
кое время.

ВЫВОДЫ

1. Разработан экспериментальный образец видеоцифро-
вого регистратора люминесцентных иммунохроматограмм 
РЛИ-Eu3+, где в качестве метки для иммунохроматографии 
используются субмикронные микросферы, в состав кото-
рых входят комплексные соединения трехвалентного ев-
ропия, конъюгированные со специфическими антителами.

2. РЛИ-Eu3+ имеет порог чувствительности по люми-
несцирующему комплексу европия 2 пг вещества на 1 мм2 
иммунохроматографической мембраны и линейность 
в диапазоне 2–200 пг/мм2.

3. Коэффициент вариации измерений не превышает 
5% в диапазоне концентраций 20–200 пг/мм2 и 10% в диа-
пазоне 2–20 пг/мм2.

4. Разработаны ЛИХТ для выявления холерно-
го токсина, стафилококкового энтеротоксина типа 
В, клеток возбудителя чумы (вакцинный вариант EV), 
спор возбудителя сибирской язвы, а также антигенов 
вируса возбудителя Конго-Крымской геморрагиче-
ской лихорадки. Последующие исследования предпо-
лагают расширение номенклатуры ЛИХТ для обнару-
жения патогенов.

5. Чувствительность ЛИХТ на основе микросфер, 
содержащих комплексы европия, при приборной 
регистрации в 20–128 раз превышает чувствитель-
ность иммунохроматографических тестов на основе 
НКЗ, сконструированных на основе одних и тех же 
специфических иммуноглобулинов и аналитических  
мембран.
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ КОНСЕРВАТИВНЫХ МЕТОДОВ ЛЕЧЕНИЯ ПЛАНТАРНОГО 
ФАСЦИИТА У СПОРТСМЕНОВ

А.В. Сливин1,2, В.В. Кармазин1, К.А. Шлыков3, С.А. Парастаев1,2

1 Федеральный научно-клинический центр спортивной медицины и реабилитации Федерального медико-биологического агентства, Москва, Россия
2 Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова, Москва, Россия
3 Клиника остеопатии и классической медицины «Остеополиклиник», Москва, Россия

Введение. Плантарный фасциит (ПФ) — многофакторная патология, ограничивающая тренировочную и соревновательную деятельность спорт-

смена, а в некоторых случаях обусловливающая преждевременное завершение спортивной карьеры. Поиск оптимальных методов консерватив-

ного воздействия, которые позволят повысить эффективность лечения, является важной задачей спортивной медицины.

Цель. Разработка дифференцированного подхода к консервативному лечению спортсменов с ПФ с учетом биомеханических особенностей за-

болевания.

Материалы и методы. В исследовании приняли участие 82 спортсмена (37 мужчин и 45 женщин, медиана возраста — 30 (23; 34) лет) с одно-

сторонним ПФ, которые были разделены на 4 группы в зависимости от типа терапевтического воздействия: группа 1 — ударно-волновая терапия 

(УВТ), группа 2 — вибрационное воздействие в сочетании с миофасциальным релизом мышц задней группы бедра и голени, группа 3 — индивиду-

альные ортезы стоп, группа 4 — комплекс вибрационного воздействия, миофасциального релиза, индивидуальных ортезов стоп. Терапевтические 

мероприятия оценивались по динамике болевого синдрома, результатам бароподометрического обследования, выраженности напряжения мышц 

бедра и голени, изменению толщины подошвенного апоневроза.

Результаты. Все исследуемые методы воздействия показали различную степень эффективности в отношении снижения боли (p < 0,001), умень-

шения толщины подошвенного апоневроза (p < 0,05) и нормализации подошвенного давления заднего и переднего отделов пораженной стопы 

(p < 0,05), повышения постуральной устойчивости спортсменов по объективным показателям (p < 0,05). Наиболее выраженное снижение болевого 

синдрома было отмечено при использовании УВТ. В группах 2 (вибрационное воздействие и миофасциальный релиз) и 3 (индивидуальные ортезы 

стоп) отмечено статистически значимое снижение напряжения мышц задней группы голени (p < 0,05); кроме того, в группе 2 значимо увеличивался 

угол дорсифлексии голеностопного сустава (p < 0,05). Группа 4 (комплексное воздействие), по данным объективных показателей, характеризова-

лась лучшей биомеханической стабильностью.

Выводы. В купировании выраженного острого процесса высокую эффективность демонстрирует УВТ. При наличии у спортсмена биомеханиче-

ских нарушений / деформаций стопы целесообразно использовать ортезы стоп, а в случае напряжения мышц голени и ограничения дорсифлек-

сии — вибрационное воздействие в сочетании с миофасциальным релизом.

Ключевые слова: плантарный фасциит; спорт; ударно-волновая терапия; вибрационное воздействие; ортезы стоп; миофасциальный релиз; био-
механика
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EFFECTIVENESS OF CONSERVATIVE METHODS FOR PLANTAR FASCIITIS TREATMENT IN ATHLETES

Anton V. Slivin1,2, Valerii V. Karmazin1, Kirill A. Shlykov3, Sergey A. Parastaev1,2

1 Federal Research and Clinical Center of Sports Medicine and Rehabilitation, Moscow, Russia
2 Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia
3 Osteopathy and Classical Medicine Clinic Osteopolyclinic, Moscow, Russia

Introduction. Plantar fasciitis (PF) is a multifactorial pathology that restricts an athlete’s training and competitive activities, leading to premature termination 

of a sports career in some cases. The search for optimal conservative treatment methods that may improve the overall therapy effectiveness represents an 

important task of sports medicine.

Objective. Development of a differentiated approach to conservative treatment of athletes suffering from PF, taking the biomechanical features of the disease 

into account.

Materials and methods. The study involved 82 athletes, including 37 men and 45 women suffering from unilateral PF with a median age of 30 (23; 34) years. 

The participants were divided into four groups depending on the type of therapeutical action: Group 1 — shock wave therapy (ESWT); Group 2 — vibration 

therapy combined with myofascial release of the muscles of the posterior thigh and shin; Group 3 — individual orthoses of the feet; Group 4 — a combination 

of vibration therapy, myofascial release, individual orthoses of the feet. The tested therapeutic measures were assessed by the dynamics of pain syndrome, 

the results of baropodometry, the severity of tension in the thigh and shin muscles, and changes in the thickness of plantar aponeurosis.

Results. All the studied treatment methods showed varying degrees of effectiveness in reducing pain (p < 0.001), reducing the thickness of plantar apo-

neurosis (p < 0.05), normalizing plantar pressure in the posterior and anterior parts of the affected foot (p < 0.05), and increasing the postural stability of 

athletes according to objective indicators (p < 0.05). The use of ESWT resulted in the most pronounced reduction in pain. In Groups 2 (vibration therapy and 

myofascial release) and 3 (individual foot orthoses), a statistically significant decrease in muscle tension in the posterior shin group was observed (p < 0.05). 
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In addition, in Group 2, the angle of dorsiflexion of the ankle joint increased significantly (p < 0.05). Group 4 (combined treatment) demonstrated the highest 

level of biomechanical stability.

Conclusions. ESWT demonstrates a high effectiveness in relieving a pronounced acute process. In cases where an athlete experiences some biomechanical 

disorders or deformities of the foot, orthoses of the feet are advisable. In case of tension of the shin muscles and limitation of dorsiflexion, vibration therapy 

combined with myofascial release is recommended.

Keywords: plantar fasciitis; sports; shock wave therapy; vibration therapy; foot orthoses; myofascial release; biomechanics
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ВВЕДЕНИЕ

Плантарный фасциит (ПФ)  —  актуальная и распростра-
ненная проблема в спорте, препятствующая тренировоч-
ному процессу. Для лечения данной патологии могут быть 
использованы как консервативные, так и хирургические 
методы воздействия [1]. Однако в связи с длительностью 
восстановительного периода и риском послеоперацион-
ных осложнений в клинической практике первой линией 
терапии признаются консервативные методы [2].

Ранее неоднократно отмечалось, что основной про-
блемой, с которой сталкивается врач при лечении ПФ 
спортсменов, является низкая эффективность консерва-
тивных воздействий, в том числе недостаточная длитель-
ность купирования болевого синдрома [3]. Среди мето-
дов консервативного воздействия широко используется 
методология физической и реабилитационной медицины, 
однако ни один из методов лечения ПФ на настоящий 

момент не имеет убедительной доказательной базы [4]. 
Возможной причиной подобной ситуации могут быть 
нарушения биомеханики, лежащие в основе развития 
дегенеративных изменений подошвенного апоневроза, 
и, как следствие, высокая гетерогенность результатов 
лечения.

Несмотря на широкий спектр способов коррекции, 
апробированных при ПФ, в том числе и у спортсменов, 
единые подходы к формированию комбинаций методов 
не были разработаны; не был сформирован инструмент 
мониторинга эффективности терапевтических воздей-
ствий, а также не обоснована тактика ведения спортсме-
нов с ПФ с целью коррекции не только болевого синдро-
ма, но и профилактики рецидивов заболевания.

С учетом изложенного чрезвычайно важной при ПФ 
в целом и среди спортсменов в частности представляется 
оценка факторов риска заболевания и нарушенных био-
механических паттернов [5]. Воздействие на ключевые 
звенья патогенеза заболевания позволит дифференци-
ровать терапию и, соответственно, повысить результаты 
лечебных воздействий, а также сократить сроки реаби-
литации спортсменов.

Цель исследования  —  разработка дифференциро-
ванного подхода к консервативному лечению спортсме-
нов с ПФ с учетом биомеханических особенностей забо-
левания.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В исследование были включены 82 спортсмена (37 муж-
чин и 45 женщин), представляющие различные виды спор-
та: легкую атлетику, футбол, баскетбол, регби, теннис, 
гандбол, волейбол, бобслей, фехтование и некоторые 
другие (рис. 1). Медиана возраста спортсменов составила 
30 (23; 34) лет. Спортсмены проходили восстановитель-
ное лечение в ФГБУ ФНКЦСМ ФМБА России в период 
2023–2024 гг.

Критериями включения в исследование являлись: 
клинический диагноз ПФ с односторонней локализаци-
ей процесса, возраст от 16 до 50 лет, наличие спортив-
ной квалификации. Критерии невключения спортсме-
нов в исследование: исключенный диагноз «плантарный 
фасциит», наличие системных заболеваний соедини-
тельной ткани, возраст, не соответствующий критериям 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Распространенность плантарного фасциита в различных видах 
спорта в выборке
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включения (менее 16 и более 50 лет), невозможность вы-
полнения программ диагностики и коррекции по незави-
сящим обстоятельствам (тяжелые травмы, заболевания, 
эпидемические риски, приводящие к прерыванию спор-
тивной карьеры), отсутствие спортивной квалификации, 
отказ от участия в исследовании. Критерии исключения 
спортсменов из исследования: травма опорно-двигатель-
ного аппарата, случившаяся в период проведения иссле-
дования, отказ от дальнейшего участия в исследовании.

