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Мобильное здравоохранение 
(mHealth), активно исполь-

зуемое в прецизионной и персона-
лизированной медицине и в целом 
медицине 5П [1], объединяет два 
параллельно развивающихся на-
правления: технологии для лечения 
и ухода за больными и устройства 
для контроля здоровья человека. Сре-
ди основных катализаторов —  смарт-
фоны и интернет, который предоста-
вил людям недоступную им ранее 
возможность обмениваться знания-
ми, уточнять диагноз и (или) искать 
эффективную терапию, не прибегая 
к помощи доктора. Возник спрос 
на медицинский контент и многочис-
ленные сервисы, ориентированные 
на пациента (от электронной записи 
к врачу до дистанционной диагности-
ки). Значение интернет-сообществ, 
объединяющих людей с одинаковыми 
проблемами со здоровьем (например, 

PatientsLikeMe), трудно переоценить. 
В начале 2015 года Apple представила 
программную платформу ResearchKit, 
которая сможет снимать медицин-
ские показания с миллионов вла-
дельцев iPhone и других мобильных 
устройств компании. С новым про-
граммным обеспечением Apple полу-
чает возможность принимать данные 
о здоровье пользователей, которые 
захотят поделиться ими с компанией, 
и передавать их медикам и ученым 
для использования в медицинских ис-
следованиях. Платформе ResearchKit 
можно будет задать разрешения 
на использование микрофона, каме-
ры, сенсорного экрана и акселеро-
метра, с помощью которых можно 
проверять почерк, дрожание рук 
и голоса, темп и шаткость походки, 
уровень двигательной активности, 
измерять ритмы сердечный и дыха-
ния и т. п. Приложение можно будет 

настроить на работу с внешними 
устройствами некоторых производи-
телей (весами, глюкометрами и др.), 
с помощью которых можно будет из-
мерять вес, уровень глюкозы в крови 
и пиковую скорость выдоха. Создавая 
новую платформу, Apple заключила 
соглашения со многими известными 
медицинскими центрами, занима-
ющимися исследованиями болезни 
Паркинсона, рака груди, заболеваний 
сердца и сосудов, сахарного диабета 
и астмы. Приложение будет не только 
собирать данные; в его задачи будет 
входить также предварительная по-
становка диагноза и оценка эффек-
тивности терапии людей, уже страда-
ющих от того или иного заболевания. 
Важно и то, что распространяться 
ResearchKit будет как программное 
обеспечение с открытым исходным 
кодом (open source). То есть энтузи-
асты смогут его улучшать, а другие 
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5P Medicine: molecular diagnostic technologies of mobile healthcare
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Резюме
В обзоре рассмотрены технологии мобильного здравоохранения (mHealth) —  
новой, стремительно развивающейся области медицины. Чрезвычайно 
перспективными являются гибридные устройства на основе микрофлюид-
ных технологий, мобильные приборы для мониторинга сахарного диабета, 
применение мобильных телефонов в иммуноанализе, микроскопия в ди-
агностике онкологических заболеваний. Амплификационные технологии 
мобильного здравоохранения используются, в частности, в диагностике 
инфекционных и паразитарных заболеваний. Созданы все условия для 
возникновения массовой открытой онлайн-медицины (МООМ).
Ключевые слова: мобильное здравоохранение, микрофлюидные технологии, 
массовая открытая онлайн-медицина.

Summary
The review considers mobile health technologies (mHealth) —  
a new, rapidly developing field of medicine. Extremely prom-
ising are hybrid devices based on microfluidic technologies, 
mobile devices for monitoring diabetes mellitus, the use of 
mobile phones in immunoassay, microscopy in the diagnosis 
of cancer. Amplification technologies of mobile health care 
are used, in particular, in the diagnosis of infectious and para-
sitic diseases. All conditions for the emergence of mass open 
online medicine (IOM) have been created.
Key words: mobile health care, microfluidic technologies, 
mass open online medicine.
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пользователи получат возможность 
портировать его на свои платформы, 
превратив поток сбора медицинских 
данных для исследований в явление 
по-настоящему глобальное.

Уже тысячи занимающихся ге-
нетическими заболеваниями врачей 
и исследователей по всему миру ис-
пользуют для предварительной диа-
гностики компьютерную программу 
Face2Gene. Программа Face2Gene 
определяет паттерн, общий для 
группы людей с одним синдромом. 
Установление этого общего знамена-
теля позволяет программе создавать 
составное характерно-усредненное 
изображение, соотносящееся с за-
болеванием. По оценке Face2Gene, 
из более чем 7 тысяч известных ге-
нетических синдромов до половины 
связаны с особым типом лица, кото-
рый можно узнать и использовать 
для установления диагноза. Син-
дром Дауна, например, является од-
ним из наиболее распространенных, 
и поэтому его легче диагностиро-
вать. Но более редкие заболевания 
могут оказаться сложной задачей. 
Face2Gene бесплатно использует 
данные, собранные генетиками. Мо-
бильное приложение автоматически 
фотографирует пациента, загружает 
эту фотографию на сервер, а также 
анализирует черты лица в течение 
нескольких секунд, чтобы составить 
список синдромов, соответствующих 
идентифицированным сходствам. 
Каждый синдром сопровождается 
информацией из лондонских ме-
дицинских баз данных, в которых 
хранится и пополняется коллекция 
дисморфологических изображений. 
Пользователи могут наложить лицо 
своего пациента на лицо прототипа 
с заболеванием и кликнуть на те-
пловую карту, показывающую об-
ласти лица, наиболее совпадающие 
с репрезентативным изображением 
конкретного синдрома. Они могут 
также отметить признаки, присут-
ствующие у их пациента, произведя 
тем самым пересчет списка потен-
циальных синдромов. В дальнейшем 
FDNA продолжат работу по опре-
делению черт лица, соотносящих-
ся с различными заболеваниями, 
в частности, с аутизмом. Приложение 
предназначено для определения за-

болеваний преимущественно у детей. 
При регистрации оно запрашивает 
медицинскую специальность, квали-
фикацию и название лечебного или 
научного учреждения. Для диагно-
стирования генетических заболева-
ний пациента достаточно загрузить 
одно или несколько его фронтальных 
фото с помощью веб-приложений 
или приложений для Android или 
iOS. Каждый обработанный запрос 
может быть сохранен в базе про-
граммы, но о конфиденциальности 
беспокоиться не стоит: сохраняется 
не собственно лицо, а его деинди-
видуализированная математическая 
модель (формализованный фенотип). 
По результатам сравнения загружен-
ного фото с типами лиц, характерны-
ми для тех или иных генетических 
заболеваний, программа выдает спи-
сок вероятных заболеваний пациента 
и показывает на шкале степень ве-
роятности заболевания —  от низкой 
до высокой.

Сегодня при наличии сыпи 
на коже можно сделать фото с по-
мощью смартфона и загрузить его 
в приложение для обработки. Через 
несколько минут надежный компью-
терный алгоритм, отличающийся 
большей точностью, чем большин-
ство врачей, выдал бы текст с диа-
гнозом. Текст включал бы описание 
шагов, которые необходимо пред-
принять, возможно, местное лечение 
с помощью мази или рекомендацию 
сходить к дерматологу для получения 
очной консультации. Всеобъемлющая 
медицинская информация о челове-
ка будет доступной, анализируемой 
и передаваемой: от полученных с по-
мощью датчиков результатов УЗИ, 
лабораторных исследований до ге-
номного секвенирования. Многие те-
трабайты данных человека всю жизнь 
будут накапливаться в личном об-
лачном хранилище. Сегодня каждый 
день генерируются три квинтиллиона 
байтов данных. Потребовалось 16 лет, 
чтобы каждый четвертый америка-
нец стал пользоваться персональным 
компьютером, 13 лет —  мобильным 
телефоном, 7 лет —  интернетом, 
а в случае смартфона хватило двух 
лет (есть у 2 из 7,25 млрд жителей 
Земли и обеспечивает контакт с 95 % 
населения планеты). Если печатный 

станок Иоганна Гутенберга обеспечи-
вал архивирование материалов, свя-
занных с культурой, наукой и выда-
ющимися людьми, мобильные теле-
фоны архивируют огромные объемы 
частной информации. В 1450 году 
в Европе менее 8 % населения были 
грамотными, а с изобретением кни-
гопечатания (пример массового про-
изводства) знания стали доступны 
простым людям, что привело к насто-
ящей культурной, технологической 
и научной революции.

Основой мобильного здравоох-
ранения, несомненно, могут стать 
устройства на основе интеграции ди-
агностических приборов с мобильны-
ми телефонами. Количество мобиль-
ных телефонов в мире к 2016 году 
приблизилось к 8 млрд причем 55 % 
составляют смартфоны, которые 
могут обеспечить круглосуточный 
доступ к медицинской информации 
и легко справляются с функцией 
мониторинга здоровья своего вла-
дельца. Люди в среднем пользуются 
телефоном 5 часов в день и прове-
ряют его примерно 85 раз в сутки. 
Четверть британских пользователей 
ни разу в неделю не эксплуатируют 
его в режиме телефона, а приложения 
служат не только для развлечения или 
коммуникации, но и для просвеще-
ния, мониторинга здоровья, в том 
числе и диагностики. Тех, кто ведет 
сидячий образ жизни, может заинте-
ресовать приложение, автоматически 
посылающее напоминания о том, что 
время от времени надо встать и хоть 
немного размять мышцы, которые 
начинают приходить после того, 
как программа зафиксировала, что 
пользователь долго был неактивен. 
Участники из группы, пользующей-
ся приложением, сократили время, 
проведенное сидя, на 3 % (25 минут 
в день). Одно из трех глобальных на-
правлений в рамках цифровой меди-
цины [1] —  это все то, что связано 
с биосенсорами, датчиками и гад-
жетами, позволяющими человеку 
контролировать состояние своего 
организма. Специальное приложение 
на iPhone позволяет самому снимать 
кардиограмму. Медицина 5П будет 
иметь дело не с болезнями, а с кон-
кретными людьми, что является очень 
важным идеологическим переломом: 
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анализ генома, работа с массивом 
информации или получение данных 
с датчиков в режиме 24 часа и 7 дней 
в неделю.

Гибридные системы на основе 
микрофлюидных платформ

В опубликованном недавно об-
зоре подробно рассмотрены гибрид-
ные системы на основе микрофлю-
идных (М) платформ и смартфонов 
(S) (МS 2) для диагостики заболе-
ваний [2]. Преимущества рассма-
триваемых приборов состоят в вы-
сокой скорости выполнения теста, 
низкой цене, мобильности и просто-
те в использовании, которые могут 
применяться в домашних условиях 
и небольших лабораториях. Микро-
флюидные технологии в последнее 
время получили широкое развитие 
в различных областях науки, техники 
и медицины [3–6]. Cначала микро-
флюидные приборы производили 
из силикона (1988), стекла (1992) 
и полиметилсилоксана (PDMS) 
(1998), затем и из термопластика [7] 
и чиповой бумаги (2007). Указанные 
материалы в микроканальцах под 
действием капиллярных сил обеспе-
чивают движение растворов и реа-
гентов. Микрофлюидомные техно-
логии оперируют микролитровыми 
объемами жидких реактивов и ми-
крометровыми размерами канальцев 
и реакторов [8]. МS 2-технологии на-
шли свое применение в охране окру-
жающей среды: нитраты, тяжелые 
металлы, детекция патогенов (E. coli, 
Salmonella) и, конечно, в биомеди-
цинских исследованиях и рутинных 
диагностических тестах.

Некоторые подходы основаны 
на колориметрической детекции 
и иммунохроматографии. В одной 
из ранних работ в 2008 году исследо-
ватели из Гардварского унивеситета 
интегрировали смартфон с бумаж-
ным микрофлюидомным чипом для 
измерения концентрации глюкозы 
и белков [9]. Две разработки были по-
священы определению на тест-стри-
пах общего холестерина за 60 с ко-
лориметрическим (с 1,8 % точностью 
от 140 до 400 мг/дл) [10] и биохеми-
люминесцентным (от 20 мг/дл) [11] 
методами. Колориметрическим ме-
тодом с точностью до 10 наномолей 

измерялась концентрация 25-гидрок-
сивитамина Д [12] с использованием 
метода иммуноанализа, основанно-
го на наночастицах золота. Авторы 
подчеркивают, что данная работа это 
первый шаг к созданию NutriPhone 
для контоля за уровнем витаминов 
и важнейших компонентов питания. 
Представлена мобильная платформа 
NutriPhone для анализа в крови уров-
ня витамина В12 за 15 минут, вклю-
чающая смартфон и конкурирующе-
го типа стрип для количественного 
определения витамина В12 ниже чем 
наномоль/л физиологического уровня, 
а для увеличения продолжительности 
конкурирующей реакции присоеди-
нения и использована амплификация 
сигнала серебром [13]. Показана эф-
фективность NutriPhone для коли-
чественного определения витамина 
В12 в физиологическом диапазоне, 
и проведено испытание метода на 12 
образцов капиллярной крови (40 мкл) 
пациентов.

В 2009 году была создана деше-
вая портативная иммуноферментная 
система путем соединения преиму-
ществ смартфона и прибора на основе 
PDMS-флюидомики [14]. В 2015 году 
последняя генерация смартфонов 
была использована для создания 
портативного количественного ми-
крофлюидомномного прибора для 
биохимического анализа [15].

Мобильные устройства 
мониторинга сахарного диабета

Появились новые девайсы, соз-
данные специально для диабетиков, 
у которых возникает множество 
неудобств с отслеживанием уровня 
глюкозы, поскольку традиционно 
необходимо анализировать кровь 
из пальца. Созданный клейкий на-
кожный пластырь определяет и даже 
регулирует уровень сахара в крови, 
так как была обнаружена точная кор-
реляция между уровнями глюкозы 
крови и пота. Пластырь включает 
в себя датчики, регистрирующие 
концентрацию глюкозы в поту, и си-
стему микроигл, которые впрыски-
вают ЛС-метформин, если концен-
трация сахара высока. Разработчики 
после клинических испытаний со-
бираются сделать свою техноло-
гию широко доступной. Компания 

Google совместно с фармацевтиче-
ским концерном Novartis в 2014 году 
аннонсировала выпуск контактных 
линз со встроенным глюкометром. 
Линза со встроенным сенсором (вы-
глядит как блестки, а встроенная ан-
тенна тоньше человеческого волоса) 
постоянно измеряет уровень сахара 
в слезной жидкости пациента и раз 
в секунду передает информацию 
на смартфон или планшет. Беспро-
водной чип и миниатюрный датчик 
встроены между двумя слоями мяг-
кого материала обычных контактных 
линз. Снятие показаний происходит 
с частотой раз в секунду. Предпо-
лагается вставить в конструкцию 
еще и миниатюрные светодиодные 
лампочки, которые будут загорать-
ся, когда концентрация глюкозы 
достигнет определенного значения. 
Лаборатория Google вместе со сво-
им партнером —  фармацевтической 
компанией Novartis —  объявила 
о начале процесса лицензирования 
технологии в 2014 году.

Как правило, устройства носи-
мой электроники и портативной 
диагностики применяются вместе 
с приложениями для смартфонов 
и веб-сервисами. В идеале задача 
разработчика —  сделать так, чтобы 
данные, накапливаемые на облачном 
сервере, передавались в удобовари-
мой форме напрямую лечащему врачу. 
Такие интегрированные платформы 
имеются в том числе в России. Ком-
пании «НормаСахар», которая раз-
работала онлайновую систему сле-
жения за уровнем глюкозы в крови 
для диабетика, удалось технически 
соединить медицинские устройства, 
веб-сервис и врачей. Сегодня глю-
кометры «Диаконт» уже передают 
данные на платформу автоматиче-
ски, причем участие пациента в этом 
процессе сводится к установке бес-
платного софта и подключении глю-
кометра кабелем к компьютеру. Ин-
формация круглосуточно поступает 
штатному лечащему врачу, который 
может проконсультировать пациента 
или быстро связаться с ним, если ре-
зультаты исследований превышают 
допустимую норму. В прошлом году 
компания «НормаСахар» предста-
вила инсулиновую помпу, которая 
управляется по протоколу Bluetooth 
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со смартфона с установленным при-
ложением. Прибор проходит кли-
нические испытания и в 2016 году, 
как ожидается, выйдет на массовый 
рынок.

П р ед с т а вл е н  о с н о ва н н ы й 
на смартфоне флуоресцентный де-
тектор для mHealth, ключевыми эле-
ментами которого являются камера 
смартфона и капиллярный анализ, 
что увеличивает чувствительность 
на два порядка [16]. Капиллярный чип 
скомбинирован с LED-камерой для 
регистрации флуоресценции в диа-
пазоне 450–740 нм и позволяет ис-
пользовать образцы объемом менее 10 
мкл [17]. Восьмиканальный МБ для 
детекции флуоресцентного сигнала 
создан комбинацией двух полимер-
ных слоев, каждый канал которого 
рассчитан на два реагента (фермент 
и субстрат). Для применения в мо-
бильной медицине прибор снабжен 
CCD-детектором и LED-мультиспек-
тральным излучателем.

Применение мобильных 
телефонов в иммуноанализе

Регистрацию рассмотренных 
в прошлом разделе результатов ИХ-а-
нализа могут осуществлять не только 
специализированные, но и обычные 
мобильные устройства и офисная 
техника [18]. Известны многочис-
ленные примеры использования для 
указанных целей камер мобильных те-
лефонов и смартфонов [19, 20], в том 
числе для детекции флуоресцентных 
меток [21].

Определение высокочувстви-
тельного С-реактивного белка [22] 
c пределом чувствительности 0,026 ± 
0,002 мкг/мл. Реакция происходит 
в 96-луночной плашке, которая после 
реакции ставится на белую бумагу 
и освещается стандартной настоль-
ной лампой под углом в 50 градусов. 
Телефон располагается на расстоянии 
12 см от плашки. Похожую разработ-
ку провели китайские исследователи 
по определению IgG с использова-
нием микрофлюидомного иммуно-
анализа с детекцией с применением 
наночастиц золота [23]. Созданы си-
стемы персонализированного опре-
деления аллергенов в продуктах пи-
тания [24] на базе платформы iTube, 
детекции E. coli [25] и неинвазивный 

по моче иммуноанализ для диагно-
стики рака простаты по биомаркеру 
PCADM-1 [26].

На основе смартфона создана ми-
ни-ИФА-лаборатория для определе-
ния в трехплексном варианте антител 
к вирусу ВИЧ, трепонема-специфи-
ческих для диагностики сифилиса 
и нетрепонемных для выявления 
активной инфекции [27]. В слепом 
эксперименте тест (продолжитель-
ность 15 минут) конкурировал с зо-
лотым стандартом для выявления 
ВИЧ методом ELISE и скрининго-
вым тестом на сифилис с чувстви-
тельностью 92 и 100 % и специфич-
ностью 79 и 100 % соответственно. 
Создан быстрый тест [28], осно-
ванный на иммунохроматографи-
ческом анализе, который опробован 
на диагностике малярии, туберкулеза 
и ВИЧ для смартфона на базе плат-
форм Android и iPhone. Разработан 
полуколичественный скрининговый 
[для концентраций более 5 mIUL(–1), 
гипотиреодизм] метод определения 
тироидстимулирующего гормона 
(thyroid stimulating hormone, TSH) 
с использованием бокового иммуно-
хроматографического анализа [29]. 
Наблюдая результаты, особенно 
в зоне низких концентраций [до-
стигнута минимальная концентрация 
mIUL(–1)] (гипертиреодизм), можно 
использовать возможности центра-
лизованнной клинической лабора-
тории В дальнейшем система может 
быть модернизирована как РОСТ для 
количественного определения гор-
мона в сыворотке с использованием 
смартфона.

Микроскопия в диагностике 
онкологических заболеваний

В Стэндфордском университе-
те изобретен инновационный эко-
номичный микроскоп «оригами», 
который собирается из плоского 
листа бумаги за 10 минут. Свора-
чиваемый микроскоп или фолдо-
скоп не требует внешнего источника 
энергии (необходима трехвольтовая 
батарейка), мало весит, все затраты 
на изготовление составляют менее 
одного доллара США, а увеличивает 
объект в 2 тысячи раз (350-кратное 
увеличение достаточно для обна-
ружения простейших и паразитов 

в воде или образцах крови, а тысяче-
кратное дает возможность наблюдать 
патогенные процессы) [30]. Име-
ется спецальный флуоресцентный 
микроскоп, являющийся насадкой 
на смартфон, а реакция протекает 
в бумажном чипе [31].

Проанализировали образцы 
тканей 25 пациенток с раком шейки 
матки. Для контроля образцы иссле-
довали традиционными гистологиче-
скими методами и разделили на ка-
тегории в зависимости от тяжести 
заболевания (высокий риск, низкий 
риск, доброкачественная опухоль), 
и для двух методов —  классического 
и нового —  характеристики образцов 
совпали. При этом анализ с использо-
ванием новой системы для смартфо-
на проходит очень быстро —  на всю 
процедуру, включая приготовление 
образца и анализ данных, требует-
ся 45 минут. Другое преимущество 
новой системы —  это большой угол 
обзора. В одном зрительном поле 
камеры смартфона помещаются 
десятки тысяч клеток, и их можно 
проанализировать одновременно. 
При диагностике с помощью ми-
кроскопии можно одновременно 
изучать намного меньшие количе-
ства клеток. Голографическая оценка 
лимфомной ткани (ГОЛТ) адапти-
рована для смартфона [32]: систе-
ма детектирует малигинированные 
клетки лимфомы с помощью мар-
керспецифических микрошариков, 
которые продуцируют уникальную 
голографическую картинку. Авторы 
оптимизировали ГОЛТ для детекции 
лимфом, причем анализ занимает 
менее 1,5 часа и показывает хоро-
шее соответствие со стандартным 
цитологическим анализом. Создан 
портативный флуоресцентный ми-
кроскоп, представляющий насадку 
на Nokia Lumia 1020 для выявления 
мутаций, ассоциированных с неко-
торыми видами рака —  мутации 
в гене KRAS (рак толстой кишки) 
в 1 фемтомол/л ДНК, и на несколько 
процентов отличающийся от стаци-
онарных приборов [33].

Созданы специальные насадки, 
которые позволяют использовать 
смартфоны для микроскопии, диа-
гностики глазных болезней, а так-
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же для сверхбыстрой молекулярной 
диагностики. Смартфон нужно бу-
дет снабдить специальной насадкой, 
в которой есть отделение для образца 
и источник света, а также приложе-
ние, которое отправляет данные для 
анализа на сервер, а потом демон-
стрирует результаты молекулярного 
исследования пользователю. С помо-
щью такого устройство можно будет 
проводить не только качественный, 
но и количественный молекулярный 
анализ. Была создана специализи-
рованная насадка на смартфон для 
диагностики серповидноклеточной 
болезни (и одноименной анемии, 
которая входит в эту группу пато-
логий), встречающейся у четверти 
населения Центральной и Западной 
Африки [34]. Создан высокочувстви-
тельный метод анализа, для которого 
нужен очень маленький объем крови 
(менее 1 мкл) и, соответственно, тре-
буется малое количество реактивов. 
Диагностика основана на том, что 
плотность серповидных эритроцитов 
при дезоксигенированных условиях 
выше плотности эритроцитов обыч-
ной формы. Легкий и компактный 
девайс, напечатанный на 3D-прин-
тере и оснащенный светодиодом 
для освещения образца, оптической 
линзой для увеличения изображения 
и двумя магнитами, устанавливает-
ся на смартфон Samsung Galaxy S 4. 
Магниты, обращенные друг к другу 
одноименными полюсами, образуют 
магнитное поле и обеспечивают маг-
нитную левитацию красных кровя-
ных телец. Забранный образец крови 
после несложных манипуляций загру-
жают в микрокапиллярную трубку, 
которая вставлена между магнитами. 
Содержимое трубки подсвечивается 
светодиодом, и это изображение уве-
личивается с помощью асферической 
линзы. Встроенная в смартфон каме-
ра фотографирует образец, и полу-
ченное изображение обрабатывается 
за одну секунду специальным прило-
жением для Android на том же самом 
смартфоне. К девайсу на смартфоне 
через специальный разъем подсоеди-
няется и световой микроскоп. Из-за 
различий в плотности при левита-
ции в магнитном поле серповидные 
эритроциты легко отличить от нор-
мальных.

Амплификационные технологии 
мобильного здравоохранения

Чтобы проверить, есть ли в об-
разце определенная ДНК (например, 
ДНК вируса), нужно использовать 
два типа шариков с приделанными 
одноцепочечными фрагментами ДНК, 
комплементарными целевой последо-
вательности. Сначала целевая ДНК 
вылавливается из образца с помощью 
шариков одного типа. Затем к ним 
добавляются шарики другого типа. 
Если в образце были молекулы с кон-
цами, соответствующими последова-
тельностям на двух разных шариках, 
то на выходе мы получим димеры 
шариков, соединенные молекулами 
пойманной ДНК. Такие димеры об-
разуют характерную дифракционную 
картину, и если мы ее видим, значит, 
в образце есть целевая ДНК. Этим 
методом удалось детектировать ат-
томоли (10–18 моля) целевой ДНК, 
и это без ПЦР-амплификации. Та-
кая чувствительность сопоставима 
с чувствительностью самых точных 
методов исследования ДНК (тео-
ретически с помощью ПЦР можно 
обнаружить единственную копию 
ДНК в пробе, на практике чувстви-
тельность метода на один или два 
порядка ниже —  то есть 10–22–10–21 
молей ДНК).

Среди разработок для биоме-
дицинских исследований отметим 
работы, связанные с применением 
амплификационных технологий: 
ПЦР- и PDMS-чип для диагностики 
саркомы Капоши и LAMP на поли-
мерном чипе для детекции E. coli [35], 
а авторам другой работы удалось 
количественно определить данный 
патоген за 15 минут по флуорес-
центному сигналу через микроскоп 
на смартфоне [36]. ПЦР проводится 
в режиме трех различных темпера-
тур (15 минут, 30 циклов), а детек-
ция по конечной точке и сохраняется 
в флуоресцентном микроскопе. При-
бор протестирован на определение 
16S рРНК гена гипервариабельного 
V3 региона ДНК E. coli.

С помощью прибора для сверх-
быстрой (94 с, 35 циклов) ПЦР РВ 
на основе полимеразы Thermococcus 
kodakaraensis продемонстрирована 
амплификация фрагмента в 85 п. н. 
гена Shiga токсина E. coli O157: 

H7 [37]. Предложен уникальный 
вариант количественного ПЦР, ко-
торый проводится от энергии сол-
нечной батареи на микрофлюидном 
чипе. Образец транспортируется 
через три различные температур-
ные зоны. Создана платформа для 
проведения изотермальной реак-
ции амплификации (loop-mediated 
isotermal amplification, LAMP). 
Время, необходимое для детекции 
E. сoli, —  всего 8,6 минуты при чув-
ствительности 13 копий патогена 
в реакции. Немодифицированная 
камера телефона была использована 
для детекции результатов цифровой 
изотермальной РНК- и ДНК-ампли-
фикации в нанолитровом диапазо-
не [38]. Цифровая количественная 
и ультрачувствительная технология 
может быть, по мнению авторов, ис-
пользована для диагностики виру-
сов ВИЧ и гепатита С. Серийный 
мобильный телефон [39] использо-
ван для детекции малярии: удалось 
достигнуть чувствительности 20,6 
паразита на микролитр в крови, что 
в три раза выше по сравнению с ком-
мерческой системой. Комбинация 
мобильного телефона с глобальной 
БД изображений, например REDcap, 
значительно расширяет возможности 
интерпретации результатов.

На базе беспилотного дрона 
создана мобильная система иден-
тификации НК с использованием 
смартфона [40]. Данная технология 
использует возможность изотерми-
ческого выполнения ПЦР с помощью 
одного нагревателя, позволяет при-
менять стандартные пятивольтовые 
USB-источники, которые питают 
мобильные устройства (при работе 
от обычной или солнечной батареи). 
Определение флуоресценции с вре-
менным разрешением и количествен-
ная оценка достигаются с помощью 
камеры для смартфонов и встроен-
ного приложения для анализа изо-
бражений. Стандартная подготовка 
образцов обеспечивается с помощью 
моторов беспилотных летательных 
аппаратов в виде центрифуг. Техно-
логия дает возможность построить 
полную систему анализа ДНК / РНК 
по цене 50 долларов США. В полевых 
условиях продемонстрирована воз-
можность успешной амплификации 
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золотистого стафилококка и ДНК-ми-
шеней фага в течение менее 20 ми-
нут. Возможность проводить быстрые 
анализы в полете с подключением 
смартфона исключает задержки меж-
ду сбором проб и анализом, так что 
результаты испытаний могут быть 
доставлены за считанные минуты, 
что предлагает новые возможности 
для систем на основе дронов.

Диагностика инфекционных 
и паразитарных заболеваний

Происходит переход на недорогие 
портативные устройства для диагно-
стики малярии [41, 42]. Малярий-
ные паразиты при переваривании 
гемоглобина производят железо-
содержащие кристаллы гемозоина, 
которые можно распознать через 
нанопузырьки, лопающиеся, когда 
зараженные клетки подвергаются 
воздействию лазерного излучения 
ближнего инфракрасного диапазо-
на [43]. Указанный метод анализа 
кожи дает мгновенные результаты, 
не требует реактивов и взятия пробы 
крови, при этом высокочувствителен: 
можно определить за 20 с одну инфи-
цированную клетку из 800 красных 
кровяных телец без ложноположи-
тельных результатов.

Представлена компактная мо-
бильная платформа с электрохи-
мической детекцией для быстрых 
количественных биомедицинских 
исследований [44]. Графическая 
пошаговая инструкция на дисплее 
позволяет оператору легко провести 
анализ. Валидация прибора прове-
дена на примере детекции богатого 
гистидином белка 2 (histidine-rich 
protein 2) Plasmodium falciparum —  
биомаокера малярии с нижним пре-
делом детекции 16 нг/мл в сыворотке 
крови человека за 15 минут. В другой 
работе [45] определение проводи-
ли в 10-процентной цельной крови, 
смешивая ее с конъюгатом антител 
к указанному белку с микрошарика-
ми. Белая LED-вспышка и цифровая 
камера смартфона использовались 
для детекции света в оптофлюид-
ных каналах, которые находились 
по углом в 45 градусов к улавливаю-
щему сканеру. Достигнутый предел 
детекции реакции иммуноаглюти-
нации микрошариков составил 1 

пикограмм/мл (линейная область 
от 1 до 10 нанограмм/мл), а время 
анализа около 10 минут.

Мобильный телефон можно пре-
вратить в мощный микроскоп с по-
мощью присоединяемого устройства, 
который способен распознать зара-
женные малярией красные кровяные 
тельца, используя простую световую 
микроскопию, а также диагностиро-
вать туберкулез с использованием 
флуоресцентной микроскопии [46]. 
Специалисты фирмы Caltech устра-
нили необходимость в специальном 
источнике света для микроскопа 
на базе смартфона [47].

