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С. Н. Щербо

Д. С. Щербо

М. И. Савина

Т. И. Туркина

Почти четверть ежегодных смер-
тельных случаев во всем мире 

происходят из-за инфекционных 
заболеваний (ИЗ) [1]. Большую 
роль в контроле и своевременной 
диагностике ИЗ сыграли и играют 
молекулярно-генетические методы 
и, в частности, разработанный в кон-
це прошлого века метод полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР), который 
наряду с успехами в фармакологии 
позволил значительно снизить смерт-
ность от ИЗ. В настоящее время 
существует потребность в совер-
шенствовании и разработке новых 
методов лабораторной диагностики, 

более эффективных вакцин и лучших 
терапевтических стратегий, в частно-
сти в связи с распространенностью 
антибиотикорезистентных штаммов. 
Успех решения указанной проблемы 
связан с пониманием механизмов вза-
имодействия «инфекционный агент —  
организм человека» на клеточном 
и молекулярном уровнях, выявлении 
предиктивных биомаркеров предрас-
положенности и тяжести протекания 
ИЗ в различных популяциях. К ИЗ 
необходимо подходить как мульти-
факториальным (МФЗ), зависящим 
от индивидуальных генетических 
особенностей как отдельных инди-

видуумов, так и популяции, с учетом 
различных эпигенетических воздей-
ствий. Воздействие инфекционных 
агентов следует рассматривать как 
внешнее, формирующее генетические 
особенности популяций. Огромное 
влияние на формирования предрас-
положенности и устойчивости к ИЗ 
сыграли многочисленные эпиде-
мии. Так, эпидемия бубонной чумы, 
уничтожившая миллионы жителей 
Европы в XIV веке, в итоге положи-
тельно повлияла на здоровье и про-
должительность жизни выживших 
поколений [2]. Такой вывод сдела-
ла антрополог, изучавшая костные 
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Резюме
В обзоре рассматриваются вопросы, связанные с ге-
нетической предрасположенностью и устойчивостью 
к инфекционным заболеваниям. Генетические факторы 
в значительной мере определяют восприимчивость орга-
низма к различным заболеваниям, в том числе к инфек-
ционным. Показана генетическая предрасположенность 
к туберкулезу, сальмонеллезу, вирусным гепатитам, кле-
щевому энцефалиту, болезни Лайма, ВИЧ и другим. Знание 
молекулярно-генетических биомаркеров необходимо 
для выделения групп риска, проведения предиктивных 
мероприятий, в частности вакцинации. Основное влияние 
уделяется генам главного комплекса гистосовместимости, 
показана роль митохондриальной ДНК в восприимчивости 
к ВИЧ-инфекции.
Ключевые слова: ВИЧ, СПИД, однонуклеотидные поли-
морфизмы, лабораторные биомаркеры, гены главного 
комплекса гистосовместимости, гаплогруппы митохондри-
альной ДНК.

Summary
The review addresses issues related to genetic 
predisposition and resistance to  infectious dis-
eases. Genetic  factors  largely determine  the 
susceptibility of  the body to various diseases, 
including infectious ones. A genetic predisposi-
tion to tuberculosis, salmonellosis, viral hepatitis, 
tick-borne encephalitis, Lyme disease, HIV and 
others is shown. Knowledge of molecular genetic 
biomarkers is necessary for identifying risk groups, 
conducting predictive measures,  in particular 
vaccination. The main influence is given to the 
genes of the main histocompatibility complex; 
the role of mitochondrial DNA in susceptibility to 
HIV infection is shown.
Key words: HIV, AIDS, single nucleotide poly-
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main histocompatibility complex, haplogroups of 
mitochondrial DNA.
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останки жителей Лондона, живших 
до, во время и после «черной смерти». 
Во время первой волны эпидемии 
(1347–1351 годы), инфекция унесла 
жизни примерно 30 % европейцев, 
в частности погибли около половины 
лондонцев, в первую очередь стари-
ки и люди всех возрастов со слабым 
здоровьем. Было установлено, что 
поколение, пережившее бубонную 
чуму, стало в среднем значительно 
здоровее, устойчивее к ИЗ, в том 
числе к повторным вспышкам чумы, 
и долговечнее: многие из выживших 
и их потомков доживали до 70–80 лет, 
чего практически не наблюдалось 
ранее, изменилась структура смерт-
ности. Бубонная чума оставила след 
в геноме переживших эпидемию по-
колений в пользу тех, кто нес опре-
деленные гены иммунной системы.

К категории мультифакториаль-
ных признаков, помимо прочих, от-
носится и наследственная составляю-
щая чувствительности к инфекциям. 
Генетические факторы в значитель-
ной мере определяют восприимчи-
вость организма к различным заболе-
ваниям, в том числе инфекционным. 
Генетическая предрасположенность 
к ИЗ может быть обусловлена целым 
рядом факторов [3]. Наличие в ге-
номе человека совокупности генов, 
определяющих такую предрасполо-
женность, обусловливает особенно-
сти защитного реагирования мак-
роорганизма на инвазию патогенов. 
Известно, что тяжесть протекания ИЗ 
обусловлена сложным комплексом 
взаимодействия паразита и хозяина, 
при этом иммунный статус послед-
него играет столь же важную роль, 
что и тип возбудителя, вызвавшего 
заболевание. В настоящее время все 
большее внимание исследователей 
направлено на изучение генетических 
основ подверженности к инфекциям 
различной природы. Неуклонно рас-
тет число исследований генетиче-
ских ассоциаций с инфекционными 
заболеваниями человека, включая 
полногеномные ассоциативные ис-
следования GWAS. ИЗ отличаются 
от неинфекционных МФЗ тем, что 
имеют специфическую причину за-
болевания —  инфекционный агент. 
Однако развитие и характер инфек-
ционного процесса, чувствительность 

организма к возбудителю определя-
ются сложным характером взаимо-
отношений факторов окружающей 
среды, патогена, наследственных 
факторов. Генетика предрасположен-
ности к ИЗ определяется формулой 
«одна инфекция —  множество генов», 
а у лиц с первичными иммунодефи-
цитами возникают различные забо-
левания как осложнение первичного 
иммунодефицита «один ген —  мно-
гочисленные инфекции».

Генетическая подверженность 
инфекционным заболеваниям мо-
жет быть реализована тремя спосо-
бами: редкие мутации, приводящие 
к дефектам определенных звеньев 
противоинфекционного иммуните-
та; варианты генов с относительно 
сильным эффектом в популяциях 
и родословных, переживших эпи-
демию ИЗ; сочетание у индивида 
«нормальных» аллелей генов, в от-
дельности имеющих слабый эффект, 
но совокупность которых приводит 
к образованию особенности иммуни-
тета, предполагающих к развитию ИЗ 
(наиболее вероятный вариант). Пока-
зана генетическая предрасположен-
ность к туберкулезу, сальмонеллезу, 
вирусным гепатитам, клещевому эн-
цефалиту, болезни Лайма, ВИЧ и др., 
которые будут рассмотрены нами 
в дальнейших публикациях. Знание 
таких биомаркеров необходимо для 
выделения групп риска, проведения 
предиктивных мероприятий, в част-
ности вакцинации.

Как отмечалось выше, среди при-
чин первой является относительно 
редко встречающиеся наследствен-
ные иммунодефициты, ассоцииро-
ванные, как правило, с дефектами 
одного гена [4]. Однако более рас-
пространенной причиной является 
присутствие в геноме индивидуума 
полиморфизмов аллелей опреде-
ленных генов, каждый из которых 
вносит небольшой вклад в фенотип, 
но сочетание влияния таких аллелей 
дает сильный эффект и ведет к осла-
блению иммунной системы. Подоб-
ные ассоциации анализируются с по-
мощью двух подходов: во-первых, 
отбор генов-кандидатов по данным 
клиники, биохимии, а также фи-
зиологии заболевания; во-вторых, 
с применением технологии полно-

геномного анализа скрининга ас-
социаций GWAS. Первый подход 
не дает возможности идентифици-
ровать новые гены в независимости 
от знаний их функции, и вместе с тем 
применительно к ИЗ —  более низ-
кая вероятность принятия ложной 
гипотезы, чем GWAS (при малых 
размерах выборок «случай —  кон-
троль» —  до 250 человек) [5]. Вы-
борка должна быть репрезентативна: 
для GWAS выборка больных и кон-
троля должна быть не менее тысячи 
человек в каждой [6].

Технология GWAS основана 
на анализе большого числа поли-
морфизмов ДНК (секвенирование 
или биочипы), которые распределе-
ны по всему геному, и исследовании 
«распространенное заболевание —  
распространенный вариант», в них 
сравнивают аллели, частота которых 
превышает 5 % [7]. При поиске гене-
тических вариантов, ответственных 
за тяжелые формы ИЗ, очень важен 
этап формирования выборок: кон-
трольную группу целесообразно фор-
мировать из индивидуумов, у которых 
инфекция протекала в бессимптомной 
или легкой форме [8], придерживаться 
определенных фенотипов для предот-
вращения погрешностей и этнической 
и гендерной принадлежности (учиты-
вать распространенность генетиче-
ского фактора в данной этнической 
популяции).

Главный комплекс гистосовме-
стимости (антигены лейкоцитов 
человека, HLA), фрагмент 4 м.п.н. 
на коротком плече хромосомы 6 
(6p21.3) отвечает за иммунологи-
ческие, аутоиммунные и инфекци-
онные заболевания [9]. Рассмотрим 
применяемые для генетического ана-
лиза лабораторные технологии; так, 
иммуночип представляет собой плат-
форму высокой плотности для точно-
го и быстрого анализа ОНП в имму-
ногенетических исследованиях [10]. 
Увеличение пропускной способно-
сти, точности и длины прочитанных 
фрагментов характерно для техноло-
гий секвенирования следующего по-
коления (Next Generation Sequencing, 
NGS), которые вместе с развитием 
биоинформационных инструментов 
дают возможность проводить анализ 
главного комплекса гистосовмести-
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мости с высоким разрешением [11]. 
Так, полногеномный сиквенс был 
применен для изучения HLA-A ал-
лелей с высоким разрешением 1 070 
японцев [12]. Проблемой сиквенса 
является относительно небольшая ве-
личина прочитываемых фрагментов, 
однако ПЦР РВ больших фрагментов 
с системой PacBio и нанопорового 
секвенирования MinION позволя-
ет эту задачу успешно решать [13]. 
Описан поставленный с помощью 
MinION рекорд по самому длинному 
прочтению молекулы ДНК клеточной 
линии человека GM12878. В итоге 
получили 91,2 гигабазы данных, что 
соответствует 30-кратному покрытию 
генома. Длина более половины про-
чтенных фрагментов ДНК составила 
100 тысяч п. o. и более, и возможно 
определение последовательности 
ДНК до 882 тысяч п. о., что связано 
только с качеством выделения ДНК 
(полученная последовательность 
покрывает 85,8 %, а точность сбор-
ки приближается к 100 %). Извест-
но, что локус главного комплекса 
гистосовместимости (HLA) имеет 
сложную структуру и множество 
повторов, поэтому его последова-
тельность очень трудно определять. 
С технологией MinION все гены 
попали в одну непрерывную про-
чтенную последовательность, что 
избавило от необходимости собирать 
ее из фрагментов и, кроме того, рас-
познаются эпигенетические метки 
(метилирование ДНК).

Благодаря чрезвычайно выра-
женному полиморфизму, который 
носит межэтнический характер, глав-
ный комплекс гистосовместимости 
обеспечивает выживание человека 

в условиях воздействия инфекцион-
ных агентов, благодаря чему совер-
шенствуется: специфичность HLA-
DRB 1*01 ассоциирована с устойчи-
востью к ВИЧ-1. Генетический по-
лиморфизм человека и устойчивость 
к ВИЧ / СПИД: помимо рецептора 
CD 4, особое место принадлежит 
корецепторам, используемым ВИЧ 
для проникновения в клетку —  на-
личие замены A–G в позиции 801 
в 3 —  нетранслируемом регионе гена 
SDF1 при гомозиготности по аллелю 
SDF1–3 А достоверно ассоциировано 
с отсрочкой развития клинической 
манифестации СПИД. Хемокин SDF1, 
связываясь с рецептором CXCR 4 9 
(фузин), препятствует проникнове-
нию Т-тропных штаммов вируса, 
характерных для поздней стадии 
развития инфекции —  препятствие 
быстрой прогрессии СПИД. Часто-
та аллеля SDF1–3 А колеблется от 3 
до 43 % в популяциях (в Океании 
72 %) и почти не встречается в Чер-
ной Африке. Основным рецептором 
для М-тропных изолятов ВИЧ явля-
ется CCR 5, присутствие или отсут-
ствие которого не влияет на важные 
процессы жизнедеятельности в орга-
низме человека. Дефектный аллель 
CCR 5D 32 играет значительную роль 
в патогенезе ВИЧ: люди с генотипом 
D 32/D 32 практически резистентны 
к вирусам генотипа R 5 и обладают 
частичной устойчивостью к генотипу 
R 5X4. В Северной Европе (Финлян-
дия, Мордовия) частота мутации —  
16 %, на Сардинии —  4 %, и градиент 
расположен с севера на юг. Мутация 
в гене хемокинового рецептора CCR 2 
приводит к замене валина на изо-
лейцин (полиморфизм CCR 2–64I), 

сопровождается продлением пе-
риода сероконверсии и развитием 
симптомов СПИД. Защитный эффект 
проявляется как у гетерозигот, так 
и гомозигот. Протективный эффект 
CCR 2–64I носит опосредованный 
характер, так как мутация распо-
ложена в трансмембранном домене 
и не может влиять на эффективность 
проникновения ВИЧ в клетку. Аллель 
CCR 2–64I является наиболее распро-
страненным в Азии и Африке —  35 % 
и менее в Европе и Океании.

Были использованы данные 
о 30 тысячах ВИЧ-инфицированных 
европейского происхождения, из кото-
рых выделено около 500 больных с из-
вестной датой заражения и стабильны-
ми уровнями ВИЧ (вирусная нагрузка) 
в крови [15]. Проанализированы ге-
нетические особенности исследуемых 
и сопоставлены с уровнями вирусной 
нагрузки. В результате выяснилось, 
что наличие одного из вариантов гена 
HLA-C —  rs9264942 —  статистиче-
ски связано со значительно меньшей 
скоростью размножения вируса в за-
раженном организме. Так, уровни 
вирусной нагрузки у обладаюших 
двумя копиями варианта rs9264942 
были в среднем на 90 % ниже, чем 
у остальных больных.

Уровень вирусной нагрузки при 
ВИЧ-инфекции напрямую связан с ве-
роятностью развития СПИДа, поэтому 
прогноз для больных, у которых этот 
показатель невелик, значительно луч-
ше, чем для тех, у кого он находится 
на стабильно высоком уровне.

По-видимому, мутация rs9264942 
связана с повышенной выработкой 
HLA-C. Указанный белок играет 
важную роль в иммунной системе, 
в частности он участвует в распозна-
вании клеток, зараженных вирусами. 
Ранее было установлено, что ВИЧ 
способен блокировать действие двух 
белков с аналогичными функциями 
под названиями HLA-A и HLA-B. 
Однако, судя по всему, он не спо-
собен противодействовать HLA-C. 
По данным генетиков, до 10 % ев-
ропейцев являются счастливыми 
обладателями двух копий rs9264942, 
наличие которых связано с 90 %-ным 
снижением уровня вирусной нагрузки 
при ВИЧ-инфекции. Еще 50 % обла-
дают одной копией этого гена, что 

Таблица 1
HLA-DRB 1-маркеры чувствительности и устойчивости к различным инфекционным 

заболеваниям [14]

Заболевание Чувствительность Самостоятельное очищение от патогена

Гепатит В DRB 1*11(5), DR 2, DR 11(5) –

Лепра DR 2 –

Хламидиоз DRB 1*15(2) –

Папилломатоз DRB 1*16(2), DRB 1*15(2) –

Вирус Корсаки DR 2 DR 3, DR 4

Гистоплазмоз DR 15(2) –

Гепатит С DRB 1*07, DRB 1*15(2) DRB 1*01, *03, *04

ВИЧ-инфекция DRB 1*04, DRB 1*13 DR 5, DRB 1*01
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связано со снижением этого пока-
зателя на 60 %. В то же время этот 
вариант гена значительно меньше 
распространен среди африканцев. 
Одна его копия встречается только 
у 40 % выходцев с Африканского 
континента. Открытие нового гена 
может привести к разработке новых 
способов лечения ВИЧ-инфекции. 
Например, в будущем ученые смогут 
найти способ искусственно повысить 
выработку белка HLA-C в организме 
ВИЧ-инфицированных пациентов.

Мутация, носителями которой 
являются более 90 % африканцев, 
защищает от малярии, но значи-
тельно увеличивает риск заражения 
ВИЧ. Данная мутация распростра-
нена исключительно среди выход-
цев из Африки и не встречается 
у представителей других этнических 
групп. Белок под названием DARC 
(Duffy-антиген рецептор для хемо-
кинов) располагается на мембране 
эритроцитов. Малярийные парази-
ты Plasmodium vivax и Plasmodium 
knowlesi используют его для проник-
новения в красные кровяные клетки. 
У большинства жителей Африки бе-
лок DARC отсутствует из-за мутации 
соответствующего гена —  это защи-
щает их от двух типов возбудителей 
малярии, которые не могут размно-
жаться в их организме. Большинство 
случаев малярии в Африке вызвано 
другим, более опасным возбудите-

лем малярии Plasmodium falciparum. 
Несмотря на то что Африка постра-
дала от эпидемии ВИЧ / СПИДа зна-
чительно больше других регионов, 
до последнего времени не удавалось 
выявить специфические генетические 
факторы, объясняющие подвержен-
ность африканцев этой инфекции. 
Предполагается, что ВИЧ исполь-
зует белок DARC для проникнове-
ния в эритроциты. Чтобы проверить 
роль белка в развитии ВИЧ-инфек-
ции, к исследованию были привле-
чены 3 400 чернокожих ветеранов 
и военнослужащих американских 
ВВС, поскольку среди чернокожих 
жителей Африки было сложно найти 
достаточное количество людей, у ко-
торых отсутствовала мутация DARC. 
Как выяснилось, наличие мутации 
DARC было связано с 40 %-ным 
увеличением риска ВИЧ-инфекции. 
Генетические факторы предрасполо-
женности к ВИЧ-инфекции, как пра-
вило, связаны с ускоренным течением 
заболевания. Вероятно, с мутацией 
гена DARC могут быть связаны как 
минимум 11 % случаев ВИЧ-инфек-
ции на Африканском континенте 
(около 2,5 млн больных). Остается 
неясным механизм, связывающий аф-
риканскую мутацию с повышенным 
риском заражения ВИЧ, —  возможно, 
отсутствие белка DARC может при-
водить к снижению естественного 
противовирусного иммунитета.

У людей, инфицированных ВИЧ, 
обнаруживают антитела практически 
ко всем белкам вируса: и структур-
ным, и регуляторным. До 90 % всех 
обнаруживаемых у ВИЧ-инфициро-
ванного человека антител направле-
ны как раз на один из участков, назы-
ваемый доменом V3, у которого есть 
консервативная последовательность, 
к которой и образуются антитела, 
обладающие широким нейтрали-
зующим действием. В организме 
человека ВИЧ не только не нейтра-
лизуется антителами, но еще и рас-
пространяется по клеткам иммунной 
системы —  макрофагам. Основную 
роль в реализации этого феномена 
(in vivo) как раз и играют антитела 
к домену V3. Кроме того что ВИЧ 
сам подвержен мутациям, его еще 
«принуждает» меняться иммунная 
система человека. Низкие концентра-
ции вируснейтрализующих антител 
усиливают инфекционность вируса 
благодаря феномену антителозави-
симого усиления инфекции. Но как 
только их уровень достигает опре-
деленного порога, под давлением 
этих же антител селекционируется 
вариант вируса, способный избегать 
их нейтрализующего действия. Цикл 
многократно повторяется на протя-
жении жизни ВИЧ-инфицированного 
и больного СПИДом. Цель процес-
са —  накопление более опасного ва-
рианта ВИЧ —  X4. Он очень активно 

Таблица 2
Генетические полиморфизмы, связанные с устойчивостью и предрасположенностью к ВИЧ-инфекции

Тип исследования Выборка Гены ОНП Ссылка

ВИЧ-1 486 пациентов с сероконверсией, контроль —  
140 европейцев

HCP5/B*5701
HLA-C

rs2395029
rs9264942 [16]

ВИЧ-1, контроль 2 362 европейцев

HSPA1B-C 6orf48
LOC 105375015
LOC 105375015

HCP5
PSORS 1C 1

rs9368699
rs9264942
rs9264942
s2395029
rs3815087

[17]

Прогрессия СПИД
Европейцы: 275 и 86 —  серопозитивные без 

прогресса и с прогрессом соответственно; 
1 352 —  серонегативный контроль

HCP5
LOC 105375015

rs2395029
rs10484554 [18]

ВИЧ-1, контроль
974 —контроль; 2 648 инфицированных 

с прогрессом (европейцы, африканцы, 
американцы)

HLA-C
HLA-B*57:01

MICA
PSORS 1C 3

HLA-B
Intergenic

HLA-B

rs9264942
rs2395029
rs4418214
rs3131018
rs2523608
rs2255221
rs2523590

[19]

ВИЧ-восприимчивость 6 334 инфицированных; 7 247 —  контроль 
(европейцы) MICA —  LOC 105375017 rs4418214 [20]
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осваивает клетки иммунной системы. 
Процесс накопления вариантов виру-
са X4 достигает максимума к концу 
ассимптоматического периода болез-
ни. Когда болезнь вступает в стадию 
СПИДа, то и разнообразие вариантов 
вируса идет на убыль.

Некоторые варианты митохондри-
альной ДНК (гаплогруппы) ассоции-
руются с ускорением развития СПИ-
Да в два раза [21]. Изучили данные 
пяти долгосрочных исследований 
с участием 1 833 ВИЧ-инфицирован-
ных пациентов. Все исследования 
были проведены в 80-х и начале 90-х 
годов прошлого века, до широкого 
внедрения антиретровирусной те-
рапии, что позволило проследить 
естественный ход развития заболева-
ния. Определяли продолжительность 
течения ВИЧ-инфекции у пациентов 
до развития СПИД-ассоциирован-
ных заболеваний. Выяснилось, что 
у людей, принадлежащих к мито-
хондриальным гаплогруппам U5a1 
и J, ВИЧ-инфекция прогрессировала 
в два раза быстрее, чем в среднем 
у участников. В то же время у тех, 
кто принадлежал к гаплогруппе H3, 
СПИД развивался более чем в два 
раза дольше, как показало исследова-
ние. Митохондриальные гаплогруп-
пы различаются по количеству вы-
рабатываемой ими энергии, причем 
гаплогруппы U5a1 и J вырабатывают 
меньшее ее количество. Провоцируе-
мый ВИЧ апоптоз (клеточная гибель) 
активнее протекает в тех иммунных 
клетках, митохондрии которых вы-
рабатывают меньше энергии. Этот 
факт может служить возможным 
объяснением ускоренного развития 
СПИДа у пациентов, принадлежащих 
к гаплогруппам U5a1 и J. В будущем 
определение митохондриальной ДНК 
может быть использовано при про-
гнозировании развития ВИЧ у паци-
ента, а также для определения сроков 
начала антиретровирусной терапии.

Оказалось, что более высокий 
уровень выживаемости имеют но-
сители определенного варианта ДНК 
митохондрий (мтДНК). Исследована 
структура мтДНК у 150 пациентов, 
госпитализированных в отделения 
интенсивной терапии. Ранее выска-
зывались предположения о возмож-
ной взаимосвязи работы митохон-

дрий со способностью организма 
противостоять тяжелым инфекциям, 
в частности пневмонии и MRSA (ста-
филококкам, обладающим устойчи-
востью к антибиотикам). Удалось 
выделить 10 основных вариантов 
мтДНК [22], а выживаемость паци-
ентов оценивалась через полгода 
после развития тяжелых инфекций. 
У больных, имеющих разновидность 
мтДНК под названием гаплогруппа 
H, показатели выживаемости ока-
зались более чем в два раза выше 
по сравнению с другими девятью 
группами. Гаплогруппа Н —  это 
самый молодой и одновременно 
самый распространенный вариант 
мтДНК, который имеется у 40 % лю-
дей. Последнее открытие поможет 
разработать новые, более эффек-
тивные методы лечения, позволит 
использовать дифференцированный 
терапевтический подход к больным, 
имеющим разные варианты мтДНК, 
(имеющим меньшие шансы на выжи-
вание —  более агрессивная тактика). 
Для этого предстоит разработать де-
шевые и удобные тесты определения 
мтДНК.
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Design of method for detecting single nucleotide polymorphisms of DNA non-coding region 
rs17185536: potential diagnostic value
A. S. Gorbenko, M. A. Stolyar, Yu. Yu. Komarovsky, M. A. Mikhalev, V. V. Potylitsyna, E. V. Vasilyev, I. A. Olkhovsky
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Centre’, Krasnoyarsk Interdistrict Clinical Hospital No. 7, Krasnoyarsk Regional Clinical Center for Maternal and Child Health, 
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Резюме
Проведенное в 2018 году широкомасштабное исследование баз данных секве-
нирования ДНК (Jorgenson E., et al.) для поиска наследственной предрасположен-
ности к ранней эректильной дисфункции выявило ассоциацию с однонуклеотид-
ной заменой rs17185536-T, регулирующим экспрессию топографически близких 
генов, среди которых находится ген SIM1, играющий важную роль в поддержании 
массы тела и сексуальной функции. Близость локуса rs17185536 к генам CCNC 
(циклин С), PRDM13 (метилтрасфераза гистонов) и USP45 (убиквитин-специфи-
ческая пептидазы 45) предполагает возможное участие данного полиморфизма 
в патогенезе и других заболеваний, связанных с нарушениями функции продук-
тов данных генов. Цель работы заключалась в разработке методики определения 
локуса ДНК rs17185536 и проверке предположения о его связи с риском развития 
патологии беременности и плода, а также с прогнозом развития хронических 
миелопролиферативных заболеваний. Материалы и методы. В исследование 
были включены 280 человек, 81 из которых здоровые доноры, 116 беременных 
женщин, 25 пациентов с истинной полицитемией, 29 с эссенциальной тром-
боцитемией и 29 с первичным миелофиброзом. Результаты. С использованием 
оригинальной методики определения rs17185536 аллель-специфической ПЦР-
РВ показано, что распространенность аллеля Т среди всех обследованных 
групп составила 16 %, и варианты генотипов составили: C/C —  73 %, C/T —  23 % 
и T/T —  4 %, что соответствует данным Jorgenson et al. Отсутствие статис-
тически значимых различий частоты встречаемости данного полиморфизма 
хронических миелопролиферативных заболеваний свидетельствует о низкой 
вероятности вовлечения rs17185536-T в патогенезе данных заболеваний. В группе 
беременных женщин показана ассоциация аллеля rs17185536-T с ожирением, 
миомой матки и развитием преэклампсии. Выводы. Впервые с использовани-
ем оригинальной методики анализа проведена оценка распространенности 
гена наследственной предрасположенности к импотенции. Несмотря на то-
пографическую близость локуса rs17185536 к генам регуляции репарации 
и функционирования ДНК, его полиморфизмы не оказывают влияния на риск 
развития хронических миелопролиферативных заболеваний. Обнаруженная 
ассоциация аллеля rs17185536-T с риском развития патологии беременности 
требует дополнительного изучения.
Ключевые слова: однонуклеотидный полиморфизм ДНК,  rs17185536, 
LOC 728012, хронические Ph-негативные миелопролиферативные ново-
образования, патология беременности.