Все спортсмены с ПФ были разделены на 4 группы 
в зависимости от типа проводимых терапевтических ме-
роприятий:
• группа 1 (n = 27) — спортсмены, которым было про-

ведено лечение с помощью ударно-волновой терапии 
(УВТ);

• группа 2 (n = 20) — спортсмены, которым было прове-
дено лечение с помощью вибрационного воздействия 
в сочетании с миофасциальным релизом (МФР) мышц 
задней группы бедра и голени;

• группа 3 (n = 19) — спортсмены, которым было про-
ведено лечение с использованием индивидуальных 
ортезов стоп;

• группа 4 (n = 16) — спортсмены, которым было прове-
дено лечение с помощью вибрационного воздействия, 
в сочетании с МФР мышц задней группы бедра и голе-
ни, а также с применением индивидуальных ортезов.
Фокусированная ударно-волновая терапия про-

ведена на аппарате BTL-6000 FSWT (Великобритания) 
с площадью потока энергии 0,65  мДж/мм2 и частотой 
4–6 Гц. Курсовое вибрационное воздействие длительно-
стью 9–10  дней выполняли на устройстве «Vibrosphere» 
(Швеция) с последовательным увеличением частотного 
диапазона от 20 до 45 Гц. Миофасциальный релиз мышц 
задней группы бедра и голени осуществлялся спортсме-
нами самостоятельно с использованием ролла с ребри-
стой поверхностью. Для изготовления индивидуальных 
ортопедических стелек применяли заготовки фирмы 
«Formthotics» (Новая Зеландия)1.

Эффективность лечебных мероприятий оценивали 
по: динамике болевого синдрома, определяемой с помо-
щью русскоязычной версии визуально-аналоговой шкалы 
для стопы и голеностопного сустава (Visual Analog Scale Foot 
and Ankle — VAS FA) [6], наличию болезненности мышц зад-
ней группы бедра и голени, выявлению объема движения 
голеностопного сустава по углу дорсифлексии голеностоп-
ного сустава, результатам бароподометрического обследо-
вания (в статических и динамических тестах) и изменениям 
толщины плантарной фасции. Болезненность мышц задней 
группы бедра и голени проводилась пальпаторно, измере-
ние угла дорсифлексии голеностопного сустава осущест-
влялось в положении лежа на спине при разогнутом ко-
ленном суставе путем гониометрии. Бароподометрическое 
обследование производилось на аппаратно-программном 
комплексе WINTRACK (Medicaptures, Франция) по алго-
ритму, состоящему из статического и серии динамических 
тестов (сагиттальный, фронтальный, тест подъема на пе-
редний отдел стопы и прыжковый тест) [7]. При этом оце-
нивали изменения скорости общего центра давления (ОЦД) 
во фронтальной и сагиттальной плоскостях, а также пло-
щади статокинезиограммы: скорость ОЦД во фронтальной 
плоскости оценивалась в сагиттальном динамическом те-
сте, а в сагиттальной плоскости — во фронтальном тесте; 
площадь статокинезиограммы исследовалась в прыжко-
вом динамическом тесте.

Толщина плантарной фасции определялась с исполь-
зованием магнитно-резонансной томографии, которая 
выполнялась на аппарате SIGNA Creator мощностью 
1,5  Т (General Electric, США). Измерение производилось 
на сагиттальных срезах на 1  см дистальнее места при-
крепления к пяточному бугру. Анализ оценки эффектив-
ности лечебных мероприятий осуществляли через 7 и 14 
дней. Спустя 28 дней после завершения терапевтических 
мероприятий дополнительно производили повторную 
оценку выраженности боли. В качестве дополнительного 
метода для определения наличия и выраженности прона-
ции стопы была проведена оценка положения стопы с по-
мощью шкалы FPI-6 (Foot Posture Index — 6).

Для статистического анализа данных исполь-
зовали пакет прикладных программ IBM SPSS 
Statistics 23. Для оценки типа распределения значе-
ний количественных признаков применялись критерии 
Колмогорова — Смирнова и Шапиро — Уилка с крити-
ческим уровнем значимости 0,05. В случае отличий рас-
пределения от нормального прибегали к методам не-
параметрического анализа. Описательная статистика 
количественных данных приведена в форме медианы 
и квартилей, описание качественных признаков — в виде 
относительных частот и их доверительных интервалов. 
Для сравнительного межгруппового анализа исполь-
зован непараметрический U-критерий Манна  —  Уитни, 
а внутригруппового — тест Уилкоксона. Сравнение дис-
кретных величин проводилось с использованием крите-
рия χ2. Уровень значимости для всех вычислений менее 
0,05 был принят за статистическую значимость.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Наибольшее количество случаев ПФ было отмечено 
у спортсменов, занятых в легкой атлетике, футболе, ба-
скетболе, регби и теннисе (рис. 1). Более подробная ин-
формация о группах исследования, оцененная до начала 
лечебных мероприятий, представлена в таблице 1.

В ходе исследования статистически значимых раз-
личий в выборке по возрасту, ИМТ, спортивному стажу 
не выявлено. При оценке выраженности пронации по шка-
ле FPI-6 установлено, что стопа у спортсменов с ПФ была 
умеренно пронирована, все исследуемые группы спорт-
сменов были сопоставимы по данному параметру.

Также установлено, что в группе 1 у спортсменов, 
которым проводилось лечение с помощью УВТ, угол 
дорсифлексии голеностопного сустава был наимень-
шим и составил 15°, что свидетельствует о более выра-
женном напряжении трехглавой мышцы голени по срав-
нению с другими группами до начала терапевтических 
мероприятий.

При анализе болевого синдрома, оцененного 
по VAS FA, выявлено статистически значимое (р < 0,001) 
снижение интенсивности болевого синдрома во всех 
исследуемых группах в динамике наблюдения при про-
ведении внутригруппового анализа. Соответствующие 
данные представлены на рисунке 2. Так, в группе 1 боль 
у спортсменов снизилась на 63%, в группе 2 — на 14%, 
в группе 3 — на 61%, а в группе 4 — на 18%. В динами-
ке наблюдения за спортсменами с ПФ не было отмече-
но статистически значимого снижения балла по шкале 
VAS FA спустя 28 дней после окончания терапии, что сви-
детельствует об устойчивости достигнутого терапевтиче-
ского эффекта.

1 Пономаренко ГН, Гайдук АА. Применение индивидуальных ортезов стопы ФормТотикс в клинической практике. Методические рекомендации. СПб; 2015.
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Таблица 1. Сводные характеристики спортсменов в группах до начала лечебных мероприятий

Показатель
Группа 1
(n = 27)

Группа 2
(n = 20)

Группа 3
(n = 19)

Группа 4
(n = 16)

Возраст, лет 31 (23; 37) 27,5 (24; 35) 27 (21; 36) 30 (25; 33)

индекс массы тела, кг/м2 22,1 (21; 23) 21,8 (21; 24) 22,2 (21; 24) 22,8 (21; 25)

спортивный стаж, лет 22 (18; 30) 20 (17; 25) 19 (16; 25) 20,5 (17; 22)

Выраженность пронации по шкале FPi-6, балл 6 (5; 7) 6 (4; 7) 6 (5; 6) 6 (5; 7)

Угол дорсифлексии голеностопного сустава, градус (°) 15 (12; 18) 20 (17; 23) 19 (15; 22) 19 (17; 22)

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде медианы (Mе) значений нижнего и верхнего квартилей Q [25–75%].

При оценке эффективности лечебных мероприятий 
установлено, что во всех исследуемых группах в дина-
мике наблюдения через 7 и 14 дней не было достигну-
то статистически значимого снижения болезненности 
мышц задней группы бедра при пальпации по сравнению 

с периодом до начала исследования. Соответствующие 
данные представлены на рисунке 3А.

В то же время у спортсменов из групп 2, 3 и 4 обнару-
жено статистически значимое снижение болезненности 
и напряжения мышц задней группы голени при пальпа-
ции через 14 дней по сравнению с периодом до начала 
лечения на 63, 59, 61% соответственно (р < 0,05). Данные 
представлены на рисунке 3Б.

При внутригрупповом анализе изменений угла дор-
сифлексии голеностопного сустава в динамике наблю-
дения (до начала лечения / 14 дней лечения) у спортсме-
нов было выявлено статистически значимое увеличение 
объема движения в голеностопном суставе в группах 2 
(вибрационное воздействие и миофасциальный релиз) 
(р < 0,05) и 4 (вибрационное воздействие, миофасциаль-
ный релиз и индивидуальные ортезы стоп) (р < 0,01) на 15 
и 26% соответственно. В остальных исследуемых груп-
пах статистически значимой динамики отмечено не было 
(рис. 4).

Результаты анализа изменений подошвенного дав-
ления на поверхность опоры в переднем и заднем от-
делах пораженной стопы до/после лечения по данным 
бароподометрического обследования представлены 
в таблице  2. В ходе проведения корригирующих воз-
действий у спортсменов во всех группах была отмечена 
нормализация распределения подошвенного давления 
в статическом тесте (р < 0,05); при этом в группах 1 (УВТ) 
и 3 (индивидуальные ортезы стоп) выявлено увеличение 
давления заднего отдела пораженной стопы на 37 и 18 % 
соответственно. В то же время в группах 2 (вибрационное 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Эффективность терапевтических мероприятий у спортсменов 
с плантарным фасциитом по показателю «оценка боли по VAS FA»

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Эффективность терапевтических мероприятий у спортсменов с плантарным фасциитом по показателям: А — болезненность мышц задней 
группы бедра; Б — болезненность мышц задней группы голени

50

100

40

30

60

70

80

90

До начала лечения 7 дней лечения

В
ы

р
а

ж
е

н
н

о
с

ть
 б

о
л

е
в

о
го

 с
и

н
д

р
о

м
а

п
о

 ш
к

а
л

е
 V

A
S

 F
A

, 
б

а
л

л

14 дней лечения

Период времени

Группа 1 Группа 2

p < 0,001

Группа 3 Группа 4

50

100

25

0

75

До начала лечения 7 дней лечения

К
о

л
и

ч
е

с
тв

о
 с

п
о

р
тс

м
е

н
о

в
, 

%

14 дней лечения

Период времени

Группа 1 Группа 2

p < 0,05

Группа 3 Группа 4

50

100

25

0

75

До начала лечения 7 дней лечения

К
о

л
и

ч
е

с
тв

о
 с

п
о

р
тс

м
е

н
о

в
, 

%

14 дней лечения

Период времени

Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4 БА



Оригинальная статья | сПОртиВная МЕДицинаOriginal StuDy | SPOrtS MeDicine

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2025, ТОМ 27, № 1 119

воздействие и миофасциальный релиз) и 4 (вибрационное 
воздействие, миофасциальный релиз и индивидуальные 
ортезы стоп), напротив, отмечено снижение подошвенно-
го давления на 17 и 13 % соответственно по сравнению 
с результатами до лечения.

При анализе бароподометрических показателей в ди-
намических тестах у спортсменов с ПФ в сравнении до/
после лечения (рис.  5) установлено снижение скорости 
ОЦД как во фронтальной, так и в сагиттальной плоско-
стях, а также площади статокинезиограммы (р < 0,05). 
Так, у спортсменов из группы 1 снижение скорости ОЦД 
во фронтальной плоскости составило 31%, из группы 
2 — 21%, из группы 3 — 26,6% и из группы 4  — 39%.

В то же время снижение скорости ОЦД в сагитталь-
ной плоскости у спортсменов из группы 1 составило 
29,4%, из группы 2 — 16,6%, из группы 3 — 27,7%, из груп-
пы 4 — 37%.

Также отмечено снижение площади статокинези-
ограммы на 8,7% у спортсменов из первой группы, 
в группе 2 — на 12,7%, в группе 3 — на 16,3%, в группе 
4 — на 9,2%.