Разработан метод выявления 
гельминтов с применением микро-
скопии и мобильного телефона [48]. 
L. Loa —  стратегия «тест и (не) лече-
ние» применима для высокого уровня 
содержания L. loa microfilariae (более 
30  000 на мл). Предложен мобильный 
совместимый с телефоном микроскоп, 
автоматически определяющий коли-
чество L. loa microfilariae в образце 
цельной крови прямо в маленьких 
стеклянных капилярах, не требую-
щий специальной пробоподготовки 
и окрашивания. Указанный point-of-
care —  прибор позволяет определить 
инфекционный агент за 2 минуты. Для 
валидации метода протестированы 33 
подозреваемых на инфицирование 
Loa пациентов в Камеруне, и сдела-
но заключение, что автоматический 
подсчет коррелирует с ручным (94 % 
специфичность; 100 % чувствитель-
ность).

Микрофлюидные устройства (ла-
боратория на чипе) или миниатюрные 
общеаналитические системы µTAS 
[49] весьма успешно применяются 
для ускоренной диагностики инфек-
ционных болезней, например, вируса 
герпеса с помощью смартфона. Деше-
вый фотодетектор для оптического 
считывания использовался в Руанде 
для диагностики ВИЧ у 70 пациен-
тов за 20 минут (была зафиксирована 
только одна ошибка), а чувствитель-
ность сравнима с ИФА.

Предложено использование ПЦР 
в портативных мобильных устрой-
ствах типа «Генный радар» компании 
Nanobiosym, QuantuMDx, Biomene для 
диагностики гонореи, ИППП, вируса 
Западного Нила, туберкулеза. Капля 

крови или слюны помещается на на-
ночип, который вставляется в планшет 
«Генный радар» компании Nanobiosym, 
и устройство диагностирует инфек-
цию за несколько минут [50]. Коло-
риметрический тест на туберкулез, 
малярию и ВИЧ, выполняемый 
с использованием тестовой полоски 
и камеры смартфона (Кембриджский 
университет) [51]. Амплификацион-
ная технология Xpert для определения 
туберкулеза и антибиотикорезистент-
ных к рифампину прошла испытания 
на 1 500 образцах [52].

Человечество стоит в самом начале 
новой медицинской коммуникацион-
ной революции. Смартфоны являются 
хранилищем огромного количества 
частной информации: СМС-сообще-
ний, электронных писем, фотографий, 
видеозаписей. Существуют миллионы 
приложений, которые были специ-
ально разработаны для смартфонов 
и планшетов. Практика, когда дан-
ные вначале идут к врачам, а потом 
спускаются к пациентам, начинает 
принципиально меняться. Смартфоны 
станут каналом передачи данных: за-
писей врача; показаний биодатчиков; 
результатов лабораторных исследова-
ний, УЗИ, компьютерной томографии, 
генетических исследований; данных 
по влиянию окружающей среды. 
Смартфоны легко подсоединяются 
к облачному хранилищу данных и все 
больше будут связываться с ресурса-
ми суперкомпьютера. Реализуются 
образовательные инициативы ВОЗ 
в развивающихся странах через СМС, 
посвященные туберкулезу, малярии, 
ИППП и проблемам репродуктив-
ного здоровья. Проанализированы 
тестовые сообщения мобильных те-
лефонов по психическому здоровью 
и показано, что существуют четыре 
способа использования тестовых со-
общений: напоминания (14 %), ин-
формация (17 %), вспомогательные 
сообщения (42 %) и процедуры само-
контроля (42 %) [53]. В дальнейшем 
предполагается, что смартфоны будут 
дешевыми, программное обеспечение 
бесплатным, а себестоимость меди-
цинских устройств —  низкой (напри-
мер, датчики для ЭКГ стоимостью 50 
центов). Таким образом, созданы все 
условия для возникновения массовой 
открытой онлайн медицины (МООМ).

E-mail: medalfavit@mail.ru
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Рак почки занимает третье место 
среди опухолей мочеполовой си-

стемы и составляет около 3 % всех 
злокачественных новообразова-
ний взрослого населения в России 
и во всем мире. Долгое практически 

бессимптомное течение является 
причиной поздней диагностики рака 
почки: около 40 % пациентов на мо-
мент постановки диагноза имеют либо 
большую первичную опухоль, либо 
отдаленные метастазы. К сожалению, 

после хирургического лечения ме-
тастазы развиваются и у примерно 
30 % больных локализованным почеч-
но-клеточным раком, а возможности 
адъювантного терапевтического ле-
чения опухолей почки до недавнего 
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компонентов сигнальной системы VEGF в сыворотке 
крови больных раком почки
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Clinical prospects of VEGF signaling system components investigation in blood serum of renal 
cancer patients
E. S. Gershtein, A. V. Kolpakov, O. I. Vashketova, S. D. Bezhanova, N. E. Kushlinskii
National Medical Research Centre of Oncology n. a. N. N. Blokhin, Moscow State Medical and Stomatological University n. a. 
A. I. Evdokimov; Moscow, Russia

Резюме
Успехи в лечении рака почки связаны с использованием антиангиогенных 
препаратов, поэтому изучение и поиск новых молекулярных маркеров, ха-
рактеризующих его ангиогенную активность, не теряют актуальности. Цель 
исследования: сравнительная оценка содержания VEGF, VEGFR 1 и VEGFR 2 
в сыворотке крови практически здоровых людей, больных раком и добро-
качественными опухолями почки, анализ их взаимосвязи с основными кли-
нико-морфологическими особенностями новообразований. Обследованы 
99 больных раком и 10 больных доброкачественными опухолями почки. 
В контрольную группу вошли 80 человек. Концентрацию исследуемых белков 
определяли с помощью наборов реактивов для прямого иммунофермент-
ного анализа Quantikine® (R&D Systems, США). Содержание VEGF, VEGFR 1 and 
VEGFR 2 в сыворотке крови больных раком почки достоверно выше, чем 
в контроле. Уровень VEGF также повышен у больных доброкачественными 
опухолями. При пороговом уровне VEGF, равном 365 пг/мл, диагностиче-
ская чувствительность выявления первичного рака почки составляет 67 %, 
специфичность —  70 %. Только уровень VEGFR 1 положительно коррелирует 
со стадией заболевании и индексами T и N. Взаимосвязи уровня маркеров 
с гистологическим строением и степенью дифференцировки рака почки 
не выявлено. Таким образом, VEGF и его рецепторы имеют ограниченное 
диагностическое значение при раке почки, но могут быть использованы для 
мониторинга и предсказания эффективности антиангиогенной терапии.
Ключевые слова: рак почки, VEGF, VEGFR 1, VEGFR 2, сыворотка крови, ди-
агностические характеристики.

Summary
Achievements in the treatment of renal cancer are associated 
with antiangiogenic therapy. Therefore, exploration of molecular 
markers characterizing its angiogenic activity are on the agenda. 
Objective of the study: comparative evaluation of VEGF, VEGFR 1 
and VEGFR 2 content in blood serum of healthy persons, renal 
cancer and benign tumor patients, analysis of associations with the 
main clinical and pathologic features. 99 cancer and 10 benign 
renal tumor patients comprised the study group. Control group 
involved 80 persons. Concentration of the proteins studied was 
measured with direct ELISA kits (Quantikine®, R&D Systems, USA). 
VEGF, VEGFR 1 and VEGFR 2 levels in the sera of renal cancer pa-
tients were significantly higher than in control group. Serum VEGF 
was also higher in renal cancer patients than in those with benign 
tumors. At 365 pg/m cut-off level VEGF diagnostic sensitivity for 
primary renal cancer comprised 67 %, with specificity 70 %. Only 
serum VEGFR 1 level was positively associated with clinical stage, 
T and N indices. No associations with tumor histological type or 
differentiation grade were found. Conclusion: VEGF and its recep-
tors’ levels in blood serum have limited diagnostic value in renal 
cancer, but might be regarded as promising markers for monitoring 
of antiangiogenic therapy results and prediction of its efficiency.
Key words: renal cancer, vascular endothelial growth factor 
(VEGF), VEGFR 1, VEGFR 2, blood serum, diagnostic characteristics.
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времени были ограничены их низкой 
чувствительностью к стандартной хи-
мио- и лучевой терапии.

Успехи в лечении рака почки, 
в первую очередь его наиболее рас-
пространенного светлоклеточного 
варианта, достигнутые в последние 
годы, связаны с использованием ан-
тиангиогенных препаратов, ингиби-
рующих активность тирозинкиназных 
рецепторов факторов роста, вовле-
ченных в процесс ангиогенеза [1–3]. 
Теоретической предпосылкой для при-
менения этих препаратов у больных 
светлоклеточным раком почки стал 
тот факт, что ключевую роль в эти-
ологии данного заболевания играет 
инактивирующая мутация в гене опу-
холь-супрессорного белка VHL, тесно 
связанного с гипоксическим фактором 
HIF-1α и индукцией ангиогенеза [4]. 
Однако, несмотря на значительные 
успехи антиангиогенной терапии рака 
почки, многие вопросы, связанные 
с диагностикой, прогнозом и пред-
сказанием ее эффективности, до сих 
пор не решены [5–8]. В этой связи 
изучение и поиск новых молекуляр-
ных маркеров рака почки, в первую 
очередь показателей, связанных с его 
ангиогенной активностью, по-преж-
нему актуальны.

В регуляции ангиогенеза уча-
ствуют многие известные факторы 
роста и цитокины, такие как основные 
и кислые факторы роста фибробла-
стов, эпидермальный фактор роста, 
α- и β-трансформирующие факторы 
роста, тромбоцитарный фактор роста 
эндотелиальных клеток тимидинфос-
форилаза, фактор некроза опухолей, 
интерлейкины и др. Однако важней-
шим положительным регулятором 
ангиогенеза, бесспорно, является фак-

тор роста эндотелия сосудов (vascular 
endothelial growth factor, VEGF). Экс-
периментальные исследования пока-
зали, что VEGF является индуктором 
роста клеток эндотелия, увеличивает 
проницаемость сосудов и, по-видимо-
му, участвует в поддержании выжи-
ваемости эндотелиальных клеток in 
vivo и in vitro. Биологические эффекты 
VEGF опосредованы специфическими 
мембранными рецепторами, принад-
лежащими к классу рецепторных ти-
розинкиназ. В регуляции опухолевого 
ангиогенеза принимают участие два 
типа рецепторов VEGF —  VEGFR 1/
Flt-1 и VEGFR 2/Flk-1/KDR, биоло-
гическая роль которых, по-видимо-
му, различна: VEGFR 1 индуцирует 
протеазную активность в эндотели-
альных клетках и стимулирует мигра-
цию в опухолевую ткань макрофагов, 
а VEGFR 2 вызывает дифференциров-
ку, пролиферацию и миграцию кле-
ток эндотелия сосудов. Ряд фактов 
указывают на то, что VEGF не только 
обладает проангиогенной активно-
стью, но может и непосредственно 
участвовать в ауто- и паракринной 
регуляции пролиферации опухолевых 
клеток, воздействуя на находящиеся 
на их мембранах соответствующие 
рецепторы [9, 10].

Результаты целого ряда клини-
ко-лабораторных исследований сви-
детельствуют о роли VEGF в разви-
тии рака почки и неблагоприятном 
прогностическом значении высокой 
тканевой экспрессии этого белка [8, 
11–13]. Роль и происхождение рас-
творимых форм рецепторов VEGF, 
которые циркулируют в перифери-
ческой крови как в норме, так и при 
различных патологических состоя-
ниях, до конца не ясны. Возможно, 

эти молекулы являются природными 
антагонистами VEGF и противодей-
ствуют его ангиогенной активности. 
В целом данные литературы о клини-
ческом значении уровня VEGF и его 
рецепторов в физиологических жид-
костях и тканях больных раком почки 
остаются противоречивыми [14–18].

Цель данного исследования: срав-
нительная оценка содержания VEGF, 
VEGFR 1 и VEGFR 2 в сыворотке 
крови практически здоровых людей, 
больных раком и доброкачественны-
ми опухолями почки, анализ их взаи-
мосвязи с основными клинико-мор-
фологическими особенностями рака 
почки.

Материал и методы
Обследованы 99 больных раком 

(58 мужчин и 41 женщина; возраст —  
29–81 год, медиана —  59 лет) и 10 
больных доброкачественными опу-
холями почки (3 мужчин и 7 жен-
щин; возраст —  42–84 года; медиа-
на —  60 лет). 94 больных раком почки 
обследованы при первичном посту-
плении и пять на фоне прогрессирова-
ния заболевания. Диагноз рака почки 
подтвержден результатами планового 
гистологического исследования и по-
следующего пересмотра препаратов. 
Первая стадия заболевания была у 53, 
вторая —  у 10, третья —  у 15 и четвер-
тая —  у 16 больных. В контрольную 
группу вошли 27 практически здоро-
вых мужчин и 53 женщины в возрасте 
от 19 до 77 лет, медиана —  42 года. 
Исследование проведено согласно 
требованиям комиссии по этике На-
ционального медицинского исследо-
вательского центра онкологии имени 
Н. Н. Блохина Минздрава России.

Таблица 1
Содержание VEGF, VEGFR 1 и VEGFR 2 в сыворотке крови больных опухолями почки и группы контроля

Обследованные группы N VEGF, пг/мл VEGFR 1, пг/мл VEGFR 2, нг/мл

Больные первичным раком почки (группа 1) 94 510
285–857

104
80,5–131,0

13,4
9,0–16,9

Больные раком почки на фоне 
прогрессирования (группа 2) 5 524

430–562
131

111–138
12,2

12,1–13,0

Больные доброкачественными опухолями 
почки (группа 3) 10 474

355–573
96,2

70,2–120,0
12,4

8,4–16,2

Контроль (K) 80 272
179–423

83,0
54,1–112,0

10,6
8,3–13,6

P p1–К < 0,00001
p3–К < 0,05

p1–К < 0,01
p2–К < 0,05 p1–К < 0,01
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Концентрацию исследуемых бел-
ков в сыворотке крови, полученной 
по стандартной методике до начала 
специфического лечения, определяли 
с помощью наборов реактивов для 
прямого иммуноферментного анализа 
Human VEGF Immunoassay, Human 
VEGFR 1 Immunoassay, Human 
VEGFR 2 Immunoassay (Quantikine®, 
R&D Systems, США) в соответствии 
с инструкциями производителя.

У 24 больных раком почки также 
определили содержание VEGF в опу-
холи и гистологически неизмененной 
ткани почки. Для проведения иммуно-
ферментного анализа образцы тканей 
лизировали как описано ранее [17, 19].

Измерения проводили на автома-
тическом иммуноферментном ана-
лизаторе BEP 2000 Advance (Siemens 
Healthcare Diagnostics, Германия).

Полученные данные обрабатывали 
с помощью программы Statistica 7.0. 
При сравнении показателей и анализе 
их взаимосвязей использовали непара-
метрические критерии Манна-Уитни 
и Краскела-Уоллиса, тест корреляции 
рангов Спирмена. Различия считали 
достоверными при p < 0,05. Во всех 
таблицах представлены показатели 
медианы, верхнего и нижнего квар-
тилей.

Результаты и обсуждение
Содержание всех исследован-

ных маркеров (VEGF, VEGFR 1 
и VEGFR 2) в сыворотке крови пер-
вичных больных раком почки было 
достоверно повышено по сравнению 
с контролем (табл. 1). Уровень всех 
маркеров был повышен и у больных, 
обследованных на фоне прогрессиро-
вания, но различие достигало порога 
статистической значимости только 
для VEGFR 1, что, скорее всего, свя-
зано с небольшим количеством па-
циентов в данной подгруппе. Содер-

жание VEGF, но не его рецепторов, 
достоверно превышало показатели 
контроля также у больных добро-
качественными новообразованиями 
почки (табл. 1).

В связи с тем, что процессы фи-
зиологического ангиогенеза связаны 
с полом и возрастом, перед прове-
дением дальнейшего анализа важно 
отметить, что в обследованной нами 
группе больных новообразованиями 
почки никакого влияния пола и воз-
раста на уровни исследуемых мар-
керов не обнаружено. В то же время 
у женщин группы контроля уровень 
VEGFR 1 достоверно отрицательно 
коррелировал с возрастом (R = –0,62, 
p = 0,006).

Наиболее выраженное увеличение 
сывороточной концентрации по срав-
нению с контролем обнаружено для 
VEGF: его медианный уровень у боль-
ных первичным раком почки в 1,9 раза 
выше, чем в контроле (табл. 1). Для 
VEGFR 1 и VEGFR 2 превышение 
составляет всего около 25 %. Таким 
образом, единственным потенциаль-
ным серологическим маркером среди 
исследованных показателей активно-
сти ангиогенеза является VEGF.

В табл. 2 представлены диагно-
стические характеристики различных 
пороговых уровней VEGF по отноше-
нию к первичным злокачественным 
и доброкачественным опухолям поч-
ки. В качестве возможных пороговых 
уровней были выбраны показатели 
95-процентного доверительного ин-
тервала (ДИ), верхнего квартиля и 90–
процентного персентиля нормы.

Наилучшее соотношение чувстви-
тельности (67 %) и специфичности 
(70 %) наблюдается при пороговом 
уровне 365 пг/мл, соответствующем 
95 % ДИ среднего показателя кон-
трольной группы. Однако данный 
пороговый уровень превышен также 

у 70 % больных доброкачественными 
опухолями почки, то есть специфич-
ность по отношению к этому «пато-
логическому» контролю составляет 
всего 30 %.

Таким образом, проведенный 
анализ продемонстрировал, с одной 
стороны, значительное увеличение 
концентрации трех маркеров ан-
гиогенеза в сыворотке крови боль-
ных не только злокачественными, 
но и доброкачественными новообра-
зованиями почки. С другой стороны, 
специфичность их повышения недо-
статочна для использования данных 
маркеров в диагностических целях. 
Можно предполагать тем не менее, 
что изучаемые маркеры, в первую 
очередь VEGF, могут быть полезны 
для мониторинга больных, получа-
ющих антиангиогенные препараты, 
а также для предсказания чувстви-
тельности к такому лечению [20, 21].

В этой связи значительный инте-
рес представляло выяснение вопроса 
о том, в какой мере изменение кон-
центрации VEGF в периферической 
крови отражает процессы, происхо-
дящие в ткани опухоли. Нам уда-
лось определить содержание VEGF 
в опухоли и гистологически неиз-
мененной ткани у 24 из 99 обследо-
ванных больных раком почки. Как 
и в проведенном нами ранее пилот-
ном исследовании [17, 19], уровень 
VEGF был достоверно и значительно 
повышен по сравнению с гомологич-
ной нормальной тканью в опухолях 
96 % (23 / 24) пациентов (11,1–1 692; 
медиана —  611 пг/мг белка и 9,1–11; 
медиана —  48,4 пг/мг белка соответ-
ственно; p < 0,0001), однако значимой 
корреляции концентрации маркера 
в сыворотке крови и опухолевой тка-
ни не обнаружено (R = 0,33; p > 0,1). 
Следовательно, как и при исследо-
вании большинства биологических 

Таблица 2
Чувствительность и специфичность VEGF в качестве серологического маркера новообразований почки

Обследованные группы
Чувствительность

VEGF > 644 пг/мл (90 %) VEGF > 423 пг/мл (75 %) VEGF > 365 пг/мл (95 % ДИ)
Больные первичным раком почки 41 % 62 % 67 %

Больные доброкачественными 
опухолями почки 20 % 60 % 70 %

Специфичность

Рак —  здоровые
90 % 80 % 70 %

E-mail: medalfavit@mail.ru
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маркеров, следует признать, что уро-
вень VEGF в периферической крови 
является результирующей различных 
процессов, а не только его продукции 
опухолевой тканью.

Следует отметить, что уров-
ни VEGF и VEGFR 1 в сыворотке 
крови больных раком почки слабо, 
но достоверно положительно кор-
релировали (R = 0,28; p = 0,006), 
в то время как в контрольной груп-
пе такая корреляция отсутствова-
ла, но была выявлена положитель-
ная взаимосвязь между уровнями 
VEGFR 1 и VEGFR 2 (R = 0,33; p = 
0,019). Таким образом, можно вы-
сказать предположение об изменении 
взаимосвязей между различными по-
казателями активности ангиогенеза 
у больных раком почки.

На следующем этапе анализа мы 
оценили соотношение уровней VEGF 
и его рецепторов в сыворотке крови 
с основными показателями распро-
страненности рака почки (табл. 3). 
Значимой тенденции к увеличению 
сывороточной концентрации VEGF 
с увеличением стадии заболевания 
не обнаружено, но можно отметить, 
что медианный уровень этого маркера 
у больных с третьей стадией досто-
верно превышает показатели не только 
пациентов с менее распространен-
ным процессом, но также достовер-
но выше, чем у больных с четвертой 
стадией стадии. Тем не менее уровень 
VEGF превышал пороговый уровень 
365 пг/мл только у 73 % больных 
с третьей стадией, тогда как частота 
его превышения при I, II и IV стадиях 
рака почки составила 64, 70 и 68 % 
соответственно.

Уровень VEGFR 1 достоверно воз-
растал с увеличением стадии рака 
почки (p = 0,018 по тесту Краске-
ла-Уоллиса) и был достоверно выше 
у больных I–II, чем у больных III–IV 
стадий. Уровень VEGFR 2 достоверно 
не зависел от стадии заболевания.

Что касается отдельных показате-
лей распространенности рака почки 
по системе TNM, то достоверные раз-
личия выявлены только для VEGFR 1: 
его уровень был выше у больных с T3 
(опухоль распространяется на главные 
вены или вторгается в надпочечник 
или окружающую ткань, но не про-
растающая почечную фасцию), чем 

Таблица 3
Содержание VEGF, VEGFR 1 и VEGFR 2 в сыворотке крови больных раком почки 

в зависимости от показателей распространенности опухоли

Показатель 
распространенности N VEGF, пг/мл VEGFR 1, пг/мл VEGFR 2, нг/мл

Стадия

I 53 511
266–823

101
74,2–114,0

11,2
8,6–23,2

II 10 481
285–508

110
93,2–115,0

15,5
7,6–18,3

III 15 835
243–2653

123
89,1–165,0

13,5
11,1–16,6

IV 16 549
300–1082

131
95,3–151,0

13,8
11,3–16,8

р pI, II–III = 0,0005;
pIV–III = 0,01 pI, II–III, IV < 0,05 p > 0,05

Распространенность опухоли (T)

T1 49 555
292–839

101
75,7–110,0

13,9
9,6–18,3

T2 17 494
325–815

115
95,6–144,0

13,5
11,7–18,1

T3 25 523
221–996

123
95,3–165,0

12,2
8,3–14,5

T4 3 269
244–371

72
59,6–89,8

11,4
7,4–14,9

p p > 0,05 p1–3 = 0,002 p > 0,05

Метастазы в лимфатических узлах (N)

N 0 78 529
292–857

104
83,0–125,0

13,4
9,6–17,8

N 1 8 419
244–450

83,7
60,5–168,0

13,9
10,9–14,5

N 2 8 563
276–948

143
107–208

10,1
6,4–14,6

p > 0,05 p0vs2 = 0,03 p0vs2 = 0,11

Отдаленные метастазы (М)

М0 84 510
266–839

105
83,7–130,0

13,1
8,9–16,8

М+ 10 522
300–1081

119
75,8–168,0

14,2
11,3–18,1

p > 0,1 > 0,1 > 0,1

Таблица 4
Содержание VEGF, VEGFR 1 и VEGFR 2 в сыворотке крови больных раком почки 

в зависимости от гистологического строения и степени дифференцировки опухоли

Критерий N VEGF, пг/мл VEGFR 1, пг/мл VEGFR 2, нг/мл

Гистологическое строение

Светлоклеточный рак 74 508
267–857

104
87,9–151,0

13,3
8,8–16,9

Хромофобный рак 7 401
292–883

107
30,5–265,0

12,8
9,0–25,6

Папиллярный рак 8 667
486–728

125
114–135

14,6
12,2–17,4

Уротелиальный рак 3 529
235–708

54,9
21,2–62,4

12,0
8,0–15,1

Степень дифференцировки

G1 7 823
419–1146

117
97,1–135,0

15,8
10,9–17,4

G2 49 506
288–832

103
79,0–124,0

13,0
8,7–16,7

G3 12 501
349–779

114
92,5–163,0

13,5
8,3–15,3

G4 9 524
240–1155

115
101–141

12,5
10,2–20,1
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у больных с T1 (опухоль до 7 см, огра-
ниченная почкой), а также у пациен-
тов с множественным поражением 
лимфатических узлов (N 2) по срав-
нению с пациентами без метастазов 
в лимфоузлы (N 0).

По гистологическому строению 
большинство злокачественных опу-
холей почки представляли собой свет-
локлеточный (80 %), 7,5 % —  хромо-
фобный, 8,5 % —  папиллярный (пять 
первого и три второго типа) и 3 % —  
уротелиальный рак.

Достоверных различий сыворо-
точных концентраций VEGF и его ре-
цепторов в зависимости от гистоло-
гического строения и степени диффе-
ренцировки опухоли не обнаружено 
(табл. 4). Можно лишь отметить, что 
наиболее высокие медианные уров-
ни всех маркеров наблюдались при 
папиллярном раке, а уровень VEGF 
был наиболее высоким у больных 
с высокодифференцированными опу-
холями (G1).

Заключение
При исследовании содержания 

VEGF и его рецепторов 1-го и 2-го 
типов в сыворотке крови больных 
опухолями почки и здоровых доно-
ров продемонстрировано значитель-
ное увеличение концентрации этих 
маркеров ангиогенеза, в первую оче-
редь самого VEGF, в сыворотке кро-
ви больных не только злокачествен-
ными, но и доброкачественными 
новообразованиями почки. Однако 
чувствительность и специфичность 
VEGF в качестве маркера рака почки 
не превышают 70 %, а его уровень 
не зависит от стадии заболевания. 
Не обнаружено и значимой корре-
ляции концентрации этого маркера 
в сыворотке крови и опухолевой тка-
ни, что свидетельствует о неопухо-
левом происхождении по крайней 
мере части циркулирующего в кро-
ви VEGF. В наибольшей степени 
с распространенностью рака почки 
связан уровень растворимого рецеп-
тора VEGFR 1, однако превышение 
показателей контроля для этого мар-
кера составляет не более 25 %, что 
ограничивает его диагностические 
возможности. Уровень растворимо-
го VEGFR 2, играющего, по нашим 
данным, значимую роль при раке мо-

лочной железы и яичников [22], при 
раке почки меняется незначительно.

Несмотря на вышеуказанные 
ограничения, мы полагаем, что из-
ученные в данной работе маркеры, 
в первую очередь VEGF, могут быть 
полезны для мониторинга больных 
раком почки, получающих антиан-
гиогенные препараты, а также для 
предсказания чувствительности к та-
кому лечению.
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Введение
Диагноз острого миелоидного 

лейкоза (ОМЛ) в настоящее время 
базируется в первую очередь на дан-
ных морфо-цитохимии и цитогене-
тического исследований в строгом 
соответствии с рекомендациями 
ВОЗ [1], в то время как проточной 
цитометрии отводится роль вспомога-
тельного исследования. Это обуслов-
лено высокой гетерогенностью ОМЛ 
и отсутствием однозначных иммуно-

логических диагностических мар-
керов бластных клеток миелоидной 
природы —  фенотипы бластных кле-
ток даже в пределах одного и того же 
FAB-варианта весьма разнородны. 
Также на настоящий момент не су-
ществует единых стандартизованных 
протоколов иммунологической диа-
гностики ОМЛ.

Вместе с тем современные воз-
можности иммунологической диа-

гностики и иммунофенотипирова-
ния опухоли чрезвычайно широки. 
С внедрением в практику многоцвет-
ной проточной цитометрии стала 
возможной характеристика до 11 
параметров (антигенов) на одной 
клетке одновременно, что позво-
ляет выявить индивидуальный для 
каждого больного иммунофеноти-
пический профиль бластной клетки. 
Эти данные могут быть использова-

Диагностика и иммунофенотипические особенности 
бластных клеток при острых миелоидных 
лейкозах: экспрессия пан-миелоидных и линейно-
нерестриктированных антигенов
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Diagnosis and immunophenotypic features of blast cells in acute myeloid leukemia: pan-myeloid and 
linear-nonrestricted antigens
L. Yu. Grivtsova, N. N. Kupryshina, M. A. Frenkel, O. A. Beznos, O. Yu. Baranova, P. A. Zeynalova, N. N. Tupitsyn
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Russian Federation ( N.N. Blokhin NMRCO)

Резюме
В статье рассмотрена диагностика острого миелоидного лейкоза (ОМЛ), 
и проанализирована экспрессия на бластных клетках ОМЛ линейно-не-
рестректированных и пан-миелоидных антигенов с использованием вось-
мицветных проточно-цитометрических протоколов Euro-Flow. При анализе 
первичных иммунофенотипов бластных клеток 36 больных ОМЛ установлен 
ряд иммунофенотипических особенностей бластов при различных FAB-ва-
риантах острых миелоидных лейкозов. Больший процент бластных клеток 
с экспрессией миелопероксидазы, молекулы HLA-DR и c-kit рецептора 
CD117 выявлены в группе гранулоцитарных лейкозов, в то время как про-
миелоцитарный лейкоз демонстрировал CD123++-фенотип и характеризо-
вался более выраженным процентом CD13+-бластов. Полученные данные 
могут быть использованы при отработке цитометрических протоколов 
для диагностического иммунофенотипирования и выявления параллелей 
с цитогенетическими аберрациями бластной клетки при ОМЛ. Кроме 
того, индивидуальный иммунофенотипический профиль бластных клеток, 
выявленный при первичной диагностике на основании подробного имму-
нологического исследования с использованием панелей Euro-Flow, может 
быть использован для последующего мониторинга минимальной остаточной 
болезни в случае ОМЛ.
Ключевые слова: острый миелоидный лейкоз, иммунофенотип, Euro-flow, 
проточная цитометрия.

Summary
The diagnosis of acute myeloid leukemia (AML) was examined 
in the article, and expression on blast cells of AML of linearly 
non-resolved and pan-myeloid antigens was analyzed using the 
eight-color Euro-Flow flow-cytometric protocols. In the analysis 
of primary immunophenotypes of blast cells, 36 patients with 
AML have a number of immunophenotypic features of blasts 
in various FAB variants of acute myeloid leukemias. A greater 
percentage of blast cells with the expression of myeloperoxidase, 
HLA-DR molecule and CD117 receptor c-kit were detected in 
the granulocyte leukemia group, while promyelocytic leukemia 
showed CD123++-phenotype and was characterized by a more 
pronounced percentage of CD13+-blasts. The data obtained 
can be used to develop cytometric protocols for diagnostic 
immunophenotyping and to identify parallels with cytogenetic 
aberrations of the blast cell in AML. In addition, the individual 
immunophenotypic profile of blast cells revealed in the primary 
diagnosis on the basis of a detailed immunological study using 
Euro-Flow panels can be used for subsequent monitoring of the 
minimal residual disease in the case of AML.
Key words: acute myeloid leukemia, immunophenotype, Eu-
ro-flow, flow cytometry.
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ны в качестве возможного прогноза 
и для оценки эффективности ответа 
опухоли на химиотерапию, то есть 
оценки минимальной остаточной бо-
лезни на основании аберрантного 
иммунофенотипа бластных клеток. 
Данный критерий c успехом исполь-
зуется в качестве фактора прогноза 
и риск-стратификации больных при 
острых лимфобластных лейкозах 
у детей [2–4], все чаще применяется 
также у взрослых в качестве наи-
более надежного прогностического 
фактора и рассматривается как тако-
вой в отношении ОМЛ [5].