Summary
A large-scale study of DNA sequencing databases (Jorgenson E., et 
al., 2018) to search for hereditary susceptibility to early erectile dys-
function revealed an association with the rs17185536-T polymorphism 
regulating the expression of topologically associating domain, among 
which is the SIM1 gene, which plays an important role in maintaining 
mass body and sexual function. The proximity of the rs17185536 locus 
to the CCNC (cyclin C), PRDM13 (histone methyltransferase) and 
USP45 (ubiquitin-specific peptidase 45) genes suggests the possible 
involvement of this polymorphism in the pathogenesis and other 
diseases associated with impairments of these genes. Materials and 
methods. The study included a total of 280 people: 81 of which were 
healthy donors, 116 pregnant women, 25 patients with polycythe-
mia vera, 29 with essential thrombocythemia, and 29 with primary 
myelofibrosis. Results. Using the original method of determining the 
polymorphism rs17185536, the allele of specific PCR-RT showed that 
the prevalence of the T allele among all examined patients was 19 %, 
and variants of the genotypes: C/C with 73 %, C/T with 23 % and T/T 
with 4 %, which corresponds to Winkler e. a. data. The absence of 
statistically significant differences in the frequency of occurrence 
of this polymorphism in the pathology of pregnancy and in chronic 
myeloproliferative diseases indicates a low probability of involvement 
of rs17185536-T in the pathogenesis of these diseases. In the group of 
pregnant women, there is an association of the rs17185536-T allele 
with obesity, uterine fibroids and the development of preeclampsia. 
Conclusions. For the first time, using the original method of analysis, 
it was confirmed that the Russian population has a comparable 
prevalence of the gene of hereditary susceptibility to impotence. 
Despite the topographic proximity of the rs17185536 locus to the genes 
regulating the repair and functioning of DNA, its polymorphisms do 
not affect the risk of chronic myeloproliferative diseases developing. 
The association of the rs17185536-T allele with the risk of developing 
a pregnancy pathology requires further study.
Key words: single nucleotide DNA polymorphism, rs17185536, 
LOC 728012, chronic Ph-negative myeloproliferative neoplasms, 
pregnancy pathology.
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Введение
Результаты исследований последовательности ДНК 

в рамках широко проводимого изучения связи отдельных 
генетических и фенотипических особенностей Genome-
Wide Association Studies (GWAS) позволяют выявлять 
перспективные точки приложения для новых персонифици-
рованных подходов к профилактике и терапии заболеваний. 
Среди таких выявляемых генетических детерминант часто 
встречаются участки нетранслируемой ДНК, не кодирую-
щие никаких известных функциональных белков. Одним 
из таких генетических локусов является участок ДНК 
на шестой хромосоме 6q16 LOC 728012, имеющий два 
варианта однонуклеотидного полиморфизма rs17185536 
(T/C). Ранее была показана ассоциация данного полимор-
физма с индексом «талия / бедра» [1], уровнем свободного 
тироксина в крови [2], нормализацией артериального дав-
ления в процессе немедикаментозной терапии гипертензии 
[3], а также вовлечение в регуляцию иммунного ответа [4].

Однако наибольшую известность полиморфизм 
rs17185536-T получил после недавней публикации [5], 
продемонстрировавшей его связь с развитием ранней 
эректильной дисфункции. Авторы объясняют выявленный 
феномен вовлечением rs17185536 в регуляцию экспрессии 
расположенного рядом гена SIM1. Ген SIM1 —  сокра-
щенное название от single-minded family basic helix-
loop-helix transcription factor 1, является частью системы 
«лептин —  меланокортин», которая имеет важную роль 
в поддержании массы тела и регуляции сексуальной 
функции. Вместе с тем, кроме гена SIM1, в топологически 
ассоциирующей области с rs17185536 находятся также 
гены MCHR 2 (рецептора меланин-концентрирующего 
гормона второго типа), CCNC (циклин С), PRDM13 (ме-
тилтрансфераза гистонов) и USP45 (убиквитин-специ-
фическая пептидаза 45, которая важна для репарации 
двойных разрывов ДНК с участием XPF-ERCC 1). Учи-
тывая ассоциацию экспрессии этих генов, а также ми-
кроделеций и транслокаций 6q16 с патологией развития 
плода [6] и рядом онкологических заболеваний [7], можно 
было предположить, что исследование полиморфизма 
rs17185536 будет полезным в оценке риска бесплодия, 
патологии беременности, а также для прогноза развития 
онкогематологических заболеваний. До сих пор ассоци-
ация rs17185536 с патологией беременности и отдель-
ными вариантами хронических миелопролиферативных 

заболеваний (ХМПЗ) не исследовалась. Вместе с тем 
в доступной литературе мы не нашли описания метода 
детекции данного полиморфизма, не связанного с необ-
ходимостью секвенирования ДНК.

Целью	настоящей	работы являлись разработка методики 
для выявления однонуклеотидной замены в rs17185536 
и оценка распространенности его аллельных вариантов 
у беременных и пациентов с хроническими миелопроли-
феративными заболеваниями.

Материалы	и	методы
Клинические образцы. В исследование включены ано-

нимные пробы крови 25 пациентов с истинной полици-
темией (ИП) в возрасте от 29 до 73 лет (14 женщин и 11 
мужчин), 29 пациентов с эссенциальной тромбоцитемией 
(ЭТ) в возрасте от 36 до 77 лет (20 женщин и 9 мужчин), 
29 пациентов с развившимся на момент обследования ми-
елофиброзом (МФ) в возрасте от 42 до 83 лет (15 женщин 
и 14 мужчин), а также анонимные пробы 81 здорового 
донора крови в возрасте от 20 до 68 лет (57 женщин и 24 
мужчины), составляющих группу контроля. Кроме того, 
в исследование были включены 116 проб крови женщин 
от 19 до 37 лет с различными вариантами патологически 
протекающей беременности: с миомой матки — 28, с 
ожирением II-III ст. — 18 и с развившейся во время бере-
менности преэклампсией — 13). Поскольку исследование 
имело исключительно эпидемиологический характер, сбор 
персонализированной информации не проводился.

Выделение ДНК. Выделяли ДНК из лейкоцитов крови 
с использованием комплекта реагентов «ДНК-сорб-B» 
(ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии», Россия).

Дизайн праймеров. Используя систему подбора прай-
меров WASP [8], был разработан набор с оригинальными 
праймерами для выявления данного полиморфизма с помо-
щью реакции ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
Праймеры для ПЦР-РВ были следующими: прямой прай-
мер на аллель «дикого» типа 5’-ATGAACCTTCAATTACC
ATACAATC-3’; прямой праймер на аллель «мутантного» 
типа 5’-ATGAACCTTCAATTACCATACAATT-3’; общий 
обратный праймер 5’-TTCAAATGTTGTTCAAAGCA-3’. 
Детекцию продукта реакции осуществляли с использова-
нием интеркалирующего красителя SYBR Green I.

Таблица 1
Значения пороговых циклов, полученных в результате проведения ПЦР-РВ в градиенте температур

Температура отжига, °C
Проба № 1, генотип С/С Проба № 2, генотип С/Т Проба № 3, генотип Т/Т

Аллель C Аллель Т Аллель C Аллель Т Аллель C Аллель Т

65,0 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
64,5 N/A N/A N/A N/A N/A N/A
63,3 30,7 N/A 28,5 N/A N/A 34,6
61,4 21,1 N/A 21,6 23,4 N/A 24,7
59,0 19,0 31,8 20,7 20,5 N/A 22,0
57,0 18,6 30,2 20,5 20,5 N/A 20,8
55,7 18,7 29,7 20,4 20,5 N/A 21,8

55,0 18,6 29,4 20,5 20,4 N/A 22,6

Примечание: N/A —  отсутствие флуоресцентного сигнала.
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Проведение ПЦР. Для проведения реакции ампли-
фикации использовался амплификатор Bio-Rad CFX96 
(Bio-Rad Laboratories, США). Условия амплификации 
были следующие: 95 °C в течение 5 мин., 40 циклов при 
температуре 95 °C в течение 15 с и 57 °C в течение 60 с.

Статистическую обработку полученных данных рас-
пространенности генетических полиморфизмов проводили 
с использованием web-калькулятора на сайте gen-exp.ru.

Результаты
Для оптимизации режима отжига праймеров провели 

постановку ПЦР-РВ проб с заранее известными генотипами 
при градиенте температур в диапазоне 55–65 °C. В ходе 
эксперимента установлено, что оптимальная температу-
ра отжига праймеров составляет 57 °C. Результаты пред-
ставлены в табл. 1. Величина порогового цикла больше 30 
свидетельствует об отсутствии в пробе искомого аллеля. 
В пробе с генотипом C/C при температуре 57 °C наблюдался 
наиболее ранний пороговый цикл для аллеля С, при этом 
для аллеля Т он был больше 30. В гетерозиготной пробе 
с генотипом С/Т наблюдались одинаковые значения поро-
говых циклов для аллелей С и Т при температуре 57 °C. 
В пробе с генотипом Т/Т наблюдались отсутствие сигнала 
от аллеля «дикого» типа и наиболее ранний пороговый цикл 
для «мутантного» аллеля, что является оптимальным при 
исследовании однонуклеотидных полиморфизмов.

На рисунке представлен пример детекции отдельных 
замен rs17185536 с использованием разработанного метода, 
результаты хорошо воспроизводятся в дублированных 
постановках.

В табл. 2 приведены результаты выявления однонукле-
отидного полиморфизма rs17185536 среди обследованных 
групп пациентов. В целом по всем обследованным лицам 
частоты распределения соответствуют закону Харди-Вай-
нберга. Было выявлено, что в целом по всем обследован-
ным группам частота встречаемости мутантного аллеля 
Т составила 16 %. Значимых различий в распределении 
аллельных полиморфизмов в выбранных группах паци-
ентов с ХМН обнаружено не было (р > 0,05).

Вместе с тем результаты тестирования в выделен-
ной группе беременных женщин с повышенным риском 
развития патологии продемонстрировали существенное 
различие в распределении аллелей rs17185536 (табл. 3). 
Аллель С детектировалась в 2,6 раза чаще у беремен-
ных без патологии, а аллель Т в 1,7 чаще в группе риска 
в сравнении с контролем. При сравнении беременных без 
патологии и группы риска отношение шансов ассоциации 
аллеля Т составило более 4,3 (P < 0,01).

Рисунок. Пример детекции разных вариантов генотипов rs17185536.

Таблица 2
Частота встречаемости однонуклеотидного полиморфизма rs17185536 среди обследованных групп пациентов

Генотип Группа контроля
Количество, абс. (%)

ИП
Количество, абс. (%)

ЭТ
Количество, абс. (%)

МФ
Количество, абс. (%) Все ХМПЗ

Всего проб 81 25 29 29 83
С/С 53 (65 %) 16 (64 %) 21 (73 %) 24 (83 %) 61 (73 %)
С/Т 25 (31 %) 7 (28 %) 7 (24 %) 5 (17 %) 19 (23 %)
Т/Т 3 (4 %) 2 (8 %) 1 (3 %) 0 3 (4 %)

Аллель С 131 (81 %) 39 (78 %) 49 (85 %) 53 (91 %) 141 (85 %)

Аллель Т 31 (18 %) 11 (22 %) 9 (15 %) 5 (9 %) 25 (15 %)
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Обсуждение
Основанием для проведения настоящей работы по-

служили данные о роли полиморфизма некодирующего 
участка ДНК rs17185536 в регуляции экспрессии то-
пографически ассоциированных генов SIM-1, MCHR 2, 
CCNC, PRDM13 и USP45. Продукт гена SIM1 участвует 
в регуляции меланокортинового пути, который отвечает 
как за пищевое, так и половое поведение млекопитаю-
щих, в то время как гены циклина С, метилтрасфераза 
гистонов и убиквитин-специфической пептидазы из-
вестны своим участием в регуляции репарации ДНК 
и клеточного цикла. Последнее давало повод для ис-
следования возможной роли rs17185536 как фактора 
риска развития патологии беременности и (или) онко-
гематологических заболеваний.

Полученные в нашей работе данные о распространен-
ности аллеля Т полиморфизма rs17185536 среди всех 
обследованных пациентов г. Красноярска соответствуют 
данным о распространенности данного полиморфизма 
в международном исследовании [5]. Отсутствие статис-
тически значимых различий частоты встречаемости 
данного полиморфизма при хронических миелопроли-
феративных заболеваниях свидетельствует о низкой ве-
роятности вовлечения rs17185536-T в патогенез выбран-
ных нами заболеваний. В группе беременных женщин 
показана ассоциация аллеля rs17185536-T с ожирением, 
миомой матки и развитием преэклампсии.

Вместе с тем мы подтвердили наличие в российской 
популяции сопоставимой распространенности гена на-
следственной предрасположенности к импотенции. Ин-
формацию о носительстве полиморфизма риска ранней 
эректильной дисфункции важно учитывать в диагнос-
тике сексуальных расстройств, также при назначении 
лекарственных препаратов с высоким риском побочного 
влияния на данную функцию. Дальнейшее исследования 
функции гена SIM1 будет способствовать разработке 
персонифицированных препаратов для профилактики 
и лечения импотенции.

Заключение
В результате настоящей работы разработан набор реаген-

тов для определения полиморфизма rs17185536 гена SIM1 
с применением метода ПЦР-РВ и определена распространен-
ность данного полиморфизма у жителей г. Красноярска. Было 
установлено, что в целом по всем группам обследованных 
пациентов распределение частот встречаемости аллельных 
вариантов полиморфизма rs17185536 не отличается от рас-
пространенности, определенной в международных исследо-
ваниях. Впервые показана ассоциация rs17185536-T с нали-
чием миомы матки, ожирением II–III степени и развитием 
преэклампсии у беременных. Полученные данные требуют 
дополнительного подтверждения на более обширной выборке.

Источник финансирования: ООО «Формула гена» (www.
formulagena.ru). В работе было использовано оборудование: 
ФИЦ КНС СО РАН Сибирского федерального университета.

Авторы подтверждают, что статья или ее части ранее 
не были опубликованы.
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Таблица 3
Распределение аллельных вариантов rs17185536 у беременных; количество абс., (%)

Генотип Беременные без патологий; кол-во абс., (%)
–1-

Беременные объединенной группы патологии;  кол-во абс., (%)
–2-

Всего проб 41 59

Аллель С 76 (93 %) 88 (75 %)

Аллель Т 6 (7 %) 30 (25 %)

Отношение шансов
(с группой контроля)

Аллель C
2,61 (1,08–6,28)

Аллель T
0,38 (0,16–0,92)

Аллель C
0,6 (0,36–1,0)

Аллель T
1,66 (1,00–2,74)

Р 0,03 0,05

Отношение шансов (между 
группами 1 и 2)

Аллель C
0,23 (0,09–0,59)

Аллель Т
4,32 (1,71–10,93)

Р 0,001
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Известно, что, по сравнению с детьми более старшего 
возраста, картина крови новорожденных первых 

дней жизни отличается рядом особенностей. Прежде 
всего, это физиологические эритроцитоз, ретикулоцитоз 
и лейкоцитоз, что обусловлено адаптивно-приспособи-
тельными реакциями гемопоэза к внеутробным усло-
виям существования. Следует отметить, что амплитуда 
подобных колебаний может быть очень высока даже 
у здоровых доношенных новорожденных (например, 
на фоне перинатальной гипоксии при неблагоприятном 

течении родов) [1], что обусловливает сложности интер-
претации показателей общего анализа крови в раннем 
неонатальном периоде.

Еще больше вопросов возникает при трактовке ре-
зультатов гемограмм новорожденных с признаками 
морфофункциональной незрелости (недоношенность, 
гипотрофия). Имеющиеся в этом плане данные касаются 
преимущественно детей с экстремально низкой массой 
тела [2] и недоношенных с отягощенным анамнезом (по-
лиорганная недостаточность, гипоксия, бактериальное 

Особенности гемопоэза  
у новорожденных с признаками 
морфофункциональной незрелости
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Features of hematopoiesis in newborns with signs of morphofunctional immaturity
I. B. Baranovskaya, O. F. Samokhina, N. V. Boyko, I. P. Sysoeva
Regional Clinical Hospital No. 2, Krasnodar, Russia

Резюме
Целью настоящей работы было выявление особенностей гемопоэза 
у новорожденных 1–7-го дней жизни с признаками морфофункцио-
нальной незрелости. Были сформированы три группы новорожденных: 
1 —  здоровые доношенные (контрольная); 2 —  доношенные, но мало-
весные для гестационного возраста; 3 —  недоношенные (срок гестации 
34–36 недель) с признаками недостаточности питания. На анализаторе 
Sysmex XN проанализированы традиционные показатели гемограммы, 
включая ретикулоцитарные параметры, а также расчетный индекс —  
показатель эффективности эритропоэза (ЭЭ). Всего исследовано 714 
образцов крови. Анализировались следующие статистические пока-
затели: среднее значение (M), среднее стандартное квадратичное 
отклонение (Sd), ошибка среднего значения (St er). Статистическая 
значимость межгрупповых различий устанавливалась на основе 
критерия Мани-Уитни (p ≤ 0,05). Сравнительный межгрупповой анализ 
показал отсутствие статистически значимых различий (p ≥ 0,05) меж-
ду базовыми показателями красной крови (гемоглобин, эритроциты, 
гематокрит и др.) новорожденных контрольной группы и детей с при-
знаками морфофункциональной незрелости. Согласно полученным 
данным, у новорожденных в доношенном сроке, но маловесных для 
гестационного возраста (2-я группа), имелась тенденция к снижению 
содержания ретикулоцитов и их незрелых фракций, показателя эф-
фективности эритропоэза, индекса продукции ретикулоцитов. Недо-
ношенные дети с признаками недостаточности питания (3-я группа) 
отличались от контрольной группы статистически значимым (p ≤ 0,05) 
увеличением содержания ретикулоцитов (на 2–3-и сутки), индекса 
их продукции (на 2-е сутки), а также показателя эффективности 
эритропоэза (на 2–3-и сутки). При этом у недоношенных младенцев 
зарегистрировано статистически значимое уменьшение содержания 
лейкоцитов (1-е и 4-е сутки), нейтрофилов (4-е сутки) и лимфоцитов 
(3-и сутки).
Ключевые слова: новорожденные, морфофункциональная незрелость, 
недостаточность питания, недоношенность, эффективность эритро-
поэза, ретикулоциты, лейкоциты.

Summary
The purpose of this work was to identify the characteristics of 
hematopoiesis in newborns of 1–7th days of life with signs of 
morphofunctional immaturity. Three groups of newborns were 
formed: 1) healthy full-term babies (control); 2) full-term, but 
low-weight for gestational age children; 3) premature babies 
(gestational age 34–36 weeks) with signs of malnutrition. On 
the Sysmex XN analyzer,  traditional hemogram indicators 
were analyzed,  including reticulocyte parameters, as well 
as a calculated index —  an indicator of erythropoiesis (EE) 
effectiveness. A total of 714 blood samples were examined. 
The following statistical characteristics of the indicators were 
analyzed: mean value (M), mean standard square deviation 
(Sd), error of the mean value (St er). The statistical significance 
of intergroup differences was established on the basis of the 
Money-Whitney test (p ≤ 0.05). Comparative intergroup analysis 
showed no statistically significant differences (p ≥ 0.05) between 
the baseline red blood values (hemoglobin, erythrocytes, he-
matocrit, etc.) in the control newborns and children with signs of 
morphofunctional immaturity. According to the data obtained 
in newborns in the full-term, but low-weight for gestational age 
(group 2), there was a tendency to a decrease in the content 
of reticulocytes and their  immature fractions, an indicator of 
the erythropoiesis efficiency, an  index of  reticulocyte pro-
duction. Premature infants with signs of malnutrition (group 3) 
differed from the control group in a statistically significant (p ≤ 
0.05) increase in the content of reticulocytes (by 2–3 days), an 
index of their production (by 2 days), and also an indicator of 
erythropoiesis (on 2–3 days). At the same time, a statistically 
significant decrease in the content of leukocytes (1st and 4th 
days), neutrophils (4th day) and lymphocytes (3rd day) was 
registered in premature babies.
Key words: newborns, morphofunctional immaturity, malnutrition, 
prematurity, erythropoiesis efficiency, reticulocytes, leukocytes.
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инфицирование) [3–5]. При этом за рамками научных 
исследований остаются особенности кроветворения 
новорожденных первых дней жизни с пограничными 
состояниями (незначительно выраженные признаки 
морфофункциональной незрелости). Речь идет о так 
называемых поздних недоношенных детях, родившихся 
на 34–36-й неделе гестации [6] и младенцах с умеренным 
снижением массо-ростовых параметров по сравнению 
с нормативными. Такие дети, даже при удовлетворитель-
ном функциональном состоянии при рождении, входят 
в группу риска по развитию состояния дизадаптации [2, 7].

Поздние недоношенные дети, как правило, являются 
физиологически и метаболически незрелыми к моменту 
рождения, и их способность к регуляции физиологических 
процессов во внеутробных условиях несовершенна [6]. 
Группа детей с гипотрофией крайне гетерогенна. У части 
из них снижение массы и роста может быть обусловлено 
конституционными особенностями. Однако все же в боль-
шей степени развитие синдрома задержки развития плода 
связано с хронической плацентарной недостаточностью 
и интоксикацией плода при отягощенном акушерско-ги-
некологическом анамнезе матери [8].

Принято считать, что любые изменения гематологи-
ческого фона связаны с базовым клиническим статусом 
новорожденного. Но все ли ростки кроветворения затра-
гивают подобные сдвиги, и какова их выраженность? 
Остается нерешенным вопрос о компенсаторных воз-
можностях эритрона на фоне недостаточного развития 
кроветворных органов.

Анализ современной литературы показал, что в насто-
ящее время не существует единой точки зрения о влиянии 
морфофункциональной незрелости на систему гемопоэза 
новорожденного. Выявление и корректное использова-
ние лабораторных маркеров в качестве дополнительных 
индикаторов перинатальных исходов у детей с призна-
ками морфофункциональной незрелости могут оказать 
существенную помощь врачу-неонатологу при приятии 
клинического решения.

Цель	работы:	выявить особенности гемопоэза у новорож-
денных с признаками морфофункциональной незрелости.

Материалы	и	методы
Исследование производилось на базе перинатального 

центра ККБ № 2 г. Краснодара. Ретроспективно на основе 
данных историй болезни были сформированы три группы 
новорожденных:

• первая группа (контрольная) —  357 здоровых доно-
шенных новорожденных (масса 3 612,0 ± 16,7 г, рост 
53,90 ± 0,14 см, оценка по шкале Апгар —  7–9 баллов);

• вторая группа —  270 доношенных новорожденных 
с гипотрофией 1–2-й степени (масса 2 811,00 ± 18,72 г, 
рост 49,7 ± 0,19 см, оценка по шкале Апгар —  7–9 
баллов);

• третья группа —  87 недоношенных новорожденных 
с гипотрофией (срок гестации 34–36 недель, масса 
2 589,00 ± 22,69 г, рост 48,03 ± 0,15 см, оценка по шкале 
Апгар —  6–8 баллов).

Оценка массо-ростовых параметров новорожденных 
производилась по центильным таблицам. 

Образцы капиллярной крови детей 1–7 дней жизни 
исследовались на анализаторе Sysmex XN, производящего 
в рутинном режиме 36 показателей.

Путем сравнительного межгруппового анализа были 
отобраны параметры, различия между значениями кото-
рых были статистически значимы и (или) имели четкую 
тенденцию. Таким образом, в работе представлены данные, 
касающиеся следующих показателей общего анализа 
крови: относительное количество ретикулоцитов (Ret%), 
содержание незрелых ретикулоцитов (IRF%), индекс со-
зревания ретикулоцитов (RPI), дельта-гемоглобин (D-He, 
пг), содержание лейкоцитов (WBC, 109/л), относительное 
и абсолютное содержание лимфоцитов (Lymph% и Lymph, 
109/л), относительное и абсолютное содержание нейтро-
филов (Neut% и Neut, 109/л).

Помимо традиционных параметров гемограммы, 
был проанализирован показатель эффективности эри-
тропоэза (ЭЭ), рассчитанный по методике Е. Н. Мося-
гиной (1976) [9]. ЭЭ представляет собой отношение 
количества ретикулоцитов в 1 мкл крови ко времени 
созревания ретикулоцитов (в сутки). Нормативные 
значения ЭЭ для лиц взрослого возраста, по данным 
Е. Н. Мосягиной, составляют 60–80 тыс. эритроцитов 
в 1 мкл в сутки.

Статистическая обработка данных производилась с по-
мощью программ Statistica 7 и Excell 2003. Исследовались 
следующие статистические характеристики анализируемых 
параметров: среднее значение (M), среднее стандартное 
квадратичное отклонение (Sd), ошибка среднего значения 
(St er). Статистическая значимость межгрупповых различий 
устанавливалась на основе критерия Мани-Уитни (p ≤ 0,05).

Результаты
Согласно результатам исследования, основные показа-

тели красной крови (гемоглобин, количество эритроцитов, 
гематокрит, средний объем эритроцитов и др.) статистиче-
ски значимо не различались у здоровых доношенных детей 
и новорожденных с умеренно выраженными признаками 
морфофункциональной незрелости (p > 0,05). Тем не менее 
у недоношенных новорожденных (группа 3) по сравнению 
с контрольной группой (группа 1) зарегистрирована тенден-
ция к повышению гемоглобина (HGB), количества эритроци-
тов (RBC), гематокрита (Hct), среднего объема эритроцитов 
(MCV), средней концентрации гемоглобина в эритроцитах 
(MCH) в течение 24 часов после рождения. Аналогичные 
результаты были получены в более ранних исследований 
[10–12], где авторы связывают активацию эритропоэза у но-
ворожденных малого гестационного срока с хронической 
гипоксией плода на фоне планцентарной недостаточности.

По сравнению с эритроцитарными параметрами рети-
кулоцитарные показатели (и рассчитанный на их основе 
показатель эффективности эритропоэза) проявили себя как 
более реагентные: именно среди них зарегистрированы 
статистически значимые отличия и (или) устойчивые тен-
денции, связанные с морфофункциональным состоянием 
новорожденных (табл. 1).
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В табл. 1 представлены результаты динамического 
анализа избранных ретикулоцитарных показателей.

Согласно полученным данным (табл. 1), при рождении 
(1-й день жизни) и к концу периода наблюдения (7-й день 
жизни) максимально высокие абсолютные значения показа-
теля эффективности эритропоэза зарегистрированы у здо-
ровых доношенных новорожденных (1-я группа). Рис. 1 
демонстрирует сравнительную динамику показателя ЭЭ.