Наиболее выраженное снижение показателей скоро-
сти ОЦД отмечено у спортсменов в группе 4 (вибрацион-
ное воздействие, миофасциальный релиз и индивидуаль-
ные ортезы стоп): на 39% скорости ОЦД во фронтальной 
плоскости, на 37% скорости ОЦД в сагиттальной плоско-
сти (рис. 5Г), а площадь статокинезиограммы значитель-
но уменьшилась в группе 3 — на 16,3% (рис. 5В).

На рисунке  6 представлены бароподограммы спор-
тсменов с ПФ в динамике наблюдения (до лечения / 
14 дней лечения) и отражены изменения общего вектора 
давления (ОВД) и подошвенного давления.

Обращает внимание увеличение подошвенного дав-
ления заднего отдела стопы в статическом тесте (рис. 6А), 
уменьшение площади распределения ОВД и векторов 
давления под стопами в сагиттальном динамическом те-
сте (рис. 6Б), централизация ОВД после терапевтических 
мероприятий во фронтальном (рис. 6В), а также уменьше-
ние площади распределения ОВД в прыжковом динами-
ческом тесте (рис. 6Г).

Динамика изменений толщины плантарной фасции от-
ражена на рисунке 7. Во всех группах отмечено статисти-
чески значимое снижение толщины плантарной фасции 
у спортсменов: из группы 1 на 4,8% (р = 0,001), из груп-
пы 2 на 5,8% (р = 0,037), из группы 3 на 8,5% (р = 0,008), 
из 4 группы на 12,5% (р = 0,012). Однако в группах 1 (УВТ) 
и 2 (вибрационное воздействие и миофасциальный релиз) 
изменение толщины плантарной фасции было менее вы-
ражено, чем у спортсменов из групп 3 (индивидуальные 
ортезы стоп) и 4 (вибрационное воздействие, миофасци-
альный релиз и индивидуальные ортезы стоп).

Однако, несмотря на статистически значимые из-
менения толщины подошвенного апоневроза, их выра-

женность не позволяет однозначно говорить о наличии 
клинически значимых различий (особенно у спортсменов 
из групп 1 и 2).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В ходе исследования было отмечено статистически зна-
чимое снижение боли по показателю VAS FA во всех груп-
пах спортсменов, что свидетельствует в целом об эф-
фективности проводимых корригирующих мероприятий 
при ПФ. Так, экстракорпоральную ударно-волновую те-
рапию при лечении ПФ успешно применяли некоторые 
зарубежные и отечественные авторы [8, 9]. Mendes et al. 
получили положительный эффект в отношении сниже-
ния боли у пациентов с ПФ при использовании индивиду-
альных ортопедических стелек [10], что в последующем 
было подтверждено и другими авторами [11, 12]. Kırmızı 
et al. отметили эффективность комбинированной терапии 
лечебными упражнениями и ортезами стоп в отношении 
снижения боли у пациентов с ПФ и плоскостопием [13].

Болезненность мышц задней группы голени стати-
стически значимо снизилась у представителей группы 2, 
при терапии которых использовали вибрационное воз-
действие и миофасциальный релиз, и группы 3, у которых 
применяли индивидуальные ортезы стоп. Данный факт 
может быть объяснен бóльшим влиянием вибрационного 
воздействия и индивидуальных ортезов стоп на актива-
цию внутренних и внешних мышц стопы, что способству-
ет их лучшему включению в акт ходьбы. Ранее высказы-
валось предположение, что болезненность и напряжение 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Эффективность лечебных мероприятий у спортсменов с план-
тарным фасциитом по показателю «угол дорсифлексии голеностопного 
сустава»
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Таблица 2. Внутригрупповой анализ изменений подошвенного давления стоп у спортсменов с плантарным фасциитом в различных группах

Группы спортсменов
Передний отдел, %

р
Задний отдел, %

р
до лечения после лечения до лечения после лечения

группа 1 (n = 27) 27 (24; 29) 24 (23; 24) <0,001 19 (14; 21) 26 (23; 27) <0,001

группа 2 (n = 20) 20,5 (17; 23) 23 (22; 24) 0,001 35 (29; 39) 29 (27; 31) 0,001

группа 3 (n = 19) 26 (23; 28) 23 (23; 24) 0,008 22 (18; 29) 26 (25; 27) 0,024

группа 4 (n = 16) 21 (19; 24) 23 (22; 24) 0,046 31,5 (29; 37) 27,5 (26; 29) 0,002

Таблица подготовлена авторами по собственным данным

Примечание: данные представлены в виде медианы (Mе) значений нижнего и верхнего квартилей Q [25–75%].
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 5. Изменения показателей бароподометрии, полученных в динамических тестах, до/после лечения у спортсменов с плантарным фасциитом в за-
висимости от типа вмешательства

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 6. Бароподограммы спортсменов с плантарным фасциитом в динамике наблюдения: А — в статическом тесте; Б — в прыжковом динамическом 
тесте; В — в сагиттальном динамическом тесте; Г — во фронтальном динамическом тесте

10

0

20

30 70 000

65 000

55 000

50 000

60 000

До начала лечения

С
ко

р
о

с
ть

 О
Ц

Д
, 

м
м

/с
 

П
л

о
щ

а
д

ь 
с

та
то

к
и

н
е

зи
о

гр
а

м
м

ы
, 

м
м

2

14 дней лечения

Период времени

Группа 2

10

0

20

30 70 000

65 000

55 000

50 000

60 000

До начала лечения

С
ко

р
о

с
ть

 О
Ц

Д
, 

м
м

/с
 

П
л

о
щ

а
д

ь 
с

та
то

к
и

н
е

зи
о

гр
а

м
м

ы
, 

м
м

2

14 дней лечения

Период времени

Группа 4

До лечения После лечения

До лечения После лечения

10

0

20

30 70 000

65 000

55 000

50 000

60 000

До начала лечения

С
ко

р
о

с
ть

 О
Ц

Д
, 

м
м

/с
 

П
л

о
щ

а
д

ь 
с

та
то

к
и

н
е

зи
о

гр
а

м
м

ы
, 

м
м

2

14 дней лечения

Период времени

Группа 1

10

0

20

30 70 000

65 000

55 000

50 000

60 000

До начала лечения

С
ко

р
о

с
ть

 О
Ц

Д
, 

м
м

/с
 

П
л

о
щ

а
д

ь 
с

та
то

к
и

н
е

зи
о

гр
а

м
м

ы
, 

м
м

2

14 дней лечения

Период времени

Группа 3

До лечения После лечения

До лечения После лечения

Б

Б

Г

Г

А

А

В

В

Скорость ОЦД во фронтальной плоскости Скорость ОЦД в сагиттальной плоскости Площадь статокинезиограммы



Оригинальная статья | сПОртиВная МЕДицинаOriginal StuDy | SPOrtS MeDicine

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2025, ТОМ 27, № 1 121

трехглавой мышцы голени, причем преимущественно ее 
медиальной головки, может быть связана с повышенной 
нагрузкой на мышцу ввиду компенсации недостаточной 
функции внешних мышц стопы, в частности задней боль-
шеберцовой мышцы [14, 15]. Более того, Zhou et al. со-
общили, что мероприятия, направленные на снижение 
жесткости и напряжения медиальной порции икронож-
ной мышцы, могут способствовать снижению выражен-
ности болевого синдрома у пациентов с ПФ [15].

Угол дорсифлексии голеностопного сустава стати-
стически значимо увеличился в группах 2 (вибрационное 
воздействие и миофасциальный релиз) и 4 (вибраци-
онное воздействие, миофасциальный релиз и индиви-
дуальные ортезы стоп), что представляется логичным, 
поскольку данный факт, вероятно, обусловлен вибра-
ционным и миофасциальным воздействием на мышцы 
задней группы голени, что сделало их более мягкими 
и пластичными и в совокупности со стретчингом позво-
лило значимо увеличить объем тыльного сгибания голе-
ностопного сустава, о чем ранее сообщали некоторые 
авторы [15–20]. Однако Landorf et al. не обнаружили вы-
шеупомянутой связи [21].

По результатам бароподометрического обследова-
ния при ПФ отмечена нормализация показателей по-
дошвенного давления на пораженной стопе, а именно: 
у спортсменов с низкими показателями подошвенного 
давления заднего отдела стопы оно увеличилось до нор-
мальных значений, а у спортсменов с изначально высо-
ким значением подошвенного давления заднего отде-
ла стопы, напротив, уменьшилось. Перераспределение 
давления в заднем отделе стопы сопровождалось также 
нормализацией подошвенного давления в переднем от-
деле как пораженной стопы, так и интактной (контра-
латеральной), в которых подошвенное давление ранее 
было компенсаторно нарушено. Помимо нормализа-
ции подошвенного давления, у всех спортсменов с ПФ 
в ходе проведения корригирующих мероприятий отме-
чено улучшение как общей постуральной стабильности, 
так и локальной, которая оценивалась по результатам 
проведения динамических тестов. При этом в группах 2 
(вибрационное воздействие и миофасциальный релиз) 
и 4 (вибрационное воздействие, миофасциальный релиз 
и индивидуальные ортезы стоп) отмечено бóльшее сни-
жение площади статокинезиограммы в прыжковом те-
сте, что, вероятно, может свидетельствовать о влиянии 
вибрационного воздействия на общий постуральный 
баланс посредством влияния на проприоцептивный ап-
парат. Данный факт представляется особенно интерес-
ным, поскольку это может свидетельствовать о важном 
влиянии патобиомеханики вышележащих отделов ор-
ганов опоры и движения (таз) на нижележащие (стопы). 
О подобном влиянии также ранее сообщали некоторые 
авторы [22–24].

Толщина подошвенного апоневроза имела тенденцию 
к снижению во всех исследуемых группах, что свиде-
тельствует о снижении выраженности отечности фасции. 
Это, в свою очередь, может отражать снижение нагруз-
ки на подошвенный апоневроз и уменьшение дегенера-
тивно-воспалительных изменений [25, 26]. Небольшая 
выраженность снижения толщины плантарной фасции 
может быть объяснена небольшим периодом наблю-
дения (14  дней), недостаточным для выявления четких 
морфологических изменений, сопутствующих клиниче-
ски значимому улучшению у спортсменов с ПФ. В то же 
время Drake et al. отмечали, что изменения морфологии 

подошвенного апоневроза далеко не всегда могут соот-
ветствовать данным клинического осмотра пациента [27].

Поскольку в настоящем исследовании группы спор-
тсменов были сформированы путем простой рандомиза-
ции, то, опираясь на показатели анализа изменений в ди-
намике наблюдения, можно заключить, что УВТ позволяет 
наиболее эффективно купировать выраженный болевой 
синдром у спортсменов. Помимо этого, значительную эф-
фективность также показывают и индивидуальные орте-
зы стоп. Однако на выбор рекомендуемого терапевтиче-
ского агента могут оказывать влияние также и значимые 
факторы риска [28]. Среди таких факторов: плоскостопие, 
избыточная пронация стопы, ограничение дорсифлексии 
голеностопного сустава, напряжение и болезненность 
мышц задней группы голени, молоткообразная дефор-
мация пальцев стопы [29–32]. Так, вибрационное воздей-
ствие, миофасциальный релиз и индивидуальные ортезы 
стоп показали лучшее влияние на коррекцию/компенса-
цию имеющихся биомеханических факторов риска за-
болевания у спортсменов. На основании вышеизложен-
ного представляется целесообразным в случае острого 
процесса использовать локальные методы воздействия 
с целью оказания противовоспалительного эффекта 
и затем производить коррекцию патобиомеханики, при-
ведшей к развитию заболевания, а в случае вялотекуще-
го процесса исправление нарушенных биомеханических 
паттернов позволит не только предупредить развитие 
рецидивов заболевания в перспективе, но и купировать 
болевой синдром.