Решением проблемы иммуно-
фенотипирования и стандартиза-
ции иммунологических подходов 
в отношении ОМЛ представляется 
предложенный концепцией EuroFlow 
единый стандарт иммунофенотипи-
ческой диагностики опухолей кро-
ви, основанный на восьмицветной 
проточной цитометрии [6]. В рам-
ках данного протокола при характе-
ристике миелоидного ростка и его 
патологий проведен анализ комби-
наций коэкспрессии 33 антигенов, 
ассоциированных с миелопоэзом. 
Для каждой пробы отобраны наи-
более адекватные сочетания марке-
ров и флуорохромов, прописаны все 
детали пробоподготовки, включая 
сочетание флуорохромов и антител, 

а также количестов реагентов иопре-
делены четкие алгоритмы настройки 
проточных цитометров.

В отношении острых лейкозов 
предложен двухэтапный диагно-
стический подход. На первом эта-
пе с использованием пробы ALOT 
(acute leukemia orientatio tube) вы-
является линейная принадлежность 
бластной клетки —  лимфоидная (Т-, 
В-линейная), миелоидная, и далее 
на основании полученных данных 
проводится углубленная иммунофе-
нотпическая характеристика бласт-
ной клетки. Для каждого варианта 
ОЛ предложены соответствующие 
панели из нескольких проб. Подроб-
но диагностика ОЛ с использовани-
ем панелей консорциума EuroFlow 
описана нами ранее [7].

В данной статье рассмотрена ди-
агностика ОМЛ, и проанализирова-
на экспрессия на бластных клетках 
ОМЛ линейно-нерестректированных 
и пан-миелоидных антигенов.

Материалы и методы
Проведена подробная иммунофе-

нотипическая характеристика бласт-
ных клеток у 36 взрослых больных 
с первично диагностированным диа-
гнозом «острый миелоидный лейкоз». 
Средний возраст больных составил 
53,2 ± 2,5 года (от 22 до 78 лет). Ди-

агноз острого миелоидного лейкоза 
основывался на полном морфоци-
тохимическом и иммунологическом 
исследовании клеток костного мозга. 
В соответствии с FAB-вариантами 
больные распределились следующим 
образом: М0 —  8 больных; М1 —  10 
случаев; М2 —  2 больных; М3 —  4; 
М4 —  9 пациентов и М5а —  3 случая.

На первом этапе для верифика-
ции варианта острого лейкоза в со-
ответствии с проколом консорциума 
EuroFlow ставилась ориентационная 
проба острых лейкозов ALOT (acute 
leukemia orientation tube), рис. 1, вклю-
чающая оценку экспрессии миело-
пероксидазы, цитоплазматических 
СD79a и CD3, мембранных CD7 
и CD3, а также CD34.

В случае подтверждения диа-
гноза острого лейкоза и отсутствия 
признаков лимфоидной рестрикции 
бластов проводилась их углублен-
ная иммунофенотипическая харак-
теристика на основании постановки 
и анализа семи уточняющих проб 
протокола EuroFlow в соответствии 
с панелью острых миелоидных лей-
козов (рис. 2). В качестве каркасных 
(повторяющихся в каждой пробе) 
в данном протоколе используются 
антитела к антигенам CD45 (гей-
тирование бластных клеток), HLA-
DR, CD34, CD117 (возможность 

Флуорохром PacBlue / V450 PacOr / V500 FITC PE PE-cy5 Pe-cy7 APC APC-H7

антиген Cy*CD3 CD45 Cy*MPO Cy*CD79a CD34 CD19 CD7 smCD3

мкл / тест 7 мкл 5 мкл 3 мкл 5 мкл 7 мкл 5 мкл 2 мкл 3 мкл

Примечание: * — экспрессия антигена оценивается в цитоплазме, антитела вносятся вторым этапом после пермеабилизации клеточной мембраны.
Рисунок 1. Диагностическая панель (проба A LOT) острых лейкозов в соответствии с протоколом EuroFlow.

Флуоро-хром / антиген PacBlue / V450 PacOr / V500 FITC PE PE-cy5 Pe-cy7 APC APC-H7

1 HLA-DR CD45 CD16 CD13 CD34 CD117 CD11b CD10

2 HLA-DR CD45 СD35 CD64 CD34 CD117 CD300e CD14

3 HLA-DR CD45 CD36 CD105 CD34 CD117 CD33 CD71

4 HLA-DR CD45 nuTdT CD56 CD34 CD117 CD7 CD19

5 HLA-DR CD45 CD15 NG2 CD34 CD117 CD22 CD38

6 HLA-DR CD45 CD42a/
CD61 CD203c CD34 CD117 CD123 CD4

7 HLA-DR CD45 CD41 CD25 CD34 CD117 CD42b CD9

Рисунок 2. Расширенная диагностическая панель острых миелоидных лейкозов в соответствии с протоколом EuroFlow.
В каждой пробе повторяется оценка экспрессии антигенов HLA-DR, CD45, CD34, CD117 (выделено красным), имеющих принципиальное 
значение для более точного выявления популяции бластных клеток при ОМЛ.
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корректировки гейта бластных кле-
ток и углубленной характеристики 
лейкозных клеток с минимальными 
признаками миелоидной дифферен-
цировки) [8]. У каждого больного 
проанализирована экспрессия от 20 
до 25 антигенов.

Математическая обработка дан-
ных проведена с использованием про-
граммного пакета SPSS Statistica 17 
для Windows.

Результаты и обсуждение
На первом этапе каждому боль-

ному проводилась верификация ли-
нейной принадлежности бластных 
клеток на основании постановки ори-
ентационной пробы острых лейкозов 
ALOT. На рис. 3 приведен пример 
подтверждения миелоидной приро-
ды бластных клеток в соответствии 
с данным подходом.

Морфологически гиперклеточные 
образцы (более 200 × 103 кл./мкл) 
получены у пяти больных, наиболь-
шей была клеточность в двух случаях 
М1 ОМЛ (359,0 и 697,0 × 103 кл./
мкл). Гипоклеточным был костный 
мозг у трех больных (M2, M3, М4 
варианты ОМЛ). Случаи невысокого 
(менее 30,0 %) бластоза выявлены 
у четырех больных (два случая М0, 
М1, М4). Гранулоцитарный и эри-
троидный ростки практически у всех 
больных были сужены. Суммарное 
количество клеток гранулоцитарного 
ряда не превышало 39,0 % и толь-
ко в одном случае (М0, подозрение 
на бластный криз МПЗ) составило 
59,0 %. Число клеток красного ряда 
было близко к нормальным показате-
лям у семи больных, у двух пациен-
тов их число было увеличено (более 
37 %, М0- и М1-варианты).

Рисунок 3. Диагностика ОЛ с использованием пробы ALOT. Острый миелоидный лейкоз.
На рисунке представлен пример диагностики острого лейкоза с иcпользованием диагно-
стической пробы острых лейкозов ALOT протокола EUROFlow.
А. Гейтирование популяции бластных клеток (гейт бластов выделен красным цветом) и по-
пуляции лимфоцитов (выделена синим) на основании экспрессии общелейкоцитарного 
антигена CD45, лимфоциты использованы в качестве внутреннего контроля. 
В. Экспрессия пан-Т-клеточных антигенов —  цитоплазматических CD3 (ось абсцисс, кра-
ситель V500) и мембранных CD3 (ось ординат, тандемный флуорохром аллофикоциа-
нин —  хинин 7) выявлена только на лимфоцитах. 
С. Только 20 % бластных клеток демонстрировали слабую экспрессию стволовоклеточного 
антигена CD34 (ось абсцисс, флуорохром PerCP). 
D. Экспрессия пан В-клеточных антигенов цитоплазматических CD79a (ось ординат, флуо-
рохром-фикоэритрин) и СD19 (ось абсцисс, тандемный флуорохром —  фикоэритрин-Н 7), 
как и в случае с Т-клеточными антигенами выявляется только на лимфоцитах. 
Е. 3,39 % бластных клеток демонстрируют экспрессию миелопероксидазы (ось абсцисс, 
флуорхром —  флуоресцеинизотиоционат), АГ+-бласты —  правый верхний квадрант 
цитограммы.
По совокупности данных морфо-цитохимии и иммунофенотипирования (СD13+CD117+CD33±) 
установлен диагноз ОМЛ, М1.

При анализе экспрессии пан-ми-
елоидных, антигенов клеток-пред-
шественников и линейно-нерестрик-
тированных антигенов установлен 
ряд особенностей иммунофенотипа 
различных FAB-вариантов ОМЛ 
в данной выборке больных. Наиболее 
выраженная экспрессия миелоперок-
сидазы характеризовала группу грану-
лоцитарных лейкозов, в то время как 
бластные клетки промиелоцитарного 
лейкоза демонстрировали наимень-
ший процент экспрессии антигена. 
Сходная тенденция отмечена и для 
антигенов CD7 и CD34 (последнее 
является одним из диагностических 

критерием для М3 наряду с отсут-
ствием HLA-DR). Случаи CD34-нега-
тивности также выявлены при М0- (2 
из 8) и при М1- (4 из 9) вариантах 
ОМЛ. Подобное отсутствие экспрес-
сии стволовоклеточного антигена при 
недифференцированном ОМЛ и ОМЛ 
с минимальными признаками диффе-
ренцировки может рассматриваться 
как аберрантный иммунофенотип, по-
скольку на данном этапе дифферен-
цировки клеток миелоидного ростка 
они являются CD34+ в нормальном 
онтогенезе [9].

Экспрессия антигена главного ком-
плекса гистосовместимости второго 
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Рисунок 5. Примеры экспрессии антигена CD123 на бластных клетках ОМЛ.
А, В. Мономорфная экспрессия рецептора ИЛ-3 (CD123) на бластных клетках у 2 больных 
с морфо-цитохимически и цитогентически подтвержденным вариантом промиелоцитар-
ного лейкоза. Экспрессия CD123 (ось абсцисс) представлена в параллели с CD34 (ось 
ординат), у обеих больных бластные клетки демонстрируют фенотип CD123++CD34- (АГ+ 
популяция —  нижний правый квадрант, количество CD34+ бластов у одного больного 9,0 %, 
а у второго —  3,7 %. 
С, D. Примеры отсутствия экспрессии CD123 на миелобластах (экспрессия CD123 —  ось 
абсцисс, показатель SSC (боковое светорассеяние), ось ординат), на цитограммах выведены 
все клетки образца, и в случае М0 (С) и в случае М1 (D) CD123+ бласты составляют менее 5,0 %.

класса (HLA-DR) была более выра-
женной в случае моноцитарных лейко-
зов в сравнении с гранулоцитарными 
и закономерно отсутствовала в слу-
чае М3 [10]. Интересно отметить, что 
среди М1-вариантов нами выявлены 
три случая HLA-DR-негативности, 
тогда как у одного больного проми-
елоцитарным лейкозом установлен 
HLA-DR+-фенотип бластов (рис. 4 
A, B), что, как и в случае с CD34, мо-
жет явиться критерием аберрантности 
бластов.

Экспрессия с-kit-рецептора CD117 
ассоциируeтся, согласно данным лите-
ратуры, с патологическим клоном при 
ОМЛ, и лишь незначительное коли-

Рисунок 4. Примеры экспрессии антигенов 
HLA-DR, c-kit (CD117) и терминальной де-
зоксирибонуклеотидилтрансферазы (TdT) 
на бластных клетках ОМЛ. 
A. Пример отчетливой экспрессии антигена 
главного комплекса гистосовместимо-
сти, молекулы HLA-DR (ось ординат, гейт 
1, бластные клетки выделены красным)
на бластных клетках промиелоцитарного 
лейкоза, подтвержденного морфоцитохи-
мически и цитогенетически. 
B. M1 FAB-вариант острого миелоидно-
го лейкоза (подтверждено данными мор-
фо-цитохимии —  отсутствие экспрессии 
HLA-DR на миелобластах, выявлено только 
1,4 % АГ+-бластных клеток (ось ординат, 
АГ+-клетки —  гейт 4). 
С. Пример миело-монобластного варианта 
CD34+ ОМЛ (М4 подтвержден морфо-ци-
тохимически). Экспрессия с-kit рецептора 
выявлена только на 8 % миело-монобластов 
(ось абсцисс —  экспрессия CD117, правый 
верхний квадрант —  АГ+-клетки). 
D. Пример HLA-DR+ CD117+ миело-моноб-
ластного лейкоза (М4-вариант подтвержден 
морфоцитохимически). 
Е. Пример отчетливой экспрессии TdT 
на бластных клетках при М4-варианте 
ОМЛ (вариант подтвержден морфо-цито-
химически). Экспрессия TdT представлена 
по оси абсцисс против бокового светорас-
сеяния, на цитограмме все клетки образца, 
бластные клетки выделены красным, правый 
нижний квадрант —  отчетливая популяция 
TdT+-клеток.
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чество нормальных костно-мозговых 
предшественников являются CD117+ 
[8, 11–13].

Экспрессия CD117 в большинстве 
случаев была отчетливой, средний про-
цент АГ+-бластов всей анализируемой 
группы составил 52,0 ± 4,7 %. Больший 
процент экспрессии антигена выяв-
лен в случае M0–M2-вариантов, при 
этом достоверность отличий в отно-
шении CD117+-бластов установлена 
при сравнении M1- и М4-вариантов 
(73,5 ± 5,9, n = 10 и 36,2 ± 9,6, n = 9 
соответственно; р = 0,004). В 55,0 % 
случаев М4 (5 из 9 больных) количе-
ство CD117+-бластов составило менее 
30,0 %, а у двух больных количество 
CD117+-клеток составило менее 10,0 % 
негативных (рис. 4 D). Вместе с тем 
в отдельных случаях М4-экспрессия 
CD117 на бластных клетках была мо-
номорфоной (рис. 4 C).

УВ отношении пан-миелоидных 
антигенов установлено следующее. 
Наибольший процент CD13+-бластов 
выявлен в случае промиелоцитар-
ного лейкоза, относительно более 
низкий процент АГ+-бластов демон-
стрировала группа гранулоцитарных 
лейкозов.

Сопоставление количества CD33+-б-
ластов не выявило различий в анали-
зируемых группах (М0–М1, М3 и ме-
ло-монобластные). Менее 15 % АГ+-б-
ластных клеток выявлено в единичных 
случаях (1 —  М0, 1 —  М3, 1 —  М5).

Одним из возможных критериев 
аберрантности опухолевых бластов 
при ОМЛ может служить экспрессия 
терминальной дезоксирибонуклеоти-
дилтрансферазы (TdT), экспрессия ко-
торой в норме может присутствовать 
только на очень ранних этапах диф-
ференцировки клеток миелоидного 
ростка и более типична для лимфо-
идных клеток-предшественников [14]. 
Вместе с тем имеются данные о бла-
гоприятной прогностической значи-
мости экспрессии TdT на популяции 
клеток остаточной опухоли [15]. Нами 
выявлены четыре случая ОМЛ, когда 
бластные клетки были TdT+ (2-М1, М4 
и М5а, рис. 4 E).

Особого внимания в отношении 
детальной характеристики бласт-
ных клеток при ОМЛ заслуживают 
антигены CD123 и CD38 (пробы 5 
и 6 протокола EuroFlow). Данные 

антигены ассоциируются большин-
ством исследователей с популяцией 
лейкозных стволовых (наиболее хи-
миорезистентного клона), которые 
фенотипически характеризуются как 
CD34+CD123+CD38–-клетки [16].

В ходе анализа экспрессии дан-
ных антигенов установлено, что боль-
шинство случаев М3 демонстрирует 
CD123++ (рис. 5 А, В), в то время 
как бластные клетки М0–М2 и ми-
ело-монобластной группы лейкозов 
в большинстве случае были CD123– 

(рис. 5 С, В). Достоверно более вы-
сокий процент CD38+-бластов выяв-
лен для групп М1 и М4 в сравнении 
с М3 (79,5 ± 7,6 против 16,6 ± 8,8 % 
и 62,5 ± 10,0 против 16,6 ± 8,8 % соот-
ветственно; р < 0,003). Различия в ко-
личестве CD123+-бластов стремились 
к достоверным при сравнении групп 
М4 и М3 (р = 0,07). Следует отметить, 
что в одном случае М1 и М4 большин-
ство бластных клеток были CD123+.

Таким образом, широкое иммуно-
фенотипическое исследование бласт-
ных клеток при ОМЛ с использова-
нием подходов EuroFlow является 
целесообразным. С использованием 
данного подхода выявлен ряд имму-
нофенотипических особенностей 
различных FAB-вариантов ОМЛ. 
Установлено, что больший процент 
бластных клеток с экспрессией ми-
елопероксидазы, молекулы HLA-DR 
и c-kit рецептора CD117 выявляется 
в группе гранулоцитарных лейкозов, 
в то время как промиелоцитарный 
лейкоз демонстрировал CD123++-фе-
нотип и характеризовался более вы-
раженным процентом CD13+-бластов. 
Полученные данные по особенно-
стям иммунофенотипа могут быть 
использованы в дальнейшем при 
отработке цитометрических прото-
колов для диагностического имму-

нофенотипирования и выявления 
параллелей с цитогенетическими 
аберрациями бластной клетки при 
ОМЛ. Также, что практически более 
значимо, индивидуальный иммуно-
фенотипический профиль бластных 
клеток, выявленный при первичной 
диагностике на основании подробно-
го иммунологического исследования 
может быть использован для после-
дующего мониторинга минимальной 
остаточной болезни.
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Для анализа индикаторных тест-по-
лосок используется принцип фото-

электрической колориметрии. Благодаря 
автоматической загрузке и точечному рас-
пределению пробы при проведении изме-
рений и анализов можно предотвратить 
попадание света извне, продлить срок экс-
плуатации аппарата, увеличить точность, 
чувствительность, стабильность работы 
и сократить влияние внешнего освещения 
или аномального окраса образца.

• Объем пробы: минимальный объем 2 
мл, аспирационный объем 1 мл.

• Параметры анализа: уробилиноген, 
билирубин, кетоны, кровь, белок, 
нитриты, лейкоциты, глюкоза, pH, 
креатинин, кальций, аскорбиновая 
кислота, микроальбумин, удельный 
вес, цвет, мутность.

• Принцип: фотоэлектрическая коло-
риметрия.

• Длины волн: 525, 572, 610, 660 нм.
• Максимальная загрузка полосок: 

200 тест-полосок.

Анализ форменных 
элементов мочи

В работе анализатора FUS-2000 при 
проведении анализа форменных 

элементов мочи применяется система 
потоковой обработки искусственным 
интеллектом изображений, полученных 
под микроскопом. Отлаженная техно-
логия автоматической идентификации 
форменных элементов позволяет бы-
стро выбрать необходимое изображение 
форменного элемента и определить его 
категорию в соответствии с морфологи-
ей, текстурой и частотным диапазоном 
«частицы».

• Объем пробы: минимальный объем 
3 мл, аспирационный объем 1,8 мл.

• Параметры анализа: эритроци-
ты, лейкоциты, плоский эпителий, 
неплоский эпителий, гиалиновые 
цилиндры, неклассифицированные 
цилиндры, кристаллы, слизь, бакте-
рии, дрожжи, скопление лейкоцитов, 
сперматозоиды.

• Принцип: проточная цитометрия, тех-
нология автоматического распознава-
ния форменных элементов.

Биохимический анализ 
мочи с использованием 
тест-полосок

Технические характеристики

Загрузка проб 50 / 270 проб по выбору

Производительность
В режиме анализа тест-полосок: 240 тестов в час
В режиме анализа осадка мочи: 120 тестов в час

В комбинированном режиме: 120 тестов в час

Технология проведения 
анализов

Анализ форменных элементов мочи: технология 
потокового изображения

Химический анализ: использование альбедометра
SG: использование рефрактометра
Мутность: метод рассеивания света

Цвет: использование цветовой модели RGB

Внешний порт RS-232, USB

Возможность 
подключения ЛИС / БИС

Вес, кг 82

Размеры, мм 779 (длина) × 688 (ширина) × 584 (высота)

Принтер Внешний принтер
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Митохондрии —  это двухмем-
бранные органеллы, встречаю-

щиеся во всех ядерных клетках. Они 
ответственны за многочисленные 
внутриклеточные процессы: биосин-
тез железосерного кластера, метабо-
лизм кальция, апоптоз, но в первую 
очередь за продукцию клеточной 
энергии в форме аденозинтрифос-
фата (АТФ) путем окислительного 
фосфорилирования. Эта функция 
осуществляется за счет особой мо-
лекулярной системы —  электрон-
но-транспортной дыхательной цепи. 
Респираторная цепь состоит из четы-
рех мультидоменных комплексов (I–
IV) и двух мобильных переносчиков 
электронов (убиквинон и цитохром 
с). Эта система создает трансмем-
бранный градиент протонов, который 
в дальнейшем используется белком, 
известным как комплекс 5 (АТФ-син-
таза), для синтеза АТФ [5].

Важной особенностью функци-
онирования митохондрий является 
наличие собственного полуавтоном-

ного генома. Митохондриальная ДНК 
(мтДНК) представляет собой двух-
цепочечную кольцевую молекулу 
размером в 16 569 пар оснований. 
МтДНК полиплоидна, количество 
ее копий может варьироваться от не-
скольких сотен до тысяч в зависи-
мости от уровня энергопотребления 
конкретной клетки.

В ходе эволюционного эндо-
симбиотического преобразования 
бóльшая часть генов митохондрий 
мигрировала в ядерный геном. Не-
посредственно в органелле остались 
гены, кодирующие два наиболее ги-
дрофобных комплекса респираторной 
цепи (цитохромоксидазу и цитохром 
b), 22 гена транспортных РНК (тРНК) 
и два гена рибосомной РНК (рРНК). 
Остальные гены полипептидных 
субъединиц дыхательных комплексов, 
а также ответственные за транскрип-
цию, трансляцию и другие процессы 
митохондриальной жизнедеятельно-
сти гены локализованы в ядерном 
геноме.

Митохондриальный геном высо-
коэффективен: около 93 % его по-
следовательностей являются коди-
рующими. Некодирующие элементы 
локализованы в структуре под назва-
нием «контрольный регион». Именно 
там находятся ориджины репликации, 
транскрипционные факторы и другие 
регуляторные единицы.

Собирательный термин «мито-
хондриальные заболевания» означа-
ет клинически гетерогенную группу 
нарушений, вызванных дефектами 
дыхательной цепи митохондрий 
и ассоциированных с мутациями 
в митохондриальных генах. Ввиду 
близости к комплексам респиратор-
ной цепи и, как следствие, токсичным 
продуктам ее деятельности —  актив-
ным формам кислорода, в митохон-
дрии высок уровень повреждения 
генетического материала. МтДНК 
находится под постоянным действи-
ем ДНК-репарирующих ферментов. 
В связи с высоким уровнем мутаций 
и репараций мтДНК именно она яв-

Персонализированная оценка  
особенностей митохондриальной ДНК

А. С. Воронкова, научный сотрудник НИЛ общей патологии
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Personalized assessment of mitochondrial DNA features
A. S. Voronkova, N. A. Litvinova, V. S. Sukhorukov
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Резюме
В статье описаны результаты секвенирования митохондриальной ДНК, 
которое проводилось в группе не связанных между собой пациентов 
с диагнозом «митохондриальная энцефаломиопатия». Значение инди-
видуальных генетических особенностей рассмотрено на примере двух 
пациентов различной этнической принадлежности. Несмотря на то что 
достоверно патогенных вариантов выявлено не было, мы обнаружили ряд 
индивидуальных особенностей митохондриальной ДНК у каждого пациента, 
которые могут иметь клиническую значимость. На примере описанных 
случаев рассматриваются современные подходы персонализированной 
диагностики. Кроме того, продемонстрирована тесная связь лабораторных 
и постлабораторных методик в проведении молекулярно-генетических 
исследований.
Ключевые слова: дети, энцефаломиопатии, митохондрии, митохондриаль-
ная ДНК, секвенирование.

Summary
In the article, the results of mitochondrial DNA sequencing in 
the group of unrelated patients with mitochondrial encephalo-
myopathy diagnosed are presented. Significance of individual 
genetic particularities is evaluated through example of two 
patients with different ethnical background. In spite of not 
revealing confirmed pathogenic variants, we found several 
individual particularities of mitochondrial DNA, which may 
have clinical significance, in each patient. Through these ex-
amples modern approaches of personalized diagnostics are 
considered. In addition, robust relationship between laboratory 
and post-laboratory methodics in molecular genetic analysis 
are demonstrated.
Key words: children, encephalomyopathy, mitochondria, mi-
tochondrial DNA, sequencing.
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ляется источником большинства па-
тогенных вариантов, ведущих к кли-
ническим проявлениям. Эффекты 
митохондриальных мутаций можно 
разделить на следующие группы: 1) 
дефекты генов комплексов дыхатель-
ной цепи; 2) дефекты вспомогатель-
ных генов (тРНК и рРНК) [8].

Из классических митохондриаль-
ных синдромов два —  Кернса-Сейра 
и Пирсона —  обусловлены масштаб-
ными делециями. Еще два —  MELAS 
(митохондриальная энцефаломиопа-
тия, лактатацидоз, инсультоподобные 
эпизоды) —  прогрессирующее нейро-
дегенеративное заболевание, характе-
ризующееся проявлениями, перечис-
ленными в названии, и сопровождаю-
щееся полиморфной симптоматикой 
(диабетом, судорогами, снижением 
слуха, сердечными заболеваниями, 
низким ростом, эндокринопатиями, 
непереносимостью физических нагру-
зок и нейропсихиатрическими откло-
нениями) и MERRF (миоклоническая 
эпилепсия с рваными мышечными 
волокнами) —  основной симптомо-
комплекс которого включает различ-
ные виды эпилептических приступов, 
мозжечковую атаксию и прогрессиру-
ющую мышечную слабость. Синдро-
мы NARP и Ли связаны с мутациями 
непосредственно в белок-кодирующих 
генах. Для большинства же митохон-
дриальных заболеваний на сегодняш-
ний день не существует достоверных 
корреляций генотип-фенотип. В связи 
с этим установление генетического 
диагноза может быть затруднено и для 
многих пациентов остается недости-
жимым [7].

В среднем каждый человек несет 
около 30 отличий мтДНК от приня-
той референсной последовательно-
сти. В зависимости от этнической 
принадлежности число отклонений 
от референса может достигать 100 
и более вариантов [2]. Большинство 
из них имеют высокую встречаемость 
в субпопуляциях и поэтому признаны 
непатогенными. Подобные популя-
ционные полиморфизмы крайне кон-
сервативны, они возникали в течение 
тысячелетий по мере расселения че-
ловечества и отражали необходимую 
адаптивную трансформацию мито-
хондрий к изменяющимся услови-

ям среды. Взаимосвязанный набор 
популяционных вариантов, условно 
представляющий собой паттерн на-
следования дискретной материнской 
линии, получил название «гаплогруп-
па». На сегодняшний день принято 
выделять 25 основных гаплогрупп, 
которые вместе составляют филоге-
нетическое древо, восходящее к мито-
хондриальной Еве. Также существуют 
несколько сотен субгаплогрупп, число 
которых продолжает увеличиваться 
по мере накопления информации о ге-
нетических особенностях различных 
этнических групп. Следует отметить, 
что российские этносы крайне скудно 
представлены в международных базах 
данных, что существенно усложняет 
анализ митохондриальных вариантов. 
Несмотря на то что гаплогрупповой 
полиморфизм изначально являлся по-
лезным, то есть увеличивал приспо-
собленность человека к соответству-
ющей среде, в современных условиях 
жизни (резко и кардинально изменив-
шихся с эволюционной точки зрения) 
и при активном смешении этносов 
гаплогруппы с высокой долей вероят-
ности начали играть несколько иную 
роль. Существуют многочисленные 
литературные данные о том, что га-
плогруппа может влиять на риск раз-
вития рака, метаболических расстро-
йств, заболеваний мозга, иммунной 
системы, психических заболеваний, 
воспалительных процессов и сепсиса. 
Анализ гаплогруппы представляет со-
бой один из важнейших инструментов 
оценки митохондриального статуса 
исследуемого пациента [6].

В то же время практический 
любой человек является носителем 
в среднем 2–5 редких или новых вари-
антов, которые могут быть ассоцииро-
ваны с заболеваниями или не описаны 
в литературе [1]. Каждый из таких 
вариантов может являться определяю-
щим фактором при развитии заболева-
ния. В связи с этим корректная интер-
претация потенциальной патогенно-
сти редких и новых вариантов крайне 
важна для выяснения их клинической 
значимости. В данной статье будут 
рассмотрены примеры митохондри-
альных заболеваний, на которых будут 
продемонстрированы современные 
подходы персонализированной мо-
лекулярно-генетической диагностики.

Материалы и методы
Были исследованы образцы кро-

ви двух пациентов детского возраста 
с клиническим диагнозом «мито-
хондриальная энцефаломиопатия». 
Проводилось секвенирование полного 
митохондриального генома методом 
Сэнгера с детекцией капиллярным 
электрофорезом.

ДНК выделялась из перифери-
ческой крови. Далее проводилась 
амплификация мтДНК с использо-
ванием 50 пар праймеров, полученные 
фрагменты секвенировались с помо-
щью единого праймера к последо-
вательности М13 с использованием 
BigDye Terminator (Applied Biosystems, 
США) на генетическом анализаторе 
ABI 3500.

Базы данных и инструменты 
анализа митохондриальных 
вариантов

Полученные данные сравнива-
лись с пересмотренной Кембридж-
ской референсной последователь-
ностью (rCRS) GenBank NC_012920 
gi:251831106.40,4. Было использовано 
программное обеспечение Applied 
Biosystems: Sequencing Analysis 6, 
Seqscape Software 3.

Для анализа выявленных отличий 
от референсной последовательности 
мы использовали международные 
базы данных PhyloTree, MITOMAP, 
Human Mitochondrial Genome Database, 
OMIM.

PhyloTree (www.phylotree.org) 
содержит наиболее полную инфор-
мацию о митохондриальном филоге-
нетическом древе человека. Частота 
встречаемости вариантов в разных 
гаплогруппах неодинакова. Если ред-
кие варианты обычно встречаются 
в определенной гаплогруппе, то низ-
кие аллельные частоты могут быть 
связаны с недостаточной этнической 
представленностью в базе данных. 
Зачастую у одного человека могут 
обнаруживаться несколько гаплогруп-
повых мотивов. Гаплогруппу приня-
то определять по доминирующему 
мотиву, при этом варианты, ассоции-
рованные с другими гаплогруппами, 
считаются непатогенными.

MITOMAP (www.mitomap.org/
mitomap) содержит данные как пу-
бличных, так и коммерческих ресур-
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сов; является основным источником 
информации по митохондриальным 
вариантам. Все варианты в нем раз-
делены на две категории: полимор-
физмы и мутации. К полиморфизмам 
относятся непатогенные, соматиче-
ские и неопубликованные варианты. 
К мутациям относятся подтвержден-
ные патогенные или ассоциированные 
с каким-либо заболеванием варианты.