В соответствии с табл. 1 и рис. 1 у доношенных, но ма-
ловесных для гестационного возраста детей (группа 2) 

на 3–5-е сутки зарегистрированы наименьшие значения 
показателя эффективности эритропоэза по сравнению 
с новорожденными 1-й и 3-й групп. У недоношенных 
детей с признаками недостаточности питания (группа 3) 
максимально высокое производство эритроцитов зареги-
стрировано на 2–3-й дни жизни (различия статистически 
значимы по сравнению с контрольной группой, p ≤ 0,05). 
Начиная с 4-го дня жизни значения показателя ЭЭ досто-
верно не различались у здоровых новорожденных и детей 
с признаками морфофункциональной незрелости.

Таблица 1
Ретикулоцитарные показатели в зависимости от морфофункционального состояния новорожденных

Показатели Дни

Здоровые доношенные 
новорожденные (1-я группа)

Доношенные новорожденные 
с гипотрофией (2-ягруппа)

Недоношенные новорожденные 
с гипотрофией (3-ягруппа)

M ± St er (Sd)

Эффективность 
эритропоэза, 

(количество эритроцитов 
в 1 мкл крови в сутки)

1-й 42,01 ± 4,55 (26,56) 32,99 ± 3,61 (15,31) 32,52 ± 5,21 (10,42)

2-й 25,84 ± 1,21 (8,64)** 31,12 ± 3,85 (18,04) 33,36 ± 2,32 (6,96)**

3-й 31,17 ± 3,06 (31,49)** 22,97 ± 2,46 (11,29) 38,16 ± 7,45 (16,66)**

4-й 31,42 ± 13,22 (99,83)* 18,11 ± 0,50 (21,52)* 24,06 ± 8,88 (25,11)

5-й 12,16 ± 2,68 (23,67) 8,20 ± 1,64 (8,05) 6,39 ± 0,95 (2,69)

6-й 4,02 ± 0,57 (4,26) 4,25 ± 1,27 (5,97) 3,86 ± 1,21 (3,83)

7-й 5,39 ± 0,50 (15,69) 2,17 ± 0,29 (1,38) 1,74 ± 0,48 (1,44)

Ret%

1-й 5,35 ± 0,31 (1,83)* 4,44 ± 0,26 (1,12)* 4,59 ± 0,53 (1,07)

2-й 4,39 ± 0,15 (1,05)** 4,50 ± 0,24 (1,11) 5,11 ± 0,28 (0,85)**

3-й 4,28 ± 0,15 (1,59)** 3,91 ± 0,20 (0,90)*** 5,19 ± 0,40 (0,90)**, ***

4-й 2,89 ± 0,13 (0,95) 2,69 ± 0,50 (0,96) 3,63 ± 0,80 (2,27)

5-й 2,14 ± 0,10 (0,92) 1,99 ± 0,14 (0,72) 2,11 ± 0,22 (0,62)

6-й 1,49 ± 0,08 (0,59) 1,46 ± 0,14 (0,67) 1,49 ± 0,27 (0,85)

7-й 1,34 ± 0,50 (0,75) 1,20 ± 0,09 (0,41) 1,22 ± 0,25 (0,74)

RPI

1-й 6,29 ± 0,30 (1,75) 4,44 ± 0,26 (1,12) 4,59 ± 0,53 (1,07)

2-й 5,13 ± 0,17 (1,24)** 5,71 ± 0,57 (2,68) 5,75 ± 0,19 (0,57)**

3-й 5,57 ± 0,34 (3,48) 4,65 ± 0,25 (1,16) 6,24 ± 0,80 (1,78)

4-й 7,10 ± 2,06 (15,53) 4,61 ± 0,50 (3,98) 5,19 ± 1,56 (4,40)

5-й 3,99 ± 0,49 (4,36) 3,05 ± 0,41 (2,00) 2,55 ± 0,20 (0,56)

6-й 2,33 ± 0,29 (2,19) 2,17 ± 0,34 (1,59) 1,85 ± 0,37 (1,16)

7-й 2,47 ± 0,50 (4,99) 1,63 ± 0,18 (0,83) 1,22 ± 0,17 (0,51)

IRF,%

1-й 37,86 ± 1,56* (9,10) 30,68 ± 1,80* (7,65) 33,33 ± 3,93 (7,85)

2-й 26,51 ± 0,97 (6,96) 26,27 ± 1,42 (6,66) 27,47 ± 2,03 (6,08)

3-й 22,60 ± 0,75 (7,75) 21,60 ± 1,44 (6,60) 22,08 ± 3,12 (6,97)

4-й 17,86 ± 0,88 (6,65)*, ** 13,99 ± 0,50 (6,95)*, *** 20,20 ± 3,12 (8,83)**, ***

5-й 15,65 ± 0,84 (7,50) 14,10 ± 1,59 (7,95) 13,80 ± 2,34 (6,63)

6-й 13,22 ± 0,86 (6,41) 11,04 ± 1,34 (6,30) 8,94 ± 1,70 (5,38)

7-й 14,91 ± 0,50 (6,96) 12,30 ± 1,00 (4,71) 13,19 ± 1,82 (5,46)

Примечание: различия статически значимы (группы I–II*, I–III**, II–III***). Жирным шрифтом выделены статистически значимые различия (p < 0,05).
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В целом в течение анализируемого периода (1–7-й 
дни жизни) эффективность эритропоэза у недоношенных 
новорожденных на 15 % выше, чем у детей контрольной 
группы, что может быть обусловлено компенсаторной 
активацией кроветворения в условиях гипоксии.

Рис. 2 и 3 демонстрируют результаты динамического 
мониторинга, касающиеся процентного содержания рети-
кулоцитов (Ret%) и индекса их продукции (RPI).

Согласно данным табл. 1 и рис. 2, 3, в изменениях 
значений анализируемых показателей (Ret% и RPI) от-
сутствует линейная зависимость Данное обстоятельство 
обусловлено тем, что RPI, как расчетный индекс, зависит 
не только от количества ретикулоцитов, но и от времени 
их созревания (то есть, степени зрелости), а также от ге-
матокрита.

Итак, у доношенных здоровых новорожденных (груп-
па 1) пик ретикулоцитоза приходится на 1-й день жизни, 
в то время как скорость продукции Ret максимальна на 4-й 
день. Вероятно, отсутствие сопряженности между Ret% 
и RPI обусловлено тем, что скорость созревания ретику-
лоцитов до эритроцитов выше скорости их продукции.

У доношенных, но маловесных для гестационного 
возраста детей (группа 2) пик и ретикулоцитоза, и RPI 
пришелся на 2-й день жизни. При этом на 1-й день за-
регистрировано статистически значимое уменьшение 
показателя Ret по сравнению с детьми контрольной груп-
пы, а на 3-й —  по сравнению с недоношенными новоро-
жденными (p < 0,05). Вероятно, речь идет о сниженной 
активации кроветворения в условия недостаточности 
питания, а значит, дефицита пластических веществ для 
синтеза клеток красной крови.

Согласно полученным данным, у недоношенных но-
ворожденных с признаками недостаточности питания 
(группа 3) пик ретикулоцитоза (Ret%) и максимально 
высокое производство ретикулоцитов (RPI) зарегестриро-
ваны на 2–3-е сутки жизни. Четкая сопряженность между 
анализируемыми показателями может свидетельствовать 
о мобилизации резервов адаптации кроветворения в усло-
виях функциональной незрелости системы крови.

В табл. 1 приводятся результаты анализа, касающие-
ся динамики ретикулоцитов незрелых фракций (IRF%). 
Согласно полученным данным, в целом динамика IRF% 

Рисунок 2. Динамика содержание ретикулоцитов (Ret%) у детей 
первых дней жизни: 1 —  здоровые доношенные новорожденные; 
2 —  доношенные новорожденные с гипотрофией; 3 —  недоношенные 
новорожденные с гипотрофией.

Рисунок 3. Динамика индекса продукции ретикулоцитов (RPI) у детей 
первых дней жизни: 1 —  здоровые доношенные новорожденные; 2 —  
доношенные новорожденные с гипотрофией; 3 —  недоношенные 
новорожденные с гипотрофией.

Рисунок 4. Динамика абсолютного содержания лимфоцитов у детей 
первых дней жизни: 1 —  здоровые доношенные новорожденные; 2 —  
доношенные новорожденные с гипотрофией; 3 —  недоношенные 
новорожденные с гипотрофией.

Рисунок 1. Динамика показателя эффективности эритропоэза у де-
тей первых дней жизни: 1 —  здоровые доношенные новорожденные; 
2 —  доношенные новорожденные с гипотрофией; 3 —  недоношенные 
новорожденные с гипотрофией.
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Таблица 2
Лейкоцитарные показатели новорожденных (в зависимости от морфофункционального состояния при рождении)

Показатели Дни

Здоровые доношенные 
новорожденные (1-я группа)

Доношенные новорожденные 
с гипотрофией (2-я группа)

Недоношенные новорожденные 
с гипотрофией (3-я группа)

M ± St er (Sd)

WBC, 109/л

1-й 22,49 ± 1,13** (6,85) 21,39 ± 1,38 (5,67) 18,21 ± 2,60** (5,20)

2-й 13,42 ± 0,53 (3,85) 13,72 ± 0,70 (3,30) 14,50 ± 0,89 (2,67)

3-й 12,10 ± 0,32 (3,28) 12,27 ± 0,69 (3,16) 11,57 ± 0,91 (2,04)

4-й 12,18 ± 0,42 (3,14)** 10,16 ± 0,50 (2,05) 9,93 ± 0,65 (1,83)**

5-й 11,64 ± 0,31 (2,75) 12,03 ± 0,50 (2,52) 10,09 ± 0,97 (2,74)

6-й 12,99 ± 0,62 (4,61) 10,97 ± 0,55 (2,59) 13,61 ± 1,05 (3,31)

7-й 12,99 ± 0,50 (3,62) 11,30 ± 0,56 (2,63) 12,31 ± 0,71 (2,13)

Lymph%

1-й 24,51 ± 1,30 (7,49) 23,97 ± 1,47 (6,22) 25,08 ± 4,02 (8,04)

2-й 28,54 ± 0,92 (6,55) 29,85 ± 1,45 (6,81) 28,51 ± 2,53 (7,60)

3-й 33,02 ± 0,77 (7,90)** 32,60 ± 1,33 (6,08)*** 22,18 ± 2,48 (5,54)**, ***

4-й 37,88 ± 1,05 (7,91) 37,30 ± 0,50 (7,59) 44,61 ± 4,06 (11,47)

5-й 40,95 ± 0,83 (7,35) 41,25 ± 1,76 (8,80) 38,89 ± 3,04 (8,03)

6-й 44,17 ± 1,20 (9,00) 45,99 ± 1,39 (6,51) 44,06 ± 3,15 (9,96)

7-й 45,88 ± 0,50 (9,35) 46,98 ± 1,03 (4,73) 51,84 ± 3,55 (10,66)

Lymph, 109/л

1-й 5,13 ± 0,24 (1,37) 4,94 ± 0,32 (1,34) 4,34 ± 0,47 (0,93)

2-й 3,79 ± 0,16 (1,15) 4,08 ± 0,27 (1,28) 4,00 ± 0,27 (0,82)

3-й 3,91 ± 0,11 (1,16)** 3,91 ± 0,18 (0,80)*** 2,55 ± 0,33 0,73)**, ***

4-й 4,61 ± 0,20 (1,50)* 3,80 ± 0,50 (1,11)* 4,41 ± 0,48 (1,35)

5-й 4,72 ± 0,14 (1,23) 4,93 ± 0,27 (1,33) 4,10 ± 0,54 (1,42)

6-й 5,52 ± 0,18 (1,35) 5,02 ± 0,28 (1,30) 6,02 ± 0,71 (2,23)

7-й 5,86 ± 0,50 (1,41) 5,25 ± 0,27 (1,24) 6,25 ± 0,35 (1,04)

Neut%

1-й 62,46 ± 1,52 (8,76) 63,37 ± 2,19 (9,29) 61,50 ± 4,04 (8,09)

2-й 53,35 ± 1,16 (8,26) 52,36 ± 1,52 (7,13) 54,91 ± 2,09 (6,28)

3-й 45,57 ± 0,88 (9,03) 48,55 ± 1,85 (8,49) 55,66 ± 5,19 (11,59)

4-й 39,39 ± 1,16 (8,76)** 38,73 ± 0,50 (9,36) 31,96 ± 3,69 (10,43)**

5-й 35,13 ± 0,82 (7,32) 34,54 ± 1,78 (8,90) 38,97 ± 3,31 (8,76)

6-й 34,49 ± 1,21 (9,06) 31,35 ± 1,76 (8,25) 33,63 ± 3,32 (10,50)

7-й 31,65 ± 0,50 (9,34) 29,15 ± 1,01 (4,62) 27,34 ± 2,41 (7,23)

Neut, 109/л

1-й 13,89 ± 0,86 (4,94) 13,85 ± 1,16 (4,94) 11,46 ± 2,28 (4,56)

2-й 7,34 ± 0,35 (2,50) 7,24 ± 0,47 (2,19) 8,03 ± 0,75 (2,25)

3-й 5,63 ± 0,20 (2,05)* 6,08 ± 0,54 (2,47)* 6,54 ± 0,98 (2,19)

4-й 4,84 ± 0,24 (1,82)** 3,91 ± 0,50 (1,22) 3,24 ± 0,47 (1,33)**

5-й 4,18 ± 0,18 (1,61) 4,22 ± 0,34 (1,70) 4,18 ± 0,61 (1,61)

6-й 4,75 ± 0,50 (3,72) 3,46 ± 0,28 (1,29) 4,65 ± 0,65 (2,04)

7-й 4,21 ± 0,50 (2,19) 3,31 ± 0,22 (0,99) 3,48 ± 0,49 (1,46)

Примечание: различия статически значимы (группы I–II*, I–III**, II–III***). Жирным шрифтом выделены статистически значимые различия (p < 0,05).
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сопряжена с содержанием ретикулоцитов. При этом уста-
новлено, что в условиях гипотрофии (группа 2) имеет 
место тенденция (в рядя случаев достигающая статис-
тически значимых значений) к снижению процента 
незрелых ретикулоцитов. Выявленная закономерность 
еще раз свидетельствуют о более низкой активности 
эритропоэза у новорожденный 2-й группы по сравнению 
со здоровыми и недоношенными детьми. Полученные 
нами данные не подтверждают точку зрения об отсут-
ствии взаимосвязи IRF% с функциональным состоянием 
новорожденных [13].

В табл. 2 представлены результаты анализа лейкоцитар-
ных показателей, в отношении которых зарегистрированы 
достоверные межгрупповые различия.

В соответствии с табл. 2 установлено статистически 
значимое снижение основных показателей лейкоцито-
поэза у недоношенных детей (группа 3) по сравнению 
с контрольной группой (группа 1), что согласуется с из-
вестными литературными данными [14]. Так, в условиях 
недоношенности достоверно более низкое количество 
лейкоцитов зарегистрировано на 1-е и 4-е сутки жизни, 
лимфоцитов —  на 3-и сутки, нейтрофилов —  на 4-е 
сутки жизни. Рис. 4 в качестве примера демонстриру-
ет сравнительную динамику абсолютного содержания 
лимфоцитов.

В соответствии с рис. 4 динамика показателя Lymph% 
практически идентична у доношенных детей 1-й и 2-й 
групп. Что касается функции, аппроксимирующей результа-
ты измерений лимфоцитов недоношенных новорожденных, 
то она имеет колебательный характер с минимальным 
экстремумом (↓) на 3-й день жизни. При этом у новорож-
денных с доношенным гестационным сроком (группа 2) 
умеренно выраженная недостаточность питания не ока-
зывает значимого влияния на лейкоцитопоэз.

Качественные изменения лейкоцитарного ростка кро-
ветворения, зарегистрированные у недоношенных ново-
рожденных, вероятно, обусловлены морфофункциональной 
незрелостью иммунной системы в целом и лимфоидной 
ткани в частности.

Выводы
1. При умеренно выраженной морфофункциональной 

незрелости (недоношенность 34–36 недель и [или] 
маловесность для гестационного возраста) базовые 
показатели красной крови (гемоглобин, содержание 
эритроцитов, гематокрит и др.) достоверно не различа-
ются от референтных величин здоровых доношенных 
новорожденных.

2. У доношенных, но маловесных для гестационного 
возраста детей по сравнению с новорожденными кон-
трольной группы зарегистрирована тенденция к сни-
жению содержания ретикулоцитов (на 1-е и 3-и сутки), 
а также статистически значимое (p < 0,05) уменьшение 
количества незрелых ретикулоцитов (на 4-е сутки) 
и показателя эффективности эритропоэза (на 4-е сутки).

3. Согласно результатам сравнительного анализа, у не-
доношенных новорожденных с недостаточностью 
питания по сравнению с детьми контрольной группы 
имело место статистически значимое (p < 0,05) повы-
шение активности эритропоэза: увеличение количества 
ретикулоцитов (на 2–3-и сутки) и индекса их продук-
ции (на 2-е сутки), а также показателя эффективности 
эритропоэза (на 2–3-и сутки).

4. По сравнению с детьми контрольной группы у недо-
ношенных новорожденных достоверно снижены (p < 
0,05) значения следующих показателей лейкоцитопоэза:
• содержания лейкоцитов (на 1-е и 4-е сутки);
• абсолютного и относительного количества лимфо-

цитов (на 3-и сутки);
• абсолютного и относительного содержания нейтро-

филов (на 4-е сутки).
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Наследственный сфероцитоз (НС, 
по МКБ 10: D 58.0) представляет 

собой наследственное заболевание, 
связанное с дефектом мембраны эри-
троцита, сопровождающееся разви-
тием гемолитической анемии (ГА) 
различной степени тяжести. В север-
ной части Европы НС является самой 
распространенной причиной наслед-
ственной гемолитической анемии. Рас-
пространенность среди других нацио-
нальностей недостаточно изучена [1].

Ни один из существующих лабо-
раторных методов не обладает доста-
точной чувствительностью и специ-
фичностью для надежной диагностики 
микросфероцитарных анемий. Для 
постановки диагноза требуется ком-
бинация различных тестов, которые 

дополняют друг друга. По этой причине 
одним из перспективных направлений 
в диагностике НС является разработка 
новых методов оценки дефектов мем-
браны эритроцитов и создание алгорит-
ма лабораторных исследований НС[2].

Цель	исследования
Разработать и обосновать ал-

горитм лабораторной диагностики 
наследственного сфероцитоза с ис-
пользованием современных методов 
исследования.

Материалы	и	методы
В исследование были включены 

41 пациент (17 мужчин, 24 женщины) 
в возрасте от 23 лет до 61 года (меди-
ана 26 лет), находившихся на обследо-

вании и лечении в ФГБУ «Российский 
НИИ гематологии и трансфузиоло-
гии» ФМБА России в период с сен-
тября 2015-го по апрель 2018 года.

По результатам проведенного об-
следования в основную группу были 
включены 18 пациентов с НС. Кон-
трольную группу составили 23 паци-
ента с доказанным отсутствием гема-
тологических заболеваний (табл. 1).

Всем пациентам однократно прово-
дили гематологические и биохимиче-
ские исследования: клинический анализ 
крови (КАК), включающий основные 
эритроцитарные параметры: концен-
трация гемоглобина (Нb), количество 
эритроцитов (RBC), средний объем эри-
троцита (MCV), среднее содержание 
гемоглобина в отдельном эритроците 
(MCH), ширина распределения эритро-
цитов по объему (RDW), а также инте-
гральные эритроцитарные параметры 
(Hb/MCHC, Hb/RDW, MCHC/RDW), 
обязательную микроскопию мазка пери-
ферической крови с описанием формы 
эритроцитов и расчетом морфометри-

Современные подходы к лабораторной диагностике 
микросфероцитарных анемий
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Modern approaches to laboratory diagnostic of microspherocytic anemia
T. T. Asatryan, M. N. Zenina, L. B. Gaikovaya
North-Western State Medical University n. a. I. I. Mechnikov, Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology; Saint-
Petersburg, Russia

Резюме
Диагностика наследственного сфероцитоза, как наиболее распространенной 
формы мембранопатий, улучшается благодаря успехам в области биотехноло-
гии и наличию большого количества современных автоматических анализаторов. 
Все это приводит к сокращению количества пациентов с недиагностированным 
наследственным сфероцитозом и снижению случаев развития осложнений. Од-
нако, несмотря на совершенствование различных методов оценки эритроцитов, 
определенные трудности в диагностике наследственного сфероцитоза сохра-
няются. В настоящем исследовании представлен разработанный авторами ал-
горитм лабораторной диагностики микросфероцитарных анемий, что позволит 
проводить пациентам с высокой вероятностью наследственного сфероцитоза 
дифференциальную диагностику с другими видами гемолитических анемий.
Ключевые слова: микросфероцитоз, гемолитическая анемия, наслед-
ственный сфероцитоз, алгоритм

Summary
Diagnosis of hereditary spherocytosis, as the most common form of 
membranopathy, is improved, thanks to advances in biotechnology 
and the presence of a large number of modern automatic analyzers. 
All this leads to a reduction in the number of patients with undiag-
nosed hereditary spherocytosis and a decrease in the incidence of 
complications. However, despite the improvement of various methods 
of evaluation of red blood cells, some difficulties in the diagnosis of 
hereditary spherocytosis remain. In this study, the authors developed 
an algorithm for the laboratory diagnosis of anemias microperimetry 
that will allow patients with high probability of hereditary spherocytosis 
differential diagnosis with other types of hemolytic anemia.
Key words: microspherocytosis, hemolytic anemia, hereditary 
spherocytosis, algorithm

Таблица 1
Характеристика групп больных по полу и возрасту

Группы
Пол Возраст, годы

Мужской Женский Min–max Me

Основная группа (n = 18) 9 9 6 61 24

Контрольная группа (n = 23) 8 15 8 42 27
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ческих параметров эритроцитов; опре-
деление скорости лизиса эритроцитов 
с использованием подкисленного глице-
ринового реактива, тест на определение 
интенсивности свечения красителя эо-
зин-5-малеимида (ЭМА-тест).

Венозную кровь забирали в про-
бирки, содержащие в качестве ан-
тикоагулянта К3ЭДТА (Vacuette, 
GreinerBio-One, Австрия) для клини-
ческого анализа крови и ЭМА-теста; 
для определения скорости лизиса эри-
троцитов —  в пробирки с Li-гепарином 
(Vacuette, GreinerBio-One, Австрия).

КАК выполняли не позднее 6 ча-
сов от момента забора крови на ге-
матологическом анализаторе Sysmex 
KX-21N (Sysmex, Япония). На осно-
вании полученных данных оценивали 
основные эритроцитарные параме-
тры и рассчитывали соотношения Hb/
MCHC, Hb/RDW и MCHC/RDW.

Окраску мазков проводили по ме-
тоду Паппенгеймера.

Для определения морфометрических 
параметров эритроцитов анализирова-
ли изображения окрашенных мазков 
с помощью аппаратно-программного 
комплекса (АПК) «ВидеоТесТ-Морфо-
логия», который в автоматическом режи-
ме выделяет, измеряет и распределяет 
эритроциты на классы по заложенным 
расчетным эритроцитарным параметрам 
[3]. Процесс обработки с возможностью 
коррекции изображения визуально кон-
тролировался оператором (врачом кли-
нической лабораторной диагностики) 
на экране монитора.

Лизис эритроцитов оценивали 
с помощью глицеринового теста. 
Регистрацию скорости разрушения 
эритроцитов проводили на автома-
тическом анализаторе Sapphire 400 
(США). Изменение оптической плот-
ности регистрировали в течение 10 
мин. при 37 °C (длина волны 625 нм). 
Скорость лизиса эритроцитов оце-
нивали визуально по форме графика 
снижения ОП во времени.

Тест на связывание красителя эо-
зин-5-малеимида (ЭМА-тест) основан 
на определении интенсивности све-
чения красителя эозин-5-малеимида, 
который связывается с лизином-430 
первой внеклеточной петли белка по-
лосы 3 мембран эритроцитов. ЭМА-
тест включает в себя трехкратную 
отмывку эритроцитов в физиологиче-

ском растворе (центрифугирование при 
1 500 об./мин.), инкубацию отмытых 
эритроцитов с красителем эозин-5-ма-
леимидом в течение 60 мин., двухкрат-
ную отмывку от несвязавшегося кра-
сителя физиологическим раствором. 
После проявления окраски с исполь-
зованием PBS с pH = 7,0 проводили 
определение средней интенсивности 
флюоресценции (СИФ) на проточном 
цитометре FC 500 (Beckman Coulter, 
США) с использованием программы 
CXPanalysis по данным 50 000 эритро-
цитов, гейтированных по параметрам 
светорассеяния.

В каждой аналитической серии 
СИФ пациента с подозрением на на-
личие НС сопоставляли с СИФ трех 
пациентов с отсутствием гематоло-
гических заболеваний при условии, 
что забор крови всех пациентов про-
изводился в один день, пробы храни-
лись в одинаковых условиях, анализ 
выполнялся одномоментно.

В связи с нестабильностью краси-
теля эозин-5-малеимид в разведенном 
состоянии и отсутствием контроль-
ных материалов, результат представ-
ляли как отношение СИФ пациента 
к сумме СИФ здоровых лиц в одной 
аналитической группе, выраженный 
в процентах:

Статистическую обработку по-
лученных результатов проводили 
с помощью пpогpаммы Statistica for 
Windows 6.0 с использованием пара-
метрических и непараметрических 
критериев. Различия считали досто-
верными при p < 0,05.

Результаты	и	их	обсуждение
При сравнении эритроцитарных по-

казателей у пациентов основной и кон-
трольной групп достоверных различий 
между основными эритроцитарными 
параметрами не выявили, за исключени-
ем параметра RDW, который указывает 
на гетерогенность размеров эритроцитов 
(степень анизоцитоза), но не является 
специфическим признаком НС (табл. 3).

В последнее время ряд исследова-
телей предлагают использовать расчет-
ные параметры Hb/MCHC, Hb/RDW 
и MCHC/RDW для лабораторной ди-
агностики микросфероцитарных ане-
мий [4]. При расчете этих отношений 
в контрольной и основной группе были 
получены следующие значения (табл. 4).

У пациентов с врожденной ми-
кросфероцитарной анемией значе-
ния отношений Hb/MCHC, Hb/RDW 

Таблица 2
Параметры и формулы, используемые для расчета эритроцитарных параметров 

аппаратно-программным комплексом «ВидеоТесТ-Морфология»

Параметр Формула Размерность

Средняя площадь эритроцитов (Sэр) мкм2

Средний диаметр эритроцитов (Dэр) мкм

Толщина эритроцитов (Tэр) мкм

Индекс сферичности (Rсф) –

Таблица 3
Эритроцитарные показатели у больных с врожденной микросфероцитарной анемией, 

полученные с использованием анализатора Sysmex KX-21N

Параметр Контрольная группа Основная группа (НС) Значения р

Hb, г/л 137,6 ± 9,3 118,8 ± 32,8 0,07
Hct, л/л 0,40 ± 0,02 0,4 ± 0,1 0,06

RBC, ×1012/л 4,7 ± 0,2 4,3 ± 0,9 0,09
MCH, пг 28,6 ± 1,3 27,6 ± 2,2 0,05

MCHC, г/л 34,7 ± 0,9 36,7 ± 1,0 0,62
MCV, фл 83,1 ± 1,7 81,7 ± 14,6 0,71

RDW, % 13,6 ± 0,5 17,6 ± 3,9 0,0001

E-mail: medalfavit@mail.ru



Медицинский алфавит № 22 / 2019, том № 3. Современная лаборатория24

и MCHC/RDW были достоверно ниже, 
чем в контрольной группе, что свиде-
тельствует о возможности использо-
вания этих параметров для подозре-
ния на наличие микросфероцитоза 
и направления пациента для более 
детального обследования.