Направления дальнейших исследований должны быть 
сосредоточены на оценке устойчивости достигнутых кли-
нических результатов в спортивной популяции при более 
длительном наблюдении (12–18 недель) и оценке роли ле-
чебных упражнений в профилактике возможных рециди-
вов заболевания.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В ходе исследования было установлено, что все приме-
нявшиеся терапевтические методы показали умерен-
ную эффективность при лечении ПФ в спортивной по-
пуляции. Выбор метода терапевтического воздействия 
определяется в первую очередь выраженностью боле-
вого синдрома, а также структурно-функциональными 
особенностями стопы, выявленными в ходе проведения 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 7. Толщина плантарной фасции до/после лечения в группах наблю-
дения

2 43 5 6
Толщина плантарной фасции, мм

Группа 1 Группа 2 Группа 3 Группа 4

До лечения

После лечения

До лечения

После лечения

До лечения

После лечения

До лечения

После лечения

<0,05

<0,05



EXTREME MEDICINE | 2025, VOLUME 27, No 1

Original StuDy | SPOrtS MeDicine

122

биомеханического обследования на бароподометриче-
ской платформе.

В контингенте спортсменов обосновано использо-
вание дифференцированного подхода в рамках ком-
плексной терапии, направленной на коррекцию всех 
имеющихся факторов риска. В случае необходимости 
купирования острого болевого синдрома высокую 
эффективность демонстрирует УВТ. Для терапевтиче-
ского воздействия при выявлении деформаций стопы 
целесообразно использовать индивидуальные ортезы 
стоп, а в случае ограничения дорсифлексии голено-
стопного сустава и напряжения мышц задней группы 

голени высокой эффективностью обладает вибраци-
онное воздействие в сочетании с МФР мышц задней 
группы голени.

Лечение ПФ у спортсменов — трудный и длительный 
процесс, который не всегда заканчивается возобновлени-
ем полноценной спортивной деятельности. Применение 
комбинированной и алгоритмизированной персонифици-
рованной терапевтической стратегии с учетом значимых 
факторов риска заболевания в спортивной популяции 
позволяет значительно сократить сроки восстановитель-
ного лечения спортсменов с данной патологией, а также 
снизить частоту рецидивов заболевания.
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РЕГИОНАРНЫЙ КОЖНЫЙ КРОВОТОК У ЗДОРОВЫХ ОБСЛЕДУЕМЫХ 
В УСЛОВИЯХ 21-СУТОЧНОЙ АНТИОРТОСТАТИЧЕСКОЙ ГИПОКИНЕЗИИ

Д.В. Пашкова1, Ю.А. Попова1, А.А. Федорович1,2, А.В. Шпаков1

1 Институт медико-биологических проблем Российской академии наук, Москва, Россия

2 Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины Министерства здравоохранения Российской 
Федерации, Москва, Россия

Введение. Исследование микроциркуляторного звена как элемента сердечно-сосудистой системы применительно к космической медицине ак-

туально как для выявления адаптационных изменений к невесомости, так и поиска новых диагностических критериев оценки функционального 

состояния организма космонавта в перспективе дальних космических полетов.

Цель. Изучение микрокровотока и его регуляции в различных областях кожи у здоровых добровольцев в условиях 21-суточной антиортостатиче-

ской (–6°) гипокинезии (АНОГ).

Материалы и методы. В эксперименте приняли участие 6 мужчин-добровольцев в возрасте 26–34 лет. Для моделирования транслокации жид-

ких сред и гиподинамии испытуемые находились в антиортостатическом положении в течение 21 сут Микроциркуляцию исследовали с помощью 

метода лазерной доплеровской флоуметрии с использованием портативных лазерных анализаторов «ЛАЗМА ПФ» (ООО НПП «ЛАЗМА», Россия). 

Исследование проводили за 2 сут до начала АНОГ, на 3, 7, 15, 18 и 20 сут экспериментального воздействия, а также через 2 сут после окончания 

АНОГ. Статистический анализ данных проведен с использованием программного обеспечения Statistica 13.0 (IBM; США).

Результаты. Обнаружено статистически значимое снижение базальной перфузии и амплитуды миогенных колебаний в области кожи лба и голени 

на 3 сут в условиях антиортостатической гипокинезии. Анализ результатов функциональных проб на предплечье показал уменьшение индекса 

дыхательной пробы на 10,87% на протяжении всего экспериментального периода, снижение венуло-артериолярной реакции на 3 сут гипокинезии 

в среднем на 10,64% и увеличение на 91,82% резерва капиллярного кровотока на 3 сут, сохраняющееся на протяжении всего воздействия.

Выводы. Эффект воздействия АНОГ выражен в снижении кожной перфузии на фоне увеличенного тонуса терминальных артериол и прекапил-

лярных сфинктеров в области лба и голеней, что может указывать на распределение микрокровотока в сторону более крупных сосудов. Несмотря 

на стабильность перфузии в области кожи предплечья в покое, проведенные функциональные пробы показали, что, вероятно, условия АНОГ при-

водят к изменению вазомоторной функции.

Ключевые слова: антиортостатическая гипокинезия; кожный кровоток; лазерная доплеровская флоуметрия; перфузия крови; регуляция кожного 
кровотока
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REGIONAL CUTANEOUS BLOOD FLOW IN HEALTHY SUBJECTS UNDER CONDITIONS OF 21-DAY HEAD-
DOWN BED REST

Daria V. Pashkova1, Julia A. Popova1, Andrey A. Fedorovich1,2, Alexey V. Shpakov1

1 Institute of Biomedical Problems, Moscow, Russia
2 National Medical Research Center for Therapy and Preventive Medicine, Moscow, Russia

Introduction. Research into the microvasculature as an integral component of the cardiovascular system is particularly relevant in space medicine for identifying 

adaptive changes to weightlessness and developing new diagnostic criteria for assessing the functional state of an astronaut’s body in long-duration space flights.

Objective. To study the process of microcirculation and its regulation in various skin areas in healthy volunteers under conditions of 21-day head-down (–6°) 

bed rest (HDBR).

Materials and methods. The experiment involved six male volunteers aged 26–34 years. To simulate translocation of liquid media and physical inactivity, the 

subjects remained in an antiorthostatic position for 21 days. Microcirculation was studied by laser Doppler flowmetry using LAZMA PF portable laser analyzers 

(SPE “LAZMA” Ltd, Russia). Participant examination was conducted two days prior the onset of the study, on the 3rd, 7th, 15th, 18th, and 20th day of experi-

mental exposure, as well as two days after the completion of HDBR. Statistical data analysis was performed using the Statistica 13.0 software (IBM, USA).

Results. On day 3 of HDBR exposure, a statistically significant decrease in basal perfusion and the amplitude of myogenic oscillations in the skin of the 

forehead and shin was observed. The analysis of functional tests on the forearm showed a decrease in the respiratory test index by 10.87% throughout the 

experimental period. On day 3 of hypomobility, a decrease in the venuloarteriolar response by an average of 10.64% and an increase by 91.82% in the capillary 

blood flow reserve were noted, with the latter persisting throughout the entire exposure.

Conclusions. The effect of HDBR is expressed in a decrease in skin perfusion against the background of increased tone of terminal arterioles and precapil-

lary sphincters in the forehead and lower legs, which may indicate microcirculation shift toward larger vessels. Despite the skin perfusion stability in the fore-

arm area at rest, the conducted functional tests showed the probability of changes in vasomotor function under the action of HDBR.
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ВВЕДЕНИЕ

Невесомость, являясь одним из основных факторов 
космического полета (КП), в достаточно сильной степе-
ни влияет на состояние сердечно-сосудистой системы 
(ССС). В первую очередь это влияние вызвано перерас-
пределением крови в краниальном направлении. Кроме 
того, эффекты, оказываемые факторами КП на ССС, 
включают такие изменения, как перемещение жидкости 
из внутрисосудистых отделов во внутриклеточные про-
странства, снижение общего объема циркулирующей 
крови, потерю массы миокарда, снижение сосудистого 
сопротивления, увеличение венозного возврата, ортоста-
тическая непереносимость после возвращения к услови-
ям гравитации [1, 2].

Перспектива осуществления дальних космических 
полетов (на Луну, Марс и т. д.) с возможностью высад-
ки на их поверхности ставит перед исследователями за-
дачи решения медицинских вопросов без возможности 
оперативной информационной поддержки с Земли. Если 
принять во внимание этот факт, то оценка функциональ-
ного состояния кровеносной системы как на макро-, так 
и на микроуровне в значительной степени способна от-
ражать общую адаптационную реактивность организма 
и его устойчивость к внешним воздействиям. С этой точ-
ки зрения в качестве объекта исследования интерес вы-
зывает микроциркуляторное русло  —  «конечное» звено 
сердечно-сосудистой системы, которое одним из первых 
реагирует на изменения окружающей среды [3]. Кожа яв-
ляется одним из наиболее доступных объектов исследо-
вания микроциркуляции крови, при этом следует учиты-
вать, что кожный кровоток принимает непосредственное 
участие в терморегуляции [4].

По данным N. Charkoudian известно, что кожная 
микроциркуляция реагирует на тепловой или холодо-
вый стресс [5], при этом научные данные из различных 
источников могут иметь расхождения, что обуслов-
лено разнообразием применяемых методов оценки 
общего теплового воздействия [6, 7]. Так, по данным 
А.А. Федорович и соавт., при 30-суточном пребывании 
в гермообъекте в условиях температуры +30…+38 °С 
и влажности 30–50% не было обнаружено увеличения 
тканевой перфузии, регистрируемой методом лазер-
ной доплеровской флоуметрии (ЛДФ) на предплечье, 

что объяснялось особенностями ангиоархитектоники 
кожи и глубиной зондирования измерительной аппарату-
рой [6]. Исследование микроциркуляторного русла кожи 
Yuan et al. с применением метода ЛДФ в эксперименте 
со 180-суточной изоляцией в нейтральных по темпера-
туре и влажности условиях выявило снижение реакции 
кровотока на пробу с ацетилхолином, что указывало 
на проявление эндотелиальной дисфункции [8]. На дан-
ный момент известно о двух экспериментах по изучению 
кожной микрогемоциркуляции в условиях КП. В первом 
исследовании [9] авторы оценивали кожный крово-
ток и эндотелийзависимую вазодилатацию на уровне 
предплечья методом ЛДФ в сочетании с ионофорезом 
ацетилхолина во время 3-недельного КП на станции 
«Тяньгун-2» у двух тайконавтов. Авторы наблюдали не-
большое снижение базальной перфузии во время и по-
сле КП, а также признаки нарушения функции эндоте-
лия. Во втором исследовании [10], проведенном на борту 
МКС с участием одного космического туриста и одного 
профессионального космонавта, было обнаружено сни-
жение тканевой перфузии и повышение сосудистого то-
нуса на 2-е и 3-е сут КП в области кожи I пальца стопы 
и височной области головы. При этом были обнаружены 
функциональные различия в показателях кожной перфу-
зии кожи верхних и нижних конечностей между обследу-
емыми космонавтами, что авторы связывают с примене-
нием профилактического средства перераспределения 
крови у одного из участников исследования [10].