Оценка консервативности локуса 
производится также с помощью серви-
са MITOMAP. Оценивается в случае, 
если вариант находится в кодирую-
щей части митохондриального генома. 
Представляет собой процент видов, 
у которых есть исследуемый аллель. 
Мы проводим сравнение со следую-
щими видами: Homo sapiens, Bos taru-
rus, Mus musculus / Rattus norvegicus, 
Gallus gallus, Xenopus laevis, Danio 
rerio, Drosophila melanogaster, Stron-
gylocentrotus droebachiensis, Caenor-
habditis elegans, and Saccharomyces 
cerevisiae.

Human Mitochondrial Database 
(hmtDB) (www.hmtdb.uniba.it) содер-
жит около 30 тысяч митохондриаль-
ных геномов и является важным ин-
струментом для определения частоты 
встречаемости вариантов. Для опре-
деления варианта мтДНК как редкого 
используется пороговая аллельная 
частота ≤ 0,2 %. Следует отметить, что 
представленность разных этнических 
групп (и, соответственно, гаплогрупп) 
на данном ресурсе сильно разнится. 
Некоторые варианты могут оказаться 
редкими только в связи с недостаточ-
ной представленностью российской 
популяции.

OMIM (www.omim.org) —  сравни-
тельная постоянно пополняемая база 
человеческих генов и клинических 
фенотипов. Кроме полной информа-
ции о всех известных менделевских 
заболеваниях, содержит данные о всех 
основных митохондриальных генах 
и их нарушениях.

PolyPhen (genetics.bwh.harvard.
edu/pph2) —  in silico инструмент для 
предсказания потенциальной вредо-
носности аминокислотной замены. 
Оценивает вариант от нуля (непато-
генный) до единицы (патогенный).

Provean (provean.jcvi.org) —  in silico 
инструмент для предсказания потен-
циальной вредоносности аминокис-

лотной замены. Оценка производится 
на основании порогового значения: 
оценки менее –2,5 свидетельствуют 
в пользу патогенности варианта.

Sift (sift.jcvi.org) —  in silico инстру-
мент для предсказания потенциальной 
вредоносности аминокислотной заме-
ны. Оценивает вероятность изменения 
функции белка при аминокислотной 
замене. Достоверной считает оценку 
(вероятность) < 0,05.

Классификация вариантов 
мтДНК в нашем исследовании

При интерпретации полученных 
вариантов мтДНК основным докумен-
том является рекомендация по клас-
сификации митохондриальных вари-
антов, выпущенная в 2012 году иссле-
довательской группой Американского 
колледжа генетики и геномики [11]. 
В ней предлагается рассматривать 
варианты в рамках трех групп.
1. Непатогенный вариант. Он обо-

значен на MITOMAP как поли-
морфизм; нет сведений о его ассо-
циированности с заболеваниями 
в популяционных или семейных 
исследованиях; его аллельная ча-
стота превышает 0,2 %.

2. Неклассифицированный вариант. 
Любой вариант, соответствующий 
по крайней мере одному из сле-
дующих критериев: a) новый ва-
риант; b) редкий вариант, кото-
рый обозначен на MITOMAP как 
полиморфизм, но его нет в базе 
данных или частота его встреча-
емости менее 0,2 %; c) редкий ва-
риант, обозначенный в литературе 
или на MITOMAP как мутация 
на основании исследования од-
ной семьи или одной статьи без 
функциональных исследований 
его патогенности.
Неклассифицированные варианты 

в этой категории должны быть допол-
нительно оценены in silico инстру-
ментами по предсказанию структуры 
белка или с помощью других баз дан-
ных: а) для миссенс-вариантов, эво-
люционной консервативности и ком-
пьютерных алгоритмов используют 
in silico предсказания патогенности; 
б) если вариант мтДНК встречается 
в одном из митохондриальных тР-
НК-генов, используется база данных 
Mamit-tRNA.

3. Патогенный вариант. Он обозна-
чен как подтвержденная мутация 
на MITOMAP; был описан в не-
скольких клинических исследо-
ваниях отдельных пациентов или 
семей; содержит функциональные 
исследования.

Результаты и обсуждение
Полученные отличия от рефе-

ренсной последовательности (rCRS) 
представлены в табл. 1. У пациента 1 
найдены 16 вариантов (гаплогруппа 
H2a); у пациента 2 —  41 вариант (га-
плогруппа I1).

Разница в количестве найденных 
вариантов объяснима. Референсная 
последовательность rCRS представ-
ляет собой результат секвенирования 
мтДНК одного человека европеоид-
ной расы, которое было произведено 
в 1981 году в Кембриджском универ-
ситете под руководством Фредерика 
Сэнгера (Frederick Sanger). Референс-
ный геном относится к гаплогруппе 
H2a2a1. Очевидно, что при исследо-
вании индивидуумов, которые принад-
лежат к той же либо близкой гапло-
группе, число отличий от референса 
будет меньшим, чем при исследовании 
пациентов с иными гаплогруппами.

Основная задача нашего иссле-
дования заключается в выявлении 
и анализе вариантов, ответственных 
за формирование патогенного фено-
типа для каждого пациента.

На первом этапе были исключены 
все варианты, ассоциированные с га-
плогруппой, и другие гаплогрупповые 
мотивы. У пациента 1 к гаплогруп-
повым относятся 14 полиморфизмов 
(87,5 %), а у пациента 2 —  38 поли-
морфизмов (92,7 %).

Также были исключены край-
не полиморфные варианты, ранее 
описанные в контрольном регионе, 
в позициях 303–315, 522–523, 574, 
16180–16193 и 16519.

Оставшиеся варианты А10732Т, 
11384delCTT, C 12562G, 6479insAA 
были проанализированы на предмет 
потенциальной патогенности. В пер-
вую очередь были рассмотрены встре-
чаемость данных вариантов в попу-
ляции и обозначение в базе данных 
MITOMAP (табл. 2).

Как видно из таблицы, все вариан-
ты являются редкими (и обозначены 
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на MITOMAP как полиморфизмы) или 
новыми. Согласно используемой нами 
классификации они относятся к катего-
рии «неклассифицированные варианты».

Следующим этапом анализа стала 
оценка потенциального влияния вари-
антов на митохондриальную функцию 
(табл. 3).

Вариант 6479insAA, выявленный 
у первого пациента, приводит к сдвигу 
рамки считывания. Данный вариант 
локализован ближе к началу гена 
(рис. 1), следовательно, значительная 
часть полипептидной структуры син-
тезируется с нарушениями. В таких 
случаях принято считать, что вари-
ант с высокой вероятностью приводит 
к потере функции белка.

Дыхательный комплекс IV или ци-
тохром с-оксидаза —  крупный транс-
мембранный протеин, терминальный 
комплекс электронно-транспортной 
цепи митохондрий. Ее функция за-
ключается в переносе электронов 
с цитохрома с на кислород с образо-
ванием воды. При восстановлении 
кислорода во внутреннее простран-
ство митохондрии переносятся четыре 
иона Н+, таким образом фермент уча-
ствует в создании протонного гради-
ента, необходимого для синтеза АТФ. 
Цитохром-оксидаза состоит из трех 
основных субъединиц и 10 допол-
нительных. Субъединица I является 
главным кластером цитохромоксида-
зы: она содержит окислительно-вос-
становительные центры и протонные 
каналы. Протонные каналы образуются 
с помощью специфической посттранс-
ляционной модификации аминокислот 
в позициях 240 и 244 [12]. Триплеты, 
кодирующие эти аминокислоты, затра-
гиваются сдвигом рамки считывания 
в данном случае, соответственно и рас-
сматриваемый генный вариант, скорее 
всего, оказывает патогенное влияние 
на функционирование комплекса IV.

Вариант А10732Т, обнаруженный 
у второго пациента, приводит к заме-
не аспарагиновой кислоты на валин 
в 88-й позиции полипептидной цепи 
субъединицы ND4L НАДН-дегидро-

геназного комплекса. Эта позиция 
высококонсервативна: согласно базе 
MITOMAP межвидовой уровень кон-
сервативности составляет 97,78 %. 

При данной замене, вероятнее всего, 
возникают физико-химические из-
менения в полипептидной структуре. 
Структура валина отличается от ас-

Таблица 1
Варианты, выявленные у пациентов при сравнении с rCRS

Пациент 1.
Гаплогруппа H2a

Пациент 2.
Гаплогруппа I1

A263G A73G T10238C

310insCC T199C A10398G

C 575T T204C A10732T

A750G A211G G11016A

A751G T250C 11384delCTT

G951A A263G G11719A

6479insA 315insC G11887A

A8860G 455insT G12501A

A9052G A750G C 12562G

A9644G A1438G C 12705T

G9966A G1719A A13780G

C 12562G A2706G C 14766T

A15326G A4529T G15043A

T16124C A4769G A15326G

C 16354T G5783A A15924G

T16519C A5836G G16129A

C 7028T C 16223T

G8251A T16311C

A8860G G16391A

G9966A T16519C

T10034C

Таблица 2
Встречаемость вариантов-кандидатов в базах данных

Вариант Аллельная частота hmtDB,% Обозначение в MITOMAP

Пациент 1
6479insAA 0 Отсутствует

C 12562G 0,02 Полиморфизм

Пациент 2

А10732Т 0 Отсутствует

11384delCTT 0 Отсутствует

C 12562G 0,02 Полиморфизм

Таблица 3
Информация о локализации вариантов и характере изменений белка

Вариант Локализация Результат замены

Пациент 1 6479insAA СОI Сдвиг рамки считывания

Пациент 1, 2 C 12562G ND5 L76V

Пациент 2 А10732Т ND4L D88V

Пациент 2 11384delCTT ND4 Отсутствие 209L

Рисунок 1. Расположение варианта 6479insAA в гене MT-СОI. Красным пунктиром отмечена локализация варианта.
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парагиновой кислоты (рис. 2): валин 
имеет неполярный радикал и, соот-
ветственно, более гидрофобен; так-
же его молекулярная масса меньше 
(117 г/моль, у аспартата —  133 г/моль).

Дыхательный комплекс I или 
НАДН-убихинон оксиредуктаза (так-
же НАДН-дегидрогеназа) —  первый 
белок дыхательной цепи переноса 
электронов. Комплекс играет цен-
тральную роль в процессе дыхания: 
именно он создает до 40 % протонного 
градиента, необходимого для синтеза 
АТФ. Действуя по принципу протонной 
помпы, НАДН-дегидрогеназа обладает 
уникальным механизмом транспорта 
протонов посредством конформаци-
онных изменений самого фермента. 
Комплекс окисляет одну молекулу 
НАДН и восстанавливает одну моле-
кулу убихинона, при этом сквозь мем-
брану переносятся четыре протона [10].

Транспорт протонов происходит 
через три основных трансмембранных 
канала, образованных субъединицами 
ND2, ND4 и ND5, и через один допол-
нительный канал, образованный малы-
ми субъединицами ND6, ND4L и ND3. 
Миссенс-замена в кластере ND4L, как 
одном из коровых элементов НАДН-де-
гидрогеназы, может серьезно влиять 
на общую функцию фермента.

Согласно базе OMIM мутации 
в ND4L приводят к развитию син-
дрома LHOH (Лебера) и другим ней-
ропатиям.

In silico инструменты оценки 
патогенности замены показали сле-
дующие результаты: PolyPhen —  па-
тогенный вариант (оценка 0,972); 
Provean —  патогенный вариант 
(оценка –8,461); Sift —  патогенный 
вариант (оценка 0,46).

Миссенс-вариант C 12562G был 
выявлен у обоих обследованных паци-
ентов. Он приводит к несинонимичной 
замене лейцина на валин в 76-й пози-
ции полипептидной цепи субъедини-
цы ND5 респираторного комплекса 
I. Консервативность данного локуса со-
ставляет 80 %. Лейцин и валин (рис. 3) 
схожи по своим физико-химическим 
свойствам: они являются гидрофоб-
ными нейтральными алифатическими 
аминокислотами с разветвленными 
боковыми цепями. Остатки этих ами-
нокислот участвуют в гидрофобных 
взаимодействиях, которые поддержи-

вают третичную структуру белка. По-
мимо такой общей структурной роли, 
они важны для связывания субстратов 
(НАДН и убихинона). Аминокислоты 
несколько различаются по молекуляр-
ной массе: 131 г/моль у лейцина и 117 
г/моль у валина.

Кластер ND5 является лимитиру-
ющим в электронно-транспортной 
цепи НАДН-дегидрогеназы. Кроме 
того, ND5 вместе со своими анти-
порт-гомологами ND2 и ND4 обра-
зует три основных протонных канала, 
по которым происходит транспорти-
ровка протонов внутрь органеллы. 
При этом от С-конца ND5 отходят две 
трансмембранные спирали, которые 
физически связывают все три канала 
и, вероятно, участвуют в сопряже-
нии транспорта электронов с кон-
формационной перестройкой ком-
плекса [4]. В связи с этим изменения 
в полипептидной последовательности 
субъединицы могут приводить к су-
щественному ухудшению процесса 
дыхания.

Патогенные мутации в субъеди-
нице ND5 приводят к развитию таких 
синдромов, как MELAS, LHOH, Ли, 
а также к недостаточности комплекса 
I [3]. Согласно базе данных OMIM, 
недостаточность комплекса I явля-
ется наиболее распространенным 
дефектом при нарушении процессов 
оксидативного фосфорилирования. 
Согласно крупному исследованию 
более чем 100 семей [9] нарушения 
именно митохондриально-кодируе-

мых кластеров наиболее часто служат 
причиной развития недостаточности 
комплекса I у детей.

In silico инструменты для оценки 
потенциальной патогенности замены 
m.C 12562G показали следующие резуль-
таты: PolyPhen —  патогенный вариант 
(оценка 0,996); Provean —  непатогенный 
вариант (оценка –2,295); Sift —  непато-
генный вариант (оценка 0,31).

Отдельного внимания заслуживает 
тот факт, что данный вариант найден 
у обоих исследованных пациентов. 
Такое совпадение может иметь два 
наиболее вероятных объяснения: либо 
C 12562G является территориальным, 
гаплогрупповым полиморфизмом, 
либо он связан с некой общей феноти-
пической характеристикой пациентов. 
Поскольку гаплогруппы у пациентов 
относятся к совершенно разным вет-
вям филогенетического древа, веро-
ятность связи исследуемого варианта 
с клинической картиной высока.

В результате делеции 11384delCTT, 
выявленной у второго пациента, 
в субъединице ND4 НАДН-дегидро-
геназы не синтезируется аминокислота 
лейцин в позиции 209. Кластер ND4 —  
это один из важнейших элементов фер-
мента. Он является одним из четырех 
антипортов и участвует в создании 
протонного градиента [10]. В дан-
ном случае сдвига рамки считывания 
не происходит, а сама аминокислота 
находится в середине полипептидной 
цепочки. Подобные данные принято 
интерпретировать как не имеющие 
значения для развития болезни.

В табл. 4 приведена итоговая ин-
формация по выявленным у пациентов 
вариантам. У каждого из них обнару-
жены индивидуальные особенности 
митохондриальной ДНК, имеющие 
высокий патогенный потенциал.

Заключение
В обоих рассмотренных случа-

ях не было выявлено классических 
клинически значимых мутаций ми-
тохондриальной ДНК. Однако были 
обнаружены новые и редкие варианты, 
связь которых с митохондриальными 
энцефаломиопатиями описана ранее 
не была. Из четырех выявленных ва-
риантов три заслуживают дальнейше-
го изучения. Безусловно, полученные 
нами данные не могут служить осно-

Рисунок 2. Структура аминокислот аспара-
гиновой кислоты (слева) и валина (справа).

Рисунок 3. Структура аминокислот лейцина 
(слева) и валина (справа).
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ванием для окончательного диагноза, 
а все найденные варианты относятся 
к неклассифицированным. Для дока-
зательства связи варианта с клиниче-
ским фенотипом требуются масштаб-
ные функциональные исследования, 
исследования независимых семей, 
исследования на цитоплазматических 
гибридах. Однако даже в случае, если 
за клинические фенотипы пациентов 
ответственны, к примеру, мутации 
в ядерном геноме, найденные нами 
индивидуальные особенности могут 
накладывать свой отпечаток на тече-
ние заболевания. Кроме того, описан-
ный в статье подход ярко иллюстриру-
ет необходимость: 1) секвенирования 
полного митохондриального генома 
для выявления индивидуальных осо-
бенностей митохондриальной ДНК; 
2) максимально точного определения 
гаплогруппы пациента; 3) биоинфор-
матического исследования различных 
характеристик выявленных вариантов.

Исследование выполнено при фи-
нансовой поддержке РФФИ в рамках 
научного проекта № 15–04–08416.
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Таблица 4
Информация о вероятной патогенности выявленных вариантов

Вариант Вероятность патогенности

Пациент 1
6479insAA Высокая
C 12562G Высокая

Пациент 2

А10732Т Высокая
11384delCTT Низкая

C 12562G Высокая
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Острый панкреатит (ОП) —  одно 
из самых распространенных 

заболеваний желудочно-кишечного 
тракта. Согласно эпидемиологическим 
данным заболеваемость ОП варьирует 
по всему миру от 4,9 до 73,4 случая 
на 100 тысяч человек [1, 2]. За послед-
ние 10–15 лет количество больных 
острым панкреатитом увеличилось 
в 2–3 раза. Это связано с ростом по-
требления населением алкоголя, что 
является одной из основных причин 
развития этого заболевания. Иссле-
дования, проведенные P. J. Fagenholz 
и соавт. (2007), показали, что с 1988-го 
по 2003 год поступление пациентов 
с ОП в стационар выросло с 40 слу-
чаев в 1998 году до 70 на 100 тысяч 
человек в 2002-м. В России ОП зани-
мает третье место в структуре острых 
хирургических заболеваний органов 
брюшной полости после острого ап-
пендицита и острого холецистита, со-
ставляя 9,0–12,5 % от частоты ургент-
ных заболеваний органов брюшной 
полости (от 235 до 331 на 1 миллион 
жителей) [3, 4].

Клиническое течение острого 
панкреатита вариабельно. Острый 
панкреатит легкого течения или 

так называемый интерстициальный 
(отечный) панкреатит проходит при 
проведении медикаментозного ле-
чения через несколько дней или не-
делю без отдаленных последствий. 
В случае тяжелого течения острый 
панкреатит (некротический панкре-
атит) представляет собой состояние, 
угрожающее жизни больного. В связи 
с этим роль лабораторных методов 
исследования имеет важное, а в ряде 
случаев решающее значение (напри-
мер, при остром послеоперационном 
панкреатите, когда патологический 
процесс в поджелудочной железе 
«прикрыт» клиническими проявле-
ниями послеоперационной болезни). 
Диагностика острого панкреатита 
сложна, ошибки на догоспитальном 
этапе составляют 48,3 %, в приемном 
отделении —  21,7 % и в стационаре 
при поступлении —  14,7 % [5]. Тра-
диционные клинико-лабораторные 
и даже инструментальные признаки 
острого панкреатита часто не дают 
возможности достоверно различить 
форму острого панкреатита в течение 
первых 24 и даже 48 часов от начала 
заболевания. По данным ряда иссле-
дователей, у 67 % больных панкре-

онекрозом в течение первых суток 
от начала заболевания предполагался 
отечный панкреатит [6].

Установление этиологии ОП имеет 
важное значение в выборе методов 
лечения заболевания. Наиболее ча-
стыми причинами ОП являются камни 
в желчном пузыре (40–70 %) и злоупо-
требление алкоголем (25–35 %) [7, 8]. 
Злоупотреблением алкоголя считается 
уровень его потребления более 50 г 
в день [9]. В целом на эти две группы 
причин приходятся около 80 % всех 
случаев острого панкреатита. Осталь-
ные 20 % составляют другие причины: 
травмы живота, прием лекарственных 
препаратов, эндокринные заболевания 
и генетические факторы [3].

При ведении пациентов с ОП 
врачи-клиницисты испытывают зна-
чительные трудности в определении 
тяжести течения и прогноза заболева-
ния. Существующие системы и шкалы 
оценки прогноза ОП громоздки, име-
ют ограниченное значение в первые 
24–48 часов от начала заболевания 
и могут приводить к задержке необ-
ходимого лечения [10].

Таким образом, диагностика, уста-
новление тяжести течения и прогноза 
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Резюме
Методы лабораторной диагностики играют ведущую 
роль в этиологической диагностике, установлении этио-
логии, определении тяжести течения и прогноза острого 
панкреатита. В исследовании представлен анализ 
возможностей современных методов лабораторной 
диагностики в отношении клинической практики в со-
ответствии с принципами доказательной медицины, 
продемонстрированы взаимосвязь их возможностей, 
стратегия и последовательность применения, их эффек-
тивность в каждой конкретной клинической ситуации.
Ключевые слова: острый панкреатит, методы лаборатор-
ной диагностики, доказательная медицина.

Summary
Methods of laboratory diagnostics play a leading 
role in the etiological diagnosis, determining eti-
ology, determining the severity and prognosis of 
acute pancreatitis. The study presents an analysis 
of the capabilities of modern methods of laboratory 
diagnostics in clinical practice, in accordance 
with the principles of evidence-based medicine, 
demonstrated the relationship of their capabilities, 
strategy and consistency in the application, their 
performance in each specific clinical situation.
Key words: acute pancreatitis, methods of labora-
tory diagnostics, evidence-based medicine.
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больного ОП представляют нелегкую 
проблему. При практическом реше-
нии этих задач необходимо опираться 
на данные международных клиниче-
ских рекомендаций по лечению боль-
ных ОП. С позиций доказательной 
медицины, врач клинической лабора-
торной диагностики и врач-клиницист 
должны иметь представления о научно 
обоснованных критериях постановки 
диагноза, определения прогноза, це-
лях и методах лечения. Главная идея 
доказательной медицины очень про-
ста: применение на практике только 
тех методов диагностики и лечения, 
эффективность которых доказана 
на основе строгих научных принципов 
в результате клинических исследова-
ний. Поэтому основной целью нашего 
исследования является необходимость 
ознакомить специалистов различных 
медицинских лабораторий и вра-
чей-клиницистов с возможностями со-
временных лабораторных технологий 
в отношении диагностики ОП и дать 
рекомендации по их использованию 
с позиций доказательной медицины.

Материалы исследования, уровни, 
сила и качество доказательств

В основу работы положен анализ 
данных следующих клинических ре-
комендаций по лечению ОП:
1. Американского колледжа гастро-

энтерологии: Лечение острого 
панкреатита (2013) [11];

2. Международной ассоциации пан-
креатологов в сотрудничестве 
с Американской ассоциацией под-
желудочной железы [12];

3. японские рекомендации по лече-
нию острого панкреатита: япон-
ские рекомендации (2015) [13].
Целью анализа было определение 

роли лабораторных исследований 
с позиции доказательной медицины 
в отношении таких проблем, как 
диагностика ОП и установление его 
этиологии, определение тяжести за-
болевания и прогноза.

Все важнейшие диагностические 
мероприятия в данных клинических 
рекомендациях разделены по степе-
ни доказательности в зависимости 
от имеющихся данных клинических 
рандомизированных исследований.

В клинических рекомендациях 
Американского колледжа гастро-
энтерологии 2013 года в основу 
отнесения диагностических меро-
приятий были положены критерии 
системы Grades of Recommendation, 
Assessment ,  Development and 
Evaluation (GRADE). Соотношение 
качества доказательств и силы реко-
мендаций (сильные и вариабельные) 
представлено в табл. 1.

Клинические рекомендации Меж-
дународной ассоциации панкреато-
логов в сотрудничестве с Американ-
ской ассоциацией поджелудочной 
железы ранжируют все мероприятия 
при ведении больных ОП по каче-
ству доказательности на следующие 
уровни:

• высокий —  уровень А;
• средний —  уровень В;
• низкий —  уровень С;
• очень низкий —  уровень D.

Помимо этого, они разделяют силу 
доказательности рекомендуемых ди-
агностических мероприятий на два 
класса:

• обязательные (сильные) —  класс 1;
• необязательные (вариабельные) —  

класс 2.
Соответственно, сила и качество 

доказательности рекомендации соот-
носятся следующим образом:

• 1А —  сильная рекомендация, вы-
сокое качество доказательств;

• 1В —  сильная рекомендация, уме-
ренное качество доказательств;

• 1С —  сильная рекомендация, низ-
кое качество доказательств;

• 2В —  слабая рекомендация, уме-
ренное качество доказательств;

• 2С —  слабая рекомендация, низ-
кое качество доказательств.

Аналогичным образом ранжируют 
по силе и качеству доказательств ди-
агностические мероприятия при ОП 
японские рекомендации по лечению 
острого панкреатита 2015 года.

Критерии диагностики ОП
Процесс установления диагно-

за у больного ОП несовершенен: 
врач-клиницист может лишь пред-
полагать, что диагноз верен, нежели 
утверждать это со всей определенно-
стью. Поэтому очень важно знать кри-
терии, которые позволяют с высокой 
надежностью диагностировать забо-
левание. Все представленные выше 
клинические рекомендации конста-
тируют, что диагноз ОП считается 
установленным при наличии 2 из 3 
критериев:
1. боль в эпигастральной области 

или левом верхнем квадранте жи-
вота с радиацией в область спины, 
обычно сильной или переменной 
интенсивности;

2. активность сывороточной амила-
зы и (или) липазы, в три и более 
раза превышающая верхний пре-
дел референтного интервала;

3. характерные результаты лучевых 
методов исследования брюшной 
полости.

Клинические рекомендации Аме-
риканского колледжа гастроэнтероло-
гии 2013 года оценивают использо-
вание данных критериев для диагно-
стики ОП как сильная рекомендация 
и умеренное качество доказательств. 
Одновременно в рекомендациях кон-
статируется, что из-за ограниченной 
чувствительности, специфичности, 
прогностической ценности положи-
тельного и отрицательного результата 
исследование только сывороточной 
амилазы не может быть использова-
но для надежной диагностики ОП, 
и определение активности липазы 
сыворотки крови является предпоч-
тительным.

Таблица 1
GRADE-система качества доказательств и силы рекомендации

Качество доказательств Сила рекомендации

Высокое Дальнейшие исследования вряд ли изменят уверенность в оценке эффекта

Умеренное Дальнейшие исследования, вероятно, окажут значительное влияние на уверенность в оценке эффекта и смогут изменить оценку

Низкое Дальнейшие исследования, весьма вероятно, окажут важное влияние на уверенность в оценке эффекта и, вероятно, изменят оценку

Очень низкое Любая оценка эффекта является весьма неопределенной
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Амилаза сыворотки у пациен-
тов ОП, как правило, повышается 
в течение нескольких часов после 
появления клинических симптомов 
и возвращается к нормальным зна-
чениям в течение 3–5 суток, однако 
она может оставаться в пределах ре-
ферентных величин у 1 из 5 больных 
при их поступлении в лечебное уч-
реждение. Активность сывороточ-
ной амилазы быстрее возвращается 
в пределы референтных значений 
по сравнению с липазой. Кроме того, 
активность сывороточной амилазы 
может быть в норме при алкоголь-
ном ОП и при наличии у пациента 
гипертриглицеридемии. Активность 
сывороточной амилазы может быть 
повышенной при отсутствии ОП 
вследствие макроамилаземии (син-
дром, характеризующийся форми-
рованием крупных молекулярных 
комплексов между амилазой и пато-
логическими иммуноглобулинами), 
у пациентов со сниженной скоростью 
клубочковой фильтрации, при заболе-
ваниях слюнных желез и при внепан-
креатических заболеваниях органов 
брюшной полости, в том числе при 
остром аппендиците, холецистите, 
кишечной непроходимость или ише-
мии, язвенной болезни, гинекологи-
ческих заболеваниях.

Активность липазы сыворотки 
крови при ОП повышается более 
значительно и остается повышен-
ной дольше, чем амилаза. Несмотря 
на преимущество исследования ли-
пазы сыворотки крови, проблемы 
с прогностической ценностью по-
ложительных результатов анализов 
этого фермента имеют место в опре-
деленных группах пациентов, в том 
числе вследствие наличия синдрома 
макроамилаземии. Липаза может 
также повышаться при различных 
непанкреатических заболеваниях, 

таких как болезни почек, острый ап-
пендицит и холецистит. Кроме того, 
у больных сахарным диабетом в ка-
честве верхнего предела нормальных 
значений активности липазы необхо-
димо рассматривать величины в 3–5 
раз выше тех, которые используются 
в отношении практически здоровых 
людей, по неясным причинам [14]. 
Вместе с тем в клинических реко-
мендациях отмечается, что, не смотря 
на эффективность использования для 
диагностики ОП значений активно-
сти сывороточной амилазы и (или) 
липазы, в три и более раз превыша-
ющих верхний предел референтного 
интервала, врачи должны учитывать 
клиническое состояние пациента при 
оценке величин повышения амилазы 
и липазы. Если возникают сомнения 
в отношении величин активности 
амилазы и (или) липазы, для диагно-
стики ОП рекомендуется использовать 
компьютерную томографию брюшной 
полости с контрастированием.

В клинических рекомендациях 
Американского колледжа гастроэн-
терологии 2013 года указывается, 
что компьютерная томография (КТ) 
с контрастированием и (или) магнит-
но-резонансная томография (МРТ) 
поджелудочной железы должна быть 
проведена пациентам, у которых ди-
агноз остается неясным или при от-
сутствии клинического улучшения 
состояния пациента в течение первых 
48–72 часов после госпитализации, 
или для выявления осложнений (силь-
ная рекомендация, низкое качество 
доказательств).

Сила и качество доказательств для 
диагностики ОП, изложенные в кли-
нических рекомендациях Междуна-
родной ассоциации панкреатологов 
в сотрудничестве с Американской 
ассоциацией поджелудочной железы, 
приведены в табл. 2.

В японских рекомендациях по ле-
чению острого панкреатита 2015 года 
диагностика ОП базируется на крите-
риях, которые полностью совпадают 
с приведенными выше (при наличии 
2 из 3 критериев):
1. острые боли в животе и болезнен-

ность в верхней части живота при 
пальпации;

2. повышение активности панкреа-
тических ферментов в крови или 
моче;

3. аномальные изменения, обнару-
женные с помощью УЗИ, КТ или 
МРТ, характерные для ОП.
Вместе с тем японские рекомен-

дации по лечению острого панкре-
атита 2015 года содержат ряд по-
лезных для клинической практики 
уточнений в отношении исследо-
вания активности панкреатических 
ферментов для диагностики ОП. 
Констатируется, что обнаружение 
повышенного уровня в крови фер-
ментов поджелудочной железы имеет 
решающее значение в диагностике 
ОП, а в клинических случаях, когда 
ОП необходимо дифференцировать 
с другими заболеваниями, исследо-
вание активности липазы сыворотки 
крови превосходит любые другие 
панкреатические ферменты, в том 
числе амилазу. Поэтому определе-
ние активности амилазы сыворотки 
крови для диагностики ОП рекомен-
дуется только в тех случаях, когда 
измерение липазы невозможно (1В —  
сильная рекомендация, умеренное 
качество доказательств).