При анализе изображений мазков 
крови с применением АПК были уста-
новлены морфометрические параме-
тры эритроцитов при НС (табл. 5).

Как следует из представленных 
в табл. 5 данных, использование 
эритроцитарных показателей, полу-

ченных с помощью АПК, позволило 
выявить достоверные различия в груп-
пах по всем изученным параметрам. 
Среди них наиболее значимыми для 
дифференциальной диагностики 
микросфероцитарной анемии были 
толщина эритроцитов (Тэр), индекс 
сферичности эритроцитов (Rэр) и сред-
ний диаметр эритроцитов (Dэр).

При проведении глицеринового 
теста в контрольной группе и у паци-
ентов с НС графики регистрации ско-
рости лизиса эритроцитов контроль-
ной группы (рис. 1 а) имели линейный 
вид (ОП равномерно уменьшалась 
со временем), в основной группе 
(рис. 1 б) —  в виде кривой, отража-
ющей замедляющееся неравномерное 
снижение ОП.

Изучение кинетики гемолиза 
эритроцитов у пациентов основной 
группы показало наличие двух фаз: 
начальный период у всех пациентов 
составлял от 50 до 100 с, снижение ОП 
происходило быстрее, чем во второй 
фазе. У пациентов основной группы 
лизис эритроцитов протекает быстрее 
по сравнению с контрольной группой, 
что, возможно, обусловлено наличием 
популяции микросфероцитов.

При исследовании интенсивности 
экспрессии эозин-5-малеимида ре-
зультаты были представлены в виде 
гистограмм (рис. 2 а, б), которые 
отображают среднюю интенсивность 
флюоресценции (СИФ) (табл. 6).

У пациентов основной группы уста-
новлено достоверное снижение сред-
ней интенсивности флюоресценции 
по сравнению с контрольной группой.
Обоснование диагностического 

алгоритма. Полученные данные легли 
в основу лабораторного алгоритма ди-
агностики различных форм гемолити-
ческих анемий, который предполагает 
три этапа (рис. 4).

Первый этап: клинический анализ 
крови, в результате которого на основа-
нии основных эритроцитарных и двух 
расчетных индексов (Hb/MCHC и Hb/
RDW), а также наличия микросфе-
роцитов в окрашенных мазках крови 
можно выделить группу пациентов, 
требующих дальнейшее проведение 
дифференциального диагноза.

На втором этапе проводятся мор-
фометрия эритроцитов в окрашенных 
мазках периферической крови с ис-

Таблица 4
Отношения Hb/MCHC, Hb/RDW и MCHC/RDW у больных с врожденной 

микросфероцитарной анемией

Параметр Контрольная группа Основная группа (НС) Значения р

Hb/MCHC 0,377 (0,359; 0,399) 0,374 (0,319; 0,408) 0,050
Hb/RDW 10,328 (9,500; 10,855) 7,837 (7,073; 9,658) 0,001

MCHC/RDW 27,407 (25,603; 28,046) 22,546 (18,431; 26,357) 0,001

Таблица 5
Значения эритроцитарных показателей, полученных с помощью аппаратно-

программного комплекса «ВидеоТесТ-Морфология»

Исследуемые параметры Контрольная 
группа

Основная 
группа (НС) Значения р

Толщина эритроцитов микроцитов (Tмэр), 
мкм 2,3 ± 0,2 2,9 ± 0,2 0,001

Толщина эритроцитов (Тэр) 2,1 ± 0,2 2,6 ± 0,3 0,005

Индекс сферичности эритроцитов 
микроцитов (R мэр) 2,8 ± 0,2 2,2 ± 0,2 0,003

Индекс сферичности эритроцитов (Rэр) 3,7±0,3 2,3 ± 0,1 0,005
Средний диаметр эритроцитов (Dэр) 7,5±0,2 6,6 ± 0,2 0,005
Содержание микроцитов (% микр.) 12,6 ± 6,7 68,7 ± 16,9 0,005
Содержание нормоцитов (% норм.) 72,9 ± 7,3 30,4 ± 16,5 0,005

Содержание макроцитов (% макр.) 14,5 ± 11,8 1,9 ± 1,2 0,005

  а       б
Рисунок 1. Графическое представление скорости лизиса эритроцитов в группах: а —  кон-
трольная (здоровые лица); б —  основная (с диагнозом «наследственный сфероцитоз»).

  а       б
Рисунок 2. Гистограмма интенсивности флюоресценции эозин-5-малеимида эритроцитов 
в группах: а —  контрольная; б —  основная.
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пользованием АПК и глицериновый 
тест на определение скорости лизиса 
эритроцитов.

Третий этап —  это подтверждение 
наследственного сфероцитоза с помо-
щью теста на связывание красителя 
эозин-5-малеимида.

Таким образом, предложенная 
схема позволит выявить латентные 
формы НС и провести дифферен-
циальный диагноз гемолитических 
анемий, протекающих с появлением 
микросфероцитов в крови.

По нашему мнению, предложенный 
лабораторный алгоритм выявления па-
циентов с НС может быть встроен в сло-
жившуюся систему оказания лабора-
торных услуг в крупных межрайонных 
централизованных клинико-диагности-
ческих лабораториях (МЦКДЛ). Он 
не требует больших дополнительных 
финансовых вложений, поскольку эри-
троцитарные параметры и рассчитыва-
емые на их основе индексы (Hb/MCHC 
и Hb/RDW) основываются на результа-
тах рутинного клинического анализа 
крови, проводимого на современных 
гематологических анализаторах. При 
этом алгоритм позволит провести как 
скрининг наиболее распространенного 
типа гемолитической анемии, так и под-
тверждение диагноза наследственного 
сфероцитоза при наличии проточного 
цитометра для теста на связывание кра-
сителя эозин-5-малеимида. Внедрение 
данного алгоритма в лабораторную 
практику медицинских организаций по-
зволит проводить направленный поиск 
носителей НС и обеспечить создание 
реестра таких пациентов. Своевремен-
ная диагностика НС позволит снизить 
риск ошибок при дифференциальной 
диагностике различных видов гемо-
литических анемий и необоснованной 
лекарственной терапии. Кроме того, 
своевременная постановка диагноза 
НС освободит пациента и медицинскую 
организацию от ненужных дополни-
тельных обследований.

Таким образом, разработанный 
лабораторный алгоритм диагности-
ки позволит с высокой вероятностью 
наследственного сфероцитоза про-
вести дифференциальную диагно-
стику у пациентов с другими видами 

гемолитических анемий и установить 
наличие наследственного сфероцитоза, 
своевременно назначить соответству-
ющую терапию, тем самым решить 
важную социально-значимую задачу 
по улучшению качества медицинской 
помощи данной категории пациентов.
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Значения средней интенсивности флюоресценции в контрольной и основной группах

Контрольная группа Основная группа (НС) Значение р

СИФ, % 100 (97,326; 102,907) 74,675 (65,262; 83,116) 0,017

Рисунок 3. Лабораторный алгоритм диагностики наследственного сфероцитоза.
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Evaluation of efficiency of Fas-mediated apotosis of peripheral blood lymphocytes in patients with 
type 1 diabetes mellitus
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Резюме
Известно, что система Fas/FasL играет центральную роль в поддержании 
периферической аутотолерантности и тканевого гомеостаза организ-
ма [12, 18]. Fas-опосредованный апоптоз индуцируется при связывании 
Fas(CD 95/APO-l/TNFRSF6)-рецептора с Fas(CD 95L/CD 178/TNFSF6)-лигандом 
на соответствующих клетках [24]. Триггирование экспрессии поверх-
ностных клеточных Fas-рецепторов (Fas) регулирует элиминацию ауто-
реактивных Т- и В-лимфоцитов путем апоптоза. Известно, что нарушение 
активации Fas-опосредованного апоптоза в отдельных субпопуляциях 
Т-клеток играет важную роль в патогенезе сахарного диабета первого 
типа (СД-1). Ключевым моментом в инициации СД-1 является устойчивость 
к апоптозу активированных аутореактивных Т-лимфоцитов, которые 
мигрируют из кровяного русла в поджелудочную железу и принимают 
активное участие в деструкции β-клеток. К настоящему моменту боль-
шинство результатов по изучению Fas-опосредованного апоптоза при СД-1 
получено в экспериментах in vitro [11, 18, 31]. Не вызывает сомнений тот 
факт, что аутоиммунные изменения in vivo носят более глубокий характер, 
и экстраполяция эффектов, выявленных в системе in vitro, на организм 
не всегда правомочна. В связи с этим представляется актуальной оценка 
эффективности Fas-опосредованного апоптоза Т-лимфоцитов в крови 
больных СД-1 в зависимости от фазы компенсации и длительности тече-
ния заболевания. В статье изучены маркеры Fas-опосредованного апоп-
тоза лимфоцитов периферической крови больных СД-1 и лиц с высоким 
риском развития СД-1. Проведена оценка поверхностной экспрессии Fas 
в отдельных субпопуляциях Т-лимфоцитов. Установлено, что у больных 
в фазе декомпенсации СД-1 происходит ингибирование Fas-опосредо-
ванного апоптоза аутореактивных CD 95+-клеток при участии растворимой 
формы Fas (sFas —  soluble Fas). При компенсации углеводного обмена 
наблюдается реализация апоптоза лимфоцитов по Fas-пути с помощью 
растворимого Fas-лиганда (sFasL —  soluble FasL). В фазе компенсации СД-1 
и у лиц группы риска выявлено увеличение содержания sFasL. Вероятно, 
это имеет протективное значение, поскольку sFasL принимает участие 
в удалении аутореактивных CD 95+-клеток в периферической крови.
Ключевые слова: апоптоз, рецепторы смерти, Fas-рецептор, Fas-лиганд, 
Т-лимфоциты, сахарный диабет I типа, β-клетки.

Summary
The Fas/FasL system is known to play a central role in maintaining 
peripheral self-tolerance and tissue homeostasis of the organism [12, 
18]. Fas-mediated apoptosis is induced by binding of the Fas(CD 95/
APO-l/TNFRSF6)-receptor to the Fas(CD 95L/CD 178/TNFSF6)-ligand on 
the respective cells [24]. Triggering of the expression of cell surface 
Fas receptors (Fas) regulates the elimination of autoreactive T- and 
B-lymphocytes by apoptosis. It is known that impaired activation of 
Fas-mediated apoptosis in individual subpopulations of T-cells plays 
an important role in the pathogenesis of type 1 diabetes mellitus 
(T1DM). The main key point in the development of T1DM is resistance 
to apoptosis of activated autoreactive T-lymphocytes, which migrate 
from the bloodstream to the pancreas and take an active part in 
β-cells destruction. Аt the present time, most of the results on the study 
of Fas-mediated apoptosis in T1DM were obtained in experiments in 
vitro [11, 18, 31]. There is no doubt that in vivo autoimmune patho-
logical changes are more profound, and extrapolation of the results 
obtained in the experiment to the organism is not always valid. Тhereby, 
it seems relevant to evaluate the efficiency of Fas-mediated apoptosis 
of T-lymphocytes in the blood of patients with T1DM, depending on the 
compensation phase and the duration of the disease. In the article, the 
markers of Fas-mediated apoptosis of peripheral blood lymphocytes 
in patients with type 1 diabetes mellitus and individuals with high risk 
of T1DM development have been studied. The surface expression of 
Fas in individual subpopulations of T-lymphocytes was еvaluated. The 
inhibition of Fas-mediated apoptosis of autoreactive CD 95+-cells by 
soluble Fas-receptor was detected in patients with decompensation 
of T1DM. In compensation phase of T1DM Fas-mediated apoptosis of 
lymphocyte was successfully realized via the soluble Fas ligand (sFasL). 
The increased level of soluble FasL was revealed in compensation 
phase of T1DM and in individuals with high risk of T1DM development. 
This probably has a protective value, since the soluble FasL is involved 
in the removal of the peripheral blood autoreactive CD 95+-cells.
Key words: apoptosis, death receptors, Fas-receptor, Fas-ligand, 
T lymphocytes, type 1 diabetes mellitus, β-cells.
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Введение
Fas-опосредованный апоптоз пред-

ставляет собой инициаторную фазу 
трансдукции апоптотического сигнала 
и относится к внешнему (рецепторно-
му) пути запуска гибели клетки.

В зависимости от механизма за-
пуска апоптотического каскада вы-
деляют два основных сигнальных 
пути, ведущих к индукции апоптоза 
клеток млекопитающих: внешний 
(рецепторный) и внутренний (мито-
хондриальный или Bcl-2-регулиру-
емый) [6, 14, 18, 25]. Внешний путь 
опосредуется рецепторами клеточной 
смерти DR (Death Receptor), к чис-
лу которых относится Fas-рецептор 
(Fas). Fas содержит в цитоплазмати-
ческой части домен смерти DD (Death 
Domain) —  центральный физиоло-
гический регулятор апоптоза [6, 18, 
26]. Связывание Fas с Fas-лигандом 
(FasL) активирует Fаs-ассоцииро-
ванный адаптерный белок домена 
смерти FADD (Fаs-Assosiated Death 
Domain protein), что приводит к об-
разованию эффекторного комплек-
са DISC (Death Initiating Signaling 
Complex) —  сигнального комплек-
са, инициирующего смерть [13, 14, 
25]. DISC активирует прокаспазу-8, 
которая подвергается аутокаталити-
ческому расщеплению и переходит 
в активную форму. Таким образом, 
взаимодействие Fas с FasL приводит 
к образованию активной каспазы-8, 
относящейся к группе инициирую-
щих каспаз [26, 29].

Fas(CD 95/APO-1/TNFRSF6)-ан-
тиген представляет собой мембран-
ный белок, который является членом 
суперсемейства рецепторов фактора 
некроза опухоли (TNFRSF-Tumor 
Necrosis Factor Receptor Super 
Family) и относится группе рецепто-
ров смерти DR (Death Receptor) [24]. 
Новейшие литературные источни-
ки сообщают, что в норме Fas по-
всеместно экспрессируется в тка-
нях человека на базальном уровне, 
и порог его активации должен стро-
го регулироваться, чтобы избежать 
чрезмерной гибели клеток [12, 24]. 
Недавно были выявлены негативные 
регуляторы FasR, основным из кото-
рых является белок FLIP (Flice-Like 
Inhibitory Protein) —  Flice-подобный 
ингибирующий белок, представля-

ющий собой ингибитор каспазы-8/
FLICE. Изменение в клетке баланса 
между каспазой-8 и ее регулятором 
FLIP может переключать Fas-опосре-
дованную передачу сигналов с апоп-
тоза на пролиферацию и наоборот 
[24, 26, 29]. Существует функцио-
нально активная растворимая форма 
Fas, которая является результатом 
протеолитического расщепления 
мембраносвязанных рецепторов 
или образуется при альтернативном 
сплайсинге [9].

Fas/APO-l-лиганд (FasL/CD 178/
TNFSF6) представляет собой мем-
бранный белок и является членом 
суперсемейства лигандов фактора 
некроза опухоли (TNF-Tumor Necrosis 
Factor), которые относятся к цито-
кинам [6, 24]. Подобно TNF-лиганду, 
FasL может освобождаться с клеточ-
ной поверхности и быть физиологи-
чески активным в растворимой форме 
[9, 21, 22].

Fas-опсредованный апоптоз обе-
спечивает элиминацию нежелатель-
ных для организма клеток иммунной 
системы, а также участвует в регуля-
торном подавлении иммунных ре-
акций и цитотоксичности Т-лимфо-
цитов [18]. Если в системе Fas/FasL 
имеется дефект, активированные 
лимфоциты могут аккумулировать-
ся, что приводит к развитию ауто-
иммунного лимфопролиферативного 
синдрома (АЛПС) —  группы заболе-
ваний, характеризующихся генетиче-
скими дефектами генов Fas и FasL, 
аутоиммунными нарушениями и по-
вышенной склонностью к развитию 
злокачественных лимфоидных об-
разований [23]. В основе патогенеза 
АЛПС лежит генетически детерми-
нированное нарушение Fas-опосре-
дованного апоптоза активированных 
Т-клеток, приводящее к появлению 
в периферической крови двойных 
негативных Т-лимфоцитов (CD 3+ 

CD 4–CD 8–) [6].
В современной литературе ши-

роко обсуждается роль рецепторов 
смерти в деструкции β-клеток при 
сахарном диабете первого типа 
(СД-1) [18, 26, 30]. В исследовани-
ях с использованием изолированных 
островков поджелудочный железы 
человека показано, что воздействие 
стрессовых факторов (гипергликемия, 

избыточное количество свободных 
радикалов, активные формы кис-
лорода, продукция IL-1β клетками 
микроокружения) усиливает экс-
прессию Fas на β-клетках, что при-
водит к их гибели по механизму 
Fas-опосредованного апоптоза [18]. 
Иммунокомпетентные клетки, ин-
фильтрирующие островковую ткань 
поджелудочный железы, продуциру-
ют провоспалительные цитокины: 
интерлейкин 1b (IL-1b), фактор не-
кроза опухолей α (TNF-a) и интер-
ферон g (IFN-g), известные своими 
проапоптогенными свойствами [16, 
19, 20]. IL-1β индуцирует усиление 
экспрессии Fas на β-клетках, что по-
вышает их готовность к Fas-опосре-
дованному апоптозу, который реали-
зуется аутореактивными Т-клетками, 
экспрессирующими FasL. Активи-
рованные цитотоксические Т-лим-
фоциты (CD 8+ЦТЛ), входящие в со-
став воспалительных инфильтратов 
поджелудочный железы (инсулитов), 
также могут разрушать β-клетки ре-
цепторным Fas-зависимым способом 
[10, 18, 30].

Ранее мы сообщали о повышен-
ной экспрессии Fas, выявленной 
нами в отдельных субпопуляциях 
Т-лимфоцитов периферической кро-
ви больных СД-1 [3]. Однако нель-
зя не учитывать патогенетическое 
значение растворимых форм Fas 
и FasL в развитии аутоиммунитета 
при СД-1, поскольку диагностиче-
ское и прогностическое значение 
этих показателей Fas-опосредован-
ного апоптоза активно изучается при 
системных и органоспецифических 
аутоиммунных заболеваниях, при 
сепсисе, острой почечной недоста-
точности, онкологических заболе-
ваниях [9, 21, 22, 28]. Комплексная 
оценка эффективности Fas-опосре-
дованного апоптоза с определением 
всех маркеров, принимающих уча-
стие в данном варианте рецептор-
ного пути запуска апоптотической 
программы, может дать более точное 
представление о механизмах и зна-
чении дисрегуляции системы Fas/
FasL в патогенезе СД-1.

По оценкам экспертов ВОЗ, в те-
чение следующих нескольких деся-
тилетий СД-1 достигнет масштабов 
пандемии [32]. Поэтому особое зна-
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чение приобретает ранняя диагно-
стика и профилактика заболевания 
у лиц с высоким риском развития 
СД-1. В связи с этим представляется 
актуальной оценка маркеров Fas-опо-
средованного апоптоза лимфоцитов 
не только у больных СД-1, но и у лиц 
с высоким риском развития аутоим-
мунного диабета.

Цель	исследования: изучить осо-
бенности Fas-опосредованного 
апоптоза мононуклеаров перифе-
рической крови больных СД-1 в за-
висимости от фазы компенсации 
и длительности течения заболевания, 
а также у лиц с высоким риском раз-
вития СД-1.

Материалы	и	методы
Характеристика обследуемых 

групп больных. Было обследовано 63 
больных с достоверно установлен-
ным диагнозом СД-1 и 15 человек 
с высоким риском развития СД-1. 
Контрольную группу (I группа) со-
ставили 30 здоровых лиц, по полу 
и возрасту сопоставимых с больны-
ми СД-1. Распределение пациентов 
по группам проводилось в зависи-
мости от фазы компенсации и дли-
тельности течения заболевания. II 
группу (декомпенсированный СД-1) 
составили 17 больных с впервые 
выявленным СД-1 (группа IIа) и 19 
пациентов (группа IIб) с длительно-
стью течения СД-1 в среднем 15,3 ± 
5,1 года. В III группу (состояние 
компенсации СД-1) были включены 

13 больных с длительностью забо-
левания до 1 года (группа IIIa) и 14 
человек с продолжительностью СД-1 
в среднем 15,1 ± 5,4 года (группа 
IIIб). IV группу составили 15 че-
ловек с высоким риском развития 
СД-1, которые являлись близкими 
родственниками обследованных 
больных СД-1. В группу риска 
были отобраны лица с повышенным 
титром (более 1/20) аутоантител 
к цитоплазматическим антигенам 
островковых клеток —  ICA (Islet 
Cell Autoantibodies) в сыворотке 
и нарушением толерантности к глю-
козе. ICA могут служить предикто-
ром заболевания у родственников 
больных СД-1, так как они появ-
ляются в крови за 1–8 лет до кли-
нической манифестации сахарного 
диабета [7, 30].

Иммунофенотипирование моно-
нуклеаров периферической крови 
осуществляли методом проточной 
цитометрии с использованием сле-
дующих моноклональных антител 
Immunotech (Coulter Corporation, 
США): anti-CD 3, конъюгированные 
с FITC (Fluorescein Isothiocyanate); 
anti-CD 4-FITC; anti-CD 8-FITC; 
anti-CD 16-FITC; anti-CD 20-FITC; 
anti-CD 25-FITC; anti-HLA-DR-FITС; 
anti-CD 95-FITC и их изотипических 
контролей.

Для оценки апоптотических про-
цессов в отдельных субпопуляциях 
Т-лимфоцитов определяли уровень 

поверхностной экспрессии Fas-ре-
цептора с использованием двой-
ной флуоресцентной метки FITC 
(Fluorescein Isothiocyanate) и PE 
(Phycoerythrin). Исследование про-
водили с применением следующих 
сочетаний антител: anti-CD 3-FITC/
anti-CD 95-PE, anti-CD 4-FITC/anti-
CD 95-PE и anti-CD 8-FITC/anti-
CD 95-PE. Цитометрический анализ 
лимфоцитов проводили на проточ-
ном цитометре EPICS XL (Coulter 
Corporation, США).

Определение растворимых форм 
Fas-рецептора (sFas) и Fas-лиганда 
(sFasL) в сыворотке крови проводи-
ли методом непрямого твердофаз-
ного иммуноферментного анализа 
(ИФА) с использованием тест-си-
стем Human sFas Ligand ELISA фир-
мы Bender MedSystems (Австрия) 
и Human Fas ELISA фирмы BD 
Biosciences (США).

Для статистической обработки 
полученных данных использовали 
непараметрический критерий Вил-
коксона-Манна-Уитни для сравнения 
средних. Обработка материала про-
ведена с использованием пакета про-
грамм Statistica 10.0 (StatSoft, США). 
Критический уровень достоверности 
нулевой гипотезы (об отсутствии 
значимых различий) принимали 
равным 0,05.

Результаты	исследования
Иммунофенотипирование моно-

нуклеаров периферической крови 
показало достоверное повышение 
относительного и абсолютного ко-
личества CD 95+-лимфоцитов во всех 
группах больных СД-1 по сравне-
нию с группой контроля (I группа), 
что свидетельствует о повышенной 
готовности иммунокомпетентных 
клеток к апоптозу при СД-1 (табл. 1). 
Максимальное увеличение отно-
сительного и абсолютного содер-
жания CD 95+-клеток и количества 
Т-лимфоцитов, экспрессирующих 
Fas-рецептор (Fas), было выявлено 
при декомпенсации СД-1 независимо 
от продолжительности заболевания 
(группы IIа и IIб). Полученные дан-
ные указывают на то, что при СД-1 
повышение готовности иммуноком-

Таблица 1
Содержание CD 95+-клеток и Т-лимфоцитов, экспрессирующих Fas-рецептор, 

в периферической крови больных СД-1 и лиц группы риска

Группы
CD 95+ CD 3+CD 95+ CD 3+CD 95+ CD 8+CD 95+

Относительное 
содержание, %

Абсолютное 
содержание, мм3 Относительное содержание, %

I 4,2 80 3,0 2,3 0,9

IIа 12,4** 260** 10,8** 7,3** 6,0***

IIб 13,2** 222** 11,1** 8,1** 6,7***

IIIа 8,6* 212* 7,3* 5,1* 3,9**

IIIб 8,2* 152* 6,9* 4,8* 3,7**

IV 4,9 90 3,5 3,0 2,1*

Примечание: * —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны 
(p < 0,05); ** —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны (p < 
0,01); *** —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны (p < 0,001).
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петентных клеток к апоптозу не за-
висит от длительности заболевания, 
а четко ассоциировано с декомпенса-
цией углеводного обмена и уровнем 
гликемии.

Среди субпопуляций Т-лимфоци-
тов следует отметить значительное 
увеличение процента CD 8+CD 95+-кле-
ток от общего количества цитоток-
сических Т-лимфоцитов (CD 8+ЦТЛ) 
во всех группах обследуемых пациен-
тов по сравнению с группой контроля 
(см. рис). Повышение относительного 
содержания CD 8+ЦТЛ, экспрессирую-
щих Fas, максимально выражено при 
декомпенсации заболевания (груп-
пы IIа и IIб). Увеличение количества 
клеток с фенотипом CD 8+CD 95+ при 
СД-1, вероятно, является компенса-
торным механизмом, направленным 
на элиминацию аутореактивных ци-
тотоксических Т-лимфоцитов путем 
Fas-опосредованного апоптоза. Со-
гласно данным литературы, именно 
эффекторные цитотоксические Т-лим-
фоциты играют доминирующую роль 
в деструкции β-клеток поджелудочной 
железы [18, 30].

В то же время достоверное по-
вышение количества клеток с фе-
нотипом CD 8+CD 95+ в крови у лиц 
с высоким риском развития СД-1 
(IV группа) по сравнению с груп-
пой контроля (I группа) является 
неблагоприятным прогностическим 
фактором. Эти данные указывают 
на то, что уже в латентной стадии 
СД-1 происходит экспансия ауторе-
активных клонов цитотоксических 
Т-лимфоцитов в периферической 
крови с последующей их миграци-
ей в орган-мишень (поджелудочную 
железу), что приводит к прогресси-
рованию аутоиммунного процесса 
[28, 30].