Сложность организации космических эксперимен-
тов и малый размер выборок обследуемых космонавтов 
при многокомпонентности факторов КП на данный мо-
мент не позволяют всесторонне изучить микроциркуля-
торное звено и его регуляцию в этих условиях. На Земле 
оценить влияние таких эффектов невесомости, как гипо-
динамия, снятие опорной нагрузки, перераспределение 
жидких сред в краниальном направлении, позволяют 
модельные эксперименты. Одним из таких является анти-
ортостатическая гипокинезия (АНОГ), которая в первую 
очередь позволяет моделировать перераспределение 
жидких сред организма в краниальном направлении.

Цель исследования — изучение микрокровотока и его 
регуляции в различных областях кожи у здоровых муж-
чин-добровольцев в условиях 21-суточной антиортоста-
тической гипокинезии.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Комплексный эксперимент с участием 6 здоровых добро-
вольцев мужского пола (средний возраст 30,3 ± 5,2 года; 
вес  —  72,8  ±  7,7  кг; рост  —  177,1  ±  6,3  см) проведен 
на стендовой базе «Гипогравитация» ГНЦ РФ  —  ИМБП 
РАН. Добровольцы находились в антиортостатическом по-
ложении с углом наклона тела относительно горизонта -6° 
без применения профилактических физических упражне-
ний при умеренном ограничении двигательной активности 
в течение 21 сут. Вертикализация обследуемых осущест-
влялась для кратковременных гигиенических процедур 
(один раз ежедневно), а также для проведения пассивного 
ортостатического теста (на 6, 14 и 19-е сут) и теста с от-
рицательным давлением на нижнюю половину тела (ОДНТ) 
на 19 сут. По медицинским показаниям один из испытуе-
мых был допущен для участия в эксперименте с ограниче-
ниями: при условии исключения нагрузочных проб, в том 
числе ортостатических. Подробные условия проведения 
эксперимента описаны в статье [11].

Для оценки состояния микроциркуляторного русла 
кожи применяли метод лазерной доплеровской флоу-
метрии (ЛДФ), в основе которого лежит зондирование 
исследуемой области с помощью лазерного излучения 
и анализ отраженного сигнала от движущихся в крово-
токе эритроцитов. Критериями исключения для данного 
исследования микроциркуляторного русла кожи (МЦР) 
методом ЛДФ являлись: возраст старше 40 лет, наличие 
дополнительных факторов воздействия (дыхание гипе-
роксическими смесями и т.д.), наличие у обследуемых не-
вусов и татуировок в области наложения датчиков. Все 
шесть участников эксперимента по этим условиям вошли 
в группу исследования.

Для регистрации показателей микроциркуляции ме-
тодом ЛДФ использовали три портативных лазерных 
анализатора «ЛАЗМА ПФ» (ООО НПП «ЛАЗМА», Россия), 
длина волны зондирующего излучения  —  850 нм. Один 

датчик располагали на недоминантной руке в области 
Захарьина  —  Геда: по срединной линии предплечья, 
на 3–4 см выше шиловидных отростков лучевой и локте-
вой костей. Второй — на передне-внутренней поверхно-
сти в нижней трети голени. Третий датчик устанавливали 
в центральной зоне лба (рис. 1).

Анализаторы фиксировали с помощью медицинских 
трубчатых эластичных бинтов. Общее время исследова-
ния составляло 45 минут. На первом этапе регистрирова-
ли базальную перфузию в покое: обследуемый находился 
в расслабленном положении лежа, при спокойном дыха-
нии в состоянии бодрствования. По истечении 10 минут 
в области предплечья осуществляли функциональные 
пробы: дыхательную, окклюзионные (венозную и артери-
альную) пробы. Дыхательная проба включает маневр за-
держки дыхания (в течение 15 с после быстрого глубокого 
вдоха через рот) и позволяет провести оценку функцио-
нального состояния симпатической вазомоторной регу-
ляции. Венозная окклюзия создается путем нагнетания 
давления в плечевой манжете до 40 мм рт. ст. и поддер-
жанием его на этом уровне в течение 2 мин, благодаря 
чему искусственно создается увеличение посткапил-
лярного давления, но при этом нет препятствия притоку 
артериальной крови, что позволяет оценить венуло-ар-
териолярную констрикторную реакцию без вовлечения 
симпатической регуляции. Для определения резерва 
капиллярного кровотока применяли артериальную ок-
клюзию, для проведения которой в плечевой манжете 
нагнетали давление на уровне 30–50 мм рт. ст. выше ин-
дивидуального систолического и поддерживали на этом 
уровне в течение 3  мин с последующей регистрацией 
параметров в периоде постокклюзионной гиперемии. 
Применение данных проб позволяет оценить состояние 
механизмов регуляции тканевого кровотока, а также 
общее функциональное состояние микроциркуляторного 
русла в области кожи предплечья согласно принятой ме-
тодологии [12, 13].

С помощью специального программного обеспечения 
«Lazma» (ООО НПП «ЛАЗМА», Россия) рассчитывали ба-
зальный уровень перфузии (М) в перфузионных единицах 
(п.е.), а также амплитудно-частотный спектр осцилляций 
кровотока на основе вейвлет-анализа: максимальные 
амплитуды вазомоций определяли в соответствующих 
частотных диапазонах: Аэ, Ан, Ам, Ав, Ас (эндотелиаль-
ные, нейрогенные, миогенные, венулярные (дыхательные) 
и сердечные компоненты формирования микрососуди-
стого тонуса соответственно). При выполнении функ-
циональных проб оценивали следующие показатели: 
ИДП — индекс дыхательной пробы, ВАР — венуло-арте-
риолярная реакция, РКК — резерв капиллярного крово-
тока (по данным ЛДФ-граммы кожи предплечья).

Исследование микроциркуляторного русла проводили 
за 2 сут до начала воздействия (фоновое исследование), 
на 3, 7, 15, 18, 20-е сут во время воздействия АНОГ, а так-
же через два дня после окончания воздействия (период 
последействия). Регистрацию изучаемых параметров 
до и после периода АНОГ осуществляли в положении об-
следуемого лежа (через 15 мин. после адаптации к гори-
зонтальному положению), в условиях АНОГ — в антиор-
тостатическом положении обследуемого. Исследование 
до и после воздействия выполняли в лабораторных услови-
ях с постоянным микроклиматом: температура окружаю-
щей среды — 24,33 ± 2,58 °С, влажность — 57,83 ± 6,97%, 
атмосферное давление  —  741,17  ±  16,57 мм рт. ст. 
В условиях АНОГ исследование проводили в помещении, 

Голень

Предплечье

Лоб

Рисунок подготовлен авторами по данным интернет-источника

Рис. 1. Расположение портативных лазерных анализаторов во время ис-
следования
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параметры окружающей среды в котором были следую-
щие: температура окружающей среды — 23,36 ± 1,34 °С, 
влажность  —  54,57  ±  3,03%; атмосферное давле-
ние — 744,57 ± 17,08 мм рт. ст.

Статистический анализ массива полученных данных 
осуществляли с помощью пакета статистических про-
грамм Statistica 13.0 (IBM; США) с использованием метода 
главных компонент и критерия Вилкоксона [14].

РЕЗУЛЬТАТЫ

При анализе данных исследуемая выборка из 6 человек 
была проверена на однородность с помощью метода 
главных компонент по всем показателям, зарегистриро-
ванным во время эксперимента. Полученные результаты 
зафиксировали однородность группы (значения не выхо-
дят за пределы двух стандартных отклонений).

Статистический анализ показал, что на 3-и сут пре-
бывания в условиях АНОГ отмечено снижение уровня 
базальной перфузии (p < 0,05, критерий Вилкоксона) 
на 32,84% в области кожи лба и 22,52% в области кожи 
голени (рис. 2). Кроме того, снижение данного показателя 
в области кожи голени было отмечено на 15-е и 18-е сут 
воздействия и составило 31,64 и 34,68% соответственно, 
что, вероятно, связано с циклограммой эксперимента, 
которая включала в себя ортостатический тест. Стоит 
отметить, что у обследуемого, которому не проводили 
ортостатический тест и ОДНТ-тест во время периода 
АНОГ, к 3-м сут гипокинезии снижение перфузии крови 
в коже лба составило 7,02%, в течение АНОГ тенденция 
к снижению этого показателя сохранялась и к 20-м сут 
воздействия достигла максимального различия с фоном 
(34,21%). Можно было бы предположить, что изменения 
кожной перфузии связаны с температурными условиями, 
поскольку кожа является важнейшим компонентом тер-
морегуляционной системы человека [4].

В нашем исследовании температура окружающей 
среды в период воздействия составила 23,36  ±  1,34 °С 
и значимо не отличалась от температуры лабораторной 
комнаты, в которой проводили исследования до и после 
АНОГ (24,33 ± 2,58 °С). Кроме того, измерение темпера-
туры исследуемой области было произведено с помощью 
встроенного в ЛДФ-анализатор датчика, этот показа-
тель в течение всего эксперимента статистически зна-
чимо не изменялся. Температура в среднем составля-
ла 32,88 ± 1,36 °С в области кожи лба и 32,73 ± 1,38 °С 
в области кожи голени. Уровень влажности помещений 
при исследовании практически не отличался между сес-
сиями: во время проведения методики окна были закры-
ты, система кондиционирования воздуха перед иссле-
дованием (за 15 минут до начала измерения) и во время 
его проведения была отключена. За 15 минут до начала 
обследования участники эксперимента не были накрыты 
одеялом, обследуемые участки кожи были открыты (ос-
вобождены от одежды) для адаптации к условиям окру-
жающей среды, по субъективным ощущениям все добро-
вольцы чувствовали себя комфортно в данных условиях. 
Таким образом, влияние колебаний параметров окружа-
ющей среды на наши результаты было минимальным.

Как в области кожи лба, так и в области голени было 
обнаружено снижение амплитуды миогенных колебаний 
на 51,15% и 41,94% на раннем этапе адаптации организма 
к условиям АНОГ (3 сут). Стоит отметить, что в области 
головы значение Ам сохранялось ниже фонового (из-
меренного за 2 дня до начала воздействия) и снизилось 

относительно фона на 57,03% — 7-е сут, на 47,23% — 15-е 
сут и на 47,71% к 18 сут (рис. 3).

При анализе данных, полученных во время функци-
ональных проб, были обнаружены изменения как в ИДП 
при проведении дыхательной пробы, так и в ВАР и РКК 
при проведении венозной и артериальной окклюзии со-
ответственно (рис. 4). Однако эти изменения носили раз-
нонаправленный характер: если ВАР и ИДП снижались, 
то РКК превышал фоновые величины в период АНОГ. 
Причем ВАР имел сниженное значение относительно фо-
нового воздействия на 3-и и 15-е сут АНОГ, ИДП — на про-
тяжении всего воздействия.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что модель антиортостатической гипокине-
зии в первую очередь создает такой эффект невесомо-
сти, как перераспределение жидкостных сред организма 
в краниальном направлении. В данном эксперименте, 
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 2. Изменения базальной перфузии в условиях АНОГ
Примечание: на графиках представлены средние значения и интерквар-
тильный размах; по оси Х: –2 и +2 — сутки до и после АНОГ соответствен-
но; * статистически значимые различия р < 0,05.
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частью которого являлось текущее исследование, коллек-
тивом авторов [11] было показано, что в результате воздей-
ствия АНОГ со стороны центральной гемодинамики на-
блюдается среднесуточное снижение частоты сердечных 
сокращений и артериального давления, в ранее проведен-
ных исследованиях — снижение общего периферического 
сопротивления [15], со стороны периферической гемоди-
намики — снижение кровотока в нижних конечностях [16].