Качественное определение трип-
синогена-2 в моче может быть полез-
но в качестве минимально инвазив-
ного метода экспресс-диагностики 
ОП (неопределенная сила рекомен-
дации, умеренное качество доказа-
тельств —  В). Диагностика ОП с по-
мощью исследования трипсиногена-2 

Таблица 2
Сила и качество доказательств

Диагностика Сила и качество 
доказательств

Диагноз устанавливают при наличии 2 из 3 критериев:
1. острая боль вверху живота;
2. повышение уровня сывороточной амилазы и (или) липазы в три раза выше верхней границы нормы и (или)
3. характерные признаки в результатах КТ брюшной полости

1В

Использование КТ
КТ брюшной полости должна выполняться, если:

1. диагноз неясен или
2. в состоянии пациента не отмечается клинического улучшения в течение 3–5 дней

1В
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в моче является весьма эффективным 
методом в медицинских учреждениях, 
где исследование ферментов крови 
не может быть проведено, так как для 
получения результата теста требуется 
очень короткое время (5 минут), он 
обладает высокими диагностически-
ми способностями и является экви-
валентом ферментов поджелудочной 
железы в сыворотке крови.

Трипсин синтезируется ацинарны-
ми клетками поджелудочной железы 
и выделяется в панкреатический сок 
в качестве профермента трипсиноге-
на. Трипсиногены составляют более 
19 % всех белков панкреатического 
сока. Трипсиноген существует в двух 
главных изоформах: трипсиноген-1 
и трипсиноген-2. При повреждении 
поджелудочной железы трипсиноген 
попадает в кровоток, а затем филь-
труется почками в мочу. Трипсино-
ген-2 выделяется в мочу в значи-
тельных количествах уже на ранней 
стадии ОП и остается повышенным 
в течение нескольких дней и даже 
недель после клинических прояв-
лений заболевания. Исследование 
трипсиногена-2 в моче обеспечивает 
надежный и быстрый скрининг ОП: 
отрицательный результат исключает 
наличие заболевания с точностью 
99 % [15].

Этиологическая диагностика ОП
Установление этиологии ОП имеет 

важное значение для выбора метода 
и тактики лечения пациентов, а так-
же для предотвращения рецидивов. 
В клинических рекомендациях Амери-
канского колледжа гастроэнтерологии 
2013 года констатируется:
1. трансабдоминальное ультразвуко-

вое исследование (УЗИ) должно 
быть проведено всем пациентам 
с ОП (сильная рекомендация, низ-
кое качество доказательств);

2. при отсутствии камней в желч-
ном пузыре (данные УЗИ) и (или) 
продолжительной истории злоу-
потребления алкоголем должно 
быть проведено исследование 
триглицеридов в сыворотке кро-
ви; значения выше 1 000 мг/дл 
(11,3 ммоль/л) указывают на ал-
когольную этиологию ОП (ус-
ловная рекомендация, умеренное 
качество доказательств);

3. у пациентов старше 40 лет на-
личие опухоли поджелудочной 
железы должно быть рассмотрено 
в качестве возможной причины 
ОП (условная рекомендация, низ-
кое качество доказательств);

4. эндоскопическое исследование 
для установления этиологии у па-
циентов с ОП должно быть огра-
ничено, так как риски и выгоды 
от исследования у этих пациентов 
неясны (условно рекомендация, 
низкое качество доказательств);

5. пациенты с идиопатическим ОП 
должны быть направлены в специ-
ализированные центры для обсле-
дования (условная рекомендация, 
низкое качество доказательств); 
диагноз «идиопатический панк-
реатит» выставляется тем паци-
ентам, у которых причину ОП 
установить не удается;

6. генетическое тестирование может 
быть рассмотрено у пациентов 
молодого возраста (до 30 лет), 
если причина ОП не установлена 
и в семейном анамнезе встреча-
лись заболевания поджелудочной 
железы (условная рекомендация, 
низкое качество доказательств).

В отсутствии злоупотребления алко-
голем и желчнокаменной болезни в ка-
честве причин ОП врачу-клиницисту 
следует соблюдать осторожность при 
установлении возможной этиологии 
заболевания. Лекарственные средства, 
инфекционные агенты, а также мета-
болические факторы, такие как гипер-
кальциемия и гиперпаратиреоз, часто 
выступают в качестве ложных этиологи-
ческих причин ОП. Несмотря на то что 
некоторые лекарственные препараты, 
такие как 6-меркаптопурин, азатиоприн, 
и 2’,3’-дидеоксинозин могут приводить 
к ОП, в литературе представлены огра-
ниченные данные о роли лекарственных 
средств в качестве этиологических фак-
торов заболевания. Первичная и вто-
ричная гипертриглицеридемии могут 
способствовать развитию ОП; однако 
на эти причины приходятся лишь 1–4 % 
случаев ОП [16]. Молочная сыворотка 
наблюдается у 20 % от пациентов с ОП, 
тем не менее уровень триглицеридов 
в сыворотке крови должен быть выше 
1 000 мг/дл (11,3 ммоль/л), чтобы счи-
таться причиной ОП.

Установлено, что у 5–14 % боль-
ных с доброкачественными или зло-
качественными опухолями органов 
панкреатобилиарной зоны диагно-
стируется идеопатический ОП. Поэ-
тому у любого пациента старше 40 лет 
с идиопатическим панкреатитом, осо-
бенно с длительным или рецидивиру-
ющим течением, следует заподозрить 
наличие опухоли.

Влияние генетических мутаций, 
таких как мутации гена катионного 
трипсиногена (PRSS 1), серин-про-
теазного ингибитора Казаля (SPINK 
I) или трансмембранного регулятора 
кистозного фиброза (CFTR), все чаще 
рассматривается в качестве этиоло-
гических причин ОП. Однако роль 
генетического тестирования в уста-
новлении причин ОП еще не может 
быть определена с позиций доказа-
тельной медицины вследствие от-
сутствия достаточных доказательств. 
Тем не менее генетические исследо-
вания могут быть полезны у пациен-
тов с наличием заболевания подже-
лудочной железы у более чем одного 
члена семьи.

Клинические рекомендации Меж-
дународной ассоциации панкреатоло-
гов в сотрудничестве с Американской 
ассоциацией поджелудочной железы 
указывают на необходимость проведе-
ния лабораторных тестов для оценки 
функции печени у пациентов с ОП, 
особенно определение активности 
аланинаминотрансферазы (АЛТ). Ак-
тивность АЛТ выше 150 МЕ/л имеет 
95-процентное положительное про-
гностическое значение для диагно-
стики желчнокаменного панкреатита.

У всех пациентов с ОП этиология 
должна быть установлена на основа-
нии анализа особенностей истории 
болезни, результатов лабораторных 
анализов (функциональные пробы пе-
чени, содержание в сыворотке крови 
триглицеридов, кальция) и заключе-
ния по данным трансабдоминального 
УЗИ (1В —  сильная рекомендация, 
умеренное качество доказательств).

В японских рекомендациях по ле-
чению острого панкреатита 2015 года 
констатируется, что этиологическая 
диагностика желчнокаменного пан-
креатита является наиболее важной 
и актуальной проблемой, так как 
она оказывает значительное влияет 
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на выбор правильного метода лече-
ния. Определение уровня билируби-
на, активности АЛТ, аспартатами-
нотрансферазы (АСТ) и щелочной 
фосфатазы показано всем пациентам 
при подозрении на желчнокаменный 
панкреатит.

Оценка степени тяжести ОП
Степень тяжести течения ОП явля-

ется важным показателем смертности 
и играет важнейшую роль в опреде-
лении тактики правильного ведения 
при первоначальном поступлении 
больного, в необходимости перевода 
его в отделение реанимации. Адекват-
ная оценка степени тяжести пациента 
на момент диагностики ОП повыша-
ет вероятность правильного лечения 
и улучшает прогноз. В японских 
рекомендациях по лечению острого 
панкреатита 2015 года указывается 
на необходимость провести оценку 
степени тяжести пациента немедленно 
после установления диагноза и повто-
рять с течением времени, особенно 
в течение 48 часов (1С —  сильная 
рекомендация, низкое качество до-
казательств).

В клинических рекомендациях 
Американского колледжа гастроэн-
терологии 2013 года констатируется:
1. оценка степени тяжести ОП долж-

на быть выполнена для стратифи-
кации пациентов и оказания помо-
щи в сортировке (условная реко-
мендация, качество доказательств 
от низкого до умеренного);

2. пациенты с полиорганной недо-
статочностью должны быть пере-
ведены в отделение реанимации 
(сильная рекомендация, низкое 
качество доказательств).

Во всех анализируемых рекомен-
дациях для оценки тяжести ОП указы-
вается на необходимость использовать 
модифицированные критерии, приня-
тые на Международном симпозиуме 
в Атланте (2013) [17].

Клиническое течение ОП вариа-
бельно. Умеренный ОП проходит при 
проведении медикаментозного лече-
ния через несколько дней или неделю 
без отдаленных последствий. В случае 
тяжелого течения ОП представляет 
собой состояние, угрожающее жизни 
больного и характеризуется наличи-
ем постоянных (не удается устранить 
в течение 48 часов) признаков поли-
органной недостаточности. При этом 
самопереваривание поджелудочной 
железы ее активированными фермен-
тами вызывает распространенные не-
крозы, воспаление и кровоизлияния 
не только в поджелудочной железе, 
но и в окружающих органах (кишеч-
ник, большой сальник, забрюшинное 
пространство). У таких больных часто 
развиваются шок и тяжелая гипотен-
зия. Осложнениями тяжелого панк-
реатита являются сердечная и дыха-
тельная недостаточность, желтуха, 
анемия, гипокалиемия, диссемини-
рованное внутрисосудистое сверты-
вание крови и сепсис с полиорганной 
недостаточностью. Умеренный ОП 
составляет около 80 % всех случаев 
заболевания, смертность низкая: от 1 
до 3 %. В то время как при тяжелом 
(некротическом) панкреатите (20 % 
случаев) смертность составляет от 10 
до 30 %, особенно если течение пан-
креонекроза осложнилось инфекцией 
[18]. Умеренно тяжелый ОП харак-
теризуется наличием транзиторной 
недостаточности органа, местного 

или системного осложнения при от-
сутствии стойких признаков орган-
ной недостаточности. Для пациентов 
с умеренно тяжелым ОП характерны 
наличие перипакреатической жидко-
сти, продолжительные боли в области 
живота, лейкоцитоз и лихорадка.

Полиорганная недостаточность 
ранее (Атланта —  1993) определялась 
на основании следующих признаков:

шок (систолическое артериальное 
давление ниже 90 мм рт. ст.);

• легочная недостаточность (рO2 
ниже 60 %);

• почечная недостаточность (креа-
тинин выше 2 мг/дл после реги-
дратации), и (или)

• желудочно-кишечное кровотече-
ние (более 500 мл кровопотери 
за 24 часа).

Пересмотренные критерии (Ат-
ланта —  2013) определяют полиор-
ганную недостаточность как резуль-
тат недостаточности двух или более 
органов и систем, оцененных с по-
мощью модифицированной шкалы 
Маршалла [19]. Вместе с тем в кли-
нических рекомендациях Американ-
ского колледжа гастроэнтерологии 
2013 года указывается на то, что ди-
агностика полиорганной недостаточ-
ности с использованием модифици-
рованной шкалы Маршалла требует 
проведения дополнительных расче-
тов, что вызывает у врачей опреде-
ленные сложности. Поэтому исполь-
зование старых критериев полиорган-
ной недостаточности по-прежнему 
является полезным в клинической 
практике, и необходимы дальней-
шие исследования для подтвержде-
ния клинической эффективности 

Таблица 3
Определения степени тяжести ОП: сравнение критериев Атланты —  1993 и пересмотренных в 2013 году

Критерии 1993 года Пересмотренные критерии 2013 года

Умеренный острый панкреатит:
отсутствие полиорганной недостаточности

отсутствие местных осложнений

Умеренный острый панкреатит:
1. отсутствие полиорганной недостаточности
2. отсутствие местных осложнений

Тяжелый острый панкреатит:
1. местные осложнения и (или)
2. органная недостаточность:

• желудочно-кишечное кровотечение (> 500 мл за 24 часа)
• шок: систолическое АД ≤ 90 мм рт. ст.
• рO2 ≤ 60 %
• креатинин ≥ 2 мг/дл (≥ 176,8 мкмоль/л)

Умеренно тяжелый острый панкреатит:
1. местные осложнения и (или)
2. транзиторная органная недостаточность (< 48 часов)

Тяжелый острый панкреатит:
1. Персистирующая органная недостаточность (> 48 часов)
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шкалы Маршалла. Панкреонекроз 
определяется как выявление диффуз-
ной или очаговой зоны нежизнеспо-
собной паренхимы поджелудочной 
железы более 3 см или более 30 % 
поджелудочной железы [20].

В японских рекомендациях по ле-
чению острого панкреатита 2015 года 
приведена система оценки степени 
тяжести ОП, утвержденная Министер-
ством здравоохранения, труда и бла-
госостояния Японии (2008) в качестве 
стандарта. Использование данного 
стандарта определено как сильная ре-
комендация с умеренным качеством 
доказательств (1В).

Японская шкала оценки степени 
тяжести ОП

(1 балл за каждый фактор)
1. д е ф и ц и т  о с н о ва н и й  н и же 

3 ммоль/л или шок (систоличе-
ское артериальное давление ниже 
80 мм рт. ст.);

2. рO2 ниже 60 % или легочная не-
достаточность (требуется респи-
раторная поддержка);

3. мочевина выше 40 мг/дл (более 
14,28 ммоль/л) или креатинин 
выше 2,0 мг/дл (более 176,8 мк-
моль/л), или олигурия (суточный 
диурез менее 400 мл даже после 
инфузионной терапии);

4. лактатдегидрогеназа выше в два 
раза от верхней границы нормы;

5. количество тромбоцитов менее 
100,0 × 109/л;

6. общий кальций в сыворотке ниже 
7,5 мг/дл (менее 1,875 ммоль/л);

7. С-реактивный белок  выше 
15 мг/дл (более 150 мг/л);

8. число положительных критериев 
ССВО более трех;

9. возраст более 70 лет.

Критерии синдрома системного 
воспалительного ответа (ССВО):

• температура тела выше 38 °C или 
ниже 36 °C;

• число сердечных сокращений бо-
лее 90 уд. в минуту;

• число дыханий более 20 в минуту 
или рСО2 ниже32 мм рт. ст., или 
искусственная вентиляция легких;

• число лейкоцитов выше 12 × 109/л 
или ниже 4 × 109/л;

• незрелых форм лейкоцитов более 
10 %.

Данные КТ с контрастированием:
1. Внепанкреатическое прогресси-

рование воспаления:
• переднее паранефральное про-

странство —  0 баллов;
• корень брыжейки ободочной киш-

ки —  1 балл;
• за пределы нижнего полюса поч-

ки —  2 балла.
1. Снижение плотности поджелу-

дочной железы (поджелудочная 
железа делится на три сегмента: 
головка, тело, хвост);

• локализованное в каждом сегмен-
те или только окружающие тка-
ни поджелудочной железы —  0 
баллов;

• охватывает два сегмента —  1 балл;
• занимает целиком два или более 

сегмента —  2 балла.

1 + 2 = Общий балл для резуль-
татов КТ:
Общая оценка = 0 или 1 балл —  пер-
вый класс;
Общая оценка = 2 балла —  второй 
класс;
Общая оценка = 3 балла или больше —  
третий класс.

Оценка степени тяжести ОП
Если прогностические факторы 

набрали 3 балла или больше, или 
класс КТ оценивается как второй 
класс и более, то ОП оценивается 
как тяжелый.

Прогноз ОП
Очень важной для выбора пра-

вильной тактики ведения пациентов 
с ОП является объективная оценка его 
тяжести и, соответственно, прогноза 
заболевания. Тяжесть заболевания 
в целом отражает характер и степень 
деструкции поджелудочной железы. 
Чем обширнее и глубже некротиче-
ский процесс, тем тяжелее острота 
клинических проявлений заболевания 
и тем вероятнее развитие системных 
и гнойных осложнений. Во всех ана-
лизируемых клинических рекомен-
дациях указывается на то, что для 
оценки прогноза лечения ОП в кли-
нической практике применяют два 
подхода. Первый основан на использо-
вании различных комплексных шкал, 
второй —  отдельных лабораторных 
показателей.

Наиболее широкое применение 
в клинике нашли шкалы по Рэнсону 
(табл. 4) и APACHE-II [3]. Главными 
недостатками шкал для определения 
прогноза исхода ОП являются сле-
дующие:

• необходимость в течение 24–48 
часов исследовать различные па-
раметры;

• очень широкий спектр параме-
тров и сложность их комплексной 
оценки;

• отсутствие морфологических кри-
териев острого панкреатита.

Новые шкалы определения тяже-
сти и прогноза ОП, такие как шкала 
Маршалла, не позволили сделать про-
гноз исхода заболевания более точным.

В рекомендациях Американ-
ского колледжа гастроэнтерологии 
2013 года указывается на то, что це-
лый ряд лабораторных показателей 
могут оказать помощь врачу-клини-
цисту в определении тяжести ОП. Од-
нако среди всех существующих лабо-
раторных исследований отсутствуют 
тесты, обладающие высокой прогно-
стической точностью. Даже наиболее 
изученный среди острофазовых мар-
керов воспаления С-реактивный белок 
(СРБ) имеет ограниченное значение, 
так как позволяет правильно оцени-
вать прогноз ОП только спустя 72 часа 
после поступления больного. Поэтому 
в настоящее время врачи-клиницисты 
не в состоянии предсказать, у каких 
пациентов с ОП разовьется тяжелое 
заболевание.

Вместе с тем независимо от не-
достатков, присущих современным 
шкалам оценки прогноза ОП, вра-
чи-клиницисты должны быть озна-
комлены с факторами риска, включая 
лабораторные показатели, развития 
тяжелого ОП.

Клинические и лабораторные 
факторы риска
1. Характеристики пациента:
• возраст более 55 лет;
• ожирение: индекс массы тела 

выше 30 кг/м2;
• нарушения психического статуса;
• наличие сопутствующих заболе-

ваний.
2. Признаки ССВО (число положи-

тельных критериев —  три и более).
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3. Лабораторные признаки:
• м оч е в и н а  б ол е е  2 0  м г / д л 

(7,14 ммоль/л);
• нарастающий уровень мочевины;
• гематокрит более 44 %;
• нарастающие величины гемато-

крита;
• повышенный уровень креатинина.

Обилие шкал и показателей для 
оценки прогноза ОП свидетельствует 
о том, что все они имеют те или иные 
недостатки, которые заставляют вести 
дальнейший научный поиск с целью 
их совершенствования.

Обсуждение рекомендаций
Каждое клиническое решение, 

в том числе и назначение лаборатор-
ных исследований больному, должно 
основываться на строго доказанных 
научных фактах. За последние годы 
международными сообществами вра-
чей разработаны научно обоснован-
ные критерии диагностики заболе-
ваний и выбора адекватной тактики 
ведения больного в каждой конкрет-
ной клинической ситуации, где целому 
ряду лабораторных показателей отда-
ется приоритетное значение. Знание 
этих критериев и их использование 
в повседневной клинической практике 
является обязательным требованием 
доказательной медицины.

При оказании медицинской помо-
щи врач-клиницист постоянно стал-
кивается с ситуацией, когда диагноз 
на основании осмотра больного и фи-
зикально-анамнестических данных 
трудно установить или есть необходи-

мость в проведении дифференциаль-
ной диагностики нескольких заболе-
ваний и, соответственно, назначении 
пациенту дополнительных диагно-
стических тестов. В таких ситуациях 
в рамках доказательной медицины для 
оптимального выбора лабораторных 
тестов врачу-клиницисту необходима 
дополнительная информация о том, 
насколько точно эти тесты способны 
выявлять предполагаемое заболевание. 
Такую дополнительную информацию 
предоставляют данные клинических 
рекомендаций международных вра-
чебных ассоциаций.

Важнейшим достоинством кли-
нических рекомендаций является то, 
что они дают характеристику степени 
эффективности используемых мето-
дов диагностики ОП, установления 
его этиологии, определения степе-
ни тяжести и прогноза, основанную 
на результатах многоцентровых кон-
тролируемых исследований.

В анализируемых клинических 
рекомендациях констатируется, что 
обнаружение повышенного уровня 
в крови ферментов поджелудочной 
железы имеет решающее значение 
в диагностике ОП. Однако уточняется, 
что исследование только сывороточ-
ной амилазы не может быть исполь-
зовано для надежной диагностики ОП, 
и определение активности липазы 
сыворотки крови является предпоч-
тительным.

Приведенные данные клинических 
рекомендаций различных врачебных 
ассоциаций по проблемам диагности-
ки, установления этиологии, оценки 

тяжести и прогноза ОП показывают, 
что если ориентироваться на данные 
только одних рекомендаций, то невоз-
можно получить всю необходимую 
и важную информацию для комплекс-
ного решения практических задач при 
ведении больных. Так, в рекомендаци-
ях Американского колледжа гастро-
энтерологии 2013 года и Междуна-
родной ассоциации панкреатологов 
в сотрудничестве с Американской 
ассоциацией поджелудочной железы 
отсутствует информация по проблеме 
диагностики ОП в лечебных учреж-
дениях, где нет лаборатории, но такая 
информация содержится в японских 
рекомендациях по лечению острого 
панкреатита 2015 года. В них конста-
тируется, что диагностика ОП с помо-
щью исследования трипсиногена-2 
в моче является весьма эффективным 
методом в медицинских учреждени-
ях, где анализ крови не может быть 
выполнен.

Такие же полезные дополнения 
имеются и в отношении роли лабо-
раторных исследований в установ-
лении этиологии ОП. Клинические 
рекомендации Международной ассо-
циации панкреатологов в сотрудни-
честве с Американской ассоциацией 
поджелудочной железы указывают 
на необходимость проведения лабо-
раторных тестов для оценки функции 
печени у пациентов с ОП, особен-
но АЛТ. В свою очередь, японские 
рекомендации по лечению острого 
панкреатита 2015 года однозначно 
говорят о том, что определение уровня 
билирубина, АЛТ, АСТ и щелочной 

Таблица 4
Критерии тяжелого острого панкреатита [21]

Показатель Алкогольный Билиарный

При поступлении:

• возраст больного, лет
• количество лейкоцитов, 109/л
• глюкоза сыворотки, ммоль/л
• ЛДГ сыворотки, МЕ/л
• АСТ сыворотки, МЕ/л

> 55
> 16,0
> 11,1
> 700
> 250

> 70
> 20,0
> 12,2
> 400
> 250

В течение первых 48 часов после госпитализации:

• снижение гематокрита,%
• повышение мочевины сыворотки, ммоль/л
• общий кальций сыворотки, ммоль/л
• рО2 артериальной крови, мм рт. ст.
• дефицит оснований, ммоль/л
• расчетная потеря (секвестрация жидкости), л

> 10
> 16
< 2,0
< 60,0

> 4
> 6

> 10
> 8

< 2,0
–

> 5
> 4

Признаком тяжелого острого панкреатита по шкале Рэнсона является наличие трех и более критериев.
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фосфатазы показано всем пациентам 
при подозрении на желчнокаменный 
панкреатит.

Аналогичным образом приведен-
ные рекомендации дополняют друг 
друга и в отношении определения тя-
жести и прогноза ОП. В этом плане 
определенный интерес представляет 
японская шкала оценки степени тяже-
сти ОП, основой которой служат ре-
зультаты лабораторных исследований.

В настоящее время клиническая 
практика остро нуждается в объек-
тивных критериях оценки тяжести 
состояния больных ОП. Большинство 
исследователей признают, что наибо-
лее целесообразно количественное 
выражение тяжести состояния паци-
ента, которое позволяет более точно 
прогнозировать исход заболевания, 
дать динамическую оценку эффек-
тивности проводимой терапии, вы-
брать новые методы и направления 
в тактике ведения больных, а также 
рационально использовать имеющи-
еся экономические ресурсы. Все ана-
лизируемые клинические рекоменда-
ции содержат информацию о том, что 
ни один из изученных лабораторных 
тестов, включая СРБ, не обладает вы-
сокой прогностической точностью. 
Это не значит, что в клинической 
и лабораторной практике необходимо 
отказаться от исследований СРБ, про-
кальцитонина, пресептина и других 
тестов для оценки тяжести больных 
ОП, прогноза, выявления гнойных ос-
ложнений заболевания. Рекомендации 
лишь отражают тот факт, что на дан-
ный момент результатов проведен-
ных исследований еще недостаточно, 
чтобы дать конкретные рекомендации 
по этим тестам с позиций доказатель-
ной медицины. Необходимо понимать, 
что клинические рекомендации —  это 
систематически обновляемые поло-
жения, созданные для того, чтобы 
помочь врачу в принятии решений 
относительно врачебной тактики 
в определенных клинических ситуа-
циях, но они систематически обнов-
ляются в соответствии с полученными 
новыми данными многоцентровых 
исследований по проверке эффектив-
ности новых методов диагностики 
и лечения. Поэтому по мере накопле-
ния научных данных о клинической 
эффективности тех или иных лабора-

торных тестов в отношении решения 
определенных практических задач они 
будут внесены в рекомендации.

Заключение
Основными целями нашего ис-

следования была необходимость оз-
накомить специалистов различных 
медицинских лабораторий и вра-
чей-клиницистов с возможностями со-
временных лабораторных технологий 
в отношении диагностики ОП и дать 
рекомендации по их использованию 
с позиций доказательной медицины.

С позиций доказательной меди-
цины врач клинической лаборатор-
ной диагностики и врач-клиницист 
должны иметь представления о научно 
обоснованных критериях постановки 
диагноза, определения степени тяже-
сти и прогноза.

Представленный анализ роли ла-
бораторных методов исследования 
клинических рекомендаций между-
народных врачебных ассоциаций при 
ведении больных ОП не только харак-
теризует возможности методов лабо-
раторной диагностики в отношении 
клинической практики, но и в соот-
ветствии с принципами доказательной 
медицины демонстрирует взаимос-
вязь их возможностей, стратегию 
и последовательность применения, 
эффективность в каждой конкретной 
клинической ситуации.
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По литературным данным, 60–70 % всех медицинских 
решений принимаются по результатам лабораторных 

исследований [3]. Однако результат лабораторного иссле-
дования не является диагнозом, а лишь отражает состояние 
тех или иных органов и систем на момент взятия образца. 
После проведения анализа возникает одна из самых слож-
ных задач: его интерпретация (оценка).

Для получения диагностически значимых резуль-
татов лабораторного исследования необходимо свести 
к минимуму влияние преаналитического этапа (назна-
чение анализа, сбор и транспортировку биоматериала, 
первичную обработку проб и др.), достичь получения 
воспроизводимых и правильных результатов путем по-
стоянного проведения и совершенствования контроля ка-
чества (КК), максимально снизить количество случайных 
ошибок за счет автоматизации процесса лабораторного 
исследования.

При оценке результатов анализа необходимо ответить 
на вопросы:
1. является ли результат нормой;
2. существенны ли отличия от предыдущих результатов;
3. соответствует ли результат клиническим наблюдениям.

Погрешности измерения
Аналитическая погрешность

Любой экспериментально полученный результат со-
держит погрешность измерения: отклонение результата 
измерения от действительного значения измеряемой 

величины. Это значит, что полученный результат от-
ражает не конкретное значение, а интервал концентра-
ций в соответствии с объективной ошибкой измерения. 
Например, если измеренная концентрация мочевины 
10 ммоль/л, а погрешность измерения составляет 5 % 
(0,5 ммоль/л), то реальная концентрация мочевины 
будет находиться в диапазоне (10 ± 0,5), то есть от 9,5 
до 10,5 ммоль/л.

В клинико-диагностической лаборатории аналити-
ческая погрешность измерения может быть определена 
по результатам контроля качества.

Внутрииндивидуальная вариация
При повторных измерениях одного и того же пока-

зателя у одного и того же человека результаты тестов 
не будут одинаковы, а станут колебаться вокруг некото-
рой величины, так называемой гомеостатической точки. 
Колебания показателя у одного и того же человека об-
условлены влиянием биологических ритмов, уровнем 
физической активности, питанием, приемом алкого-
ля, лекарств, курения и др. Эти изменения называются 
внутрииндивидуальной вариацией. Для большинства 
показателей индивидуальные колебания установлены 
и представлены в виде коэффициента внутрииндивиду-
альной (индивидуальной) вариации CVi%.

Таким образом, внутрииндивидуальная вариация от-
ражает различия показателей одного и того же человека 
в зависимости от биологических ритмов и образа жизни.

Влияние физиологических и аналитических 
погрешностей на интерпретацию количественных 
результатов лабораторных исследований

И. А. Волкова, к. м. н., доцент кафедры клинической лабораторной диагностики
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Influence of physiological and analytical errors in interpretation of quantitative laboratory results
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Резюме
Интерпретация результатов лабораторных исследований является одной 
из самых сложных задач в работе врача. Рассмотрение погрешностей, вли-
яющих на результаты анализа, и их использование при оценке результатов 
необходимы для врачей разных специальностей. Для интерпретации резуль-
татов важно понимание таких принятых терминов как норма, референтные 
значения и «серая зона». В работе изложены основные принципы оценки 
результатов, полученных в разных лабораториях, различных единицах из-
мерения, разными методами, в относительном и абсолютном выражении 
результатов, что актуально как для врачей клинической лабораторной 
диагностики, так и врачей-клиницистов.
Ключевые слова: интерпретация, количественные исследования, погреш-
ности измерения.

Summary
Interpretation of laboratory results is one of the most difficult tasks 
in the work of a doctor. Consideration of errors affecting the 
results of the analysis and their use in the evaluation of results is 
necessary for the doctors of different specialties. To interpret the 
results it is important to understand the accepted terminology 
norm, reference values and the ‘gray zone’. The paper presents 
main principles of evaluation of the results obtained in different 
laboratories, different measurement units, different methods 
in relative and absolute terms of results, it is important for the 
doctors of clinical laboratory diagnostics and the clinicians.
Key words: interpretation, quantitative research, measure-
ment error.
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Межиндивидуальная (групповая) вариация
Различие показателей внутри определенной группы 

людей обусловлено факторами, характерными для попу-
ляции, объединенной расовыми, половыми, возрастными 
и другими признаками. Указанные факторы формируют 
пределы колебаний значений, присущие для популяции 
здоровых людей, объединенных по определенному при-
знаку (полу, возрасту, и др.) с учетом влияния внешней 
среды. Для большинства показателей групповые колеба-
ния установлены и представлены в виде коэффициента 
межиндивидуальной (групповой) вариации CVg%.

Таким образом, групповая вариация отражает различия 
показателей популяции, объединенной по тому или иному 
признаку с учетом средовых и генетических факторов.

Измерением, уточнением и обобщением коэффициен-
тов индивидуальной и групповой вариации занимаются 
специалисты в разных странах. В частности, Джеймс 
Вестгард (США) систематизировал коэффициенты индиви-
дуальной и групповой вариаций и разместил их на сайтах 
westgard.com/biodatabase1.htm и westgard.com, доступных 
для любого пользователя интернета. Обновление данных 
сайтов проводится каждые два года. Коэффициенты для 
некоторых аналитов приведены в табл. 1 [1].