Исследованием установлено, 
что содержание растворимых форм 
Fas (sFas —  soluble Fas) и FasL 
(sFasL —  soluble FasL) в сыворот-
ке крови больных СД-1 не зависело 
от продолжительности заболевания, 
а изменялось в зависимости от со-
стояния компенсации углеводного 
обмена (табл. 2). У больных СД-1 
в фазе декомпенсации заболевания 
(II группа) наблюдалось достовер-
ное увеличение содержания sFas 
по сравнению с группой контроля 

(I группа) и остальными обследуемы-
ми группами пациентов. Полученные 
результаты согласуются с данными 
литературы о взаимосвязи между 
повышением концентрации sFas 
в сыворотке больных и ухудшени-
ем течения заболевания [9, 21, 22]. 
Сообщалось, что высокий уровень 
сывороточного sFas коррелирует 
с тяжестью септического процес-
са [9]. Показано, что содержание 
sFas в крови увеличивалось по мере 
нарастания почечной дисфункции 
у больных с острым повреждением 
почек [9, 21]. Согласно данным ли-
тературы, растворимая форма Fas 
конкурирует с мембранным Fas-ре-
цептором за связывание лиганда, чем 
препятствует «физиологическому» 
апоптозу клеток, подлежащих эли-
минации. При увеличении в цирку-

ляции содержания sFas не все де-
фектные клетки могут реализовать 
свою апоптотическую программу. 
В результате происходит их аккуму-
ляция в периферической крови, что 
приводит к усугублению патологи-
ческого процесса [6, 23].

Содержание sFasL при компен-
сации СД-1 было достоверно выше, 
чем в группе декомпенсации, и до-
стоверно ниже, чем в группе риска 
(табл. 2). Следует отметить значи-
тельное увеличение содержания 
sFasL в группе риска, что согласу-
ется с данными литературы [28]. 
По мнению авторов, повышение 
sFasL в латентной стадии СД-1 имеет 
протективное значение и направле-
но на элиминацию аутоагрессивных 
клонов лимфоцитов путем Fas-опо-
средованного апоптоза.

Рисунок. Процент CD 8+CD 95+-клеток от общего числа цитотоксических Т-лимфоцитов.
Примечание: * —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны 
(p < 0,05); ** —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны (p < 
0,01); *** —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны (p < 0,001).

Таблица 2
Содержание растворимой формы Fas-рецептора и Fas-лиганда в сыворотке крови 

больных СД-1 и лиц группы риска

Показатель

Контрольная 
группа, n = 8

Больные СД-1
Группа риска 
СД-1, n = 14Фаза декомпенсации 

заболевания, n = 26
Фаза компенсации 
заболевания, n = 24

I II III IV

sFas (пг/мл) 778 1 501* 789 864

sFasL (нг/мл) 0,102 0,118 0,243* 0,403**

Примечания: * —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны (р < 
0,05); ** —  различия по изучаемому показателю с контрольной группой (I) достоверны (p < 0,01).
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Таким образом, полученные ре-
зультаты свидетельствуют о выражен-
ной дисрегуляции в системе Fas/FasL, 
которая наблюдается на всех этапах 
развития СД-1.

Обсуждение	результатов
Нарушения функционирования 

Fas-рецептора (Fas) и Fas-лиганда 
(FasL), как ключевых индукторов 
рецепторно-зависимого апоптоза, 
активно изучаются в патогенезе 
заболеваний, связанных как с ин-
гибированием, так и усилением 
апоптоза клеток шоковых органов 
[2, 6]. Недавно было установлено, 
что Fas-опосредованная активация 
каспазы-8 играет важную роль в ре-
гуляции патогенетических механиз-
мов при бактериальных инфекциях 
[29]. Выраженное усиление экспрес-
сии мембранных форм Fas и FasL 
на лимфоцитах периферической 
крови выявлено у больных с ише-
мической болезнью сердца, с острым 
нарушением мозгового кровообра-
щения, у пациентов с вирусными 
и бактериальными инфекциями, при 
сепсисе, при вирусе иммунодефици-
та человека [5, 9, 26, 29]. Показано, 
что к ранним маркерам прогресси-
рования сердечной недостаточно-
сти относится увеличение в крови 
растворимой формы FasL [5]. В на-
ших предыдущих исследованиях мы 
показали значительное увеличение 
содержания CD 95+-мононуклеаров 
в крови больных острым коронар-
ным синдромом (ОКС) [4]. Нами 
было установлено, что окисленные 
липопротеины низкой плотности 
индуцируют Fas-опосредованный 
апоптоз как мононуклеаров пери-
ферической крови, так и эндотелио-
цитов коронарных сосудов, что сви-
детельствует о системном характере 
апоптоза при ОКС [1, 4].

В патогенезе сахарного диабета 
I типа (СД-1) нарушения Fas-опосре-
дованного апоптоза имеют бивалент-
ную природу. Так, если в отношении 
β-клеток развитие апоптоза сопря-
жено с прогрессированием заболева-
ния, то, с точки зрения элиминации 
активированных аутореактивных 
лимфоцитов, апоптоз желателен 
и может замедлить деструкцию 
β-клеток поджелудочной железы. 

Двойственная роль рецепторного 
(внешнего) пути запуска апопто-
за в патогенезе СД-1 обусловлена 
экспрессией опосредующих его 
молекул (Fas и FasL) как клетка-
ми-эффекторами (аутореактивные 
Т-клетки), так и клетками-мишенями 
(b-клетки поджелудочной железы) 
[18]. Выявление взаимосвязей между 
особенностями Fas-опосредованного 
апоптоза лимфоцитов перифериче-
ской крови и состоянием компенса-
ции углеводного обмена, длитель-
ностью аутоиммунной деструкции 
инсулярного аппарата поджелудоч-
ной железы у больных СД-1 может 
способствовать более глубокому по-
ниманию патогенеза заболевания, 
что и определило цель настоящего 
исследования. Для оценки роли на-
рушений апоптоза мононуклеаров 
периферической крови в прогрес-
сировании аутоиммунного процесса 
на доклинической стадии диабета 
была обследована группа лиц с вы-
соким риском развития СД-1.

Исследованием установлено, что 
при СД-1 отмечается повышенная 
готовность иммунокомпетентных 
клеток к апоптозу, о чем свиде-
тельствует достоверное повышение 
количества CD 95+-клеток во всех 
обследуемых группах больных СД-1 
по сравнению с группой контроля. 
Максимальное увеличение относи-
тельного и абсолютного содержания 
CD 95+-клеток и Т-лимфоцитов, экс-
прессирующих Fas-рецептор, было 
выявлено при декомпенсации СД-1 
независимо от продолжительно-
сти заболевания. Это объясняется 
влиянием гипергликемии, которая 
повышает чувствительность лим-
фоцитов периферической крови 
к Fas-опосредованному апоптозу 
за счет усиления экспрессии Fas-ре-
цептора на их поверхности, а также 
индуцирует р53-опосредованный 
апоптоз клеток-мишеней при учас-
тии эффекторной каспазы-3 [8, 11, 
17, 27].

Во всех группах обследуемых 
пациентов наблюдалось увеличение 
процента CD 8+CD 95+-клеток от об-
щего количества цитотоксических 
Т-лимфоцитов по сравнению с груп-
пой контроля, более выраженное при 
декомпенсации заболевания. Это 

указывает на стремление иммунной 
системы ограничить активность ауто-
реактивных цитотоксических Т-лим-
фоцитов, играющих ведущую роль 
в деструкции инсулярного аппарата 
поджелудочной железы.

Для эффективной элиминации 
CD 95+-клеток в периферической кро-
ви необходимо поддержание баланса 
между клетками, экспрессирующими 
Fas и FasL. Важно учитывать возмож-
ную роль растворимого Fas-рецептора 
(sFas) в ингибировании апоптоза, ре-
ализуемого по Fas-пути [9].

Полученные нами результаты 
о повышении sFas при декомпенса-
ции СД-1 находятся в соответствии 
с результатами ряда авторов, сооб-
щавших об увеличении содержания 
растворимой формы Fas при неко-
торых системных и органоспецифи-
ческих аутоиммунных заболеваниях 
[9, 21, 22]. Наблюдаемое в нашем 
исследовании выраженное повы-
шение sFas на фоне резкого уве-
личения количества CD 95+-клеток 
в крови больных СД-1 в состоянии 
декомпенсации углеводного обмена 
свидетельствует о неэффективно-
сти Fas-опосредованного апоптоза 
вследствие ингибирования элими-
нации CD 95+-клеток по Fas-пути.

Показано, что в удалении ауторе-
активных клеток человека участвуют 
как мембранная, так и растворимая 
формы Fas-лиганда (sFasL) [9, 24]. 
В эксперименте предварительное 
культивирование диабетогенных 
клонов Т-лимфоцитов с sFasL пол-
ностью ингибировало развитие 
аутоиммунного диабета у мышей, 
которым затем трансплантировали 
диабетогенные Т-клетки [18]. Это 
означает, что повышение sFasL при 
СД-1 имеет протективное значение 
и направлено на установление пе-
риферической толерантности, не-
обходимой для защиты от аутоим-
мунной агрессии против β-клеток. 
Сообщалось о повышении sFasL 
у лиц с высоким риском развития 
СД-1 на фоне снижения в крови коли-
чества аутореактивных CD 4+CD 95+- 
и CD 8+CD 95+-лимфоцитов, в связи 
с чем авторы предполагают участие 
sFasL в удалении патогенных Т-кле-
ток на доклинической стадии забо-
левания [28].
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Следовательно, выявленное нами 
повышение sFasL у больных СД-1 
в состоянии компенсации углевод-
ного обмена и в группе риска является 
компенсаторным механизмом и играет 
защитную роль.

Таким образом, полученные ре-
зультаты свидетельствуют о том, 
что регуляция системы FasL/Fas 
влияет на тропность аутореактивных 
Т-клеток к островковым антигенам 
больных СД-1, и что Fas-индуци-
рованная гибель β-клеток, опосре-
дованная Т-лимфоцитами, играет 
существенную роль в развитии 
и прогрессировании СД-1 как в ла-
тентной стадии, так и на этапе раз-
вернутых клинических проявлений 
заболевания.
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Введение
ХОБЛ и сердечно-сосудистая 

патология представляют собой яр-
кий пример взаимоотягощающих 
патологических состояний, что об-
условлено идентичностью факторов 
риска и единством ряда патогенети-
ческих звеньев [6]. Одним из таких 
звеньев является хроническое воспа-
ление, определенная роль в котором 

отводится цитокиновой активации. 
Высвобождающиеся интерлейкины 
и хемокины способствуют развитию 
дисфункции эндотелия, акселерации 
процессов атерогенеза и гиперкоа-
гуляции [4].

В литературе имеются данные ис-
следований иммунологических сдви-
гов при острых формах ИБС [1, 7] 

и при ХОБЛ [2, 3]. Работы по изу-
чению цитокинового профиля у ко-
морбидных пациентов с ИМ на фоне 
ХОБЛ [5, 6] единичны. Между тем 
оценка цитокинового профиля может 
способствовать углублению знаний 
о патогенезе и взаимовлиянии карди-
ореспираторной патологии, оказать 
помощь в оценке тяжести острой 

Информативность цитокинового профиля 
в прогнозировании осложнений у больных 
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Informativeness of cytokine profile in predicting complications in patients with myocardial infarction 
on background of chronic obstructive pulmonary disease
A. V. Naumov, L. V. Saroyants, T. V. Prokofyeva, O. S. Polunina, E. A. Polunina
Astrakhan State Medical University, Leprosy Research Institute; Astrakhan, Russia

Резюме
Цель. Определить информативность цитокинового профиля 
(ИЛ-1β, ИЛ-2 и ИЛ-6) в прогнозировании осложнений у больных 
инфарктом миокарда (ИМ) на фоне хронической обструктивной 
болезни легких (ХОБЛ). Материалы и методы. Было обследовано 
85 человек: 28 больных ИМ, 37 больных с коморбидной пато-
логией (ИМ + ХОБЛ) и 20 соматически здоровых добровольца 
в качестве группы контроля. Определение уровней ИЛ-1β, ИЛ-2 
и ИЛ-6 проведено методом твердофазного иммуноферментного 
анализа. Результаты. При оценке цитокинового профиля у больных 
ИМ и ИМ на фоне ХОБЛ наиболее выраженные различия между 
группами больных отмечались в уровнях ИЛ-6. При анализе ас-
социации уровня ИЛ-6 с наличием ранних осложнений ИМ было 
установлено, что уровень ИЛ-6 у больных с осложненным ИМ 
достоверно выше, чем у больных с неосложненным течением. 
Самый высокий уровень ИЛ-6 регистрировался в подгруппе 
больных с осложненным течением ИМ на фоне ХОБЛ. Изучение 
уровней ИЛ-6 в зависимости от вида осложнений ИМ показало, что 
максимально высокие значения ИЛ-6 регистрировались в группе 
коморбидных пациентов с кардиогенным шоком и отеком легких. 
Заключение. При определении цитокинового статуса у больных 
ИМ на фоне ХОБЛ следует в качестве основного показателя 
рассматривать уровень ИЛ-6. Данный цитокин можно считать 
маркером левожелудочковой недостаточности, развивающейся 
в остром периоде у больных ИМ на фоне ХОБЛ.
Ключевые слова: цитокины, интерлейкины, инфаркт миокарда, хро-
ническая обструктивная болезнь легких, коморбидная патология.

Summary
Objective. To determine the information content of the cytokine profile 
(IL-1β, IL-2 and IL-6) in predicting complications in patients with myo-
cardial infarction (MI) against the background of chronic obstructive 
pulmonary disease (COPD). Materials and methods. In 85 people were 
examined: 28 patients with myocardial infarction, 37 patients with co-
morbid pathology (MI + COPD) and 20 somatically healthy volunteers as 
a control group. Determination of IL-1β, IL-2 and IL-6 levels was basing 
on enzyme immunoassay. Results. When assessing the cytokine profile 
in patients with MI and MI against the background of COPD, the most 
pronounced differences between groups of patients were observed 
in the levels of IL-6. Analyzing the association of the level of IL-6 with 
the presence of early complications of MI, it was found that the level 
of IL-6 in patients with complicated MI was significantly higher than 
in patients with uncomplicated course. The highest level of IL-6 was 
recorded in the subgroup of patients with complicated myocardial 
infarction during COPD. Studying the levels of IL-6 depending on the 
type of complications of myocardial infarction showed that the highest 
values of IL-6 were recorded in the group of comorbid patients with 
cardiogenic shock and pulmonary edema. Conclusion. When deter-
mining the cytokine status in patients with myocardial infarction on the 
background of COPD, the level of IL-6 should be considered as the main 
indicator. This cytokine can be considered a marker of left ventricular 
that developed in the acute period in patients with myocardial infarction 
on the background of COPD.
Key words: cytokines, interleukins, myocardial infarction, chronic ob-
structive pulmonary disease, comorbid pathology.
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коронарной патологии у больных 
ХОБЛ и прогнозировании тече-
ния ИМ.

Цель
Определить информативность ци-

токинового профиля (ИЛ-1β, ИЛ-2 
и ИЛ-6) в прогнозировании ослож-
нений у больных ИМ на фоне ХОБЛ.

Материалы	и	методы
Было обследовано 65 больных, 

разделенных на две группы. Пер-
вую группу составили больные ИМ 
(n = 28), вторую —  больные с ИМ 
на фоне ХОБЛ (n = 37). Группу кон-
троля составили 20 соматически здо-
ровых добровольцев Астраханского 
региона.

Исследование было выполне-
но в соответствии со стандартами 
надлежащей клинической практи-
ки (Good Clinical Practice) и прин-
ципами Хельсинской декларации. 
Проведение исследования одобре-
но этическим комитетом (заседание 
РНЭК от 15 сентября 2016 г., про-
токол № 1).

Обследование осуществлялось 
в условиях регионального сосудисто-
го центра Александро-Мариинской 
областной клинической больницы 
в 2016–17 гг. Возраст обследованных 
составил от 45 до 65 лет (средний 
возраст 54,8 ± 2,4 года). Все обсле-
дованные лица были сопоставимы 
по возрасту и полу.

Диагноз ХОБЛ с определением 
стадии заболевания устанавливался 
по рекомендациям, представленным 
программой «Глобальная стратегия 
диагностики, лечения и профилак-

тики хронической обструктивной 
болезни легких» (пересмотр 2014 г.). 
У 70 % больных ХОБЛ отмечалась 
тяжелая степень тяжести заболева-
ния. Средняя длительность ХОБЛ 
составила 17,5 года. Средний ин-
декс массы тела больных составил 
28,2 кг/м2.

ИМ развился на фоне уже верифи-
цированного диагноза ХОБЛ. Поста-
новка диагноза и лечение острого ИМ 
осуществлялись по общепризнанным 
стандартам специализированной ме-
дицинской помощи при остром ИМ. 
Критериями включения являлись 
наличие у пациентов документиро-
ванного ИМ с подъемом сегмента ST 
не более 12 часов от момента анги-
нозного приступа, подтвержденного 
результатами ЭКГ и сывороточными 
маркерами некроза, ХОБЛ в анамнезе, 
возраст до 65 лет, а также информи-
рованное согласие на участие в ис-
следовании.

Кровь на исследование брали 
утром натощак в пробирки без консер-
вантов. Определение уровней ИЛ-1β, 
ИЛ-2 и ИЛ-6 было основано на методе 
твердофазного иммуноферментного 
анализа с применением моноклональ-
ных антител к соответствующему ин-
терлейкину. Использовались наборы 
реагентов компании «Вектор-Бест» 
(Новосибирск, Россия).

Статистическая обработка полу-
ченных результатов осуществлялась 
с использованием пакета приклад-
ных программ Statistica 11.0 (StatSoft, 
США). Вычисляли медиану и интер-
процентильные размахи (Ме, 25-й 
и 75-й процентили). Для сравнения 
количественных признаков между 

двумя независимыми группами при-
меняли непараметрический критерий 
U Манна-Уитни. Наличие и силу свя-
зи между изучаемыми показателями 
оценивали с помощью непараме-
трического коэффициента ранговой 
корреляции Спирмена (r). Отличия 
считались статистически значимыми 
при р < 0,05.

Результаты	и	обсуждение
Во всех обследуемых группах 

больных уровни изучаемых цито-
кинов были статистически значи-
мо выше по сравнению с группой 
контроля (табл. 1). У больных ИМ 
уровень ИЛ-1β составил 11,2 [9,6–
17,4] пг/мл, у больных ИМ на фоне 
ХОБЛ —  13,7 [10,8–19,5] пг/мл. 
В обоих случаях это было достоверно 
выше, чем в группе контроля —  5,1 
[4,7–6,9] пг/мл (р < 0,05).

Уровень ИЛ-2 составил 19,2 
[14,7–24,7] пг/мл у больных ИМ 
и 24,1 [16,1–27,8] пг/мл у больных 
ИМ на фоне ХОБЛ, достоверно пре-
вышая значения данного показателя 
в группе контроля —  4,2 [2,2–7,7] пг/
мл (р < 0,01).

Уровень ИЛ-6 у больных ИМ со-
ставил 8,6 [6,1–19,9] пг/мл, у больных 
ИМ на фоне ХОБЛ —  15,6 [6,5–28,4] 
пг/мл, что в обоих случаях статис-
тически значимо (р < 0,05 и p < 0,01 
соответственно) отличалось от зна-
чений в группе контроля —  0,97 
[0,2–4,2] пг/мл. Примечательно, что 
при сравнении групп больных ИМ 
и ИМ на фоне ХОБЛ между собой 
достоверные различия сохранялись 
только для ИЛ-6.

Учитывая, что наиболее выражен-
ные различия между группами боль-
ных отмечались в значениях ИЛ-6, 
нам представлялось целесообразным 
проанализировать ассоциацию уров-
ня этого интерлейкина с наличием 
ранних осложнений ИМ. Больные 
в обследуемых группах были разде-
лены на подгруппы в зависимости 
от наличия или отсутствия ослож-
нений в остром периоде ИМ. Среди 
обследованных пациентов течение 
заболевания без осложнений на го-
спитальном этапе отмечалось у 17 
больных ИМ и у 14 больных ИМ 
на фоне ХОБЛ. Осложненное тече-
ние заболевания наблюдалось у 11 

Рисунок. Уровень ИЛ-6 (пг/мл) в обследованных группах в зависимости от наличия осложнений 
в остром периоде инфаркта миокарда.
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больных ИМ и у 23 больных ИМ 
на фоне ХОБЛ. Полученные данные 
представлены на рисунке.

Уровни ИЛ-6 не имели статис-
тически значимых отличий в груп-
пах с неосложненным течением 
ИМ в качестве мононозологии и не-
осложненным течением ИМ на фоне 
ХОБЛ —  6,0 [5,7–14,9] и 6,36 [4,55–
7,25] пг/мл соответственно. Уровень 
ИЛ-6 у больных с осложненным ИМ 
в качестве мононозологии составил 
12,05 [7,5–18,4] пг/мл, что было 
статистически значимо выше, чем 
у больных с осложненным течени-
ем ИМ в качестве мононозологии. 
Самый высокий уровень ИЛ-6 ре-
гистрировался в подгруппе боль-
ных с осложненным течением ИМ 
на фоне ХОБЛ.

В дальнейшем была предпринята 
попытка проанализировать уровни 
ИЛ-6 в зависимости от вида ослож-
нений ИМ. Среди осложнений ИМ 
в остром периоде отмечались: острая 
левожелудочковая недостаточность, 
проявившаяся кардиогенным шоком 
и отеком легких, и пароксизмальные 
нарушения ритма и проводимости. 
Полученные результаты представлены 
в табл. 2.

У больных ИМ, осложненным на-
рушениями ритма и проводимости, 
уровень ИЛ-6 составил 16,3 [7,4–
22,6] пг/мл, у больных ИМ на фоне 
ХОБЛ с аналогичными осложнения-
ми —  8,6 [2,2–16,8] пг/мл, между со-
бой различия не были статистически 
значимы.

У больных с явлениями острой 
левожелудочковой недостаточности 
в остром периоде заболевания реги-
стрировались более высокие показа-
тели ИЛ-6. Так, при наличии кардио-
генного шока у больных ИМ уровень 
ИЛ-6 составил 17,3 [7,4–22,6] пг/мл, 
а у больных ИМ на фоне ХОБЛ —  
23,2 [12,4–26,5] пг/мл. Полученные 
значения превышали уровни ИЛ-6 
у пациентов с нарушениями ритма 
и проводимости в соответствующих 
группах (р < 0,05). Уровень ИЛ-6 
у больных ИМ на фоне ХОБЛ был 
достоверно выше, чем в группе боль-
ных ИМ (р < 0,05).

Среди пациентов с отеком легких 
уровень ИЛ-6 составил 15,1 [7,4–
19,5] пг/мл у больных ИМ и 20,1 

[10,4–28,9] пг/мл у больных ИМ 
на фоне ХОБЛ. Полученные значе-
ния достоверно превышали уровни 
ИЛ у больных с нарушениями рит-
ма в данных группах и были сопо-
ставимы с уровнями ИЛ у больных 
с кардиогенным шоком в соответ-
ствующих группах. Уровень ИЛ-6 
у больных ИМ на фоне ХОБЛ досто-
верно превышал соответствующий 
показатель у больных ИМ в качестве 
мононозологии.

Заключение
При оценке цитокинового про-

филя у больных ИМ и ИМ на фоне 
ХОБЛ было выявлено статистиче-
ски значимое повышение уровней 
ИЛ-1β, ИЛ-2 и ИЛ-6 по сравнению 
с группой контроля. Наиболее выра-
женные различия между группами 
больных отмечались в уровнях ИЛ-6. 
Его значения были максимальными 
у больных ИМ на фоне ХОБЛ и были 
достоверно выше соответствующих 
значений в группе больных ИМ. 
Можно предположить, что выброс 
провоспалительных цитокинов 
из очага воспаления в системный 
кровоток на фоне обострения ХОБЛ 
может быть фактором, провоциру-
ющим развитие острой коронарной 
патологии [8, 9].

При анализе ассоциации уровня 
ИЛ-6 с наличием ранних осложнений 
ИМ было установлено, что уровень 
ИЛ-6 у больных с осложненным ИМ 
был достоверно выше, чем у боль-
ных с неосложненным течением ИМ. 
Наиболее высокий уровень ИЛ-6 
регистрировался в подгруппе боль-
ных с осложненным течением ИМ 
на фоне ХОБЛ.

При осложненном течении ИМ 
максимально высокие значения ИЛ-6 
регистрировались у пациентов с кар-
диогенным шоком и отеком легких. 
В этих подгруппах они были досто-
верно выше, чем в группе пациентов 
с ИМ с нарушениями ритма. В группе 
коморбидных пациентов с явлениями 
левожелудочковой недостаточности 
уровень ИЛ-6 был выше, чем у ана-
логичных пациентов с ИМ в качестве 
мононозологии. Эти данные согласу-
ются с результатами исследования 
Шаленковой М. А. с соавт. (2014), вы-
явившей прямую зависимость уров-
ня ИЛ-6 от тяжести его течения ИМ 
и осложнений [7]. В исследованиях 
Ritschel V. (2017) у пациентов с ИМ 
выявлена ассоциация уровня рас-
творимого рецептора ИЛ-6 и риска 
ранней смерти и повторного ИМ [10].

Особенностью нашего исследо-
вания стало изучение цитокинового 

Таблица 1
Значение уровней ИЛ-1β, ИЛ-2, ИЛ-6 в обследуемых группах

Показатель Контроль, n = 20 ИМ, n = 28 ИМ+ХОБЛ, n = 37

ИЛ-1β, пг/мл 5,1 [4,7–6,9] 11,2 [9,6–17,4]* 13,7 [10,8–19,5]*

ИЛ-2, пг/мл 4,2 [2,2–7,7] 19,2 [14,7–24,7]** 24,1 [16,1–27,8]**

ИЛ-6, пг/мл 0,97 [0,2–4,2] 8,6 [6,1–19,9]* 15,6 [6,5–28,4]**º

Примечание: * —  статистически значимые различия с группой контроля (*р < 0,05; ** —  р < 
0,01); º —  статистически значимые различия с группой больных ИМ (º —  р < 0,05, ºº —  р < 0,01); 
в скобках 25-й и 75-й процентили.

Таблица 2
Уровни ИЛ-6 в зависимости от вида осложнений ИМ на госпитальном периоде

Осложнение ИМ, n = 11 ИМ + ХОБЛ, n = 23

Нарушения ритма и проводимости 5,7 [1,4–10,9] 8,6 [2,2–16,8]

Кардиогенный шок 17,3 [7,4–22,6]* 23,2 [12,4–26,5]*º

Отек легких 15,1 [7,4–19,5]* 20,1 [10,4–28,9]*º

Примечание: * —  статистически значимые различия с больными с нарушениями ритма 
и проводимости в данной группе (*р < 0,05; ** —  р < 0,01); º —  статистически значимые раз-
личия с больными ИМ с аналогичным осложнением ИМ (р < 0,05; ºº —  р < 0,01); в скобках 
25-й и 75-й процентили.

E-mail: medalfavit@mail.ru
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статуса у коморбидных пациентов, 
больных ИМ, на фоне ХОБЛ. По-
лученные данные свидетельствуют 
о том, что при определении цито-
кинового статуса у больных ИМ 
на фоне ХОБЛ следует в качестве 
основного показателя рассматривать 
уровень ИЛ-6. Повышенный уровень 
ИЛ-6, выявленный в данном иссле-
довании, ассоциируется с высоким 
риском осложнений ИМ в остром пе-
риоде заболевания. Данный цитокин 
можно считать маркером левожелу-
дочковой недостаточности (кардио-
генного шока и отека легких), развив-
шейся в остром периоде у больных 
ИМ на фоне ХОБЛ.