Результаты, полученные в нашем исследовании, сви-
детельствуют о том, что условия АНОГ с углом наклона 
–6° приводят к изменениям кожного микрокровотока, ко-
торые выражены в снижении базальной перфузии в об-
ласти голени и лба на раннем этапе адаптации организма 
(3 сут воздействия). Другими словами, изменения носят 
однонаправленный характер как в коже нижних конечно-
стей, так и в коже головы. Эти данные согласуются с ре-
зультатами исследования, проведенного Briet et al. [17], 
которые в условиях АНОГ наблюдали уменьшение перфу-
зии крови в области шеи.

В эксперименте Kurazumi et al. [18] при кратковремен-
ном переводе обследуемых в антиортостатическое поло-
жение было показано снижение кожного кровотока в об-
ласти кожи щек при 10-минутном антиортостазе с углом 
наклона тела –30°, на фоне которого было обнаружено 
значительное повышение сосудистого сопротивления 
в данной области.

В нашем исследовании на фоне снижения перфузии 
было отмечено уменьшение амплитуды миогенных коле-
баний как в области нижних конечностей, так и в области 
кожи лба, что указывает на увеличение сосудистого то-
нуса в микроциркуляторном русле кожи этих регионов. 
Вследствие относительно повышенного тонуса артериол 
происходит сужение просвета микрососудов, что сни-
жает кожный кровоток в исследуемых областях. Можно 
предположить, что уменьшение амплитуды миогенных 
вазомоций в коже лба может отражать защитные меха-
низмы в бассейне внутренней сонной артерии (в том чис-
ле  —  для капилляров головного мозга) от избыточного 
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Рис. 3. Изменения амплитуды миогенных колебаний (Ам) в условиях АНОГ
Примечание: на графиках представлены средние значения и интерквар-
тильный размах; по оси Х: –2 и +2 — сутки до и после АНОГ соответствен-
но; * статистически значимые различия р < 0,05.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 4. Динамика показателей функциональных проб в условиях АНОГ.
Примечание: на графиках представлены средние значения и интерквар-
тильный размах; по оси Х: –2 и +2 — сутки до и после АНОГ соответствен-
но; * статистически значимые различия р < 0,05.
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повышения гидростатического давления в условиях уве-
личенного притока артериальной крови и затрудненного 
венозного оттока (миогенная ауторегуляция сосудистого 
русла головного мозга). Именно миогенный тонус являет-
ся последним регуляторным звеном на входе в капилляр. 
Увеличение уровня тканевой перфузии в коже лба может 
являться следствием активации других регуляторных ме-
ханизмов или вкладом в общую спектральную мощность 
отраженного сигнала венулярного компонента (венуляр-
ное полнокровие) на фоне затруднения венозного оттока 
от головы в условиях АНОГ. Восстановление уровня пер-
фузии крови в коже лба на 7, 15, 20-е сут АНОГ до исход-
ного фонового уровня, вероятно, связано с последстви-
ем временной вертикализации обследуемых накануне 
сессии исследования, связанной с проведением пассив-
ной ортопробы (6, 14, 19-е сут) и пробы с ОДНТ (19-е сут).

Обнаруженные изменения (снижение перфузии и ам-
плитуды миогенных колебаний) на 3-и и 18-е сут могут ука-
зывать на распределение крови из области кожи голени 
и лба в более крупные сосуды на фоне централизации кро-
вотока. Было показано, что в условиях космического по-
лета основной объем внеклеточной жидкости, по данным 
биоимпедансометрии, наблюдается в области живота [19].

Установлено, что полученные нами изменения кожной 
перфузии в области лба и голени в условиях АНОГ носят схо-
жий характер с результатами, зарегистрированными в экспе-
рименте по исследованию микроциркуляторно-тканевых си-
стем методом ЛДФ на Международной космической станции 
[10]. В отличие от полученных результатов ЛДФ в условиях 
3-недельного КП, свидетельствующих о некотором сниже-
нии базальной перфузии в коже предплечья на протяжении 
всего полета [20], в нашем исследовании в условиях АНОГ 
аналогичной длительности не было обнаружено изменений 
данного параметра ЛДФ в коже предплечья.

Тем не менее анализ данных функциональных проб 
показал, что условия АНОГ приводят к изменению вазо-
моторной функции сосудов кожи предплечья, о чем мо-
жет свидетельствовать как снижение ВАР, так и снижение 
ИДП, то есть отмечается снижение реакции микрососу-
дов на оба вида констрикторных стимулов. Стабильно 
сниженная величина ИДП на протяжении всего периода 
АНОГ указывает на то, что степень укорочения гладкомы-
шечных клеток при активации симпатической адренерги-
ческой системы снижается либо за счет изменения чув-
ствительности миоцитов к норадреналину, либо за счет 
повышенного тонуса миоцитов. В связи с этим можно 
предположить, что тонус миоцитов повышен и на пред-
плечье (чем выше исходный тонус, тем меньше степень 
укорочения мышцы и, следовательно, ниже амплитуда 

регистрируемого сигнала), хотя по данным амплитудно-
частотного вейвлет-анализа достоверного уменьшения 
амплитуды миогенных вазомоций мы не зарегистриро-
вали. В основе констрикторной реакции при венозной 
окклюзии лежит сокращение прекапиллярных артериол 
в ответ на растяжение миоцитов при повышении давления 
сначала в венозном отделе, затем в капиллярном и далее 
в прекапиллярном (механизм Остроумова — Бейлиса).

Снижение показателя ВАР в условиях АНОГ мож-
но объяснить затрудненным притоком крови и свобод-
ным венозным руслом в системе МЦР, которое не успе-
вает заполняться за 2 минуты окклюзии. Нельзя также 
исключить и повышенный тонус миоцитов в условиях 
АНОГ. Увеличение РКК можно рассматривать с позиции 
повышения чувствительности гладкомышечных кле-
ток на дилататорное действие продуктов метаболизма 
при временном ограничении кровотока. В то же время, 
по некоторым литературным данным, реакция на артери-
альную окклюзию может косвенно указывать на измене-
ние эндотелиальной функции [13, 21]. Мы предположили, 
что увеличение РКК, наблюдаемое в нашем эксперимен-
те, может опосредованно указывать на изменение эндо-
телиальной функции, поскольку другими авторами были 
получены данные о нарушении эндотелийзависимой ва-
зодилатации (в пробе с ацетилхолином) в условиях АНОГ 
без профилактики как у мужчин [22], так и у женщин [23].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, в нашем исследовании была изучена ди-
намика перфузии и регуляторных механизмов форми-
рования сосудистого тонуса в различных участках кожи 
у здоровых мужчин в условиях 21-суточной АНОГ. Было 
показано, что со стороны кожного микрокровотока и его 
регуляции на данный вид воздействия в большей степе-
ни реагируют области кожи лба и нижних конечностей. 
Эффект перераспределения крови и гиподинамии выра-
жен в снижении кожной перфузии на фоне увеличенного 
тонуса терминальных артериол и прекапиллярных сфин-
ктеров. Подобная динамика может указывать на рас-
пределение микрокровотока в сторону более крупных 
сосудов. Несмотря на стабильность перфузии в области 
кожи предплечья в покое, проведенные функциональные 
пробы показали, что, вероятно, условия АНОГ приводят 
к изменению вазомоторной функции.

Результаты, полученные в нашем исследовании, позво-
ляют предположить перспективность дальнейшего изуче-
ния микрогемодинамики кожи применительно к условиям 
реальной невесомости при использовании модели АНОГ.
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ЛАПАРОСКОПИЧЕСКИЙ ДОСТУП ДЛЯ ЛЕЧЕНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЙ 
РЕПРОДУКТИВНОЙ СИСТЕМЫ ЖЕНЩИН ПРИ ВЫРАЖЕННОМ СПАЕЧНОМ ПРОЦЕССЕ

Е.А. Соловьева1, О.С. Филиппов2,3, А.П. Урюпина1, Н.А. Чугунова1, Д.А. Иванова1, А.М. Уткина1

1 Новороссийский клинический центр Федерального медико-биологического агентства, Новороссийск, Россия
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Введение. Развитие абдоминальной хирургии и оперативной гинекологии определило значительное увеличение числа больных с послеопераци-

онными спайками брюшной полости. Частота встречаемости спаечного процесса после абдоминальных операций достигает 67–95%. Абдоминаль-

ные спайки представляют собой серьезную проблему для здоровья. При необходимости повторных операций при наличии спаечного процесса 

значительно возрастает риск интра- и постоперационных осложнений.

Цель. Изучить возможность и результаты применения лапароскопического доступа при хирургическом лечении женщин с заболеваниями репро-

дуктивной системы в сочетании с выраженным спаечным процессом брюшной полости и малого таза.

Материалы и методы. Проведен ретроспективный анализ 265 историй болезни пациенток. В основную группу была включена 91 женщина, 

прооперированная по поводу заболеваний репродуктивной системы на фоне спаечного процесса брюшной полости и малого таза. Вторую 

группу (контрольная) составили 174 пациентки, прооперированные по поводу заболеваний репродуктивной системы и не имеющие спаечного 

процесса. Средний возраст пациенток основной группы составил 47,1 ± 12,8 года, контрольной группы — 46,5 ± 8,1 года. Предоперационное 

обследование включало в себя ультразвуковое исследование и динамическое магнитно-резонансное исследование (МРТ) брюшной полости 

и малого таза. Для выполнения лапароскопических операций использовали видеосистему высокого разрешения компании STORZ (Герма-

ния), энергетическую установку компании BOWA (Германия), включающую электрохирургию высокой частоты (ЭХВЧ), лазерную и аргоно-

плазменную энергию. Статистическая обработка данных проводилась с использованием программы Statistica 13 и MS Office Excel. Результат 

считался статистически значимым при p < 0,05.

Результаты. Проведенный сравнительный анализ продемонстрировал возможность применения лапароскопического доступа для лечения жен-

щин с патологией органов репродуктивной системы в сочетании с выраженным спаечным процессом брюшной полости и малого таза. Длитель-

ность оперативного вмешательства, объем кровопотери, выраженность болевого синдрома, длительность госпитализации и реконвалесценции 

не имели статистически значимых различий между основной (n = 91) и контрольной группами (n = 174). Отсутствие различий частоты интра- и по-

слеоперационных осложнений доказывает, что лапароскопический доступ в условиях выраженного спаечного процесса является безопасным, 

что обеспечивается предоперационными подготовкой и обследованием пациента, применением необходимого современного оборудования и ин-

струментария, оперативными навыками и опытом хирурга.

Выводы. Применение лапароскопического доступа для выполнения оперативного лечения пациенток с заболеваниями органов репродуктивной 

системы в сочетании с выраженным спаечным процессом может рассматриваться как предпочтительный и безопасный метод лечения.