Пределы групповой вариации аналита (CVg), как пра-
вило, шире пределов индивидуальной вариации (CVI). 
Более высокая индивидуальная вариация для концентрации 
железа свидетельствует о преобладании индивидуальных 
различий над групповыми.

Норма и референтные интервалы
При измерении каких-либо физиологических пара-

метров (например, массы тела, пульса, лабораторных 
показателей и др.) результаты оценивают, сравнивая их 
с нормальными значениями. Биологическое разнообразие 
и выраженная индивидуальность человека не позволяют 
провести четкие границы между нормальными и патоло-
гическими значениями. Поэтому в последнее десятилетие 
термин «норма» в плане оценки результатов измерений 
был заменен на термин «референтные значения» (преде-
лы, интервалы) [6]. Термин «референтные интервалы» 
не снимает ограничения по оценке показателя как норма 
или патология, а лишь констатирует выход или не выход 
за установленные значения.

Норма —  это показатели, соответствующие состоянию 
здорового человека [3]. Норма индивидуальна, так как 
уровень гомеостатических показателей формируется на ос-
новании генетической информации, скорректированной 
влиянием внутренних и внешних факторов.

Референтные интервалы —  это справочные значения, 
с которыми сравнивают результаты анализа пациента. Ре-
ферентные значения для каждой популяции определяют 
пределы колебаний, обусловленные групповой вариацией 
в соответствии с полом, возрастом и методом исследова-
ния [6]. Границы референтных интервалов в настоящее 
время определены для всех количественных тестов.

Под влиянием факторов различных видов вариаций 
может быть взаимное перекрытие нормальных и па-
тологических значений. В результате перекрывания 

формируется так называемая серая зона или зона нео-
пределенности [6] —  область значений, которые могут 
встречаться и у здоровых, и у людей, больных тем или 
иным заболеванием. Серая зона присутствует при всех 
видах исследований. При попадании результатов в серую 
зону их нельзя расценивать ни как норму, ни как патоло-
гию. Для подтверждения клинического предположения 
анализ рекомендуется проводить в другой серии для 
подтверждения результата или через какой-то временной 
интервал для оценки изменения показателя во времени 
(динамического наблюдения).

Оценка результатов
Первый вопрос, на который необходимо ответить при 

получении результатов лабораторных исследований: яв-
ляется ли результат нормой?

При оценке лабораторных показателей важно опреде-
лить порог клинического решения (дискриминационный 
уровень), т. е. величину, выше или ниже которой врачу 
рекомендуется предпринять определенные действия [3]. 
Для многих показателей эта величина соответствует ре-
ферентным пределам. Для активности ферментов вслед-
ствие высоких CVi и CVg принят дискриминационный 
уровень, составляющий 50 % от референтного предела 
(а-амилаза —  не менее 30 %). Однако референтные зна-
чения не всегда следует принимать за истину, так как 
они имеют ряд ограничений.

• Референтные интервалы —  статистически полученные 
значения, которые охватывают 95 % популяции. У 5 % 
здоровых людей нормальные уровни находятся выше 
или ниже референтных значений.

• Результаты анализов отличаются при повторных из-
мерениях.

• На результаты анализов влияют эндогенные, экзоген-
ные, генетические, статистические и лабораторные 
факторы.

• Референтные интервалы не позволяют осущест-
влять персональный подход к состоянию здоровья 
пациента.

• Референтные интервалы малопригодны для динамиче-
ского наблюдения и выявления патологии на субкли-
нических и (или) латентных стадиях [5].

Таблица 1
Коэффициенты индивидуальной (CVI) и групповой (CVg) 

биологических вариаций для некоторых аналитов

Аналит
Биологическая вариация, %

CVI CVg

Кальций 1,9 2,8

Альбумин 3,1 4,2

Билирубин 23,8 39,0

Железо 26,5 23,2

Натрий 0,7 1,0

АЛТ 24,3 43,6

Примечание: аналиты с высоким CVI будут показывать больший раз-
брос при повторных измерениях (билирубин, железо, АЛТ).
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Результаты, входящие в референтные пределы, не всег-
да норма. Результаты, близкие к границам интервалов, 
нельзя однозначно оценивать как патологические или 
нормальные. Для выявления патологии отклонения долж-
ны быть дифференцированы от колебаний результатов, 
вызванных другими причинами (перекрыванием рефе-
рентных интервалов, выходом индивидуальных значений 
за референтные интервалы и др.).

Использование статистических показателей для 
интерпретации результатов количественных 
лабораторных исследований

Для оценки показателей количественных лабораторных 
исследований используются данные индивидуальной 
вариации (CVi) и показатели контроля качества: коэф-
фициент аналитической вариации (CVа), смещение (В) 
и показатель Z-score.

Z-score (Z-оценка, Z-о) отражает степень отклонения 
результата от среднего в единицах среднеквадратичного 
отклонения S.

Допустимые значения Z-score рассчитаны для стан-
дартной достоверности (95 %) и высокой достоверности 
(99 %) (табл. 2).

Таблица 2
Значения Z-score при разных уровнях достоверности

Достоверность Односторонняя Z-score Двухсторонняя Z-score

95 % (2S) 1,65 1,96

99 % (3S) 2,33 2,58

В обычной практике используются значения с уров-
нем достоверности 95 %. При расчетах может быть ис-
пользована односторонняя Z-score, когда нужно оценить 
изменение показателя в одну сторону (увеличения или 
уменьшения), или двухсторонняя при оценке изменения 
показателя в обе стороны.

Оценка достоверности выхода результата 
за референтные пределы

В ряде случаев лаборатория получает результаты, ко-
торые незначительно выходят за референтные пределы. 
У врача возникает вопрос, как оценивать полученный 
результат. Правило для оценки активности по отношению 
к другим аналитам не применимо. В сложных диагностиче-
ских ситуациях лаборатория может учесть аналитическую 
погрешность измерения, которая рассчитывается на основе 
результатов контроля качества по общей аналитической 
ошибке [5]. Для исключения влияния аналитической по-
грешности референтный интервал меняется на величину 
общей аналитической ошибки: при пониженном резуль-
тате нижняя граница интервала уменьшается на ТЕа%, 
при повышенном результате верхняя граница интервала 
увеличивается на ТЕа%.

Общая аналитическая ошибка:
ТЕа% = (1,65 × СVА) + │В│, где 

ТЕа —  общая аналитическая ошибка; 1,65 —  односто-
ронний Z для вероятности 95 %; СVА% —  коэффициент 
аналитической вариации из внутренннго КК (ВКК); В —  

смещение по абсолютной величине из внешней оценки 
качества (ВОК) КДЛ. Данные КК должны соответствовать 
отраслевому стандарту и критериям ВОК [4].

Клинический пример
Оценить достоверность выхода за референтные ин-

тервалы уровня лейкоцитов (табл. 3).
Таблица 3

Показатель Результат Референтные
интервалы СVА(ВКК) В (ВОК)

Лейкоциты, тыс./мкл 9,8 4–9 5,5 % 5,6 %

Лейкоциты ТЕа%: (1,65 × СVА%) + │В│ = (1,65 × 5,5) + 
5,6 = 14,68 (%) или 0,1468.

Результат повышен —  увеличивается верхняя граница 
интервала.

9 + (9 × 0,1468) = 9 + 1,32 = 10,32 
(уточненная верхняя граница).

Сравнивается результат анализа с новым верхним 
пределом.

9,8 < 10,32 
(результат находится внутри уточненного интервала).

Изменение уровня лейкоцитов нельзя оценивать как 
патологическое. Выход за референтный интервал мо-
жет быть обусловлен аналитическими погрешностями 
измерения.

Оценка достоверности выхода результатов за рефе-
рентные пределы нуждается в данных КК лаборатории, 
что может создавать сложности для врача-клинициста. 
В некоторых лабораториях знак выхода за референтные 
значения ставится в случае выхода результатов за ре-
ферентные значения с учетом погрешности измерения, 
рассчитанной по данным контроля качества.

Повышенный или пониженный уровень аналита может 
быть нормальным для данного пациента, поэтому одно-
кратное измерение показателя при его близости к рефе-
рентным пределам практически не несет диагностической 
информации. Только существенное отклонение показателя 
от референтных значений может расцениваться как патоло-
гическое, поэтому референтные интервалы считают мало-
пригодными для динамического наблюдения и выявления 
патологии на субклинических и (или) латентных стадиях.

Динамическое наблюдение
Второй вопрос, на который врачу следует ответить, 

существенны ли отличия от предыдущих результатов, 
то есть провести динамическое наблюдение: оценку из-
менения лабораторных показателей во времени. Метод 
используется для наблюдения за развитием патологиче-
ского процесса, эффективности проводимого лечения 
и выявления патологического процесса на ранних ста-
диях при условии известных нормальных показателей 
пациента, полученных, например, при диспансеризации.

Для динамического наблюдения исследования реко-
мендуется проводить одними и теми же методами в одних 
и тех же единицах измерения в одной и той же лабора-
тории: измерения, проведенные разными методами или 
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одним и тем же методом, но реагентами разных произ-
водителей, отличаются как в цифровом выражении, так 
и по значениям референтных пределов. Между резуль-
татами, полученными в разных лабораториях даже при 
использовании одних и тех же методов, допускается весьма 
существенный разброс, который зависит от вида исследо-
вания и не позволяет адекватно отслеживать показатель 
пациента в динамике.

Динамическое наблюдение в настоящее время является 
важной, если не основной формой лабораторной оценки 
состояния пациента. Оно позволяет осуществлять пер-
сональный подход к состоянию здоровья пациента и при 
правильном проведении выявить патологию на субкли-
нических и (или) латентных стадиях.

Определение критической разницы для оценки 
достоверности различий при динамическом 
наблюдении

При развитии патологического процесса и лечении 
пациента необходимые для наблюдения показатели будут 
меняться, причем диагностически значимые изменения 
могут находиться как внутри, так и вне зоны референт-
ных интервалов. Для правильной оценки клинической 
ситуации необходимо выяснить, чем обусловлены эти 
изменения: состоянием пациента или суммой погреш-
ностей, которые являются неотъемлемой частью любого 
измерения.

Ранее для оценки клинической значимости изменений 
при динамическом наблюдении использовали субъек-
тивную оценку, основанную на опыте врачей-экспертов, 
которая часто не совпадала у разных специалистов. В по-
следнее время используется объективный математиче-
ский критерий, который позволяет с 95 % вероятностью 
выявить достоверное, то есть клинически значимое изме-
нение показателя [5]. Критерий называется критической 
разницей и обозначается как RCV% (reference change 
value). Критическая разница используется для оценки 
достоверности различий при динамическом наблюдении 
тех аналитов, степень изменения которых принципиальна 
для принятия правильного клинического решения (назна-
чения или изменения дозы препарата, оценки состояния 
пациента и др.).

Расчет критической разницы проводится на основании 
аналитической погрешности измерения и коэффициента 
индивидуальной вариации:

RCV% = √2 × Z × √(CVA
2 + CVi

2), где 
Z = 1,96 (двухсторонний при принятой вероятности 95 %, 
так как изменения могут быть направлены в обе стороны), 
√2 = 1,414; CVA (%) —  коэффициент аналитической вариа-
ции из ВКК КДЛ; CVi (%) —  коэффициент индивидуальной 
вариации из таблицы Вестгарда.

После проведенных расчетов конечная формула со-
кращается:

RCV% = 2,77 × √(CVA
2 + CVi

2).
Оценка проводится путем сравнения RCV% с разницей 

изменений показателя пациента в процентах (change value, 
CV%), которая рассчитывается по отношению к первому 
измерению.

Оценка результатов
CV% пациента больше RCV% —  изменение значимо.
CV% пациента меньше RCV% —  изменение не значимо.

Клинический пример
Оценить эффективность лечения пациента Р. статинами 

по RCV% (табл. 4).
Таблица 4

Изменение уровня холестерина пациента Р. при лечении 
статинами

Холестерин общ. 1-е измерение 2-е измерение Реф. 
значения

Результаты, ммоль/л 7,8 6,8 3,5–5,7

Расчет проводится по отношению к первому измерению.
Данные, необходимые для расчета.

CVi = 5,4 % (из таблицы Вестгарда); 
СVА = 3 % (из КК КДЛ).

Расчет разницы показателей (в процентах) по резуль-
татам пациента:
разность: 7,8 – 6,8 = 1,0; процент от первого = (1,0 / 7,8) 

× 100 % = 12,3 %.
Изменение показателя пациента составляет 12,3 %.

Расчет критической разницы
RCV% = 2,77 × √(32 + 5,42) = 2,77 × √38,16 =  

2,77 × 6,18 = 17,1 (%)
RCV% = 17,1 %

CV пациента меньше RCV (12,3 % < 17,1 %). Измене-
ние параметра пациента меньше критической разницы. 
Изменение диагностически не значимо.

Важно, что критерий RCV может рассматриваться как 
критерий доказательной медицины, объективно подтверж-
дающий изменение состояния пациента.

Оценка результатов анализов проводится врачом-кли-
ницистом, который для расчета RCV% должен обращаться 
в лабораторию, что с технической точки зрения не всегда 
возможно. В некоторых отечественных и зарубежных лите-
ратурных источниках [7] приводится упрощенная формула 
расчета критической разницы без учета коэффициента 
аналитической вариации лаборатории:

RCV% упрощ. = 2,77 × CVi.
Формула исключает CVа лаборатории, проводившей 

исследование, поэтому значения RCV% по упрощенной 
формуле будут ниже, чем по полной формуле.

Клинический пример
Ребенку О. определили концентрацию свободного 

трийодтиронина (Т3 св.) с разницей в один год. Измерения 
проводились в одной и той же лаборатории на одинако-
вых реактивах. Оценка результатов осложнялась тем, что 
за месяц до второго определения производители реагентов 
прислали уточненные референные пределы (табл. 5).

Оба результата находятся в референтных пределах, 
несмотря на рост концентрации Т3 св. на 1,5 пмоль/л 
(31,2 %). Расчет RCV% как по полной, так и по упрощенной 
формуле показал клинически значимое повышение Т3 св. 
(CV% пациента больше RCV%).
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Таким образом, при динамическом наблюдении наи-
более важно клинически значимое изменение показателя 
независимо от его нахождения внутри или вне зоны ре-
ферентных интервалов.

Ряд отечественных специалистов по лабораторной 
диагностике считают неприемлемым использовать 
упрощенную формулу без учета CVa. Вклад аналитиче-
ской вариации зависит от качества работы лаборатории. 
На основании индивидуальной вариации CVi% опреде-
лены биологически обоснованные критерии точности. 
Критерии рассчитаны для разных уровней точности: 
минимального (1-го), базового (2-го) и максимального 
(3-го) [1, 5]. В соответствии с критериями CVa лабора-
тории не должен превышать при минимальном уровне 
точности 0,75CVi, базовом уровне точности —  0,5CVi, 
а максимальном уровне точности —  0,25 CVi. Вклад 
CVa% в RCV% в КДЛ, работающей при максимальном 
уровне точности, может составить не более 3 %, при 
базовом уровне точности —  не более 11 %, а при мини-
мальном —  не более 25 % [√(CVi2 + 0,75 CVi

2)].
На основании выше изложенного рекомендуется 

следующая оценка результатов RCV% по упрощенной 
формуле на основании максимально допустимого CVa. 
При получении CV% пациента меньше RCV% упрощ. 
изменение значения показателя однозначно диагности-
чески не значимо; при CV% пациента больше RCV% 
упрощ. в 1,25 раза и более изменение значения пока-
зателя трактуется как диагностически значимое. При 
промежуточных значениях необходим расчет по полной 
формуле. В приведенном примере CVa увеличила RCV 
на 6 %, что соответствует базовому уровню работы 
лаборатории.

Для клинициста упрощенная формула актуальна, так 
как обеспечивает возможность быстрой и более объек-
тивной по сравнению с экспертным мнением оценки из-
менения результата пациента.

Заключение
Оценка результатов лабораторных исследований про-

водится путем сравнения с референтными пределами 
и путем динамического наблюдения.

При сравнении с референтными пределами необходимо 
иметь в виду, что не все результаты, входящие в референт-
ные пределы, —  норма, и не все результаты, выходящие 
за референтные пределы, —  патология. Результаты, близ-
кие к пределам референтных значений, нельзя оценивать 
однозначно как нормальные или патологические.

В неоднозначных клинических ситуациях расчет общей 
аналитической ошибки по результатам контроля качества 
позволяет исключить аналитическую погрешность изме-

рения и подтвердить или не подтвердить выход результата 
исследования за референтные пределы. Высокий уровень 
воспроизводимости результатов анализа снижает анали-
тическую погрешность измерения.

Для динамического наблюдения исследования реко-
мендуется проводить одними и теми же методами в од-
них и тех же единицах измерения, желательно в той же 
лаборатории.

Клинически значимое изменение показателя зависит 
от его степени и может наблюдаться как внутри, так и вне 
зоны референтных интервалов, что связано с существен-
ными индивидуальными различиями содержания аналитов 
у разных людей. Полезно сравнивать результаты анализа 
пациента в состоянии болезни с его нормальными пока-
зателями, измеренными в здоровом состоянии.

Для оценки диагностической значимости изменения 
показателя при динамическом наблюдении доступна 
объективная оценка путем расчета критической разницы 
RCV%, которая может рассматриваться как критерий 
доказательной медицины, подтверждающий изменение 
состояния пациента или эффективность его лечения.

Результаты лабораторных исследований необходимо 
оценивать с учетом влияния неустранимых факторов, 
клинической ситуации и опыта, так как клиническое 
решение является продуктом мультивариантного анали-
за [5]. Установить истину помогают клинический статус 
пациента и определение показателей в динамике.

Список литературы
1.  Арефьева И. А., Федорова М. М., Мошкин А. В. «Планирование 

аналитического качества количественных лабораторных иссле-
дований с использованием коммерческих контрольных матери-
алов». Методические рекомендации, М., 2013

2.  Волкова И. А. Некоторые аспекты интерпретации результатов 
лабораторных исследований. Справочник заведующего, № 2, 
2016, 27–37.

3.  «Клинический диагноз —   лабораторные основы» под ред. 
В. В. Меньшикова, М., 1997.

4.  Приказ № 220 от 26 мая 2003 года «Об утверждении отраслевого 
стандарта „Правила проведения внутрилабораторного КК коли-
чественных методов клинических лабораторных исследований 
с использованием контрольных материалов“».

5.  Фрейзер К. Г. Биологическая вариация: от теории к практике. М., 
Медиздат, 2010.

6.  Хиггинс К. «Расшифровка клинических лабораторных анализов», 
3-е издание, М., Бином, Лаборатория знаний, 2008.

7.  Ricos C, Alvarez V, Cava F, Garcia-Lario JV, Hernandez A, Jiménez 
CV et al. Scand J Clin Lab Invest 1999; 59: 491–500

ТТаблица 5
Измеренные и расчетные показатели ребенка О

Аналит № Результат Реф. пред. CVi% CVа% CV% пац. RCV% RCV% упрощ.

Т3 св. 1 5,13 пмоль/л 2,63–5,7 7,9 - - - -

Т3 св. 2 6,73 пмоль/л 4,29–6,79 7,9 3 31,2 23,4 21,9 (–6 %)
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Тромбоциты человека содержат 
большое количество биологически 

активных веществ с высоким репара-
тивным потенциалом [18–20, 29, 30], 
который может быть использован в ле-
чении многих тканевых дефектов. Для 
успешного применения тромбоцитов 
или их компонентов в регенеративной 
медицине немаловажную роль игра-
ет доклинический этап, связанный 
с подготовкой тромбоцитов, выбором 
наиболее адекватной техники их ис-
пользования. В зависимости от типа 
патологии стимуляция репаративных 
процессов и, соответственно, доклини-
ческая подготовка тромбоцитов могут 
осуществляться разными способами.

Выбор источника тромбоцитов
В настоящее время единственным 

эффективным источником тромбоци-
тов человека является кровь, из кото-
рой можно получить богатую тром-
боцитами плазму (БоТП), аферезный 
тромбоцитный концентрат (ТК), лей-
котромбослой (ЛТС) [5, 6]. Считается, 
что для регенеративной медицины наи-
более подходит выделенная из крови 
пациента аутологичная БоТП, которая 
не вызывает иммунологических ослож-
нений [18]. С другой стороны, качество 
тромбоцитов (их структурная целост-
ность и функциональная активность) 

бывает снижено при многих патоло-
гиях, иногда это снижение является 
очень резким [17]; кроме того, даже 
у здоровых людей содержание био-
логически полноценных тромбоцитов 
с гранулами (Dтр.гр.,%) может сильно 
варьировать [7, 8]. По нашим данным, 
репаративный эффект аутологичной 
БоТП заметно слабеет при уровне Dтр.гр. 
меньше 30 % (норма в циркулирующей 
крови 35–75 %). Стоит отметить, что 
значения Dтр.гр., равные 20–30 %, до-
вольно часто встречаются у пациентов 
и не приводят к развитию геморрагиче-
ских осложнений, однако полученная 
у них аутологичная БоТП может быть 
недостаточно эффективной для репа-
рации тканей. Кроме того, у пациентов 
с воспалительными процессами повы-
шена вероятность того, что в БоТП 
попадут лейкоциты или даже целые 
лейкоцит-тромбоцитарные комплек-
сы [30]. Есть мнение, что присутствие 
лейкоцитов в БоТП увеличивает ее ан-
тибактериальное действие [22], однако 
при этом часто происходит угнетение 
репаративных процессов [22, 28–30]. 
Поэтому большинство исследовате-
лей рекомендуют применять БоТП без 
лейкоцитов. В тех случаях, когда репа-
рация не подразумевает прямого и ча-
стого контакта тромбоцитов с клетками 
циркулирующей крови, представляется 

адекватным использование аллогенной 
БоТП или ТК. Морфофункциональ-
ный анализ тромбоцитов позволяет 
отбирать дозы с высоким уровнем 
Dтр.гр. и, соответственно, высоким со-
держанием репаративных факторов. 
Если учесть, что объем одной дозы 
ТК составляет 100–120 мл, то общее 
число тромбоцитов с гранулами в ней 
может достигать 200 млрд. Стандарт-
ная доза БоТП обычно не превышает 
10–20 мл и содержит не более 10–15 
млрд биологически полноценных 
тромбоцитов, поэтому при массовом 
производстве тромбоцит-насыщенных 
препаратов будет удобнее использовать 
ТК, а не БоТП. При этом у здоровых 
людей уровень Dтр.гр. в БоТП и афе-
резных ТК является сходным. В ЛТС, 
полученном из цельной крови, кон-
центрация тромбоцитов может быть 
в 2–5 раз больше, чем в БоТП или ТК, 
однако их качество достоверно ниже 
[7, 9, 10]. Простота получения ЛТС 
сочетается с фактическим неиспользо-
ванием этого продукта в трансфузио-
логии: фракция ЛТС, по сути, является 
«отходом» производства при заготовке 
плазмы и эритромассы, хотя потенци-
ально содержит большое количество 
биологически активных тромбоцитов. 
Считается, что ТК, полученные пу-
тем пулирования тромбоцитов ЛТС, 

Актуальные аспекты подготовки тромбоцитов 
человека к использованию в регенеративной 
медицине
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Резюме
В статье рассматриваются вопросы, связанные с подготовкой тромбоци-
тов человека для разных целей регенеративной медицины, в свете совер-
шенствования методик запуска и реализации биологического потенциала 
тромбоцитов.
Ключевые слова: тромбоциты, гранулы, дегрануляция, регенеративная 
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Summary
The human platelet preparing for different aims of regenerative 
medicine was described in the light of upgrading methods, 
based on platelets’ biological potential stimulation and re-
alization.
Key word: platelets, granules, degranulation, regenerative 
medicine.
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имеют повышенный риск выбраковки 
в случае контаминации [6], кроме того, 
тромбоциты ЛТС очень быстро теряют 
свою жизнеспособность в процессе 
краткосрочного хранения [8]. Все это 
снижает пригодность тромбоцитов 
ЛТС для задач регенеративной меди-
цины. С другой стороны, дозы ЛТС 
можно использовать, в частности, как 
первичное сырье для выделения уже 
отдельных компонентов, секретируе-
мых тромбоцитами.

Оптимизация процедуры 
центрифугирования

Центрифугирование применяется 
практически во всех методах выде-
ления тромбоцитов. Для получения 
аутологичной БоТП из цельной крови 
обычно используют «мягкое» ускоре-
ние от 150 до 500 g [5, 15, 19], хотя 
в ряде работ БоТП выделяют при 
600–800 g [16–18]. Общая концентра-
ция клеток в полученных образцах 
может весьма варьировать; есть мне-
ние, что полноценная БоТП должна 
содержать не менее 1 млн тромбоцитов 
на 1 мкл [29–31], то есть фактически 
равнозначна тромбоконцентрату. Для 
получения указанной концентра-
ции в одних работах рекомендуется 
использовать ускорение 700–800 g 
[16, 18, 20], в других только 460–500 
g [12, 15]; считается, что правильно по-
добранное ускорение позволяет тонко 
разделить фракцию плазмы на допол-
нительные фракции. Собственно БоТП 
представляет собой та из них, которая 
после центрифугирования располо-
жена ближе всего к слою лейкоцитов. 
Над этой фракцией находятся фракции 
с меньшим содержанием тромбоцитов, 
их использовать не рекомендуют; от-
бор БоТП осуществляют путем пред-
варительного удаления всех верхних 
фракций плазмы или путем аккуратного 
аспирирования нижней фракции, что 
в обоих случаях создает риск спонтан-
ного перемешивания плазмы. Во мно-
гих работах описаны идеи оптимизации 
этих методик за счет тонкого подбора 
ускорения, температурного режима 
и времени центрифугирования [18–20, 
27], однако единого мнения о режимах 
центрифугирования не найдено. Кроме 
того, подобную оптимизацию (весьма 
длительную) необходимо проводить 
для каждого типа центрифуги отдельно, 

что требует большой предподготовки. 
Гораздо удобнее представляется сле-
дующая процедура: сначала провести 
«мягкое» центрифугирование крови 
для выделения плазмы с тромбоцитами, 
которую затем можно концентрировать 
путем «жесткого» центрифугирования, 
осаждающего тромбоциты. В транс-
фузиологии широко распространено 
центрифугирование при 3,5–4,5 тыс. g, 
которое разделяет кровь на три фрак-
ции: бесклеточную плазму, лейкотром-
боцитарный слой и эритромассу [15]. 
Однако в этом случае снижается со-
держание биологически полноценных 
тромбоцитов: по нашим данным, после 
центрифугирования при 3,5–4,5 тыс. g 
популяция тромбоцитов с гранулами 
теряет до 25 % от всего своего соста-
ва [10]. Если в исходной крови доноров 
и в БоТП после мягкого центрифугиро-
вания уровень Dтр.гр. составляет в сред-
нем 55–56 %, то в ЛТС всего 40–42 %, 
а нижние пределы Dтр.гр. в этом случае 

составляют 35 и 20 % соответствен-
но [8]. В процессе выделения тромбо-
цитов с помощью аппаратного афереза 
используется ускорение 1 тыс. g, при 
этом качество клеток в полученных ТК 
практически не отличается от того, что 
наблюдалось в исходной крови доно-
ра [10]. Исследования in vitro подтвер-
ждают, что ускорение от 1 до 2 тыс. g 
значимо не влияет на пул тромбоцитов 
с гранулами и не снижает их морфо-
функциональных характеристик [9]. 
Следовательно, такое ускорение оп-
тимально для концентрирования тром-
боцитов.

Таким образом, для наилучшей 
сохранности тромбоцитов с гранулами 
рекомендуется выделять плазму при 
300–350 g, а затем концентрировать 
при 1–2 тыс. g. В зарубежной лите-
ратуре указывается, что для целей 
регенеративной медицины наиболее 
подходит БоТП, содержащая 2–3 млн 
тромбоцитов на 1 мкл [20, 29], хотя 
и нет четкого обоснования именно 
такой концентрации. При этом сто-
ит отметить, что ресуспендирование 
тромбоцитов можно проводить как 
плазмой (свободной от клеток), так 
и другой физиологической средой; 
в бесплазменной среде невозможна 
агрегация тромбоцитов, однако если 
значения рН и тоничности раствора 
соответствуют норме, морфофункци-
ональный статус тромбоцитов сохра-
няется. Это показано нами на приме-
ре 0,15 М фосфатно-солевого буфера 
PBS (рН = 7,2–7,4) и изотоничного 
раствора хлорида натрия. Концентри-
рование тромбоцитов в бесплазмен-
ной среде может быть особенно вос-
требовано при изготовлении тромбо-
цит-насыщенных биотрансплантатов. 
Так, при контакте БоТП с адгезивным 
субстратом (коллаген, хитозан и др.) 
все тромбоциты с гранулами чаще все-
го адгезируют с образованием круп-
ных уплощенных агрегатов (рис. 1 а) 
и почти никогда не адгезируют поо-
диночке. Образование агрегатов резко 
повышает вероятность быстрой дегра-
нуляции значительной массы клеток 
и потери ими биологически активных 
веществ. В то же время в условиях 
бесплазменной среды тромбоциты 
с гранулами адгезируют по отдель-
ности (рис. 1 б), лучше проникают 
вглубь адгезивного субстрата, при 

Рисунок 1. Адгезия тромбоцитов с гранулами 
на коллагеновом субстрате: а) в плазме; б) 
в изотоническом растворе хлорида натрия. 
Витальная окраска трипафлавином и акри-
диновым оранжевым. Увеличение: 1 500×.

E-mail: medalfavit@mail.ru



Медицинский алфавит № 28 / 2017, том № 4. Современная лаборатория48

этом вероятность потери гранул за-
метно ниже, чем в плазме. Суспензия 
тромбоцитов в виде БоТП адекватна 
для инъекционного введения, а также 
для производства биоконструкций, 
предназначенных для быстрого ис-
пользования. Отмывание тромбоцитов 
от плазмы может быть эффективно 
при производстве сложных компо-
зитных биотрансплантантов.

Необходимость патоген-
инактивации

В процессе заготовки компонен-
тов крови всегда важно максимально 
снизить риск передачи гемотрансмис-
сивных инфекций. Эта проблема обо-
стряется при активизации массового 
донорства, при работе в регионах с не-
благоприятной эпидемиологической 
обстановкой [4, 14], однако даже у ка-
дровых доноров имеется вероятность 
невыявления контаминаций в усло-
виях серонегативного окна [6, 15]. 
Поэтому проблема карантинизации 
компонентов крови всегда является 
актуальной.