Конфликт	интересов
Авторы заявляют об отсутствии 

потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной 
статье.
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Приглашаем 19–20 сентября 2019 года врачей трансфузиологов, 
гематологов, анестезиологов-реаниматологов, хирургов, специ-

алистов клинической лабораторной диагностики, акушеров-гине-
кологов, ревматологов, нефрологов и других специалистов принять 
участие в работе II Ежегодной научно-практической конференции 
«Современные трансфузиологические технологии для медицинской 
практики. Год 2019: проблемы системы гемостаза. Анемии».
19 сентября —  бизнес-отель «Аэростар», 1-й этаж, зал «Петровский» 
(г. Москва, Ленинградский проспект, 37, корп. 9).
20 сентября —  конференц-зал Боткинской больницы, учебный центр 
для медицинских работников —  Медицинский симуляционный центр 
Боткинской больницы (г. Москва, 2-й Боткинский пр-д, 5, корп. 22).
Мероприятие проводится при научно-методической поддержке ор-
ганизационно-методического отдела по трансфузиологии Департа-
мента здравоохранения г. Москвы под эгидой главного внештатного 
специалиста-трансфузиолога ДЗМ проф. Буланова Андрея Юльевича.
Данная конференция включена в план конгрессно-выставочной 
деятельности под патронатом Департамента здравоохранения 
г. Москвы на 2019 год.
В рамках научной программы будут обсуждаться фундаментальные, 
клинические и трансфузионные проблемы:

• профилактика и преодоление резистентности к трансфузии 
тромбоцитов в гематологической клинике;

• оценка показаний для трансфузии тромбоцитов при массивном 
кровотечении;

• назначение антитромботической терапии пациентам с тромбо-
цитопенией в сосудистой клинике;

• проведение диализа пациентам с гепарининдуцированной 
тромбоцитопенией;

• ведение беременности у пациенток с тромбоцитопенией;
• эффективность вирус-инактивированных донорских тром-

боцитов.

Организаторами подана заявка в координационный совет по раз-
витию непрерывного медицинского образования с целью получения 
участниками баллов НМО.

Участие в конференции бесплатное.
Регистрация на сайтах: transfusiology.com
и med-marketing.ru/meropriyatiya/meropriyatiya_1316.html.

Контакты: оргкомитет научно-практических учебных мероприятий
«Московская трансфузиология»

info@transfusiology.com
+7 (495) 641–82–39
transfusiology.com

Уважаемые коллеги!
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Системная красная волчанка 
(СКВ) —  системное аутоим-

мунное заболевание неизвестной 
этиологии, характеризующееся 
гиперпродукцией органонеспеци-
фических аутоантител к различ-
ным компонентам клеточного ядра 
с развитием иммуновоспалительного 
повреждения тканей и внутренних 
органов [1]. В основе патогенеза СКВ 
лежат генетически детерминирован-
ные и индуцированные факторами 

внешней среды многообразные на-
рушения врожденного и приобре-
тенного иммунитета, в том числе 
патологическая активация В- и Т-кле-
ток, образование широкого спектра 
аутоантител, дисрегуляция продук-
ции цитокинов, дефекты клиренса 
апоптотических клеток и иммунных 
комплексов [2–5]. Антинуклеарные 
антитела (АНА) являются основными 
серологическими маркерами СКВ. 
В сыворотках больных СКВ обнару-

живаются антитела к ДНК, гистонам, 
нуклеосомам, экстрагируемым ядер-
ным антигенам (Sm, U 1 рибонуклео-
протеину —  РНП, SS-A/Ro, SS-B/La, 
рибосомальному белку Р —  RibP), 
ядрышковым антигенам и другим 
клеточным структурам [6, 7]. Поло-
жительные результаты определения 
АНА входят в число диагностических 
критериев СКВ; применяются для 
оценки активности, прогноза и ха-
рактеристики клинико-лабораторных 

Взаимосвязь профилей антинуклеарных антител 
и цитокинов при системной красной волчанке

Е. Н. Александрова, д. м. н., зав. лабораторией клинической иммунологии1

А. А. Новиков, д. б. н., вед. н. с. лаборатории клинической иммунологии1

Ж. Г. Верижникова, врач КЛД лаборатории иммунодиагностики2

Т. А. Панафидина, к. м. н., н. с. лаборатории системных ревматических заболеваний2

Г. В. Лукина, д. м. н., проф., зав. отделом ревматологии1, вед. н. с. лаборатории мониторинга 
безопасности антиревматических препаратов2

1ГБУЗ г. Москвы «Московский клинический научно-практический центр имени А. С. Логинова» 
Департамента здравоохранения г. Москвы

2ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ревматологии имени В. А. Насоновой», г. Москва

Relationship of profiles of antinuclear antibodies and cytokines in systemic lupus erythematosus
E. N. Aleksandrova, A. A. Novikov, Zh. G. Verizhnikova, T. A. Panafidina, G. V. Lukina
A. S. Loginov Moscow Clinical Research and Practical Center, Moscow Healthcare Department, V. A. Nasonova Research 
Institute of Rheumatology; Moscow, Russia

Резюме
Системная красная волчанка (СКВ) —  системное аутоиммунное 
заболевание, характеризующееся патологической активацией 
врожденного и приобретенного иммунного ответа, образованием 
антинуклеарных антител (АНА) и дисрегуляцией продукции цитокинов. 
Цель работы: изучить взаимосвязь профилей АНА и цитокинов у боль-
ных СКВ при использовании мультиплексного иммунного анализа (МИА) 
данных биомаркеров. Обследовано 94 больных СКВ (критерии диа-
гноза SLICC, 2012) и 28 здоровых доноров. Профили АНА и цитокинов 
в сыворотке крови определяли на основе суспензионной микрочипо-
вой технологии хМАР. При СКВ наиболее часто выявлялись антитела 
к дсДНК (52,1 %), нуклеосомам (54,3 %) и SS-A/Ro (37,2 %), реже к Sm 
(28,7 %), RibP (14,9 %), РНП-70 (13,8 %) и SS-B/La (11,7 %). Активность за-
болевания (SLEDAI-2K) положительно коррелировала с концентрацией 
антител к дсДНК (r = 0,6), нуклеосомам (r = 0,7), Sm (r = 0,4) и RibP (r = 
0,3) (p < 0,05). В сыворотках больных СКВ идентифицировано повы-
шение уровней IL-4, -6, -8, -12, GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, RANTES и сниже-
ние содержания IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-9, IL-10, эотаксина, G-CSF, IFN-γ, 
MIP-1α, TNF-α, FGF, PDGF-BB, VEGF по сравнению с донорами (р < 0,05). 
Увеличение концентрации IP-10 и MCP-1 ассоцировалось с высокой 
активностью заболевания (r = 0,4; r = 0,3; р < 0,05), гиперпродукцией 
антител к дсДНК (r = 0,3), нуклеосомам (r = 0,5), Sm (r = 0,5), SS-B/La (r = 
0,3), RibP (r = 0,4) (p < 0,05) и антител к Sm (r = 0,3), SS-B/La (r = 0,3), RibP 
(r = 0,3) (p < 0,05) соответственно. Вывод: образование АНА и высокая 
активность СКВ ассоциируются с гиперэкспрессией хемокинов IP-10 
и MCP-1, индуцируемых IFN.
Ключевые слова: системная красная волчанка, антинуклеарные антитела, 
цитокины, активность заболевания, мультиплексный иммунный анализ.

Summary
Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune dis-
ease characterized by pathological activation of the innate and 
acquired immune response, the formation of antinuclear antibodies 
(ANA), and dysregulation of cytokine production. Objective: to 
study the relationship of ANA and cytokine profiles in patients with 
SLE using multiplex immune analysis (MIA) of these biomarkers. We 
examined 94 patients with SLE (SLICC diagnosis criteria, 2012) and 
28 healthy donors. Profiles of ANA and cytokines in blood serum 
were determined on the basis of suspension microarray technology 
xMAP. In SLE, antibodies to dsDNA (52.1 %), nucleosomes (54.3 %) 
and SS-A/Ro (37.2 %), less often to Sm (28.7 %), RibP (14, 9 %), RNP-70 
(13.8 %) and SS-B/La (11.7 %). Disease activity (SLEDAI-2K) positively 
correlated with the concentration of antibodies to dsDNA (r = 0.6), 
nucleosomes (r = 0.7), Sm (r = 0.4) and RibP (r = 0.3) (p < 0.05). In the 
sera of patients with SLE, an increase in the levels of IL-4, -6, -8, -12, 
GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, RANTES and a decrease in the content of 
IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-9, IL-10, eotaxin, G-CSF, IFN-γ, MIP-1α, TNF-α, FGF, 
PDGF-BB, VEGF compared to donors (p < 0.05). An increase in the 
concentration of IP-10 and MCP-1 was associated with high disease 
activity (r = 0.4; r = 0.3; p < 0.05), hyperproduction of antibodies to 
dsDNA (r = 0.3), nucleosomes (r = 0.5), Sm (r = 0.5), SS-B/La (r = 0.3), 
RibP (r = 0.4) (p < 0.05) and antibodies to Sm (r = 0.3), SS-B/La (r = 0.3), 
RibP (r = 0.3) (p < 0.05), respectively. Conclusion: the formation of 
ANA and high activity of SLE are associated with the overexpression 
of chemokines IP-10 and MCP-1 induced by IFN.
Key words: systemic lupus erythematosus, antinuclear antibodies, 
cytokines, disease activity, multiplex immune assay.
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субтипов заболевания; служат пре-
дикторами развития СКВ на доклини-
ческой стадии [6, 8–10]. АНА прямо 
или через формирование иммунных 
комплексов с ядерными антигенами, 
образующимися в процессе нетоза, 
апоптоза и некроза клеток, индуци-
руют персистирующую стимуляцию 
мембранных рецепторов (Toll-по-
добных рецепторов TLR 7 и TLR 9; 
FcγRIIa) плазмоцитоидных дендрит-
ных клеток, моноцитов/макрофагов, 
нейтрофилов, Т- и В-лимфоцитов, 
усиливают продукцию интерферона 
альфа (IFN-α), В-лимфоцитарного 
стимулятора (BLyS) и других провос-
палительных цитокинов (интерлей-
кинов IL-6, IL-8, IL-1β, IL-12, IL-21, 
IL-22, IL-23, IL-17, IL-18, фактора 
некроза опухоли альфа TNF-α), акти-
вируют систему комплемента, а так-
же механизмы комплементзависимой 
и антителозависимой клеточной ци-
тотоксичности, что приводит к вос-
палению и деструкции тканей орга-
низма [2, 3, 5, 11]. Учитывая важную 
роль АНА в патогенезе СКВ, боль-
шинством исследователей ставится 
под сомнение существование серо-
негативной по антиядерным антите-
лам формы данного заболевания [12]. 
К патогенетически значимым цито-
кинам при СКВ относят BLyS, IFN-α, 
IL-6, IL-17, IL-12, IL-23, TNF-α, 
IFN-γ-индуцибельный белок (IP-10), 
гранулоцитарно-макрофагальный ко-
лониестимулирующий фактор (GM–
CSF), которые усиливают продукцию 
аутоантител, поддерживают воспа-
лительный процесс и могут быть 
использованы в качестве мишеней 
для терапии генно-инженерными 
биологическими препаратами [2, 3, 
5, 13, 14]. Увеличение сывороточной 
концентрации хемокинов CXCL10 
(IP-10), CCL2 (моноцитарного хе-
моаттрактного белка-1 —  MCP-1) 
и CCL19 (макрофагального белка 
воспаления-3В —  MIP-3B), регу-
лируемых IFN, тесно коррелирует 
с активностью люпус-нефрита и обо-
стрением заболевания [15]. К потен-
циальным биомаркерам активности 
СКВ относят также BLyS [16], другие 
цитокины (TNF-α, антагонист рецеп-
тора IL-1 —  IL-1ra, IFN-α, IL-6, IL-10, 
IL-18, CD 40L) [2, 17, 18]. У больных 
активной формой СКВ или неполным 

волчаночным синдромом с риском 
прогрессирования заболевания ре-
гистрируется высокий уровень экс-
прессии генов, индуцируемых IFN 
I типа (type I IFN gen signature), ко-
торый коррелирует с увеличением 
концентрации IgG антител к дсД-
НК, нуклеосомам, U 1 РНП, SS-A/
Ro, SS-B/La, в то время как низкий 
уровень экспрессии данных генов 
сопровождается продукцией менее 
патогенных АНА класса IgM [19]. 
Обнаружение за три c половиной 
года и более до клинической мани-
фестации СКВ профиля биомаркеров, 
включающего АНА (антитела к дсД-
НК, нуклеосомам, SS-A/Ro, SS-B/La, 
Sm, Sm/РНП, РНП), цитокины (IL-5, 
IL-6) и монокин из семейства СХС 
хемокинов, индуцированный IFN-γ 
(MIG), прогнозирует развитие данно-
го заболевания с точностью 92 % [20].

Применение мультиплексных тех-
нологий, обладающих более высокой 
аналитической чувствительностью 
по сравнению с классическим мо-
ноплексным методом иммунофер-
ментного анализа и возможностью 
одновременного определения боль-
шого количества показателей, по-
зволяет идентифицировать профили 
АНА и цитокинов, ассоциированые 
с различными субфенотипами СКВ, 
расширить представления о патоге-
нетическом и предиктивном значе-
нии данных биомаркеров [21–25]. 
Вместе с тем имеющиеся в литера-
туре результаты мультиплексного 
иммунного анализа (МИА) профилей 
АНА и цитокинов при СКВ варьиру-
ют в зависимости от особенностей 
тест-систем (биочипов, антигенов), 
пределов референтных интервалов 
исследуемых показателей, подбора 
групп больных и нуждаются в уточ-
нении.

Цель	работы:	изучить взаимосвязь 
профилей АНА и цитокинов у боль-
ных СКВ при использовании МИА 
данных биомаркеров.

Пациенты	и	методы
Обследованы 94 пациента с до-

стоверным диагнозом СКВ (критерии 
SLICC, 2012) [8] (14 мужчин и 80 
женщин) в возрасте 35,9 (16,0–65,0) 
года с длительностью заболевания 

113,5 (2,0–576,0) месяца, наблюдав-
шихся в НИИР имени В. А. Насоно-
вой в 2014–2017 годах. Активность 
заболевания по шкале SLEDAI-2K 
составляла 9,7 (0–40) балла, индекс 
повреждения SLICC/ACR Damage 
Index соответствовал 1,6 (0–18) балла. 
Большинство больных имели хрони-
ческое течение заболевания (61 %), 
23 % —  острое, 16 % —  подострое. 
Среди клинических проявлений пре-
обладали суставной синдром (85 %), 
поражения кожи и слизистых обо-
лочек (47 %), волчаночный нефрит 
(53 %). 97 % больных СКВ были се-
ропозитивными по антинуклеарному 
фактору в непрямой реакции имму-
нофлюоресценции на HEp-2-клет-
ках. В контрольную группу вошли 
28 здоровых доноров, сопоставимых 
по полу и возрасту с обследованными 
больными. Образцы сывороток крови 
хранились при –70 °C.

Исследование профилей АНА (ан-
тител к дсДНК, Sm, SS-A/Ro, SS-B/La, 
нуклеосомам, рибосомальнму белку 
Р —  RibP, рибонуклеопротеину —  
РНП-70) и 27 цитокинов в сыворотке 
крови осуществляли методом МИА 
на основе суспензионной микрочипо-
вой технологии хМАР (BioPlex® 2200 
ANA Screen и Bio-Plex® 200 Human 
Grp I Cytokine 27-plex panel; Bio-Rad 
Laboratories, США) согласно инструк-
циям фирмы-производителя. Позитив-
ные результаты измерения антител 
к дсДНК соответствовали значениям ≥ 
10,0 МЕ/мл, других разновидностей 
АНА ≥ 1,0 ЕД.

Статистическая обработка резуль-
татов проводилась с использовани-
ем программы Statistica 6.0 (StatSoft, 
США), включая методы параметриче-
ского и непараметрического анализа. 
Для параметров, распределение кото-
рых отличалось от нормального, при 
сравнении двух групп использовали 
критерий Манна-Уитни, а при срав-
нении трех и более групп —  крите-
рий Краскелла-Уоллеса; результаты 
представлены в виде медианы [Ме] 
с интерквартильным интервалом [ИИ] 
25–75-го процентилей. Корреляци-
онный анализ проводился с исполь-
зованием рангового коэффициента 
корреляции Спирмена. Различия счи-
тались статистически значимыми при 
р < 0,05.
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Результаты	исследования
При СКВ наиболее часто выявля-

лись антитела к дсДНК (52,1 %), ну-
клеосомам (54,3 %) и SS-A/Ro (37,2 %), 
реже —  антитела к другим ядерным 
антигенам (Sm, RibP, РНП-70, SS-B/
La) (28,7–11,7 %) (табл. 1). Индекс 
активности заболевания SLEDAI-2K 
положительно коррелировал с концен-
трацией антител к дсДНК (r = 0,6; p < 
0,05), нуклеосомам (r = 0,7; p < 0,05), 
Sm (r = 0,4; p < 0,05) и RibP (r = 0,3; 
p < 0,05).

В сыворотках больных СКВ от-
мечалось снижение уровней IL-1β, 
IL-1ra, IL-2, IL-9, IL-10, эотакси-
на, G-CSF, IFN-γ, MIP-1α, TNF-α, 
FGF, PDGF-BB, VEGF и повышение 
концентраций IL-4, IL-6, IL-8, IL-12, 
GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, RANTES 
по сравнению с соответствующими 
показателями у здоровых доноров 
(р < 0,05); содержание IL-5, IL-7, 
IL-13, IL-15 и IP-10 не отличалось 
от нормы (p > 0,05) (табл. 2). Таким 
образом, цитокиновый профиль при 
СКВ характеризовался низкими или 
нормальными значениями медианы 
концентраций большинства провос-
палительных, антивоспалительных, 
Th-1 и Th-2 цитокинов, колониести-
мулирующих и ангиогенных фак-
торов (за исключением высоких 
уровней IL-6, IL-12 и GM-CSF) 
и гиперэкспрессией хемокинов IL-8, 
MCP-1, MIP-1β, RANTES, а также 
основного Th-2-цитокина —  IL-4. 
Гиперпродукция хемокинов IP-10 
и MCP-1 ассоциировалась с повы-
шением индекса активности заболе-
вания SLEDAI-2K (r = 0,4, p < 0,05; 
r = 0,3, р < 0,05) и увеличением сы-
вороточной концентрации антител 

к дсДНК (r = 0,3), нуклеосомам (r = 
0,5), Sm (r = 0,5), SS-B/La (r = 0,3), 
RibP (r = 0,4) (p < 0,05) и антител 
к Sm (r = 0,3), anti-SS-B/La (r = 0,3), 

anti-RibP (r = 0,3) (p < 0,05) соответ-
ственно. Уровни IL-1β, IL-15 и IL-8 
негативно коррелировали с концен-
трацией антител к дсДНК (r = –0,3), 

Таблица 1
Частота обнаружения АНА в сыворотках 

94 больных СКВ

АНА n, %

Антитела к дсДНК 49 (52,1)

Антитела к Sm 27 (28,7)

Антитела к нуклеосомам 51 (54,3)

Антитела к SS-A/Ro 35 (37,2)

Антитела к SS-B/La 11 (11,7)

Антитела к РНП-70 13 (13,8)

Антитела к RibP 14 (14,9)

Таблица 2
Концентрация цитокинов в сыворотках больных СКВ и здоровых доноров

Цитокины (пкг/мл) СКВ, n = 80 Здоровые доноры, n = 28 p

Провоспалительные

IL-1β 1,7 (1,3–2,9) 4,3 (2,6–5,1) 0,000075

TNF-α 15,5 (11,9–21,4) 38,9 (21,8–66,0) 0,000764

IL-2 14,5 (9,3–17,7) 10,8 (5,0–14,4) 0,023539

IL-6 13,7 (9,0–21,9) 6,8 (4,3–13,1) 0,000097

IL-15 11,9 (0,0–28,4) 7,8 (4,0–19,1) 0,935177

Th1

IL-12 16,8 (10,8–30,9) 5,6 (2,2–9,6) 0,000001

IFN-γ 92,5 (63,4–140,3) 175,9 (112,3–966,0) 0,000007

Th2

IL-4 11,0 (8,8–13,2) 2,5 (0,2–5,8) 0,000001

IL-5 2,0 (1,7–2,7) 1,5 (0,2–5,2) 0,478648

IL-9 10,5 (7,7–19,8) 34,2 (27,2–41,7) 0,000001

IL-13 11,1 (4,8–29,7) 16,7 (9,1–22,7) 0,633549

Eotaxin 22,5 (11,2–39,7) 88,6 (18,1–590,0) 0,000084

Антивоспалительные

IL-1ra 57,3 (44,6–113,3) 145,2 (109,1–234,4) 0,00001

IL-10 8,5 (5,9–11,4) 13,2 (5,7–44,5) 0,052989

Колониестимулирующие факторы

IL-7 3,9 (2,6–6,4) 6,3 (0,4–20,0) 0,73118

GM-CSF 129,1 (53,7–226,8) 39,9 (15,4–56,5) 0,000066

G-CSF 6,1 (1,2–13,0) 12,0 (2,4–21,4) 0,042468

Стромальные и ангиогенные факторы

FGF 10,3 (8,1–15,1) 27,3 (19,8–42,3) 0,000001

PDGF-BB 2 335,3 (1 698,2–3 176,2) 16 338,8 (5 320,5–56 472,8) 0,000001

VEGF 61,9 (34,1–116,3) 205,6 (91,1–313,8) 0,000054

Хемокины

IL-8 29,6 (13,4–149,7) 12,5 (4,7–15,9) 0,000003

IP-10 772,0 (439,0–1450,4) 349,3 (188,1–3 452,1) 0,47024

MCP-1 130,1 (57,8–246,2) 51,5 (22,0–123,6) 0,000203

MIP-1α 3,9 (2,2–11,1) 10,8 (8,8–16,6) 0,000084

MIP-1β 136,5 (86,9–232,1) 70,2 (52,2–99,5) 0,000051

RANTES 22066,8 (14 804,6–28 439,7) 1 809,3 (1 802,3–6 169,5) 0,000001

Примечание: IL —  интерлейкин; TNF-α —  фактор некроза опухоли α; IFN-γ —  интерферон-γ; 
IL-1ra —  антагонист рецептора IL-1; GM–CSF —  гранулоцитарно-макрофагальный колоние-
стимулирующий фактор; G-CSF —  гранулоцитарный колониестимулирующий фактор; FGF —  
фактор роста фибробластов; PDGF-BB —  фактор роста тромбоцитов-ВВ; VEGF —  васкулоэн-
дотелиальный фактор роста; IP-10 —  IFN-γ-индуцибельный белок-10; MCP-1 —  моноцитарный 
хемоаттрактантный белок-1; MIP —  макрофагальный белок воспаления; RANTES —  хемокин, 
выделяемый Т-клетками при активации.
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RibP (r = –0,3) (p < 0,05) и SS-A/Ro 
(r = –0,3) (p < 0,05) соответственно 
Отмечалась положительная корре-
ляция между уровнями антивоспа-
лительных цитокинов IL-10, IL-1ra 
и антител к Sm (r = 0,3), SS-B/La 
(r = 0,3), SS-A/Ro (r = 0,3) (p < 0,05). 
Повышение концентрации GM-CSF 
сопровождалось снижением уров-
ня антител к Sm-антигену (r = –0,3) 
(p < 0,05).

Обсуждение	результатов
С помощью МИА в сыворотках 

больных СКВ идентифицирован 
профиль АНА и цитокинов, харак-
теризующийся наличием антител 
к семи ядерным антигенам (дсДНК, 
нуклеосомам, Sm, SS-A/Ro, SS-B/
La, RibP, РНП-70) и повышением 
уровней IL-4, -6, -12, хемокинов 
IL-8, MCP-1, MIP-1β, RANTES 
и колониестимулирующего фактора 
GM-CSF. Показано, что увеличе-
ние сывороточной концентрации 
антител к дсДНК, нуклеосомам, 
Sm, RibP, а также хемокинов IP-10 
и MCP-1, индуцированных IFN, ас-
социируется с высокой активностью 
СКВ. Обнаружена положительная 
корреляция между уровнями АНА 
(антител к дсДНК, нуклеосомам, 
Sm, SS-B/La, RibP) и концентраци-
ей IP-10, MCP-1 в крови. Сходные 
результаты при одновременном 
определении профилей АНА и ци-
токинов у больных СКВ с использо-
ванием мультиплексных технологий 
получены другими авторами [24, 25]. 
Y. Pacheco и соавт. [24] выявили по-
вышенные средние уровни IFN-α, 
IL-6, -8, -10, -12/23p40, -17A, TNFα, 
G-CSF и нормальные концентрации 
IL-1β, -2, -4, -5, -9, -13, IFN-γ в сыво-
ротках у 67 больных СКВ. В работе 
были проанализированы три кла-
стера аутоантител (1 —  нейтраль-
ный с преобладанием АНА и низ-
кой частотой обнаружения других 
аутоантител; 2 —  с преобладанием 
антифосфолипидных антител; 3 —  
с преобладанием антител к дсДНК 
и экстрагируемым ядерным антиге-
нам) и четыре кластера цитокинов 
(1 —  нейтральный с низкими уров-
нями цитокинов; 2 —  хемокиновый 
с доминированием IL-8; 3 —  с доми-
нированием G-CSF; 4 —  провоспа-

литильный с доминированием IFN-α 
и в меньшей степени IL-12/23p40, 
TNF-α, IL-17A, G-CSF, IL-10). В от-
личие от наших результатов, уров-
ни АНА не коррелировали с пока-
зателями активности заболевания, 
вместе с тем все четыре кластера 
цитокинов достоверно отражали 
активность СКВ по индексу SLAQ 
(p = 0,022). У пациентов с активной 
СКВ было выделено три интегра-
тивных кластера аутоантител и ци-
токинов, при этом первый кластер 
характеризовался низкими уровнями 
цитокинов и преобладанием АНА, 
второй —  доминированием хемоки-
на IL-8 и антифосфолипидных анти-
тел, третий —  высокими уровнями 
IFN-α и антител к дсДНК. В нашем 
исследовании также отмечались по-
вышенные уровни IL-6, -8, -12 и низ-
кие или нормальные концентрации 
IL-1β, -2, -5,-9, -13, IFN-γ в сыворот-
ках больных СКВ, при этом гипо-
продукция IL-1β, -8–15 ассоцииро-
валась с увеличением титров АНА 
(антител к дсДНК, SS-A/Ro и RibP), 
однако уровни цитокинов (за исклю-
чением IP-10 и MCP-1) не коррели-
ровали с активностью заболевания, 
что может быть обусловлено исполь-
зованием разных индексов для под-
счета активности патологического 
процесса. J. A. Reynolds и соавт. [25] 
распределили больных СКВ (n = 
96) на три группы, две из которых 
характеризовались высокой актив-
ностью заболевания (по индексам 
SLEDAI-2К и BILAG-2004) и высо-
кими уровнями IFN-α, BLyS (I груп-
па) или CXCL10 (IP-10), CXCL13 
(В-лимфоцитарного хемоаттрак-
танта BLC) (II группа), в то время 
как III группа имела низкую актив-
ность заболевания и низкие уров-
ни цитокинов в сыворотке крови. 
В I группе доминирование IFN-α 
и BLyS сочеталось с возрастанием 
IL-10, -17, -21; во II группе гипер-
продукция хемокинов сопровожда-
лась увеличением концентрации 
антител к дсДНК, гипокомплемен-
темией и развитием артритов, что 
подтверждается нашими даными 
о положительной корреляции хе-
мокинов IP-10 и MCP-1 с индексом 
активности SLEDAI-2К и уровня-
ми антител к дсДНК, нуклеосомам, 

Sm, RibP. Другими исследователя-
ми также обнаружена взаимосвязь 
между увеличением сывороточной 
концентрации хемокинов MCP-1 
(CCL2), RANTES (CCL5), MIP-3B 
(CCL19), IP-10 (CXCL10), SIGLEC-1, 
CXCL1, CXCL16, индуцируемых 
IFN, повышением активности СКВ 
и гиперпродукцией АНА [2, 26, 27]. 
Как известно, среди цитокинов по-
тенциальными биомаркерами актив-
ности СКВ являются TNF-α, IL-1ra, 
IL-6, IL-10, IL-12, IL-15 [2, 17, 23]. 
В нашей работе повышение уровней 
этих цитокинов не коррелировало 
с индексом активности SLEDAI-2К. 
При этом нами обнаружена положи-
тельная корреляция между уровнями 
IL-10, IL-1ra и антител к Sm, SS-B/
La, SS-A/Ro, в то время как уровни 
IL-1β, IL-15, IL-8 и GM-CSF нега-
тивно коррелировали с концентра-
цией антител к дсДНК, RibP, SS-A/
Ro и Sm. Полученные результаты 
указывают на существование раз-
личных иммунологических субфе-
нотипов СКВ, отражающих гетеро-
генность данного многофакторного 
заболевания, однако имеют пред-
варительный характер и требуют 
дальнейшего изучения.