Ключевые слова: спаечный процесс; лапароскопия; адгезиолизис; гистерэктомия; миомэктомия; противоспаечный барьер
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LAPAROSCOPIC ACCESS IN TREATMENT OF REPRODUCTIVE SYSTEM DISEASES IN WOMEN 
WITH MULTIPLE ADHESIONS

Elena A. Soloveva1, Oleg S. Filippov2,3, Anna P. Uryupina1, Nina A. Chugunova1, Daria A. Ivanova1, Anna M. Utkina1

1 Novorossiysk Clinical Center, Novorossiysk, Russia
2 Federal Scientific and Clinical Center for Children and Adolescents, Moscow, Russia
3 Burnasyan Federal Medical Biophysical Center, Moscow, Russia

Introduction. Recent progress in abdominal surgery and operative gynecology has led to a significant increase in the number of patients with postoperative 

abdominal adhesions. The incidence of adhesions after abdominal surgery reaches 67–95%, a serious health problem. In their presence, any following opera-

tions may be associated with an increased risk of intra- and postoperative complications. 

Objective. To study the possibility of laparoscopic access and its outcome in the surgical treatment of women with reproductive system diseases concomi-

tant with pronounced abdominal and pelvic adhesions. 

Materials and methods. A retrospective analysis of 265 patient medical records was performed. The general group included 91 women who had under-

gone surgery for diseases of the reproductive system in the setting of pronounced abdominal and pelvic adhesions. The second group (control) comprised 

174 patients who had undergone surgery for diseases of the reproductive system and had no adhesions. The average age of the patients in the general and 

control groups was 47.1 ± 12.8 and 46.5 ± 8.1 years, respectively. The preoperative examination included ultrasonography and dynamic magnetic resonance 

imaging (MRI) of the abdominal cavity and lesser pelvis. For laparoscopic surgery, a STORZ high-resolution video system (Germany) and a BOWA power plant 
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(Germany), including high-frequency (HF) electric, laser, and argon plasma energy, were used. Statistical data processing was carried out using the Statistica 

13 and MS Office Excel software. The result was considered statistically significant at p < 0.05.

Results. The conducted comparative analysis demonstrated the possibility of using laparoscopic access for the treatment of women with reproductive 

system pathologies in combination with pronounced abdominal and pelvic adhesions. The duration of surgery, the volume of blood loss, the severity of pain, 

the duration of hospitalization, and convalescence had no statistically significant differences between the general (n = 91) and control groups (n = 174). The 

absence of differences in the frequency of intra- and postoperative complications proves laparoscopic access to be safe in the setting of severe adhesions. 

The safety is ensured by preoperative patient preparation and examination, use of necessary modern equipment and tools, surgical skills and experience. 

Conclusions. The use of laparoscopic access for performing surgical treatment of patients with reproductive system diseases in combination with pro-

nounced adhesions can be considered as the preferred and safe treatment method. 

Keywords: adhesive process; laparoscopy; adhesiolysis; hysterectomy; myomectomy; anti-adhesive barrier
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ВВЕДЕНИЕ

Развитие абдоминальной хирургии и оперативной ги-
некологии определило значительное увеличение числа 
больных с послеоперационными спайками брюшной по-
лости [1].

Развитие брюшных спаек встречается в 67–95% слу-
чаев после общехирургических абдоминальных операций 
и до 97% после гинекологических операций лапаротом-
ным доступом [2, 3]. По данным ряда авторов, 63% дли-
ны лапаротомического доступа участвует в образовании 
адгезии к передней брюшной стенке сальника и петель 
кишечника [4, 5].

По данным специалистов Международного обще-
ства изучения спаек (International Adhesion Society), по-
слеоперационный спаечный процесс в брюшной полости 
является наиболее частым осложнением и представля-
ет собой серьезную проблему для здоровья пациентов, 
существенно снижая качество их жизни. Наиболее зна-
чимыми последствиями спаечного процесса являются 
кишечная непроходимость (32–85%), женское бесплодие 
(15–40%), диспареуния и хронический абдоминальный бо-
левой синдром (20–50%) [6]. Необходимость выполнения 
адгезиолизиса при последующих хирургических вмеша-
тельствах увеличивает длительность операции в среднем 
на 24–50 мин. Кроме того, возрастает риск ятрогенного 
повреждения кишечника, кровотечения, формирования 
в последующем фистул, что увеличивает сроки выздо-
ровления, при этом повторная лапаротомия и адгезиоли-
зис могут только усугубить процесс образования спаек 
[2, 7–10]. В то же время, по данным ряда авторов, в усло-
виях выраженного спаечного процесса лапароскопиче-
ский адгезиолизис приводил к снижению риска рецидива 
спайкообразования, присоединения вторичных хирурги-
ческих инфекций (инфекционно-септических осложне-
ний, раневой инфекции) [11, 12].

В настоящее время подчеркивается необходимость 
профилактики спаечного процесса путем примене-
ния противоспаечных барьеров из гиалуроновой кис-
лоты и карбоксицеллюлозы, выполнения тщательного 

гемостаза во время оперативного вмешательства, дели-
катного обращения с тканями [2, 13–15].

Большинство публикаций о характеристике спаечно-
го процесса в брюшной полости посвящено особенно-
стям диагностики, методам лечения и анализу осложне-
ний кишечно-спаечной непроходимости, возникающих 
после оперативных вмешательств на органах брюшной 
полости [16–18].

Несмотря на интенсивный прогресс малоинвазивных 
технологий, позволивших минимизировать травматич-
ность оперативных вмешательств, применение совре-
менных мультимодальных программ послеоперацион-
ной реабилитации и многообразие средств и способов, 
направленных на профилактику спаечного процесса, 
результаты лечебно-профилактических мероприятий 
нельзя считать достаточными [6, 19]. Вопрос наличия спа-
ечного процесса в полости малого таза и брюшной поло-
сти при выполнении хирургических вмешательств на ор-
ганах репродуктивной системы у женщин менее изучен, 
но очень актуален в связи с определяющим значением 
при выборе тактики и хирургического доступа.

На сегодняшний день не существует стандартизи-
рованных диагностических критериев и рекомендаций 
по выбору хирургического доступа в лечении женщин 
с патологией репродуктивных органов, сочетающейся 
с распространенным спаечным процессом, что дикту-
ет необходимость изучения технических возможностей 
малоинвазивной хирургии для понимания перспектив 
развития и расширения спектра ее внедрения в гинеко-
логической практике.

Цель исследования — изучить возможность и резуль-
таты применения лапароскопического доступа при хи-
рургическом лечении женщин с заболеваниями репро-
дуктивной системы в сочетании с выраженным спаечным 
процессом брюшной полости и малого таза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Проведен ретроспективный анализ 265 историй бо-
лезни пациенток, оперированных в гинекологическом 

mailto:solovevaln@inbox.ru


ОригинальнОЕ исслЕДОВаниЕ | ХирУргияOriginal StuDy | Surgery

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2025, ТОМ 27, № 1 133

отделении ФГБУЗ «Новороссийский клинический центр 
ФМБА России» по поводу заболеваний органов репродук-
тивной системы с использованием лапароскопического 
доступа.

В основную группу была включена 91 женщина, про-
оперированная по поводу заболеваний репродуктивной 
системы на фоне имеющегося выраженного спаечно-
го процесса брюшной полости и малого таза (III–IV сте-
пень по О.И. Блинникову). Вторую группу (контрольная) 
составили 174 пациентки, прооперированные по пово-
ду заболеваний репродуктивной системы и не имеющие 
спаечного процесса или с незначительной степенью его 
выраженности (I–II степень по О.И. Блинникову) (табл. 1).

Критериями отбора пациенток в группу исследования 
были возраст женщин старше 18 лет, наличие заболева-
ний органов репродуктивной системы, требующих хирур-
гического лечения, наличие спаечного процесса брюш-
ной полости различной степени выраженности.

В основной группе средний возраст пациенток соста-
вил 47,1 ± 12,8 года. В основной группе 55 (60,4%) женщин 
имели избыточный вес или ожирение различной степени 
выраженности со средним значением ИМТ 27,5 ± 5,9 кг/
м2 (макс. 42,4  кг/м2), с морбидным ожирением ИМТ бо-
лее 40  кг/м2 было прооперировано 5 (5,4%) пациенток. 
Дефицит массы тела был всего в 1 (1,1%) случае. Из всей 
выборки лишь 30 (32,3%) женщин имели нормальный вес.

В контрольной группе из 174 пациенток средний воз-
раст составлял 46,5 ± 8,1 года. Преобладали женщины 
с избыточной массой тела и различной степенью ожире-
ния: 113 (64,9%) пациенток со средним ИМТ 30,1 ± 6,7 кг/м2 

(макс. 52,6  кг/м2), из них с морбидным ожирением было 
30 (17,2%) женщин. Большинство прооперированных па-
циенток имели сочетанную гинекологическую патологию.

Предоперационное обследование пациенток и плани-
рование хода операции включало в себя ультразвуковое 
исследование и динамическое магнитно-резонансное 
исследование (МРТ) брюшной полости и малого таза. 
Одной из задач исследования было определение нали-
чия, локализации и распространенности спаечного про-
цесса, вовлеченность передней брюшной стенки и петель 
кишечника для выбора наиболее безопасного доступа 
в брюшную полость (места введения троакара для оптики 
и троакаров для инструментов).

Ультразвуковое исследование (УЗИ) органов брюшной 
полости выполнено всем пациенткам. Изолированное 
предоперационное УЗИ у пациенток с ожирением зача-
стую сопровождалось техническими сложностями и име-
ло объективную диагностическую погрешность. В таких 
случаях 16 (17,6%) пациенткам дополнительно проводи-
ли динамическую МРТ брюшной полости и малого таза. 
В данную группу вошли женщины с ожирением 3–4 ст.

Для выполнения лапароскопических операций ис-
пользовали видеосистему высокого разрешения компа-
нии STORZ (Германия), энергетическую установку ком-
пании BOWA (Германия), включающую ЭХВЧ, лазерную 
и аргоноплазменную энергию.

Лапароскопический доступ с применением оптики пе-
реднебокового видения 30° обеспечивал более достовер-
ную информацию о состоянии органов брюшной полости, 
наличии, локализации и распространенности спаечного 
процесса. Объем рассекаемых сращений в каждом слу-
чае определялся индивидуально.

С целью профилактики повреждения внутренних ор-
ганов при введении троакара для оптики с учетом данных 
ультразвукового исследования и МРТ-картирования в 18 
(19,9%) случаях троакар устанавливался «открытым» пу-
тем по средней линии на 3–5 см выше пупка, в 9 (9,8%) 
случаях оптический троакар вводился не в классической 
точке околопупочной области. Игла Вереша для созда-
ния карбоксиперитонеума не применялась. Для мини-
мизации патологического влияния карбоксиперитонеума 
давление в брюшной полости поддерживалось на уровне 
6–8 мм рт. ст.

Для рассечения сращений применяли комбинацию 
различных способов и инструментария: ультразвуковой 
скальпель (BOWA, Германия), ножницы, механическую 
тракцию. После выполнения адгезиолизиза и получения 
доступа к органам малого таза выполнялся необходи-
мый объем оперативного вмешательства для решения 
поставленной клинической задачи. Для профилактики 
образования спаечного процесса в послеоперационном 
периоде большое значение уделяли гемостазу и сана-
ции брюшной полости. Для создания противоспаечного 
барьера в брюшную полость вводился противоспаечный 
препарат на основе полиэтиленоксида и карбоксиметил-
целлюлозы. В конце оперативного вмешательства прово-
дился осмотр места введения первого троакара для оп-
тики, чтобы удостовериться в отсутствии повреждений 
кишечника.