Тромбоциты человека могут быть 
карантинизированы только в случае 
их длительного хранения путем кри-
оконсервации. Эффективные методы 
криоконсервирования тромбоцитов 
до сих пор очень слабо распростра-
нены в службе крови [2]; в условиях, 
когда доступно лишь краткосрочное 
хранение тромбоцитов (в пределах, 
установленных регламентом), един-
ственным способом устранения риска 
инфицирования патогенами является 
их направленная инактивация. К на-
стоящему моменту наиболее распро-
странены фотодинамические методы 
патоген-инактивации с использова-
нием ДНК- и РНК-интеркаляторов, 
в первую очередь амотосалена. Счи-
тается, что амотосален-индуцирован-
ная обработка компонентов крови 
полностью нейтрализует большин-
ство известных болезнетворных 
микроорганизмов [25]. Действие 
амотосалена собственно на сами 
тромбоциты достаточно противоре-
чиво. Так, есть данные, что обработка 
амотосаленом не повышает рисков 
развития спонтанной активации или 
апоптоза тромбоцитов. В условиях 
короткого хранения уровень Р-се-
лектина и фосфатидилсерина в па-

тоген-инактивированных ТК имеет 
такую же динамику, что и в стандарт-
ных ТК [13]. Считается, что исполь-
зование амотосален-обработанных 
ТК не оказывает значительного отри-
цательного влияния на клиническую 
эффективность трансфузий, хотя 
при этом скорректированное число 
прироста тромбоцитов и их выжи-
ваемость в крови достоверно ниже, 
чем при использовании обычных 
ТК [11, 36]. Также отмечается сни-
жение коагуляционных свойств ТК 
in vitro [36, 39]. Наши исследования 
показывают, что уже через 10–15 ми-
нут после патоген-инактивации с ис-
пользованием амотосалена (техно-
логия ИНТЕРСЕПТ) ТК теряют от 4 
до 15 % тромбоцитов с гранулами, 
через одни сутки хранения потери со-
ставляют в среднем 29 %, через двое 
суток —  38 %, через трое —  90 % [3]. 
Для обычных ТК динамика снижения 
числа тромбоцитов с гранулами через 
1–3 суток составляет в среднем 8, 15 
и 70 % соответственно [8], то есть 
патоген-инактивация ТК вызывает 
ускоренную потерю пула биологиче-
ски полноценных клеток. При этом 
ТК с исходным уровнем Dтр.гр. выше 
60 % после инактивации патогенов 
сохраняют нормальный морфофунк-
циональный статус тромбоцитов в те-
чение двух суток и, следовательно, 
более предпочтительны для короткого 
хранения. Нужно подчеркнуть, что 
технология инактивации патогенов 
ИНТЕРСЕПТ не вызывала спонтан-
ной активации и дегрануляции тром-
боцитов. Можно предположить, что 
снижение уровня Dтр.гр. обусловлено 
именно структурными нарушениями 
тромбоцитов. В тромбоцитах нукле-
иновые кислоты локализованы в ми-
тохондриях (кольцевая ДНК, транс-
портные РНК), в немногочисленных 
рибосомах и в гранулах (микроРНК, 
информационные РНК) [9, 26, 33]. 
Судя по всему, амотосален не вызы-
вает нарушения функций митохон-
дрий тромбоцитов и не запускает 
митохондриальный путь апоптоза. 
Не исключено, что интеркаляция 
амотосалена с микроРНК вызывает 
развитие у последних нестандарт-
ных реакций, которые приводят к де-
градации тромбоцитарных гранул. 
В целом технология ИНТЕРСЕПТ 

позволяет получить биологически 
безопасные ТК без значительного 
снижения качества клеток в их со-
ставе, однако использовать ТК стоит 
непосредственно после инактивации 
патогенов.

Пути использования 
биологического потенциала 
тромбоцитов в регенеративной 
медицине

Тромбоциты содержат свыше 
200 типов секреторных белков и по-
этому способны стимулировать мно-
гие физиологические реакции [32]. 
In vivo высвобождение тромбоцита-
ми их биологически активных компо-
нентов фактически осуществляется 
лишь одним способом —  через де-
грануляцию тромбоцитов в процессе 
активации. В лабораторных условиях 
эти компоненты можно также выде-
лить путем криодеструкции тромбо-
цитов при низких и ультранизких 
температурах, с помощью высоких 
доз детергентов (диметилсульфоксид, 
тритон Х-100), кроме того, фракцию 
гранул тромбоцитов можно селек-
тивно выделить путем центрифуги-
рования БоТП при 12–22 тыс. g [26]. 
При этом нужно учитывать, что 
высвобождение всего объема тром-
боцитарных гранул далеко не всегда 
адекватно при клинической работе. 
Известно, что компоненты гранул 
тромбоцитов участвуют в развитии 
многих патофизиологических про-
цессов, а также могут ухудшать те-
чение уже имеющихся патологий [23, 
29, 33]. Поэтому способы реализации 
биологического потенциала тром-
боцитов должны соответствовать 
поставленной клинической задаче.

Так, использование БоТП с ин-
тактными (неактивированными) 
клетками оправданно в случае инъ-
екционного введения в ткани, насы-
щенные адгезивно привлекательными 
субстратами. К ним относятся кожа, 
хрящ, сухожилия и связки; при кон-
такте с межклеточным матриксом 
этих тканей (коллаген, гиалуроно-
вая кислота, лектины) тромбоциты 
будут массово активироваться и де-
гранулировать, стимулируя в первую 
очередь ангиогенез и пролиферацию 
диплоидных клеток [24, 28]. В тех 
ситуациях, где для лекарственных 
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сред требуется повышенная прони-
кающая способность, очень эффек-
тивной может быть БоТП с 30–40 % 
диметилсульфоксида (ДМСО). Для 
медицинских целей ДМСО исполь-
зуется преимущественно в качестве 
трансдермального агента; в то же 
время известно, что при 30–40 % 
в БоТП происходит быстрая и мас-
совая дегрануляция всех биологи-
чески активных тромбоцитов [10]. 
Таким образом, комбинация БоТП 
с ДМСО позволила бы доставлять 
секретируемые тромбоцитами факто-
ры репарации внутрь плотных тканей 
с плохо развитой системой сосудов, 
например, при лечении ревматиче-
ских заболеваний и амилоидоза.

В работе с клеточными куль-
турами in vitro интенсивный рост 
клеток наблюдается при использо-
вании предварительно активиро-
ванной или криодеструктированной 
БоТП [16, 21]. Судя по всему, наибо-
лее адекватным активатором тром-
боцитов в данном случае является 
коллаген, поскольку другие широко 
доступные активаторы (тромбин, 
адреналин, 10-процентный хлорид 
кальция) дают меньший рост-сти-
мулирующий эффект. Компоненты 
тромбоцитарных гранул при введе-
нии в культуральную среду способны 
значительно усилить пролифератив-
ную активность клеток, в том числе 
мультипотентных [16, 21, 22, 35]. Од-
нако в данном случае особенно остро 
встает проблема расчета адекватной 
дозы БоТП. В большинстве работ 
она просто отсутствует, в отдельных 
случаях оценивается концентрация 
определенных факторов из гранул 
тромбоцитов без определения ка-
чества самих клеток. В результате 
в работе с культурами разных типов 
неоднократно показано ингибирую-
щее и про-апоптотическое действие 
БоТП [23, 37]. По нашим данным, 
диплоидные клетки (фибробласты 
человека, ММСК костного мозга) 
имеют наибольшую пролифера-
тивную активность без снижения 
их жизнеспособности при исполь-
зовании 100–150 млн тромбоцитов 
с гранулами в расчете на 100 тыс. 
клеток в культуре. При уровне тром-
боцитов с гранулами 200 млн и выше 
происходит выраженное угнетение 

жизнедеятельности клеток. Однако 
если тромбоцитарные компоненты 
не находятся в культуральной среде 
непосредственно, то подобное уг-
нетение может отсутствовать. Так, 
при использовании тромбоцитар-
ного геля (полученного из БоТП 
путем активации 10-процентным 
хлоридом кальция) с общим содер-
жанием тромбоцитов с гранулами 
свыше 200 млн жизнедеятельность 
фибробластов человека нисколько 
не снижается, более того, отмеча-
ется дозозависимый эффект стиму-
ляции пролиферации фибробластов 
по мере повышения общего числа 
тромбоцитов с гранулами в геле 
от 100 до 800 млн. По всей види-
мости, тромбоцитарные факторы 
в составе такого геля оказываются 
инкорпорированы внутрь своеобраз-
ной матрицы, которая затрудняет 
их тотальный выход в суспензию, 
вследствие чего клетки в культуре 
испытывают воздействие материала 
не от 800 млн тромбоцитов с гра-
нулами, а от гораздо меньшего их 
числа. Гель на основе аутологичной 
БоТП весьма эффективен при лече-
нии хронических трофических ран, 
некоторых дефектов кости, однако 
и здесь критическую роль играет ка-
чество исходных тромбоцитов [12, 
27, 38]. Кроме того, тромбоцитар-
ный гель требует регулярной заме-
ны с периодичностью не реже семи 
суток, что легко осуществимо, если 
использование геля носит форму 
аппликаций [12]. Однако если гель 
помещают в толщу ткани (в первую 
очередь при лечении дефектов опор-
но-двигательного аппарата), то его 
замена представляется уже затруд-
нительной. Для этих целей требу-
ется использовать более стабильные 
и долгоживущие матрицы. Инкорпо-
рирование компонентов тромбоцитов 
внутрь композитных структур, орга-
нических и неорганических матриц 
представляется весьма оправданным 
при создании биологических транс-
плантатов, часто комбинированных 
с диплоидными клетками. На сегод-
няшний такой подход применяют 
в основном для создания костных 
трансплантатов, в том числе с ис-
пользованием методик трехмерной 
печати [30, 38, 40]. Несмотря на об-

надеживающие результаты экспе-
риментов, эта техника требует еще 
значительной оптимизации.

Интересным является вопрос 
об изготовлении биотрансплантатов, 
насыщенных интактными тромбо-
цитами. С одной стороны, наличие 
в трансплантате биологически ак-
тивных тромбоцитов увеличивает 
надежность выделения ими гранул. 
Если тромбоцитарные факторы на-
ходятся в растворенном виде, высока 
вероятность их быстрого вымывания 
и потери при нанесении на рану; если 
тромбоцитарные факторы инкорпори-
рованы внутрь матрицы, они могут 
оказаться недостаточно аттрактив-
ными для клеток организма и не про-
извести желаемого эффекта. В то же 
время наличие в биотрансплантате 
жизнеспособных тромбоцитов с гра-
нулами при контакте с активирующим 
агентом в ране создаст направленный 
массовый выход биологически актив-
ных веществ. Однако нельзя забывать, 
что тромбоцит представляет собой 
клетку «одноразового» действия, ко-
торая после полной активации сразу 
переходит в состояние инактивации 
и уже не способна к функционирова-
нию. Кроме того, выброс гранул тром-
боцитами in vivo всегда носит массо-
вый характер, поскольку дегрануляция 
одной клетки автоматически приводит 
к дегрануляции большого числа тром-
боцитов [24]. Таким образом, тром-
боцит-насыщенные трансплантаты 
создадут первоначально большой при-
ток биологически активных веществ 
в область раны, но без поддержки его 
в последующем. В норме дегрануля-
ция тромбоцита занимает не больше 
одного часа [24, 32]; не исключено 
что этот процесс можно искусственно 
удлинить, то есть сделать так, чтобы 
не все гранулы выходили из клеток 
единовременно, или добиться поэ-
тапной дегрануляции тромбоцитов 
из разных областей трансплантата 
(при которой сначала дегранулируют 
клетки на поверхности, затем клет-
ки, лежащие глубже, и т. д.). Однако 
в любом случае последовательная, 
растянутая во времени дегрануляция 
тромбоцитов будет ограничена корот-
ким сроком их жизни, который in vivo 
составляет 7–8 суток [32], а в лабора-
торных условиях значительно сокра-
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щается [8–10]. Насыщать же повторно 
трансплантат тромбоцитами, когда он 
уже находится в ране, представляет-
ся проблематичным. Таким образом, 
на сегодняшнем этапе имеет смысл 
использовать тромбоцит-насыщенные 
биотрансплантаты для тех случаев, 
когда материал тромбоцитов способен 
давать быстрый эффект и есть воз-
можность регулярной смены транс-
плантата. Это возможно при лечении 
обширных ран кожи, трофических язв, 
ожогов; кроме того, по нашим данным, 
однократное введение комбинаций 
коллагена и БоТП значительно уско-
ряет рост костной ткани и достаточно 
для восполнения экспериментальных 
тканевых дефектов [1, 27, 34]. Есть 
основания считать, что использование 
биотрансплантатов с живыми тромбо-
цитами откроет новые направления 
в регенеративной медицине.

Селекция качественных 
тромбоцитов

Уже неоднократно говорилось 
о важности отбора тромбоцитных 
доз с высоким уровнем функцио-
нально активных клеток [5, 10, 14, 
19]. По нашим данным, значение 
Dтр.гр. и в крови доноров, и в ТК обыч-
но не превышает 74–75 %; уровень 
Dтр.гр. свыше 80 % наблюдается толь-
ко у некоторых пациентов, в первую 
очередь на пике тромботических ос-
ложнений [17]. Опыт показывает, что 
тромбоцитные дозы с нормальным 
значением Dтр.гр. (35–75 %) эффек-
тивны не только в трансфузиологии, 
но и при решении других клинических 
задач [1, 3, 12]. Вместе с тем может 
возникнуть ситуация, когда наличие 
биологически неполноценных тром-
боцитов (лишенных гранул, функци-
онально неактивных) будет мешать 
эффективному применению БоТП 
в регенеративной медицине. Удалять 
тромбоциты без гранул из готовых доз 
БоТП или ТК на базе трансфузиоло-
гических отделений на сегодняшний 
день не представляется возможным. 
Использование проточных сортеров 
(системы MoFlo) позволяет разделить 
тромбоциты с гранулами и без гра-
нул на две отдельные фракции, од-
нако это требует предварительного 
витального окрашивания, что может 
оказаться неприемлемым для даль-

нейшего клинического использования 
тромбоцитов. Кроме того, разделение 
тромбоцитов на сортере MoFlo ча-
сто сопровождается их спонтанной 
дегрануляцией. Более эффективной 
представляется технология разделе-
ния тромбоцитов, основанная на их 
адгезии. При контакте БоТП с суб-
стратом тромбоциты с гранулами 
адгезируют, тогда как тромбоциты 
без гранул останутся в суспензии. 
Удаление биологически полноценных 
тромбоцитов с адгезивного субстрата 
можно проводить с помощью протеаз 
или хелатирующих агентов, при этом 
нужно учитывать, что дегрануляция 
начинается уже через 10–15 минут 
после контакта тромбоцита с субстра-
том. В настоящее время в НИИ скорой 
помощи имени Н. В. Склифосовского 
ведутся работы по изучению способов 
стабилизации адгезирующих тромбо-
цитов, то есть блокировки их на ран-
ней стадии адгезии, препятствующей 

дегрануляции. На сегодняшний день 
нами отработаны методики по стаби-
лизации тромбоцитов с помощью ан-
тиагреганта тикагрелора и наночастиц 
серебра (рис. 2); ведется работа по ис-
следованию возможности с помощью 
наносеребра вызывать избирательную 
дегрануляцию тромбоцитов, то есть 
выделение ими гранул лишь с опре-
деленными веществами. Это направ-
ление в клеточных технологиях пока 
отсутствует, однако есть основания 
считать избирательную дегрануля-
цию тромбоцитов возможной. Пока-
зано, что внутри одного тромбоцита 
гранулы могут отличаться по хими-
ческому составу и скорости выхода 
из клетки в процессе активации [24]. 
Не исключено, что стабилизация и из-
бирательная дегрануляция тромбо-
цитов позволит получать суспензии, 
обогащенные определенным набором 
биологически активных веществ. Это 
создаст возможность на основе одного 
и того же материала (БоТП) получать 
разнотипные лекарственные формы.

Тромбоциты человека являются 
многофункциональными клетками, 
но при этом имеют лишь один фи-
зиологический способ реализации 
своих репаративных функций, кото-
рый напрямую связан с гранулами 
и дегрануляцией. Это создает опре-
деленную сложность в выборе адек-
ватной тактики лечения тканевых 
дефектов с помощью тромбоцитов. 
Вместе с тем не вызывает сомнений, 
что тромбоциты являются очень цен-
ным и перспективным объектом для 
решения многих медико-биологиче-
ских задач.
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Окислительному стрессу принадле-
жит ведущая роль в формирова-

нии цитотоксических эфанти фектов 
этанола [3, 8]. Показатели оксидант-
ной защиты являются чувствительны-
ми к действию ксенобиотиков [1, 7]. 
В эксперименте на крысах показано, 
что при острой алкогольной интокси-
кации уменьшается проницаемость 
эритроцитарных мембран, увеличива-
ется уровень карбонильных произво-
дных белков, повышается содержание 
глутатиона в эритроцитах и церуло-
плазмина в плазме крови, снижается 
уровень трансферрина [7, 9, 10]. Нали-
чие хронического поражения органов 
и систем из-за длительного употре-
бления этанола значительно отяго-
щает течение, влияя на исход острого 
отравления этанолом [6]. В патогенезе 
алкогольной болезни печени важную 
роль играют окислительный стресс, 
и дальнейшая разработка патогенети-
ческой лекарственной терапии забо-
левания, прежде всего направленной 

на коррекцию состояния эндогенной 
антиоксидантной системы экзогенны-
ми антиоксидантами, является акту-
альной задачей [8].

Цель работы: оценить окислитель-
ную модификацию белков и показа-
тели антиоксидантной защиты в эри-
троцитах и плазме крови больных при 
острой алкогольной интоксикации.

Материалы и методы
Объектом исследования служила 

периферическая кровь 25 больных 
с острым отравлением этанолом. 
В качестве контроля использовали 
кровь 15 здоровых людей. Кровь цен-
трифугировали при 3 000 оборотах 
в минуту в течение 10 минут. После 
удаления плазмы крови в пробирку 
с оставшейся эритроцитарной массой 
добавляли физиологический раствор, 
перемешивали и центрифугировали 
вновь, затем удаляли надосадочную 
жидкость. Процедуру отмывания эри-

троцитов физиологическим раство-
ром повторяли трижды. В отмытых 
эритроцитах периферической крови 
спектрофотометрически определяли 
содержание восстановленного глутати-
она по методу [11] и карбонильных про-
изводных белков по [4]. Метод оценки 
окислительной модификации белков 
основан на реакции взаимодействия 
окисленных аминокислотных остатков 
белков с 2,4-динитрофенилгидрозином 
с образованием производных 2,4-дини-
трофенилгидразонов. В плазме перифе-
рической крови определяли содержание 
церулоплазмина по методу [5] и транс-
феррина по [12]. Математическую 
обработку результатов исследования 
выполняли на компьютере с примене-
нием программы Statistica 10.0 и пакета 
Microsoft Office 2007.

Результаты и обсуждения
В гемолизате эритроцитов кро-

ви больных при остром отравлении 
этанолом содержание карбонильных 
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Резюме
При остром отравлении этанолом в эритроцитах крови больных уси-
ливается окислительная модификация белков и снижается содержа-
ние глутатиона, в плазме крови наблюдается достоверное снижение 
содержания трансферрина и церулоплазмина. Глутатион и белки-ан-
тиоксиданты церулоплазмин и трансферрин являются мишенями для 
действия этанола.
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ление этанолом.

Summary
In acute ethanol intoxication in erythrocytes of patients oxidative 
modification of proteins is enhanced and glutathione content is 
reduced, in blood plasma observed a significant decrease in the 
content of transferrin and ceruloplasmin. Glutathion and proteins 
antioxidants ceruloplasmin and transferrin are targets for the action 
of ethanol.
Key words: indicators of antioxidant protection, acute alcohol 
intoxication.
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производных белков достоверно 
повышается (1,32 ± 0,35 ммоль/мл 
эритроцитов) по сравнению со здоро-
выми людьми (5,35 ± 1,61 ммоль/мл 
эритроцитов), что свидетельствует 
об усилении окислительной модифи-
кации белков.

Особое место в антиоксидантной 
защите организма занимает система 
глутатиона, которая является есте-
ственной цитопротекторной системой 
в условиях острых интоксикаций [2]. 
Содержание восстановленного глута-
тиона в эритроцитах крови здоровых 
людей оказалось равным (6,63 ± 0,59 
мкмоль/г Hb). В эритроцитах крови 
больных при острой алкогольной 
интоксикации содержание этого ан-
тиоксиданта достоверно снижается 
(рис. 1).

В основе нарушений обмена глу-
татиона лежит реализация цитотокси-
ческих эффектов действия этанола [2]. 
Срыв функциональных возможностей 
системы глутатиона связан с истоще-
нием запасов этого антиоксиданта при 
осуществлении глутатионовой конъ-
югации, нарушением энергетическо-
го метаболизма тканей и угнетением 
детоксикационной функции печени.

При остром отравлении этанолом 
снижается содержание основного ан-
тиоксиданта плазмы крови церуло-
плазмина в четыре раза, а содержание 
другого белка-антиоксиданта транс-
феррина почти в два раза по сравне-
нию с группой здоровых лиц (рис. 1). 
В плазме крови церулоплазмин со-
вместно с трансферрином образует 
антиоксидантную систему, регулирую-
щую концентрацию восстановленных 
ионов железа. Синтезирующая функ-
ция печени при остром отравлении 
этанолом нарушается, и содержание 

белков-антиоксидантов церулоплаз-
мина и трансферрина в плазме пери-
ферической крови снижается.

Известно, что в сыворотке крови 
больных алкоголизмом концентрация 
церулоплазмина снижается, при ал-
когольной зависимости менее 12 лет 
и при ремиссии уровень церулоплаз-
мина повышается, не достигая кон-
трольных значений, а более длительное 
злоупотребление приводит к дальней-
шему угнетению синтеза белка.

Таким образом, при остром отрав-
лении этанолом в эритроцитах крови 
больных усиливается окислительная 
модификация белков и снижается 
уровень восстановленного глута-
тиона, в плазме крови наблюдается 
достоверное снижение содержания 
белков-антиоксидантов церулоплаз-
мина и трансферрина.

Выводы
При острой алкогольной инток-

сикации в эритроцитах перифери-
ческой крови больных усиливается 
окислительная модификация белков. 
Глутатион и белки-антиоксиданты 
церулоплазмин и трансферрин явля-
ются мишенью для действия этанола.
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Рисунок 1. Содержание глутатиона и белков-антиоксидантов в периферической крови больных при острой алкогольной интоксикации. 
По оси абсцисс: 1 —  здоровые люди, 2 —  больные с острой алкогольной интоксикацией.
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В настоящей статье рассмотре-
ны вопросы взаимодействия 

с субподрядными лабораториями. 
Ожидается, что взаимодействие ос-
новной (базовой) и субподрядной ла-
бораторий юридически оформлено, 
то есть заключены договор, контракт, 
или существует любой другой юри-
дически корректный документ, ре-
гламентирующий их взаимодействие.

Субподрядной лабораторией 
в рамках данной статьи будет име-
новаться лаборатория, в которую 
направляются пробы биоматериала 
пациентов для проведения иссле-
дований, не выполняемых лабора-
торией-заказчиком на собственной 
лабораторной базе. Субподрядная 
лаборатория (referral laboratory) 

в данном контексте является сино-
нимом термина «вспомогательная 
лаборатория».

Напомним, что стандарт ISO 
15189:2012 (ГОСТ Р ИСО 15189–2015) 
требует специального управления 
субподрядными лабораториями (см. 
пункт стандарта 4.5).

Как правило, базовая лаборатория, 
направляющая пробы в сторонние лабо-
ратории для проведения исследований, 
ограничивается первичной оценкой 
субподрядной лабораторий, по резуль-
татам которой заключается договор, тем 
самым требования стандарта ISO 15189 
считаются выполненными. Вопросы вы-
бора и первичной оценки субподрядных 
лабораторий были подробно рассмотре-
ны в первой части настоящей работы.

Тем не менее указанный стандарт 
однозначно требует периодического 
пересмотра и оценки взаимоотноше-
ний с лабораторией-субподрядчиком 
для обеспечения соответствия опре-
деленным разделам документа (п. 4.5 
ISO 15189).

Ответственность за оценку рабо-
ты субподрядных лабораторий несет 
заведующий лабораторией. Естествен-
но, непосредственная техническая 
работа может быть делегирована 
другим сотрудникам, но итоговая 
ответственностьв в любом случае 
всей полнотой лежит на заведующем 
лабораторией-заказчиком. Данная 
ответственность регламентирована 
большинством международных, наци-
ональных стандартов и руководящих 

*Часть 1 читайте в «Медицинский алфавит № 20 / 2017, том № 2. Современная лаборатория»
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Резюме
В настоящей статье рассмотрены инструменты комплексной оценки субпод-
рядных лабораторий в соответствии с требованием стандарта ISO 15189. Пред-
ставлены конкретные примеры планов и отчетов по оценке лабораторий-субпод-
рядчиков. Инструменты, приведенные в настоящей статье, могут использоваться 
медицинскими организациями и медицинскими лабораториями в качестве шабло-
нов для разработки собственных процедур, соответствующих их потребностям.
Ключевые слова: субподрядная лаборатория, ISO 15189.

Summary
The article describes practicable elements for comprehen-
sive on-going assessment of referral laboratory performance 
to fulfill ISO 15189 requirements. Specific plan and report 
examples can be used as baseline guidelines to establish, 
document and implement laboratory’s individual proce-
dures in accordance with laboratory’s in-house demands.
Key words: referral laboratory, reference laboratory, ISO 15189.
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указаний для медицинских лабора-
торий. В частности, в стандарте ISO 
15189 данное требование закреплено 
в п. .1.1.4 i: «Заведующий лаборато-
рией должен выбирать вспомогатель-
ные лаборатории и мониторировать 
качество их услуг». Аналогичные 
требования установлены в аккреди-
тационных документах CAP (College 
of American Patologists), предписы-
вающих заведующему лабораторией 
выбирать и мониторировать субпод-
рядные лаборатории, а также в требо-
ваниях к аккредитации медицинских 
лабораторий CPA (Clinical Phatology 
Accreditation [UK]), устанавливающих 
ответственность заведующего лабора-
торией за определение и внедрение 
процедур по субподряду медицинских 
услуг.

Руководствуясь требованиями 
стандарта ISO 15189 и аналогичных 
ему, лаборатория должна разработать 
документированные процедуры вы-
бора и оценки вспомогательных ла-
бораторий, вести реестр всех субпод-
рядных лабораторий, учитывать все 
пробы, направляемые в субподрядные 
лаборатории, и сохранять направления 
и результаты проведенных исследова-
ний в течение заранее определенного 
периода времени.

Аналогичные требования устанав-
ливает также п. 5.5.2.5 «Приобретение 
и использование услуг субподрядных 
лабораторий» руководства GP26-A4 
‘Quality Management System Model 
for Laboratory Services —  Fourth 
Edition —  Approved Guideline’ (Clinical 
Laboratory Standards Institution, 
CLSI) и подробно раскрывает стан-
дарт QMS 05-A2 (ранее GP09-A2) 
‘Qual i ty  management  sys tems: 
qualifying, selecting and evaluating a 
referral laboratory —  Second Edition —  
Approved Guideline’ (CLSI).

В соответствии со ст. 706 ГК 
РФ всю полноту ответственности 
за выполнение исследования перед 
пациентом несет лаборатория-заказ-

чик. Ответственность предполагает 
разработку комплекса мероприятий 
с целью подтверждения способности 
субподрядной лаборатории выпол-
нять исследования в соответствии 
с требованиями лаборатории-заказ-
чика в течение всего срока действия 
заключенного договора.

Немаловажным аспектом явля-
ется и удобство работы с субпод-
рядной лабораторией, а также эф-
фективность, то есть экономическая 
составляющая взаимодействия, так 
как одной из возможных причин 
направления проб в субподрядные 
лаборатории являются инициативы 
по сокращению издержек базовой 
лаборатории (так называемые cost-
saving initiatives).

Таким образом, ключевые направ-
ления оценки субподрядной лабора-
тории можно объединить в три тема-
тических блока:

• оценка качества выполняемых 
исследований;

• оценка сервисной составляющей;
• оценка экономической эффектив-

ности.

Планирование контрольных 
мероприятий для оценки 
качества выполняемых 
исследований

Входными данными для плани-
рования контрольных мероприятий 
являются реестры действующих 
субподрядных лабораторий с указа-
нием перечня исследований, направ-
ляемых в каждую из них, их количе-
ства, сроков выполнения и стоимости, 
а также данных, полученных при пер-
вичной оценке. Базовой лаборатории 
необходимо утвердить форму такого 
реестра и соответствующим образом 
актуализировать его. Пример реестра 
представлен в табл. 1.

Для определения плана контроль-
ных мероприятий следует провести 
комплексную оценку по каждому ис-
следованию с учетом как минимум 

следующих аспектов:
• сложности и степени автоматиза-

ции используемой методики;
• объема проводимых лаборато-

рией-субподрядчиком процедур 
внутрилабораторного контроля 
качества;

• участия в системах внешней оцен-
ки качества и его результатов;

• участия в межлабораторных сли-
чениях и их результатов;

• способа ввода назначений и ре-
зультатов в лабораторную инфор-
мационную систему;

• способа передачи результатов ба-
зовой лаборатории (бумажный 
носитель, электронная почта, ин-
теграция).

Крайне важно для определения 
контрольных мероприятий и объема 
выборки ориентироваться на коли-
чество заказываемых исследова-
ний и их клиническую значимость. 
Очевидно, что чем меньше меро-
приятий по обеспечению качества 
исследований проводит субподряд-
ная лаборатория, тем больше мето-
дов контроля должна использовать 
базовая лаборатория в отношении 
контроля качества запрашиваемых 
исследований.

В качестве базовых контрольных 
мероприятий авторы статьи предла-
гают использовать следующие:

• проверка правоустанавливающей 
документации;

• рутинный контроль работы;
• выборочная проверка бланков ре-

зультатов;
• внутрилабораторная и внешняя 

системы оценки качества;
• лабораторный аудит;
• анализ претензий;
• выездной аудит

Выбранные контрольные меропри-
ятия рекомендуется оформить в виде 
плана с указанием лиц, ответственных 
за их выполнение. Пример плана пред-
ставлен в табл. 2.

Таблица 1
Реестр субподрядных лабораторий

Наименование 
лаборатории

Наименование 
услуги

Количество 
заказанных 

услуг

Срок 
выполнения Стоимость Методика

Регистрационное 
удостоверение 

на оборудование, реагенты
CV ВЛК ВОК

Способ 
передачи 

результатов
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При планировании важно также 
учитывать экономическую составля-
ющую, чтобы стоимость контроль-
ных мероприятий была соразмерна 
объему и стоимости запрашиваемых 
исследований.

Проверка правоустанавливающей 
документации

Для выполнения законодательных 
требований к оказанию медицинских 
услуг рекомендуется проводить про-
верку действительности лицензии 
субподрядной лаборатории на осу-
ществление медицинской деятельно-
сти в Едином реестре лицензий (www.
roszdravnadzor.ru/services/licenses) 
и актуальности регистрационных 
удостоверений в Государственном 
реестре медицинских изделий (www.
roszdravnadzor.ru/services/misearch), 
размещенных на официальном сай-
те Федеральной службы по надзору 
в сфере здравоохранения.

Проверку правоустанавливающей 
документации особо важно прово-
дить в тех случаях, когда первона-
чально при заключении договора 
не предполагалось направлять пробы 
для выполнения всего перечня ис-
следований, включенного в договор, 
что бывает в случаях заключения до-

говора для подстраховки лаборато-
рии-заказчика в чрезвычайных или 
иных аналогичных ситуациях, когда 
рутинная деятельность становится 
невозможна.