Выводы
Образование АНА и высокая ак-

тивность СКВ ассоциируются с ги-
перэкспрессией хемокинов IP-10 
и MCP-1, индуцируемых IFN. МИА 
профилей АНА и цитокинов является 
важным инструментом для реализа-
ции персонализированного подхода 
к оценке иммунологических субти-
пов СКВ.
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Маленькие шаги к большой победе над гепатитом С

Разделить большое бремя вирусных 
гепатитов на малые части и сложить 

без них картину мира из пазлов побе-
ды над инфекцией в отдельных группах 
пациентов… Это самый эффективный 
путь к выполнению глобальной задачи 
Всемирной организации здравоохране-
ния —  элиминировать вирусные гепатиты. 
Сейчас лечение получают в первую оче-
редь самые уязвимые группы пациентов. 
В основном это люди с циррозом печени. 
Но важно не забывать и о сложных пациен-
тах, зараженных в медицинских условиях.

Эксперты сходятся во мнении, что осо-
бое внимание следует уделять лечению 
детей, тем более что впервые появилась 
возможность безинтерфероновой тера-
пии гепатита С у подростков старше 12 лет.

Немногие регионы могут позволить 
себе масштабные программы лечения 
вирусных гепатитов. В Москве ежегодно 
от гепатита С лечат все больше пациен-
тов. В других регионах с трудом удается 
добиться лечения 50–200 пациентов в год. 
И это лучшие примеры.

Марина Русанова, к. м. н, врач-инфек-
ционист высшей категории, заведующая 
дневным стационаром центра по лече-
нию хронических вирусных гепатитов ГБУЗ 

«Инфекционная клиническая больница 
№ 1» Департамента здравоохранения 
г. Москвы подчеркивает: «Очень важно, 
чтобы каждый житель Москвы с хрониче-
ским вирусным гепатитом был направлен 
в наш центр и прошел полное обсле-
дование. Наша задача —  расставить 
приоритеты, кому в первую очередь на-
значать терапию, и грамотно подобрать 
схему лечения, чтобы мы могли пролечить 
как можно больше пациентов. Каждый 
год терапию от гепатита С получают все 
больше больных в рамках региональных 
и государственных программ: в 2016 году 
было пролечено 1 900, в 2017 году —  уже 
2 676, а в 2018 году —  3 695 пациентов».

Самая сложное —  выбрать, кому 
в первую очередь оказать помощь, ког-
да средств на лечение всех нуждающих-
ся не хватает.

В России гепатит С значительнее рас-
пространен среди детей и подростков, 
чем в странах Европы и в США. Порядка 
13,2 млн детей в возрасте от 1 до 15 лет 
болеют хроническим вирусным гепа-
титом С в мире. В России, по данным 
Референс-центра по мониторингу за ви-
русными гепатитами, инфицированы 
почти 17 тыс. детей в возрасте до 17 лет.

Чаще всего российские дети зара-
жаются гепатитом С в медицинских уч-
реждениях и от матерей. Для подростков 
также, как и для взрослых, актуальными 
являются такие факторы риска, как пир-
синг и нанесение татуировок, маникюр 
и педикюр, если при этих манипуляциях 
используется недостаточно качественно 
стерилизованный инструментарий или 
нестерильная краска для татуировок.

Проблема лечения гепатита С у де-
тей и подростков дольше всего оста-
валась нерешенной. В то время когда 
количество современных, эффективных 
и безопасных опций для лечения хрони-
ческого гепатита у взрослых постоянно 
расширялось, детские специалисты 
могли использовать только интерферо-
новые схемы терапии. В некоторых слу-
чаях они спасали детские жизни, когда 
болезнь начинала активно развиваться, 
но назначались с осторожностью и толь-
ко в случаях ухудшений. И, увы, далеко 
не всегда помогали.

В 2019 году ситуация в России из-
менилась. Теперь подросткам в воз-
расте от 12 лет также стало доступно 
эффективное и безопасное лечение 
хронического гепатита С.
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При установленных заболеваниях почек основными 
способами лабораторной оценки их состояния являет-

ся серийное определение концентрации мочевины и креа-
тинина в сыворотке крови [2]. Концентрация креатинина 
крови преимущественно зависит от скорости клубочковой 
фильтрации (СКФ), то есть количества мл плазмы крови, 
которое профильтровалось через клубочки почек за 1 ми-
нуту, поэтому определение уровня креатинина является 
более информативным методом оценки фильтрационной 
способности почек по сравнению с мочевиной.

Латентно протекающие хронические заболевания почек 
(ХЗП) встречаются при первичном поражении почек и как 
осложнение других заболеваний, в частности, сахарного 
диабета и гипертонической болезни. Для выявления хро-
нических заболеваний почек на ранних стадиях опреде-
ление уровней мочевины и креатинина в сыворотке крови 
недостаточно информативно, так как их концентрации 
существенно повышаются при поражении патологическим 
процессом около половины нефронов [3], что связано с вы-
сокими компенсаторными возможностями почек. К более 
ранним маркерам выявления ХЗП относятся снижение 
СКФ и альбуминурия, которые могут проявляться по от-
дельности или одновременно [10].

Непосредственное измерение СКФ с помощью лабо-
раторных тестов невозможно, но ее можно оценить путем 
использования косвенных методов. В настоящее время 
СКФ определяется расчетными и клиренсовыми методами. 
Расчет СКФ основан на концентрации в сыворотке крови 

креатинина или цистатина C [4, 8]. Условия использования 
сывороточного цистатина C для оценки СКФ пока недоста-
точно разработаны [10], поэтому концентрация креатинина 
крови является основным показателем для расчета СКФ.

Клиренсовые методы основаны на измерении кон-
центрации известного вещества в сыворотке или плазме 
крови и моче. Клиренс —  это количество мл плазмы крови, 
которое очистилось от определяемого вещества за 1 минуту. 
Условиями выбора измеряемого аналита является наличие 
его фильтрации в клубочках почек при отсутствии реаб-
сорбции и секреции в канальцах. С 30-х годов прошлого 
века в качестве доступного для исследования вещества ис-
пользуется эндогенный (образованный внутри организма) 
креатинин, концентрация которого определяется в крови 
и моче, а способ оценки назван пробой Реберга-Тареева 
или клиренсом по эндогенному креатинину.

Таким образом, используемые в рутинной практике 
методы базируются на определении концентрации креа-
тинина.

Методы	определения	концентрации	креатинина:	
возможности	и	ограничения

Основным рутинным методом измерения концентрации 
креатинина остается реакция со щелочным пикратом —  
смесью растворов пикриновой кислоты и едкого натра —  
NaOH (реакция Яффе). Все больше в лабораторную прак-
тику чаще сетевых и независимых лабораторий входят 
различные варианты ферментативных тестов. Дефинитив-

Особенности методов оценки скорости  
клубочковой фильтрации

И. А. Волкова, к. м. н., доцент кафедры
М. И. Савина, д. б. н., проф. кафедры

Кафедра клинической лабораторной диагностики факультета дополнительного 
профессионального образования ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет имени Н. И. Пирогова» Минздрава России, г. Москва
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Резюме
Снижение скорости клубочковой фильтрации (СКФ) является более 
ранним признаком выявления хронических заболеваний почек по срав-
нению с повышением концентрации мочевины и креатинина крови. 
Прямо измерить скорость клубочковой фильтрации невозможно. Опре-
деление СКФ проводится расчетом по концентрации креатинина крови 
или измерением клиренса по эндогенному креатинину. В работе пока-
зано влияние методов определения креатинина на результаты расчета 
скорости клубочковой фильтрации и условия для правильного выбора 
способа измерения скорости клубочковой фильтрации в разных кли-
нических ситуациях, связанных с хроническими заболеваниями почек.
Ключевые слова: креатинин, скорость клубочковой фильтрации, кли-
ренс, хронические заболевания почек.

Summary
A decrease in glomerular filtration rate (GFR) is an earlier sign of de-
tection of chronic kidney diseases compared to an increase in urea 
and blood creatinine concentrations. It is impossible to measure the 
glomerular filtration rate directly. GFR is determined by calculating 
the concentration of blood creatinine or by measuring the clearance 
of endogenous creatinine. The work shows the influence of methods 
for the determination of creatinine on the results of the calculation of 
glomerular filtration rate and terms for the correct choice of method 
of measuring glomerular filtration rate in different clinical situations 
associated with chronic kidney disease.
Key words: creatinine, glomerular filtration rate, clearance, chronic 
kidney disease.
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ные (окончательные, наиболее точные) методы, такие как 
масс-спектрометрия, проводятся в специализированных 
лабораториях в основном для определения концентрации 
креатинина в калибраторах, контрольном материале и др.

Креатинин определяют в сыворотке или плазме крови 
и моче. Результаты анализа сыворотки и плазмы крови 
считаются одинаковыми [7]. Креатинин сыворотки кро-
ви остается стабильным при хранении пробы в течение 
24 часов при комнатной температуре и после повторно-
го замораживания [5]. В связи с высоким содержанием 
креатинина в моче перед определением концентрации 
креатинина мочу разводят в 50–100 раз физиологиче-
ским раствором с последующим умножением результата 
на степень разведения.

Метод определения креатинина  
со щелочным пикратом

Метод Яффе является наиболее распространенным 
методом измерения концентрации креатинина, но его 
характеризует низкая аналитическая специфичность. 
На результаты определения креатинина влияют белки, 
глюкоза, ацетоуксусная кислота, соединения с двойными 
и тройными связями, а также некоторые лекарственные 
препараты. Определяемые совместно с креатинином 
соединения приводят к неспецифическому и не подда-
ющемуся учету завышению результатов, которое в сред-
нем составляет 15–25 % [10]. В настоящее время для 
определения концентрации креатинина используют ки-
нетический метод (двухточечная кинетика, он же метод 
фиксированного времени). Измерение концентрации креа-
тинина кинетическим методом повышает специфичность 
метода [11], что приводит к получению более низких 
значений концентрации и лучше соответствует уровню 
креатинина пациента.

В связи с относительно низкой специфичностью реак-
ции для получения сопоставимых результатов приготов-
ление реагентов и методика анализа должны проводиться 
по стандартной операционной процедуре (СОП), принятой 
в лаборатории.

Определение концентрации креатинина 
ферментативными методами

Ферментативные методы определения концентрации 
креатинина отличаются высокой аналитической специ-
фичностью и чувствительностью. На результаты опре-
деления практически не влияют посторонние вещества, 
поэтому ферментативные методы отражают реальную 

концентрацию креатинина пациента. Уровень креати-
нина, измеренный ферментативным методом, будет ниже 
по сравнению с кинетическим определением по Яффе.

Надежность результатов измерения независимо от ис-
пользуемого метода зависит от качества калибратора. Для 
получения адекватных результатов калибратор должен 
быть аттестован дефинитивными методами, например 
масс-спектрометрией. В этом случае результаты анализов 
пациента будут в большей степени соответствовать истин-
ной концентрации креатинина. Правильность измерения 
концентрации креатинина должна быть подтверждена 
результатами внешней оценки качества (ВОК).

Креатинин	сыворотки	крови
Уровень креатинина в сыворотке крови определяется 

мышечной массой, полом, возрастом, иногда расой пациен-
та. Референтные значения содержания креатинина устанав-
ливаются, как правило, в соответствии с рекомендациями 
поставщиков реагентов в соответствии с методом исследо-
вания, полом и возрастом пациента (табл. 1). Референтные 
значения могут отличаться в разных лабораториях даже при 
одинаковых методах измерения показателя, поэтому при 
оценке результата надо ориентироваться на референтные 
пределы, указанные в бланке анализа.

При использовании реагентов другого производителя 
референтные значения для креатинина могут меняться, 
но направление изменений сохраняется: у женщин зна-
чения меньше, чем у мужчин, что связано с более низкой 
мышечной массой.

Концентрации креатинина, определенные разными 
методами или в разных лабораториях, могут существенно 
отличаться. Допустимая межлабораторная вариация при 
использовании одного и того же метода составляет около 
12 % [10]. В бланке анализа пациента следует указывать 
метод исследования креатинина, что пока не является 
обязательным, но влияет на оценку расчета СКФ. Для 
получения достоверных результатов и динамического 
наблюдения, необходимого для выявления ХЗП, иссле-
дования рекомендуется проводить одним и тем же ме-
тодом предпочтительно в одной и той же лаборатории. 
При проведении исследований разными методами или 
в разных лабораториях могут быть получены результаты, 
не поддающиеся клинической интерпретации.

Концентрация креатинина в системе СИ измеряется в мк-
моль/л. При измерении в мг/дл фактор пересчета составляет 
88,4: мкмоль/л = мг/дл × 88,4. При первичном обследовании 
пациентов с вероятностью ХЗП в перечень анализов надо 
включать определение концентрации креатинина крови.

Оценка изменения содержания креатинина 
по критической разнице RCV%.

При снижении СКФ наблюдается постепенное повы-
шение уровня креатинина крови. В связи с индивидуаль-
ностью нормы, то есть гомеостатическими показателями 
каждого здорового человека, диагностически значимый 
рост уровня креатинина может находиться внутри зоны 
референтных интервалов [3], а значения концентрации 
креатинина, которые некоторые авторы рассматривают 

Таблица 1
Ориентировочные референтные значения концентрации 

креатинина, измеренного разными методами

Метод определения Ориентировочные референтные значения  
для возрастной группы 18–60 лет

Креатинин по Яффе
Кинетический метод

М 62–115 мкмоль/л

Ж 53–97 мкмоль/л

Креатинин
Ферментативный метод

М 55–96 мкмоль/л

Ж 40–66 мкмоль/л
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как пограничные для расчета СКФ [10], не могут од-
нозначно использоваться для всех пациентов. Оценка 
повышения концентрации креатинина при повторных 
исследованиях по отношению к исходной концентрации 
креатинина позволяет делать предварительные выводы 
о возможном снижении СКФ. Оценка проводится срав-
нением разницы изменения концентрации креатинина 
пациента в процентах с критической разницей RCV% 
(reference change value), которая является современным 
объективным критерием.

RCV% для креатинина = 2,77 CVi% = 2,77 × 5,3 % = 14,6 % (≈15 %),

где CVi —  коэффициент индивидуальной вариации, кото-
рый для креатинина составляет 5,3 %. CVi для различных 
аналитов опубликованы на сайте Вестгарда, который об-
новляется каждые два года [12].

Расчет изменения концентрации креатинина пациента 
(ИКП%) проводится по отношению к первому измерению. 
Изменение диагностически значимо, если ИКП% больше 
RCV% (для креатинина более 15 %).

Пример расчета и оценки по RCV% представлен в табл. 2.
У первого пациента изменение незначимо. Расчет СКФ 

можно не проводить.
Оценка способом сравнения с критической разницей 

подходит для любого метода измерения креатинина, про-
веденного в одинаковых условиях.

Сравнение ИКП% с RCV% пока не является частью 
стандартного обследования пациента, однако превышение 
изменения концентрации креатинина пациента в процентах 
(ИКП%) значения RCV% могут служить объективным осно-
ванием для последующего расчета СКФ по креатинину крови.

При ИКП% меньше RCV% расчет СКФ проводить 
нецелесообразно.

Расчет	СКФ	по	креатинину	крови
Формулы для расчета СКФ являются эмпирическими, 

поэтому содержат ряд не поддающихся учету неустрани-
мых погрешностей. В последние годы формулы совершен-
ствовались и усложнялись, что повышает адекватность 
результатов, но требует использования специального 
калькулятора.
Формула Кокрофта-Голта (Cockroft-Gault) —  первая 

разработанная формула для оценки СКФ у взрослых, ко-
торая позволяет рассчитать СКФ по креатинину плазмы 
или сыворотки крови с учетом возраста и массы пациента.
СКФ = К [(140 —  возраст, лет) × масса кг / креатинин плазмы],

где К —  коэффициент, для мужчин равный 1,23, а для 
женщин —  1,05 в связи с более низкой мышечной массой, 
креатинин измеряется в мкмоль/л.

Недостатками формулы является необходимость при-
ведения результатов к стандартной площади поверхности 
тела 1,73 м2. Площадь поверхности тела пациента (Sм2) 
рассчитывается по номограмме или формулам.

Формула MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) 
расчета СКФ является более современной, учитывает пол, 
возраст, расу пациента. Расчет проводится на стандартную 
площадь поверхности тела 1,73 м².

СКФ (мл/мин.) = 175 × (Рcr/88,4)-1,154 × (годы)-0.203 × (0,742, 
женщины) × (1,212),

где РCr —  креатинин плазмы в мкмоль/л, фактор 1,212 
для африканцев.

Уравнение используется при подозрении на ХЗП (СКФ 
ниже 60 мл/мин.).

Формула CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology 
Collaboration) —  самая современная формула расчета СКФ, 
которая учитывает пол, возраст, расу. Расчет проводится 
на стандартную площадь поверхности тела 1,73 м².

GFR = 141 × min (Scr/κ, 1) α × max (Scr/κ, 1)-1,209 × 0.993годы × 
1,018 [Ж] × 1,159 [A],

где Scr —  креатинин плазмы мкмоль/л; κ —  61,9 для жен-
щин (Ж) и 79,6 для мужчин, α —  0,329 для женщин и 0,411 
для мужчин, А —  африканцы.

Расчет лучше соотносится с референтными методами 
определения СКФ [1].

Калькуляторы для расчета можно найти на сайтах mdrd.
com и kdep.nih.gov [1] и ввести в приложения современ-
ного мобильного телефона. Формулы предназначены для 
взрослых. Аналогичные формулы для детей —  Швартца 
и Коунахана [1].

Общим недостатком формул является их неточность при 
нормальных или незначительно сниженных значениях СКФ.

Оценка	расчетной	СКФ
Референтные значения СКФ для мужчин составля-

ют 90–150 мл/мин., а для женщин —  90–130 мл/мин. 
Регламентирующим значением ХЗП является СКФ 60 
мл/мин., так как ее снижение до 60 мл/мин. наблюдается 
при повреждении около половины нефронов. СКФ менее 

Таблица 2
Оценка изменения содержания креатинина путем критической разницы у двух пациентов  

при первичном и повторном плановых обследованиях

Параметр 1-й пациент 2-й пациент

Креатинин 1-е определение, мкмоль/л 70 70

Креатинин 2-е определение, мкмоль/л 78 85

ИКП% (78–70) / 70 × 100 = 11,4 % (85–70) / 70 ×100 = 21 %

Заключение ИКП% < RCV% (11,4 < 15,0)
Изменение незначимо

ИКП% > RCV% (21 > 15)
Изменение значимо

Примечание: ИКП% —  изменение концентрации креатинина пациента, %.
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60 мл/мин./1,73 м2, то есть приведенная к стандартной 
поверхности тела, служит основанием для диагноза ХЗП 
у взрослых. СКФ рассчитывает врач с точностью опреде-
ления до 1 мл/мин.

В настоящее время вариабельность результатов опре-
деления сывороточного креатинина затрагивает все урав-
нения для оценки СКФ, что приводит к получению менее 
точных результатов в диапазоне нормальной и слегка 
повышенной концентрации сывороточного креатинина 
(менее 133 мкмоль/л) [10]. При высоких концентрациях 
креатинина у пациентов с ХЗП расчетные методы более 
надежные и могут использоваться для определения дозы 
и срока введения лекарственных препаратов.

Все расчетные формулы основаны на измерении креа-
тинина кинетическим методом по Яффе. При определении 
концентрации креатинина ферментативными методами 
результаты измерения будут более надежными, но и бо-
лее низкими, что приводит к изменению расчетной СКФ, 
поэтому в бланке анализа важно указывать метод опре-
деления креатинина.

Многие рутинные автоматизированные методы опре-
деления сывороточного креатинина имеют предельно 
допустимую или выше допустимой погрешности изме-
рения. Одним из способов уменьшения систематической 
погрешности и повышения правильности результатов 
исследования является использование калибраторов с опре-
делением концентрации креатинина дефинитивным ме-
тодом с обязательной проверкой результатов по внешней 
оценке качества.

Источники вариабельности расчетной СКФ включа-
ют базовую биологическую вариацию, биологическую 
вариацию значений сывороточного креатинина, ошибки 
измерения сывороточного креатинина и ошибки, связан-
ные с оценочным уравнением. СКФ может варьировать 
в зависимости от питания, физической активности, позы, 
изменений давления крови и других причин [1, 10]. При 
беременности, ожирении и дефиците массы тела (ИМТ 
более 40 и менее 15 кг/м2), вегетарианстве, миодистрофии, 
пара- и квадриплегии, ампутации конечностей, транс-
плантации почки в качестве меры СКФ предпочтительны 
клиренсовые методы [1].

При получении результатов, измеренных разными 
методами, может возникнуть клиническая ситуация, при 
которой оценка СКФ будет неоднозначной или не позво-
ляющей делать клинические выводы (табл. 3).

Референтные значения СКФ для женщин: 90–130 
мл/мин. У первой пациентки СКФ, рассчитанная на ос-
новании более высокого уровня креатинина, определенного 

по методу Яффе, ниже СКФ, рассчитанной на основании 
более низкого содержания креатинина, измеренного ки-
нетическим методом, и ниже референтного предела. Не-
смотря на то что оба показателя различаются между собой, 
с клинической точки зрения они не указывают на наличие 
ХЗП, ибо больше критического значения 60 мл/мин.

У второй пациентки СКФ, рассчитанная по уровню 
креатинина крови, измеренного методом Яффе, также 
ниже СКФ, измеренной ферментативным методом. Оба 
результата СКФ меньше нижнего референтного предела 
и различаются между собой. СКФ, основанная на опре-
делении креатинина методом Яффе, ниже критического 
значения 60 мл/мин., что указывает на возможность ХЗП. 
СКФ, основанная на определении креатинина кинетиче-
ским методом, выше критического значения 60 мл/мин., 
поэтому не может использоваться в качестве критерия 
для диагностики ХЗП. С учетом возможных объективных 
погрешностей измерения интерпретация результатов вто-
роой пациентки нуждается в уточнении путем определения 
клиренса по эндогенному креатинину, который проводится 
в лаборатории.

Определение	клиренса	 
по	эндогенному	креатинину

Клиренс (С) или коэффициент очищения —  это коли-
чество миллилитров плазмы крови, которое очистилось 
от определяемого вещества за минуту.

Если вещество не реабсорбируется и не секретирует-
ся в канальцах, а только фильтруется, клиренс является 
мерой скорости клубочковой фильтрации. При наличии 
реабсорбции в канальцах клиренс будет меньше СКФ, 
а при наличии секреции —  больше СКФ.

Клиренс по эндогенному креатинину основан на измере-
нии уровня креатинина в сыворотке или плазме крови и моче. 
В почках креатинин фильтруется, не реабсорбируется и при 
нормальной концентрации практически не секретируется. 
Секреция растет при высокой концентрации креатинина 
крови и степени секреции и контролю не поддается. 

Референтные пределы составляют 90–130 мл/мин.
Определение клиренса проводится для потенциальных 

доноров почки для выявления ХЗП и оценки функции 
каждой почки отдельно, которая может использоваться 
в специализированных стационарах. Определение про-
водится по креатинину крови и мочи из каждой почки от-
дельно и сравнивается с половиной референтных значений.

Клиренс рассчитывается на стандартную поверхность 
тела 1,73 м2. Площадь поверхности тела (Sм2) можно опре-
делить по номограмме, зная рост и массу пациента. Точ-

Таблица 3
Расчет СКФ по формуле Кокрофта-Голта на основании результатов определения креатинина разными методами

Пациентки
Расчет СКФ по креатинину (кинетический метод Яффе) Расчет СКФ по креатинину (ферментативный метод)

Креатинин, мкмоль/л СКФ, мл/мин. Креатинин, мкмоль/л СКФ, мл/мин.

Первая 67 86 59 97

Вторая 98 59 89 65

Примечание: площадь поверхности тела стандартная —  1,73 м2.
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ка пересечения отрезка на номограмме, соединяющего 
показатели роста в см и массы в кг со средней шкалой, 
показывает площадь поверхности тела пациента.

Площадь поверхности тела можно рассчитать по эмпи-
рическим формулам. Расчет клиренса с учетом площади 
поверхности тела снимает ограничения по полу и возрасту.

Для расчета клиренса необходимо определить кон-
центрацию креатинина крови и мочи, знать объем мочи 
в миллилитрах и время сбора мочи в минутах. Стандарт-
ное время сбора мочи —  24 часа. Допускается сбор мочи 
за 10–12 часов. Сбор мочи за 2 часа не информативен, так 
как объем мочи, собранной за 2 часа, зависит от питьевого 
и пищевого рациона и может значительно варьировать.

Формула расчета клиренса по эндогенному креатинину:

С = [U/P] × V (мл/мин.) × [1,73 м2 / Sм2],

где С —  клиренс, U —  концентрация креатинина в моче, 
Р —  концентрация креатинина в плазме или сыворотке 
крови, V —  минутный диурез (объем мочи [мл] / время 
сбора мочи [мин.]), 1,73 м2 —  стандартная площадь поверх-
ности тела, Sм2 —  площадь поверхности тела пациента. 
При расчете единицы измерения креатинина крови и мочи 
должны быть одинаковые. Округление —  до 1 мл (табл. 4).