Сравнительная оценка результатов оперативного ле-
чения проводилась путем анализа продолжительности 
оперативного лечения, объема кровопотери, оценки вы-
раженности болевого синдрома по шкале ВАШ, длитель-
ности госпитализации. В послеоперационном периоде 
для оценки болевого синдрома использовали классиче-
скую визуально-аналоговую шкалу боли [21, 22].

Статистическая обработка данных проводилась с ис-
пользованием программы Statistica 13 и MS Office Excel. 
Результат считался статистически значимым при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В ходе проведенного исследования установлено, что в ос-
новной группе в 34 (37,4%) случаях и в контрольной груп-
пе в 86 (49,4%) значимо преобладали доброкачественные 
опухолевые процессы матки и доброкачественные ново-
образования яичников, а именно, у 23 (25,3%) пациенток 
основной группы и 29 (16,7%) женщин из группы контроля. 
Соответствующие данные представлены в таблице 2.

У 81 (89%) пациентки основной группы ранее были вы-
полнены различные оперативные вмешательства на орга-
нах брюшной полости и малого таза, только у 10 (10,9%) 

Таблица 1. Степень распространенности спаечного процесса в брюшной полости по О.И. Блинникову

i степень локальный спаечный процесс, ограниченный областью послеоперационного рубца или частью брюшной полости. 
занимает не более 1/3 одного этажа при отсутствии спаек в других областях

ii степень локальный спаечный процесс в сочетании с одиночными редкими спайками в других областях

iii степень спаечный процесс, занимающий более 1/3 брюшной полости

iv степень Диффузный спаечный процесс, занимающий 2/3 брюшной полости

Таблица составлена авторами по данным источника [20]
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из этой группы не было в анамнезе никаких оперативных 
вмешательств. В таблице 3 представлены виды оператив-
ных вмешательств ранее проведенных у пациенток основ-
ной группы с выраженным спаечным процессом. Общее 
количество проведенных операций составило 180, из них 
большая часть, 123 (68,3%) выполнена по поводу гинеко-
логической патологии; на органах брюшной полости — 57 
(31,7%) операций. Предшествующие оперативные вме-
шательства в абсолютном большинстве  —  149 (82,8%) 
случаев  —  были выполнены лапаротомным доступом. 
Лапароскопическим доступом выполнено лишь 29 (16,1%) 
операций, влагалищным доступом — 2 (1,4%) операции.

Для решения поставленной клинической задачи 
пациенткам основной и контрольной групп выполня-
лись различные объемы оперативного вмешательства. 
В таблице  4 представлены основные виды проведенно-
го хирургического лечения. Бóльшую долю составля-
ли радикальные операции  —  тотальная гистерэктомия 
с придатками или маточными трубами.

В ходе анализа данных историй болезни пациенток 
обеих групп установлено, что во всех случаях при вве-
дении троакара для оптики и инструментов повреждений 

внутренних органов не было. При сравнении особенно-
стей течения операционного вмешательства и течения 
послеоперационного периода в случаях хирургическо-
го лечения у пациенток основной и контрольной групп 
не выявлено статистически значимых различий (табл. 5).

Так, среднее время проведения хирургического 
вмешательства было больше на 25–40 мин. в основной 
группе пациенток за счет времени, затраченного на про-
ведение адгезиолизиса. Показатели среднего объема 
кровопотери и длительности госпитализации значимо 
не отличались в обеих группах. Во всех случаях хирур-
гического вмешательства был выполнен требуемый 
клинической ситуацией объем оперативного лечения, 
что дополнительно подтверждает возможность выпол-
нения необходимого объема хирургического вмешатель-
ства при наличии выраженного спаечного процесса 
в брюшной полости. Конверсий на лапаротомию не было 
в обеих группах пациенток.

Активизация пациенток в обеих группах проводилась 
с первых суток послеоперационного периода, щадящее 
питание организовано со вторых суток. У всех паци-
енток перистальтика кишечника восстанавливалась 
на 1–2-е сутки.

В первые сутки после операции лишь 6 (6,6%) пациен-
ток из основной группы оценивали боль по шкале ВАШ 
на уровне 7–8 баллов. Умеренная боль — на уровне 5–6 
баллов по ВАШ — отмечена у 38 (41,8%), при этом слабый 
уровень боли — 3–4 балла — отмечали 42 (46,2%) женщи-
ны. Совсем отсутствовали жалобы на боль у 5 (5,4%) паци-
енток из основной группы наблюдения. К третьим суткам 
у всех пациенток уровень боли достигал 2–3 балла, что по-
зволяло отменить применение обезболивающих средств. 
В контрольной группе были получены аналогичные данные.

Средняя длительность госпитализации пациенток 
в обеих группах статистически не отличалась, соответству-
ющие данные представлены в таблице 5. Необходимость 
выполнения адгезиолизиса во время операции не при-
водила к увеличению послеоперационного койко-дня. 
Значимых интраоперационных и послеоперационных ос-
ложнений, таких как ранение смежных органов, крово-
течения из поврежденных сосудов, гнойно-септические 
осложнения в раннем и позднем послеоперационном пе-
риодах, не зарегистрировано в обеих группах. В основ-
ной группе в одном случае при выполнении адгезиолизи-
са было проведено десерозирование стенки сигмовидной 
кишки без вскрытия просвета. Дефект был ушит лапаро-
скопически и не повлиял на течение послеоперационного 

Таблица 2. Основные заболевания — показания к оперативному лечению

Основная группа
n = 91

Контрольная группа
n = 174

n % n %

Миома матки 34 37,4 86 49,4

новообразования яичников 23 25,3 29 16,7

наружный генитальный эндометриоз 11 12,1 18 10,3

Хронические воспалительные заболевания органов малого 
таза с образованием гидросальпинксов

8 8,8 7 4,0

бесплодие 6 6,6 17 9,7

Пролапс тазовых органов 4 4,4 12 6,9

атипическая гиперплазия эндометрия, аденоматоз 2 2,2 5 2,9

синдром хронической тазовой боли 3 3 0 0

Таблица составлена авторами по собственным данным (p > 0,05)

Таблица 3. Общее количество и виды ранее проведенных оперативных 
вмешательств у пациенток основной группы из данных анамнеза

Оперативные вмешательства
Количество 

вмешательств

на органах репродуктивной системы, из них: 123

операции на придатках матки 43

кесарево сечение 38

трубная беременность 13

гистерэктомия 12

эндометриоз 10

миомэктомия 5

воспалительные заболевания 2

на органах брюшной полости, из них: 57

аппендэктомия 30

холецистэктомия 9

операции на кишечнике 6

ранения и травмы органов брюшной полости 5

операции по поводу разлитого перитонита 4

операции на печени 3

Таблица составлена авторами по собственным данным
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периода. В течение последующего года наблюдения за па-
циентками обеих групп случаев кишечно-спаечной непро-
ходимости не было.

До настоящего времени выраженный спаечный про-
цесс остается противопоказанием для выбора лапа-
роскопического доступа при хирургическом лечении. 
Считается, что спаечный процесс ухудшает визуализа-
цию, увеличивает риски повреждения внутренних орга-
нов брюшной полости (кишечника, крупных сосудов и др.), 
ухудшает результаты хирургического лечения пациенток 
с заболеваниями органов женской репродуктивной си-
стемы. Кроме того, арсенал неинвазивной предопераци-
онной диагностики спаек ограничен и не имеет широкого 
применения в рутинной практике [23, 24].

Разработка и внедрение стандартизированных диа-
гностических критериев и хирургической тактики, по-
зволяющих безопасно выполнять хирургическое лечение 
пациенток с заболеваниями органов репродуктивной си-
стемы в сочетании с выраженным спаечным процессом 
брюшной полости и малого таза, дадут возможность рас-
ширить группу пациенток с заболеваниями органов ре-
продуктивной системы для применения лапароскопиче-
ских технологий [24–26].

Предоперационное картирование спаечного процесса 
при помощи ультразвукового исследования и МРТ брюш-
ной полости и малого таза с высокой долей вероятности 
облегчает выбор наиболее безопасных точек введения 
троакаров в брюшную полость. Отказ от применения 
иглы Вереша и прямое введение троакара в брюшную по-
лость с последующим созданием карбоксиперитонеума 
не увеличивает частоту повреждений органов брюшной 
полости. Применение оптики переднебокового видения 
в 30° значимо улучшает визуализацию в условиях спа-
ечного процесса. Использование хирургами комбинации 

современного инструментария с различными видами 
энергий улучшает качество адгезиолизиса, снижает ри-
ски повреждения органов брюшной полости и малого 
таза, травматизации окружающих тканей и возникнове-
ния кровотечения. Все вышеперечисленное повышает 
безопасность выполняемого оперативного вмешатель-
ства в условиях спаечного процесса лапароскопическим 
методом. Представленные выводы согласуются с данны-
ми литературы [12, 25–27].

Проведенный сравнительный анализ демонстриру-
ет возможность применения лапароскопического до-
ступа для лечения женщин с патологией органов ре-
продуктивной системы в сочетании с выраженным 
спаечным процессом брюшной полости и малого таза. 
Лапароскопический доступ в условиях выраженного спа-
ечного процесса является безопасным, что обеспечива-
ется предоперационными подготовкой и обследованием 
пациента, применением необходимого современного 
оборудования и инструментария, оперативными навыка-
ми и опытом хирурга.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение лапароскопического доступа для выполнения 
оперативного лечения пациенток с заболеваниями орга-
нов репродуктивной системы в сочетании с выраженным 
спаечным процессом может рассматриваться как пред-
почтительный и безопасный метод лечения. Применение 
современных методов предоперационного картирования 
спаечного процесса (УЗИ, МРТ), использование совре-
менного оборудования способствуют повышению безо-
пасности проведения лапароскопических методов и сни-
жению риска интраоперационных и постоперационных 
осложнений.

Таблица 4. Виды оперативных вмешательств
 

Виды оперативных вмешательств

Основная группа
n = 91

Контрольная группа
n = 174

n % n %

тотальная гистерэктомия с придатками или с маточными трубами 38 41,8 99 55,2

Удаление новообразования яичника 13 14,3 20 11,5

аднексэктомия 11 12,1 13 7,5

Операции по поводу эндометриоза 8 8,7 8 4,6

Миомэктомия 7 7,8 20 11,5

тубэктомия 5 5,5 0 0

рассечение спаечного процесса (бесплодие) 5 5,5 4 2,3

Промонтофиксация с применением сетчатого импланта 4 4,4 12 6,9

Метропластика рубца после кесарева сечения 0 0 1 0,6

Таблица составлена авторами по собственным данным

Таблица 5. Основные показатели оперативного вмешательства 

Показатели Основная группа Контрольная группа

средняя длительность операции, мин 107,90 ± 34,38 81,90 ± 25,60

средний объем кровопотери, мл 65,0 ± 32,5 61,9 ± 29,2

средняя продолжительность госпитализации, койко-дни 5,6 ± 1,8 6,1 ± 1,3

Пребывание в первые сутки после операции в палате интенсивной терапии, 
количество пациентов (%)

28 (30,8%) 59 (33,9%)

конверсия на лапаротомию (%) 0 0

Таблица составлена авторами по собственным данным
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