Кроме того, контролю также под-
лежат регистрационные удостове-
рения на реагенты и оборудование 
с ограниченным сроком действия.

Также известны случаи отзыва бес-
срочных регистрационных удостове-
рений и недобросовестные действия 
субподрядных лабораторий в части 
предоставления заведомо ложной 
документации.

Рутинный контроль
Ответственность за предоставле-

ние заказчику результата исследова-
ния, выполненного в субподрядной 
лаборатории, несет базовая лабора-
тория. В этой связи авторы статьи 
рекомендуют проводить проверку 
бланков результатов субподрядной 
лаборатории до их передачи конеч-
ному заказчику.

Оценке подлежит как минимум 
следующее:

• наличие и соответствие всех пер-
сональных и клинических данных 
пациента в бланке результата дан-
ным, указанным в направлении;

• соответствие перечня выполнен-
ных исследований запрашивае-
мым;

• соответствие типа биоматериала, 
указанного на бланке результа-
тов, заказанному исследованию 
(особенно актуально для цитоло-
гических и патоморфологических 
исследований);

• соответствие единиц измерения 
и пределов референсных значе-
ний;

• соблюдение сроков выполнения 
исследований.

Каждое несоответствие должно 
быть зарегистрировано и учтено при 
проведении итоговой оценки качества 
работы субподрядной лаборатории.

Выборочная проверка  
бланков результатов

При большом объеме исследова-
ний, передаваемых в субподрядную 
лабораторию, базовая лаборатория 
не всегда может проводить тотальную 
проверку всех бланков результатов, 
полученных от субподрядной лабо-
ратории. В этом случае рекоменду-
ется проводить выборочную провер-
ку бланков результатов с целью их 
комплексной оценки. К проведению 

Таблица 2
План оценки качества работы субподрядных лабораторий

Наименование 
лаборатории

Наименование 
услуги Метод контроля Выборка Ответственный Периодичность Стоимость контрольных 

мероприятий

Таблица 3
Оценка бланков результатов
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такой оценки рекомендуется привле-
кать специалистов, имеющих опыт 
в данной области исследований. Для 
получения объективных свидетельств 
данные оценки следует фиксировать 
в форме, аналогичной представленной 
в табл. 3.

Объем выборки и периодичность 
контроля определяются, исходя 
из объема заказываемых услуг, сте-
пени автоматизации оформления 
назначений и выдачи результатов 
(наличие интеграции лабораторных 
информационных систем заказчика 
и исполнителя), наличия или отсут-
ствия претензий в отношении запра-
шиваемых услуг.

Выборочная оценка бланков ре-
зультатов позволяет, помимо прочего, 
выявлять проблемы коммуникации 
между лабораторией-заказчиком и ла-
бораторией-исполнителем. В частно-
сти, субподрядная лаборатория обяза-
на уведомлять базовую лабораторию 
о любых изменениях в методике про-
ведения исследований, как то: еди-
ницы измерения, пределы референс-
ных значений и т. д., что на практике 
не всегда оказывается реализовано. 
В том случае, когда базовая лаборато-
рия осуществляет печать и выдачу ре-
зультатов исследований, проведенных 
в субподрядной лаборатории, из своей 
лабораторной информационной си-
стемы, смена единиц измерения либо 
пределов референсных значений тре-
бует дополнительных настроек в ЛИС 
базовой лаборатории. Выборочная 
проверка бланков результатов позво-
ляет оперативно выявлять и решать 
данные проблемы.

Выявление систематического 
нарушения установленных сроков 
проведения исследований может 
свидетельствовать о проблемах с ло-
гистикой проб, и в таком случае необ-
ходимо провести оценку выполнения 
требований преаналитического этапа 
в отношении соблюдения временного 
и температурного интервалов достав-

ки биоматериала. Задержки на анали-
тическом этапе могут быть вызваны 
проблемами с поставкой реагентов, 
неудовлетворительными результатами 
контроля качества, выходом из строя 
оборудования либо могут быть обу-
словлены особенностями техноло-
гического процесса, предусматрива-
ющего постановку проб не каждый 
день. Последний случай предполагает 
проверку срока стабильности иссле-
дуемого аналита.

Каждый случай выявления не-
соответствия лаборатория-заказчик 
должна документировать, доводить 
до сведения лаборатории-субподряд-
чика, проводить анализ информации, 
представленной субподрядной лабо-
раторией по данным случаям, учиты-
вать при проведении итоговой оценки 
работы субподрядной лаборатории.

Внутрилабораторная и внешняя 
оценка качества

На этапе заключения договора 
с субподрядной лабораторией целе-
сообразно установить требование 
предоставлять лаборатории-заказ-
чику данные внутрилабораторного 
контроля и внешней оценки качества 
с установленной периодичностью.

Полученные данные внутрила-
бораторного контроля используют-
ся для оценки соответствия коэф-
фициентов вариации и смещения 
предельно допустимым значениям 
и (или) биологически обоснованным 
нормам аналитической точности 
лабораторных исследований. При 
выявлении несоответствий установ-
ленным нормам следует запросить 
у лаборатории-субподрядчика журнал 
регистрации отбракованных резуль-
татов внутрилабораторного контроля 
качества согласно приложению № 4 
Приказа МЗ РФ № 220, проанализи-
ровать предпринятые корректирую-
щие действия. В случае признания 
корректирующих мероприятий не-
адекватными (не результативными), 

должны быть использованы другие 
методы оценки, в том числе лабора-
торный или выездной аудит.

Лабораторный аудит
Лабораторный аудит проводится 

для тех исполнителей, которые не мо-
гут подтвердить проведение проце-
дур внутрилабораторного контроля 
и (или) внешней оценки качества.

Лабораторный аудит осущест-
вляется посредством исследования 
парных контрольных проб, проб с из-
вестным содержанием аналита, гото-
вых контрольных материалов (могут 
быть использованы коммерческие 
контрольные материалы либо КМ 
внешней оценки качества).

Выбор контрольной пробы зависит 
от методики, наличия готовых кон-
трольных материалов и их стоимости, 
возможности параллельного иссле-
дования этой же пробы в сторонней 
лаборатории либо на собственной 
лабораторной базе.

Контрольные пробы направляются 
в субподрядную лабораторию без уве-
домления лаборатории-субподрядчика 
вместе с пробами пациентов.

Полученные результаты контроль-
ных измерений вносятся в отчет. При-
мер отчета представлен в табл. 4.

Анализ претензий
Стандарт ISO 15189 (п. 4.8) пред-

писывает вести записи обо всех жа-
лобах, их изучении и предпринятых 
действиях. Данное требование распро-
страняется на все услуги, оказываемые 
лабораторией, в том числе выполняе-
мые и в субподрядных лабораториях.

По запросу базовой лаборатории 
лаборатория-субподрядчик должна 
провести расследование и представить 
объективные свидетельства, позволя-
ющие исключить либо подтвердить 
лабораторную ошибку, включая про-
слеживаемость результата до первич-
ной пробы, направления, пригодность 
реагентов (сроки годности, РУ) и обо-

Таблица 4
Результаты лабораторного аудита

Услуга Исполнитель Тип контрольного 
материала

Номер контрольной 
пробы Дата отправки Результаты 

исследования
Интерпретация 

результатов Заключение
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рудования (поверка, РУ) для прове-
дения исследования, соответствие 
контрольных процедур.

Особое внимание следует уделить 
самой процедуре работы с жалоба-
ми, установленной в субподрядной 
лаборатории: определены ли сроки 
рассмотрения обращений, ответствен-
ные лица и т. д.

Выездной аудит
Аудит субподрядной лаборатории 

(аудит второй стороной) может быть 
инициирован при несоответствующих 
результатах вышеописанных методов 
оценки, когда лаборатории-заказчику 
необходимо убедиться в способности 
лаборатории соответствовать предъ-
являемым требованиям.

Важно, чтобы полученные в ходе 
аудита свидетельства были достаточны 
для обеспечения уверенности в просле-
живаемости проб, достоверности и сво-
евременности выдаваемых результатов 
в рамках выполнения заказываемых 
исследований. Проводить аудит всей 
системы менеджмента качества субпод-
рядной лаборатории в данном контексте 
не представляется целесообразным.

Итоговая оценка
Итоговая оценка субподрядной 

лаборатории предусматривает со-
вокупный анализ всех контрольных 
мероприятий в соответствии с заранее 

установленными критериями. Может 
быть использована балльная система 
оценки, пример приведен в табл. 5.

Оценка сервисной составляющей 
и экономической эффективности

Как правило, большинство базо-
вых лабораторий пользуются услу-
гами большого количества внешних 
лабораторий. Такая практика, с одной 
стороны, оправданна, но может при-
вести к дополнительным издержкам, 
в частности, на оплату транспорти-
ровки проб, проведения большого 
количества контрольных процедур, 
а также на оплату по базовому прейс-
куранту без применения системы ски-
док. Кроме того, различные варианты 
передачи результатов из субподряд-
ных лабораторий (бумажные бланки, 
электронная почта) могут потребовать 
привлечения дополнительных трудо-
вых ресурсов для проверки и ввода 
результатов в лабораторную инфор-
мационную систему.

Лаборатория-субподрядчик, пред-
лагающая информационную под-
держку, удобную логистику проб, 
систему скидок в зависимости от за-
казываемых объемов, своевременное 
обеспечение (при необходимости) 
расходными материалами, является 
предпочтительной для выбора.

Обязательным условием сотруд-
ничества с любой субподрядной 

лабораторией является соблюдение 
принципа беспристрастности и ис-
ключение конфликта интересов ла-
боратории-заказчика и субподрядной 
лаборатории (п. 4.1.1.2 ISO 15189) 
с целью избежать отрицательного вли-
яния на качество результатов и безо-
пасность пациентов.

Выбирая между двумя равнознач-
ными по уровню качества выполня-
емых исследований субподрядными 
лабораториями, предпочтение следует 
отдавать той, с которой базовая лабо-
ратория сможет построить длительные 
партнерские отношения (принцип: ме-
неджмент взаимоотношений). Долго-
временное сотрудничество предпола-
гает возможность и целесообразность 
интеграции информационных систем 
для сокращения издержек обеих сто-
рон, а также оптимизацию перечня 
исследований, выполняемых на базах 
обеих лабораторий.
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Таблица 5
Итоговая оценка субподрядной лаборатории

Критерий Результаты оценки Значение критерия

Соответствие правоустанавливающей документации Да или нет 0 —  да; 1 —  нет

Аналитические характеристики метода исследования —  
CV (воспроизводимость)

Соответствие установленным нормам 
точности

0 —  соответствует
1 —  не соответствует, данные внутрилабораторного 

контроля качества не предоставлены

Соответствие назначения метода исследования 
заказываемой услуге Да или нет 0 —  да; 1 —  нет

Учет результатов Ручной или автоматизированный 0 —  автоматизированный
1 —  ручной

Результаты внешней оценки качества исследуемого 
аналита

Соответствие установленным нормам 
точности

0 —  соответствует
1 —  не соответствует, данные внутрилабораторного 

контроля качества не предоставлены

Количество несоответствий, выявленных в процессе 
выборочной или рутинной проверки бланков результатов Количество несоответствий 0 —  отсутствуют

1 —  более одного

Результаты лабораторного аудита Удовлетворительно или 
неудовлетворительно

0 —  удовлетворительно или не проводился
1 —  неудовлетворительно

Количество обоснованных претензий в отношении 
субподрядной лаборатории за отчетный период Количество обоснованных претензий 0 —  отсутствуют

1 —  более одной

Результаты выездного аудита Удовлетворительно или 
неудовлетворительно

0 —  удовлетворительно или не проводился
1 —  неудовлетворительно
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Эпидемиологический надзор представ-
ляет собой целый комплекс меропри-

ятий, направленных на непрерывное сле-
жение за эпидемическим процессом и его 
детерминантами с целью осуществления 
эпидемиологической диагностики, не-
обходимой для принятия обоснованных 
управленческих решений по предупреж-
дению возникновения и распространения 
инфекций. Данная процедура основана 
на непрерывном сборе, сопоставлении 
и анализе данных, своевременном рас-
пространении информации среди заин-
тересованных лиц с целью принятия 
определенных мер [1, 2, 3].

Основными задачами эпидемио-
логического надзора являются оценка 
распространенности инфекционных 
болезней и анализ их социально-эко-
номической значимости [4].

Для достижения поставленных за-
дач необходимо осуществить оценку 
эпидемиологического неблагополучия 
конкретных территорий, определить кон-
тингент лиц с повышенным риском за-
болевания, выявить причины и условия, 
определяющие наблюдаемый характер 
эпидемического процесса. Осуществле-
ние такой работы позволит разработать 
комплекс профилактических и проти-
воэпидемических мероприятий [5, 6].

Осуществление контроля за вы-
полнением профилактических и про-
тивоэпидемических мероприятий, 

а также оценка их эффективности 
позволяют осуществить прогнози-
рование дальнейшего развития эпи-
демиологической ситуации.

Комплекс мероприятий по осу-
ществлению эпидемиологического 
надзора осуществляется при опоре 
на комплексно-целевые программы, 
которые целенаправленно разрабаты-
ваются для каждой нозологической 
формы инфекционных болезней или 
групп инфекций (рис. 1).

В рамках этих программ опреде-
ляются территории, группы населе-
ния, берущиеся под надзор. Также 
утверждаются длительность предсто-

ящего периода наблюдения, харак-
тер и объем собираемой информации, 
источники ее получения, способы 
и периодичность сбора первичной 
информации, частота (периодичность) 
анализа информации, методы анализа 
информации, первичные и оконча-
тельные формы учета и отчетности, 
а также способы их представления.

Эффективность эпидемиологичес-
кого надзора определяется его способ-
ностью обеспечивать необходимой и до-
статочной для принятия рациональных 
управленческих решений информацией.

Качество такой информации на-
прямую зависит от соответствующих 
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Рисунок 1. 
Блок-схема эпидемиологического надзора.
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программ по ее сбору. Для данных 
программ являются чрезвычайно важ-
ны следующие параметры [7]:
1. простота (объем, тип, методы сбора, 

анализа и передачи информации);
2. гибкость (возможности приспосо-

бления программы к меняющимся 
условиям);

3. приемлемость (соответствие дей-
ствующим законам и правилам 
и понимание ее необходимости 
и полезности всеми задействован-
ными лицами);

4. чувствительность, специфичность 
и достоверность (эффективность 
диагностики соответствующих 
заболеваний и оценки реальной 
эпидемиологической ситуации);

5. репрезентативность (возможность 
экстраполяции на другие периоды, 
территории и группы населения);

6. оперативности (время, необходи-
мое для реализации);

7. стоимость.
Лабораторные исследования игра-

ют важную роль в любом процессе 
эпидемиологического надзора [8, 9]. 
Они необходимы при диагностике 
и прогностике состояния как еди-
ничного больного, так и всего насе-
ления в очаге эпидемии (вспышки) 
и, соответственно, в эффективности 
противоэпидемических мероприя-
тий. На рисунке (рис. 2) представлена 
общая блок-схема лабораторной диа-
гностики инфекционной патологии.

Первым этапом обследования 
каждого инфекционного очага явля-
ется идентификация этиологического 

агента, выделенного от больных. Это 
необходимо для подтверждения ин-
фекционного характера патологии и ее 
окончательной диагностики.

Важно не только определить вид 
возбудителя, но и его особые характе-
ристики, специфические именно для 
того очага. Лабораторные исследова-
ния позволяют установить генотип воз-
будителя, его серотип, устойчивость 
к медикаментозному лечению. Именно 
эти параметры будут в дальнейшем 
определять как динамику эпидемиче-
ского процесса, так и эффективность 
противоэпидемических мероприятий, 
в частности, эффективность специфи-
ческого этиотропного лечения, а так-
же наличие и эффективность средств 
специфической профилактики.

Лабораторный анализ должен вклю-
чать в себя как неспецифические, так 
и специфические исследования. К не-
специфическим исследованиям можно 
отнести общеклинические анализы, це-
лью которых является выявление дина-
мики состояния пациента. Специфи-
ческие, в свою очередь, представляют 
собой микробиологические и сероло-
гические исследования, целью которых 
является оценка эффективности этио-
тропной терапии. Также необходимо 
выявлять у пациента иммунологический 
статус и его динамику: наличие специ-
фических антител, их класс, содержание 
(титр или концентрация), авидность ан-
тител класса G, динамику содержания 
антител разных классов и, при наличии 
протективных антител, напряженность 
специфического иммунитета.

Обследованию для оценки имму-
нологического статуса подлежат все 
лица, входящие в группы риска для со-
ответствующей инфекции (а не толь-
ко больных). Такая работа позволяет 
определить наличие и напряженность 
специфического иммунитета у ука-
занных лиц и, следовательно, про-
гнозировать последующий характер 
эпидемического процесса.

Эпидемиологический надзор не дол-
жен ограничиваться обследованием 
населения исключительно в очаге ин-
фекции: при потенциальной возмож-
ности распространения инфекции через 
объекты внешней среды лабораторному 
контролю подлежат и эти объекты для 
оценки их зараженности и, соответствен-
но, риска инфицирования интактных 
лиц. И, наконец, при наличии вакцины 
лабораторному контролю подлежит ее 
качество, а также условия ее транспор-
тирования, хранения и использования.

Оценка иммунологического статуса 
групп риска имеет чрезвычайно важное 
значение. Действующая система эпид-
надзора основана на учете инфекци-
онной заболеваемости, но показатели 
заболеваемости дают искаженное пред-
ставление о фактическом распростране-
нии соответствующих инфекций и, со-
ответственно, о фактической динамике 
эпидемиологического процесса. Дело 
в том, что нередко динамика показателей 
заболеваемости отражает не динамику 
фактической доли заболевших, а эффек-
тивность используемых методов лабора-
торной диагностики. Также следует учи-
тывать, что многие инфекции могут течь 
бессимптомно, и в эпидемиологическом 
плане они могут быть не менее опасны, 
чем клинически выраженные формы. 
Такая угроза становится чрезвычайно 
серьезной в свете того, что подобные 
случаи, как правило, не регистрируются 
и не учитываются.

Объективную информацию об эпи-
демиологическом процессе может дать 
только регистрация всех без исключе-
ния случаев инфицирования в очаге, 
а это возможно только при лаборатор-
ном обследовании соответствующих 
групп риска, и наиболее вероятным 
методом такого обследования, по на-
шему мнению, является именно оцен-
ка иммунологического статуса лиц, 
входящих в эти группы [10].

Говоря о значимости лаборатор-
ных исследований в организации эф-

Рисунок 2. Общая блок-схе-
ма лабораторной диа-
гностики инфекционной 
патологии.
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фективного эпиднадзора, необходимо 
отметить ряд проблем, с которыми 
сегодня сталкиваются работники кли-
нических лабораторий.

Во-первых, это выбор диагности-
ческих тестов. Эффективность лабора-
торного исследования определяется его 
методом и способом реализации этого 
метода —  конкретным тестом, исполь-
зуемым лабораторией, в частности, осо-
бенностями используемого конкретного 
набора реагентов. Перечень методов 
исследования, пригодных для практи-
ческого использования, относительно 
невелик, и необходимый метод несложно 
выбрать, опираясь на известные характе-
ристики этого метода. Однако на рынке 
продукции медицинского назначения 
нередко можно встретить большое число 
однотипных по принципу действия и на-
значению наборов реагентов, а также 
одинаковых по заявленной производи-
телями диагностической эффективности, 
что ставит перед исполнителями пробле-
му выбора при фактическом отсутствии 
критериев этого выбора.

Во-вторых, ни один метод иссле-
дования и, соответственно, ни один 
конкретный лабораторный тест 
в принципе не гарантирован от воз-
можности получения ложноположи-
тельных или ложноотрицательных 
результатов. Вероятность их полу-
чения при использовании разных ме-
тодов различна, но никогда не равна 
нулю, и снизить ее до практически 
приемлемых величин можно, только 
используя сочетания нескольких ме-
тодов исследования, однако практиче-
ские руководства по использованию 
таких сочетаний при исследовании 
конкретных случаев отсутствуют [11].

В-третьих, серьезной проблемой 
лабораторной диагностики инфек-
ций является различная диагности-
ческая эффективность одних и тех же 
диагностических тестов при их ис-
пользовании в различных регионах. 
В наибольшей степени это касается 
серологических методов исследова-
ния. Причина этого в том, что при 
разработке наборов реагентов для 
серологических исследований каж-
дый производитель опирается прежде 
всего на характеристики возбудителей 
и на серологический статус здоровых 
интактных лиц, типичные для своего 
региона, а при контроле качества на-
боров чаще всего используются меж-

дународные стандарты содержания 
антигенов соответствующих возбу-
дителей или антител к ним. При этом, 
естественно, не учитываются возмож-
ные межрегиональные различия как 
возбудителей, так и серологического 
статуса интактных лиц, которые мо-
гут сказываться на диагностической 
эффективности теста при его исполь-
зовании в других регионах.

Что можно предложить для 
решения указанных проблем?

Прежде всего должен продол-
жаться поиск новых, все более чув-
ствительных и специфичных методов 
диагностики. Одновременно с этим 
необходимо разрабатывать и внедрять 
в практику алгоритмы синхронного 
применения разных методов для ди-
агностики всех социально значимых 
инфекций. Эти алгоритмы должны 
охватывать все возможные формы 
каждой из указанных инфекций.

Должна быть решена проблема 
выбора конкретных диагностических 
тестов применительно к особенно-
стям региона, в котором проводятся 
исследования.

Можно предположить, что целесо-
образно каким-то образом ограничить 
многообразие однотипных по суще-
ству тестов, разработав и введя в дей-
ствие соответствующие отраслевые 
нормативные документы, регламен-
тирующие требования к конкретным 
диагностическим тестам. Данные стан-
дарты должны стать обязательными 
для всех производителей таких тестов 
и заменить собой растущие множества 
технических условий отдельных про-
изводителей.

При условии, что в таких отрас-
левых документах в качестве обяза-
тельных показателей будут прописа-
ны только те характеристики тестов, 
которые действительно определяют 
их диагностическую эффективность 
(в том числе и применительно к осо-
бенностям каждого региона), пробле-
ма выбора тестов диагностической 
лабораторией будет просто снята. Еще 
одной положительной стороной такого 
подхода будет являться то, что исчез-
нет нужда в согласованиях и экспер-
тизах технических условий произво-
дителей, то есть будет одновременно 
упрощена процедура государственной 
регистрации их продукции.

Конечно, следует учитывать, что 
предлагаемые варианты решения 
проблем обеспечения максимальной 
эффективности лабораторной диагно-
стики предполагают предварительное 
проведение широкомасштабных иссле-
дований с привлечением специалистов 
различного профиля. В первую очередь 
это должны быть исследования, направ-
ленные на выявление особенностей 
возбудителей социально значимых ин-
фекций и иммунологического статуса 
соответствующих групп риска. Тем 
не менее их конечный результат —  по-
вышение эффективности эпиднадзора 
за социально значимыми инфекциями, 
по нашему мнению, стоит соответству-
ющих затрат.
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Фонд инфраструктурных и образовательных программ 
запустил программу по наномолекулярным методам 
диагностики меланомы

Итоги XХI Форума  
«Национальные дни лабораторной медицины России»

В Ульяновском государственном педагогическом универ-
ситете имени И. Н. Ульянова (УлГПУ) при поддержке Фонда 

инфраструктурных и образовательных программ запущен 
проект по обучению наномолекулярным методам диагностики 
меланомы. Программа повышения квалификации в этой обла-
сти для врачей и лаборантов разработана в Научно-исследо-
вательском центре фундаментальных и прикладных проблем 
биоэкологии и биотехнологии УлГПУ под руководством доктора 
биологических наук, профессора Елены Антоновой.

Меланома —  одна из наиболее опасных и агрессивных 
злокачественных опухолей, она развивается практически 
бессимптомно, а прогрессирует стремительно, с высокой 
предрасположенностью к метастазированию. По данным 
ВОЗ, в мире диагностируются 132 тысячи новых случаев мела-
номы в год. По некоторым данным, каждый час от меланомы 
погибают шесть человек. В России, по данным за 2014 год, 
один человек из 2 тысяч имеет диагноз «меланома», около 12 
процентов случаев меланомы заканчиваются смертью.

Перспективы лечения рака зависят в первую очередь от того, 
на какой стадии удалось поставить диагноз. Чем раньше будет 
обнаружена болезнь, тем больше шансов на успешный исход 
лечения. Поскольку рак это генетическая болезнь вследствие 
возникновения нарушений в структуре генов и не только, то луч-
ший способ диагностики —  ранняя и сверхранняя диагностика 
на молекулярно-генетическом уровне. В свою очередь, такой 
подход к диагностике требует внедрения высоких технологий 
в практическую медицину.

Научно-исследовательский центр фундаментальных и при-
кладных проблем биоэкологии и биотехнологии УлГПУ раз-
работал программу для обучения использованию технологий 
ДНК-зондов и системы xMAP для диагностики онкологических 
заболеваний на примере меланомы.

ДНК-зонды это химические структуры длиной до 10 нано-
метров, способные связываться с маркерами —  специфиче-
скими фрагментами нуклеиновых кислот, присутствующими 
в раковых клетках. При этом высвобождаются флуорофоры, 
фрагменты молекулы, способные флуоресцировать. По их 
свечению и обнаруживают присутствие раковых клеток. Другая 
технология, xMAP, основана на использовании флуоресциру-
ющих микросфер, несущих на поверхности наноразмерные 
ДНК-зонды, специфичные к исследуемым маркерам (муль-
типлексность —  до 500 маркеров в образце).

Использование ДНК-зондов и технологии xMAP дает воз-
можность поднять диагностику в области онкологии на более 
высокий уровень достоверности и чувствительности. При этом 
сама процедура не требует значимых затрат времени и до-
ступна для населения.

Пилотная группа начнет двухмесячный курс обучения в рам-
ках этой образовательной программы в УлГПУ с 25 сентября. 
После завершения учебы ее слушатели приобретут теоре-
тические и практические знания, умения и навыки в области 
молекулярно-генетической диагностики с использованием 
методов нанодетекции маркеров в онкологии.

XXI Форум «Национальные дни лабораторной меди-
цины России», посвященный памяти профессора 

В. В. Меньшикова, состоялся 20–22 сентября 2017 года тра-
диционно на базе спортивного комплекса «Олимпийский» 
(г. Москва).

Участники форума благодарят за поддержку Министер-
ство здравоохранения Российской Федерации и Российскую 
академию наук.

Организаторами форума явиись; Российский националь-
ный исследовательский медицинский университет имени 
Н. И. Пирогова; Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии Роспотребнадзора; Институт 
повышения квалификации Федерального медико-биоло-
гического агентства; Альянс клинических химиотерапевтов 
и микробиологов; Научно-практическое общество специали-
стов лабораторной медицины; Ассоциация производителей 
средств клинической лабораторной диагностики; Нацио-
нальная ассоциация лабораторной, персонализированной 
и трансляционной медицины; Научное общество нефрологов 
России; Национальная ассоциация специалистов по тромбо-
зам, клинической гемостазиологии и гемореологии; Россий-
ское научное общество иммунологов; Национальное научное 
общество инфекционистов.

Программа конференции формировалась, во многом 
ориентируясь на тематические пожелания практических 
специалистов. Программа включала обсуждение традици-
онных вопросов деятельности диагностических лабораторий 
в тесной взаимосвязи с актуальными потребностями кли-

нической практики. На заседаниях были сделаны акценты 
на практическом применении принципов доказательной 
и персонализированной медицины, внедрении иннова-
ционных медицинских технологий с учетом углубленного 
понимания междисциплинарных отношений, развитии 
информационных технологий, молекулярной и клеточной 
медицины. Особый интерес участников форума вызвали 
заседания, посвященные интерпретации результатов ла-
бораторных исследований, проблемам их централизации, 
образовательным и кадровым вопросам, а также возможно-
стям молекулярно-генетических исследований в диагностике 
различных форм патологии.

Доклады и дискуссии в рамках Национального конгресса 
бактериологов и Дня гемостаза значимо расшили целевую 
аудиторию участников форума за счет врачей клинических 
специальностей, специалистов микробиологических и бак-
териологических лабораторий.

На заключительном заседании принято решение о про-
ведении XXII Форума «Национальные дни лабораторной 
медицины России» в сентябре 2018 года в Москве, предусмо-
трев разделение научной программы на отдельные дни и на-
правления в целях подачи заявок на оценку ее структурных 
элементов как отдельных образовательных мероприятий 
в системе непрерывного медицинского и фармацевтиче-
ского образования (НМО).

Полные версии итоговых материалов, тезисы и разре-
шенные к публикации презентации докладов можно найти 
на сайтах форума ndlm.ru и ндлм.рф.
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_________________________________________________________» на 2018 год

Кассир

(наименование платежа)

Дата______________  Сумма платежа_____________________                   
Плательщик (подпись) ________________  Адрес доставки: __________________
_____________________________________________________________________

Квитанция ООО «Альфмед»
(наименование получателя платежа)
7716213348
(ИНН получателя платежа)

Рс №  40702810738090108773
(номер счета получателя платежа)
ПАО «СБЕРБАНК РОССИИ» г. МОСКВА
(наименование банка и банковские реквизиты)

К/с 30101810400000000225 БИК 044525225
Годовая подписка на журнал «Медицинский алфавит. _______________________
_________________________________________________________» на 2018 год

Кассир

(наименование платежа)

Дата______________  Сумма платежа_____________________                   
Плательщик (подпись) ________________  Адрес доставки: __________________
_____________________________________________________________________

Как подписаться 
1. Заполнить прилагаемый бланк-заказ и квитанцию об оплате.  2. Оплатить квитанцию.
3. Отправить бланк-заказ и квитанцию (или их копии) по почте по адресу: 129344,   Москва, ул. Верхоянская, д.18 к. 2;
    или по факсу: (495) 616-48-00, 221-76-48,  или по e-mail:   medalfavit@mail.ru

Заказ электронной версии журнала: всего 100 рублей за номер!    Присылайте, пожалуйста, запрос на адрес: medalfavit@mail.ru.
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БЛАНК-ЗАКАЗ
на подписку на журнал
2018 год
Название организации (или Ф.И.О.) ______________________________________________________________________________________________________

Адрес (с почтовым индексом) _________________________________________________________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Телефон:___________________________E-mail: ___________________________Контактное лицо: ________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

□ «Медицинский алфавит». Серия «Стоматология» — 4 выпуска в год (1 600 руб. в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Современная лаборатория» — 4 выпуска в год (1 600 руб. в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Эпидемиология и гигиена» — 4 выпуска в год (1 600 руб. в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Больница — все для ЛПУ» — 4 выпуска в год (1 600 руб. в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Неотложная медицина» — 4 выпуска в год (1 600 руб. в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Диагностика и онкотерапия» — 4 выпуска в год (1 600  руб. в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Современная поликлиника» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Кардиология» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Практическая гастроэнтерология» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Неврология и психиатрия» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Современная гинекология» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Современная функциональная диагностика» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)
□ «Медицинский алфавит». Серия «Артериальная гипертензия» ― 4 выпуска в год (1 600 руб в год)

Наш индекс в каталоге
«РОСПЕЧАТЬ» 36228
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