Расчет клиренса креатинина имеет свои преимущества 
и недостатки (табл. 5).

Заключение
Снижение СКФ является одним из наиболее ранних 

признаков ХЗП. При снижении СКФ наблюдается повы-
шение концентрации креатинина, часто не выходящее 
за референтные пределы. Достоверное повышение концен-
трации креатинина может быть определено по сравнению 
с критической разницей RCV%, которая для креатинина 
составляет 15 % и является основанием для расчета СКФ 
или определении клиренса по эндогенному креатинину.

Современные формулы расчета СКФ основаны на опре-
делении креатинина крови кинетическим методом по Яффе. 
Использование ферментативных методов показывает более 
низкие значения креатинина, которые изменяют значения 
СКФ и вызывают дополнительные трудности в интер-
претации результатов. Расчетные методы СКФ наиболее 
эффективны при высоких значениях креатинина крови 
и при определении дозы и сроков введения ряда лекар-
ственных препаратов.

При получении неоднозначных результатов, которые 
могут наблюдаться при нормальных или слегка повышен-
ных концентрациях креатинина, рекомендуется определе-
ние клиренса по эндогенному креатинину.

Результаты клиренса по эндогенному креатинину не за-
висят от метода исследования при условии измерении 
концентрации креатинина крови и мочи одним и тем же 
методом и рекомендуются для пациентов с нормальным 
уровнем креатинина крови, получении неопределенных 
результатов расчетной СКФ, при нестандартной доле 
мышечной массы в организме пациента.
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Таблица 4
Пример расчета клиренса по эндогенному креатинину

Параметр Значение

Креатинин крови
Креатинин мочи

Диурез
Время сбора мочи

Рост
Масса

Поверхность тела (по номограмме)

100 мкмоль/л
6 000 мкмоль/л

900 мл
10 ч (600 мин.)

170 см
100 кг

1,92 м2

Расчет: V = 900 (мл) / 600 (мин.) = 1,5 (мл/мин.)
С = (6 000 /100) × 1,5 ×(1,73 / 1,92) = 81 (мл/мин.)

Референтные значения: 90–130 мл/мин.
Оценка результата: клиренс снижен

Таблица 5
Основные преимущества и недостатки клиренса по эндогенному креатинину

Преимущества Недостатки

Возможность персонального подхода к пациенту (определение креа-
тинина в крови и моче) Более трудоемкий метод для пациента и лаборатории

Независимость от метода исследования (одинаковые методы определения в крови и моче)
Результаты зависят от правильности сбора и измерения объема мочи

Высокая информативность результата при уровне креатинина не выше 
130 мкмоль/л

При высоком уровне креатинина результаты завышены из-за неконтро-
лируемого повышения секреции

Для цитирования. Волкова И. А., Савина М. И. Особенности методов оценки скорости клубочковой фильтрации // Медицинский алфавит. 
Серия «Современная лаборатория». — 2019 —  Т. 3. — 22(397). —  С. 43–47.
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Влияет	ли	ОПП	
на	диагностические	
характеристики	маркеров	
сепсиса:	СРБ
Что отражает СРБ: тяжесть 

воспаления или тяжесть ОПП? 
Развитие системного воспаления 
играет ключевую роль в развитии 
ОПП, а СРБ —  в развитии воспале-
ния [83–85]. Еще в 2003 году было 
показано, что когда СРБ повышается, 
ренальная функция снижается, и это 
ведет к ХБП. А если СРБ повышается 
сильнее, наступает ТСРЗ [83]. СРБ —  
маркер воспаления, широко приме-
няемый в ОРИТ. Его повышение 
отражает воспаление как связанное 
с инфекциями, так и «стерильное». 
В высокочувствительном (ВЧ) диа-

пазоне измерений (от 0,05 до 10 мг/л) 
СРБ отражает так называемый вяло-
текущий воспалительный процесс, 
протекающий, например, в стенках 
коронарных сосудов и связанный 
с развитием атеросклероза. При этом 
вчСРБ является предиктором острых 
коронарных событий у практически 
здоровых лиц. В острофазном ди-
апазоне (от 10 мг/л) СРБ отражает 
тяжесть системного воспаления при 
различных патологических процессах, 
в частности при сепсисе [86].

СРБ пентамерный –> СРБ моно-
мерный. СРБ может находиться в двух 
изоформах (конформациях): пента-
мерной —  п-СРБ (из пяти одинаковых 
субъединиц) и мономерной (из одной 
субъдиницы) —  м-СРБ.

Пенатмерный СРБ. При начале 
воспаления синтез СРБ индуцируют 
провоспалительные цитокины, в ос-
новном ИЛ-6 и в меньшей степени 
интерлейкин 1β (IL-1β) и ФНО-α. 
п-СРБ синтезируется преимуще-
ственно в гепатоцитах, откуда се-
кретируется в циркуляцию. Также 
п-СРБ синтезируется в гладкомы-
шечных клетках, макрофагах, лим-
фоцитах, в клетках нейронов, в ре-
спираторном эпителии, эндотелии, 
в адипоцитах и эпителиальных клет-
ках почечных канальцев. Сначала 
в энодоплазматическом ретикулуме 
клеток этих типов синтезируются 
мономеры, которые затем ассоции-
руют в пентамеры. При отсутствии 
воспаления п-СРБ конститутивно 

Сепсис и острое повреждение почек —   
дорога с двухсторонним движением:  
значения биомаркеров
Часть II

В. В. Вельков, к. б. н., директор по науке
АО «ДИАКОН», г. Пущино, Московская область

Sepsis and acute kidney injury as two-way street: values of biomarkers
V. V. Velkov
DIAKON Co., Pushchino, Moscow Region, RussiaВ. В. Вельков

Резюме
Краткий обзор, посвященный септическому острому повреждению 
почек (С-ОПП), синдрому, одновременно соответствующему критериям 
сепсиса и ОПП. Согласно статистике, у 30–50 % критических пациентов 
диагностируется или сепсис, или ОПП, при этом сепсис стимулирует 
развитие ОПП, а развитие ОПП —  сепсис. Морбидность и летальность при 
С-ОПП выше, чем при сепсисе и ОПП по отдельности. Основные патофи-
зиологические механизмы: а) развития ОПП при сепсисе: поступающая 
в почки «токсичная септическая» кровь содержит большое количество 
провоспалительных факторов, что повреждает канальцы и приводит 
к тубулярной дисфункции; б) развития сепсиса при ОПП: ОПП повреж-
дает дистальные органы, а уремия —  функции иммунной системы, что 
провоцирует развитие сепсиса. Для ранней диагностики и мониторинга 
С-ОПП должны проводиться параллельное измерение и мониторинг 
маркеров сепсиса и ренальной дисфункции. Однако, как показывают 
многочисленные данные, наличие ОПП приводит к неинфекционному 
повышению маркеров сепсиса, а наличие сепсиса повышает маркеры 
ОПП независимо от ренальной дисфункции. В целом при сепсисе ОПП 
и С-ОПП ренальные маркеры одновременно отражают как тяжесть 
ренальной дисфункции, так и тяжесть воспаления, а маркеры сепси-
са —  как тяжесть сепсиса, так и тяжесть ренальной дисфункции. Для 
определения пограничных уровней септических маркеров, применяемых 
для диагностики С-ОПП, необходимы рекомендации по повышению их 
значений в зависимости от степени тяжести ренальной дисфункции 
у критических пациентов.
Ключевые слова: сепсис, острое повреждение почек, септическое острое 
повреждение почек, биомаркеры.

Summary
The brief review, dedicated to Septic Acute Injury (S-AKI) —  the 
syndrome simultaneously corresponding to criteria of sepsis and 
acute kidney Injury. Sepsis or AKI are diagnosed 30–50 % of crit-
ical patients. Sepsis is promoting the developing of AKI and AKI 
is promoting the development of sepsis. Morbidity and lethality in 
S-AKI is higher than that is sepsis and in AKI separately. The main 
mechanisms of the development of: a) AKI in sepsis —  the toxic 
septic blood containing huge amounts of proinflammatory factors 
damage the renal tubules resulting tubular disfunction; b) sepsis in 
AKI —  uremia is damaging distal organs and functions of immune 
systems which provoke sepsis development. For early diagnostics 
of S-AKI in patients admitting in critical care units the simultaneous 
measurements and monitoring of sepsis and kidney biomarkers 
are to be made. The problems of such measurements is that AKI 
decreases the clearance of septic markers and their levels are 
increasing in noninfectious conditions. From the other hand in septic 
conditions inflammation can increase the levels of renal markers 
independently of renal pathologies. In general in sepsis, AKI and in 
S-AKI the increased levels of sepsis markers reflect simultaneously 
severity of infectious inflammation and of renal disfunction, and 
kidney markers reflect simultaneously severity of renal disfunction 
and of infectious inflammation. The correction of cut-off values of 
septic markers used for S-AKI diagnostics must be based on the 
degree of severity of renal disfunction in critical patients.
Key words: sepsis, acute kidney injury, septic acute kidney injury, 
biomarkers.
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и медленно секретируется из эндо-
плазматического ретикулума в цир-
куляцию; при развитии системного 
воспаления синтез и секреция идут 
быстро. При воспалении уровни 
п-СРБ, составляющие у здоровых 
лиц менее 1 мг/л, за 24–72 часа могут 
возрасти в тысячу раз. Катаболизи-
руется п-СРБ в гепатоцитах, время 
полужизни в крови —  19–24 часа вне 
зависимости от тяжести воспаления 
и уровней в циркуляции [87–89].

Функции п-СРБ —  антивоспали-
тельные. Исходно п-СРБ имеет анти-
воспалительные активности, направ-
ленные на распознавание и удаление 
инфицирующих агентов (индукция 
фагоцитоза, активация комплимента 
по классическому пути, стимулирова-
ние апопотоза и др.). После узнавания 
лигандов (PAMP или DAMP) п-СРБ 
необратимо диссоциирует в м-СРБ. Это 
ведет к переходу антивоспалительной 
формы п-СРБ в провоспалительную 
м-СРБ. Происходит это в некроти-
зированных и ишемических клетках, 
в апоптозных клетках, на мембранах 
активированных клеток (тромобоцитов, 
моноцитов и эндотелиальных клеток).
Функции м-СРБ —  провоспали-

тельные. Диссоциация СРБ на мо-
номеры приводит к амплификации 
(усилению) провоспалительных ме-
ханизмов клетки и адресной лока-
лизации их действия в конкретных 
поврежденных тканях. Например, при 
атеросклерозе, при развитии ишемии 
и снижении реперфузии; при оттор-
жении трансплантата м-СРБ стиму-
лирует хемотаксис, привлекает цир-
кулирующие лейкоциты в конкретные 
зоны воспаления и может задержи-
вать апоптоз. При этом пентамерный 
и мономерный СРБ могут действовать 
в противоположных направлениях, 
ингибируя или индуцируя синтез NO 
соответственно [87]. В целом диссо-
циация пентамерного СРБ в мономер-
ный усиливает воспаление и адресно 
локализует его в патологически изме-
ненных тканях [88, 89].

Применяемые сейчас тесты на СРБ 
не отличают антивоспалительный 
п-СРБ от провоспалительного м-СРБ. 
Использование тестов, специфически 
измеряющих уровни как п-СРБ, так 
и м-СРБ, обещает привести к новым 
открытиям и новым диагностическим 

возможностям. Первое сообщение 
о разработке коммерческого ИФА 
теста на м-СРБ уже появилось [90].

При воспалении высокий СРБ при-
водит к ренальной патологии, и почки 
начинают сами синтезировать м-СРБ. 
Еще ранние исследования показали, что 
высокие уровни СРБ, исходно повы-
шенные по причинам, не связанным 
с ренальной патологией, стимулируют 
воспаление в почках. Так, у трансгенных 
мышей, синтезирующих повышенные 
уровни СРБ, тяжесть эксперименталь-
ной ренальной патологии была выше, 
чем у мышей, не имевших высокого СРБ. 
Более того, у мышей, сверхсинтезирую-
щих СРБ, ренальное воспаление было 
более тяжелым и характеризовалось 
значительным повышением количества 
тубуло-интерстициальных Т-клеток 
и макрофагов, содержащих повышен-
ные количества провоспалительных 
цитокинов, хемокинов и молекул ад-
гезии. В целом у таких мышей во всех 
типах ренальных клеток, особенно 
в эпителиальных клетках канальцев, 
повышенные уровни СРБ были связа-
ны с ранним развитием обструктивной 
нефропатии, воспалением и фиброзом. 
И более того, у таких мышей, в отличие 
от нормальных, в почках обнаруживался 
СРБ. Авторы заключили, что «СРБ явля-
ется медиатором ренального воспаления 
и фиброза» [91]. Впоследствии этому 
было получено серьезное подтвержде-
ние. Известно, что ишемическое нару-
шение ренальной реперфузии (ИНРР) —  
частая причина ОПП, развивающегося 
при гипотензии, после кардиохирургии 
и неизбежное при трансплантациях поч-
ки. Показано, что у трансгенных мы-
шей, уже имевших экспериментальное 
билатеральное ИНРР, искусственное 
повышение СРБ обостряло ИНРР [92]. 
Далее оказалось, что после того как по-
вышенный СРБ вызывает повреждение 
почек, они начинают синтезировать его 
сами. При использовании in vitro куль-
туры ренальных тубулярных эпители-
альных клеток было обнаружено, что 
после стимуляции ИЛ-6 они начинают 
секретировать СРБ (показано с помо-
щью ПЦР, моноклональных антител 
и иммуногистохимии). Аналогичные 
результаты были получены и in vivo 
с применением образцов ренальных 
транслантатов, которые подверглись 
острому отторжению [93].

ОПП: именно м-СРБ повреждает 
канальцы. Как оказалось, ренальный 
синтез м-СРБ обостряет ОПП из-за 
того, что м-СРБ ингибирует регене-
рацию некротизированных тубуляр-
ных эпителиальных клеток. При этом 
м-СРБ непосредственно взаимодей-
ствует с тубулярными эпителиальными 
клетками и повреждает их [94]. При 
исследовании биопсии диабетических 
пациентов с применением иммуноги-
стохимии и антител, связывающихся 
преимущественно с м-СРБ, было по-
казано, что интенсивность специфиче-
ского для м-СРБ сигнала окрашивания 
обнаруживается в цитоплазме каналь-
цев, но не в клубочках, сосудах и ин-
терстиции. В нормальных ренальных 
тканях м-СРБ не определялся. Связи 
между уровнями канальцевой мРНК, 
кодирующей м-СРБ, и протеинурией 
обнаружено не было. В целом была 
показана связь между интенсивностью 
иммуногистохимического сигнала, 
специфического для м-СРБ, сниже-
нием ренальной функции и возраста-
ющей тяжестью тубулярных повреж-
дений [95].

Таким образом, повышение СРБ —  
один из механизмов инициации и утя-
желения ОПП. Какое значение может 
иметь измерение СРБ при ОПП и при 
С-ОПП? Какая доля такого повы-
шения СРБ будет отражать тяжесть 
сепсиса, а какая, синтезируемая в поч-
ках, —  тяжесть ОПП? Ответа пока нет. 
Но в любом случае чем выше СРБ, 
тем тяжелее С-ОПП, тем хуже прогноз.

Как	ОПП	влияет	
на	диагностические	
характеристики	ПКТ?
Чем тяжелее ХБП, тем выше ПКТ. 

ПКТ —  самый широко применяемый 
маркер для диагностики и мониторин-
га сепсиса [96]. Однако еще в ранних 
исследованиях было замечено, что 
у пациентов с начальными стадиями 
ХБП уровни ПКТ повышаются при 
отсутствии инфекции. Было высказано 
предположение, что причина этого —  
или падение клиренса ПКТ из-за ре-
нальной дисфункции, или повышение 
продукции из-за уремии, активирую-
щей синтез провоспалительных цито-
кинов, а затем и ПКТ [97]. Позднее 
было показано, что у несептических 
пациентов с уремией, назначаемых 
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на гемодиализ, время полужизни ПКТ 
при клиренсе креатинина более 87 
мл/мин. составляло 28,9 часа, при кли-
ренсе менее 30 мл/мин. — 33 часа, что, 
естественно, приводило к повышению 
уровней ПКТ [98]. Затем обнаружи-
лось, что у пациентов с ХБП, не имев-
ших инфекций, уровни ПКТ перед 
началом ренальной заместительной 
терапии составляли 1,82 ± 0,39 нг/мл 
против менее 0,1 нг/мл у здоровых 
лиц. В среднем 36 % пациентов с ХБП 

без инфекций имели ПКТ более 0,5 
нг/мл, но 36–100 % инфицированных 
пациентов также имели ПКТ выше 
0,5 нг/мл [99].

В целом сравнение результа-
тов различных исследований влия-
ния тяжести ренальных патологий 
на уровни ПКТ у инфицированных 
и неинфицированных пациентов весь-
ма затруднительно, поскольку раз-
личные авторы пользуются разными 
критериями тяжести ХБП и ОПП. Тем 

не менее в 2013 году был опубликован 
мета-анализ семи исследований, вклю-
чавших наблюдение 803 пациентов 
с ХПН; ПКТ был измерен у 803 лиц, 
СРБ —  у 492. Анализ показал, что 
для диагностики сепсиса при ХБП 
обобщенные значения чувствительно-
сти ПКТ составляли 0,73 (0,54–0,86), 
специфичности —  0,88 (0,79–0,93); 
для СРБ —  0,78 (0,52–0,92) и 0,84 
(0,52–0,96) соответственно, табл. 14.

Уровни ПКТ положительно кор-
релировали с повышением стадии 
ХБП, перитонеальным диализом, 
ССЗ и олигоурией. Авторы пришли 
к заключению, что «для диагностики 
бактериальных инфекций при реналь-
ной недостаточности ПКТ —  маркер, 
скорее, специфический, чем чувстви-
тельный» [100].

В дальнейшем предиктивные ха-
рактеристики ПКТ изучались при 
наблюдении 541 пациента с ХБП раз-
ной степени тяжести (стадии 1–5) 
[101]. Все пациенты были разделены 
на две группы: имевшие ХБП стадий 
1–4 и ХБП пятой стадии. Обе группы 
были разделены на три подгруппы: 
без инфекций, с локальной инфек-
цией и с сепсисом. Обнаружилось, 
что исходные уровни ПКТ в груп-
пах с ХБП 1–4-й стадии возрастали 
с повышением тяжести ренальной 
патологии. При этом ПКТ предска-
зывал сепсис с AUC ROC —  0,956, 
но не предсказывал наличие локаль-
ной инфекции, табл. 15.

В группе с пятой стадией ХБП 
локальную инфекцию предсказывали 
и ПКТ (AUC ROC —  0,715), и СРБ 
(AUC ROC —  0,780). Сепсис в этой 
группе предсказывал только ПКТ (AUC 
ROC —  0,823), но не СРБ, табл. 16.
СКФ снижается —  ПКТ повыша-

ется. В специальном исследовании 
наблюдались 493 пациента. Было 
обнаружено, что со снижением СКФ 
уровни СРБ и ПКТ повышаются при 
отсутствии инфекции, табл. 17.

У неинфицированных пациентов 
уровни СРБ не коррелировали с СКФ, 
но при инфекции зависели от того, 
была ли инфекция локальной и был ли 
сепсис тяжелым. Наилучший погра-
ничный уровень СРБ для выявления 
инфекции у пациентов с ренальны-
ми нарушениями (при СКФ менее 60 
мл/мин./1,72 м2) составлял 3,08 мг/дл, 

Таблица 14
Чувствительность и специфичность пограничных уровней ПКТ  

для диагностики сепсиса при ХБП [100]

Пограничный уровень (нг/мл) Чувствительность Специфичность

Выше 0,5 0,68 (0,31–0,91) 0,94 (0,78–0,99)

Ниже 0, 5 0,53 (0,39–0,66) 0,91 (0,84–0,95)

Равен 0,5 0,62 (0,48–0,99) 0,94 (0,84–0,95)

Перитонеальный диализ 0,53 (0,39–0,66) 0,91 (0,84–0,95)

Таблица 15
Уровни ПКТ (пг/мл) и СРБ при (мг/л) при ХБП 1–4-й стадии [101]

Без инфекции Локальная инфекция Сепсис

ПКТ 0,060 (0,027; 0,127) 0,077 (0,049; 0,206) 4,280 (3,280; 9,010)

СРБ 7,0 (4,9; 7,2) 15,4 (6,7; 49,5) 150,6 (42,8; 185,3)

Таблица 16
Уровни ПКТ (нг/мл) и СРБ (мг/л) при ХБП 5-й стадии [101]

Без инфекции Локальная инфекция Сепсис

ПКТ 0,13 (0,64; 0,571) 0,652 (0,317; 1,70) 6,290 (1,745; 32,653)

СРБ 6,8 (4,0; 8,0) 27,0 (7,7; 75,0) 46,1 (9,0; 171,0)

Таблица 17
Уровни СРБ и ПКТ (нг/мл) при снижении СКФ (мл/мин./1,73 м2) у неинфицированных 

и инфицированных пациентов [102]

СРБ, мг/дл ПКТ, нг/мл

Без инфекции С инфекцией Без инфекции С инфекцией

СКФ ≥60 2,38 (8,46) 8,42 (10,82) 0,05 (0,13) 0,45 (4,21)

СКФ <60 0,83 (2,48) 12,08 (20,02) 0,25 (0,53) 4,76 (32,37)

СКФ ≥90 2,38 (5,36) 6,09 (10,36) 0,05 (0,10) 0,21 (1,98)

60 ≤ СКФ < 90 2,55 (11,45) 11,06 (16,52) 0,07 (0,20) 1,28 (20,37)

30 ≤ СКФ < 60 0,96 (2,37) 12,19 (16,46) 0,09 (0,22) 2,88 (19,80)

15 ≤ СКФ < 30 0,75 (2,28) 19,86 (21,69) 0,17 (0,42) 3,22 (77,22)

Без РЗТ* 0,62 (2,65) 18,82 (16,54) 0,25 (0,53) 14,44 (65,76)

ГД* 1,89 (3,53) 10,19 (22,12) 0,55 (0,80) 7,37 (36,34)

ПД* 0,40 (1,33) 3,30 (9,78) 0,40 (0,45) 1,31 (10,74)

Примечание: * —  РЗТ —  ренальная заместительная терапия; ГД —  гемодиализ, ПД —  перито-
неальный диализ. Уровни маркеров —  медиана (интерквартильный диапазон).
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для ПКТ —  1,1 нг/мл. Для пациен-
тов с нормальной почечной функ-
цией лучший пограничный уровень 
для диагностики инфекции у СРБ был 
2,49 мг/дл, у ПКТ —  0,08 нг/мл [102].

В более позднем исследовании 
наблюдались 473 пациента, имев-
ших СКФ менее 30 мл/мин./1,73 м2. 
Подтвердилось, что при отсутствии 
инфекций снижение СКФ повышает 
ПКТ. Для выявления бактериемии 
у пациентов с ренальными патоло-
гиями были получены следующие 
диагностические характеристики 
ПКТ, табл. 18.

Авторы заключили, что «у паци-
ентов с нарушенной ренальной функ-
цией использование только одного 
пограничного уровня ПКТ не явля-
ется надежным, чувствительным или 
специфическим предиктором бактери-
альной инфекции. Возможно, следует 
использовать два пограничных уровня: 
1) 0,5 нг/мл, ниже которого инфекция 
маловероятна (чувствительность 0,80) 
и 2) 3,2 нг/мл, выше которого инфек-
ция весьма вероятна (специфичность 
0,75)» [103].

Весьма показательными оказались 
результаты наблюдения пациентов 
с ТСРЗ и бактериальной инфекцией, 
находившихся на антибиотикотера-
пии (группа и-ТСРЗ; n = 21), и паци-
ентов на гемодиализе, не имевших 
признаков инфекций (контрольная 
группа к-ТСРЗ, n = 20). Уровни ПКТ 
составляли: при и-ТСРЗ —  2,95 ± 3,67 
нг/мл против 0,50 ± 0,49 при к-ТСРЗ. 
Однако при этом концентрации ПКТ 
с тяжестью инфекции не коррелиро-
вали, табл. 19.

Авторы сделали вывод, что «при 
ТСРЗ оптимальным пограничным 
уровнем ПКТ для выявления сепси-
са является 0,75 нг/мл, а не исполь-
зуемый ныне 0,5 нг/мл. При cut-off 
0,75 нг/мл чувствительность для 
диагностики инфекции составляла 
76,2 %, специфичность —  80,0 %; для 
диагностики ССВО: чувствитель-
ность —  100 %, специфичность —  
60,6». И в целом «пограничный уро-
вень s-ПКТ, составляющий 0,75 нг/мл, 
является подходящим индикатором 
инфекции у пациентов с ТСРЗ» [104].
Чем выше тяжесть ОПП, тем 

выше пограничный уровень ПКТ для 
диагностики сепсиса. В специальном 

исследовании 393 критических пациен-
та были разделены на группы без ОПП 
и с ОПП. Тяжесть ОПП определялась 
согласно критериям RIFLE (Risk, Injury, 
Failure). Затем пациенты каждой груп-
пы были классифицированы как септи-
ческие и несептические. ПКТ измеря-
ли при поступлении. Самые высокие 
уровни ПКТ были при С-ОПП, табл. 20.

Значения AUC ROC для выявления 
сепсиса при указанных пограничных 
уровнях ПКТ составляли: без ОПП —  
0,958; в группе R —  0,888; I —  0,917; 
F —  0,857 [105].

Позднее в аналогичном исследо-
вании наблюдался 91 критический 
пациент, имевший по крайней мере 
один признак ССВО. Наличие ОПП 
диагностировали согласно погранич-
ным уровням бимаркеров: sNGAL ≥ 
150 нг/мл; s-цистатина С ≥ 0,98 мг/л 
и значения СКФ < 60 мл/мин (креати-
нин). Показано: уровни ПКТ возрас-
тают как у пациентов без ОПП, так 
и у пациентов с ОПП и инфекцией, 
табл. 21.

Авторы заключили, что для «ди-
агностики сепсиса при ОПП с по-
мощью ПКТ необходимо использо-
вать различные пограничные уровни 
в зависимости от того, с помощью 
какого маркера диагностируется 
ОПП» [106].

Высокий ПКТ при поступлении —  
предиктор ОПП. В специальном ис-
следовании наблюдался 1 361 пациент, 
поступивший с симптомами инфек-
ций. Через три дня количество случаев 

ОПП составило 14,6 %. Высокий ПКТ 
при поступлении оказался связанным 
с развитием ОПП, табл. 22.

В целом чем выше ПКТ при по-
ступлении, тем выше риск развития 
ОПП. При этом высокие исходные 
уровни ПКТ коррелировали с вы-
сокими сывороточной мочевиной, 
креатинином и цистатином С. У па-
циентов с признаками инфекции при 
пограничном уровне 1,575 нг/мл 
ПКТ имел самую высокую предик-
тивную способность по отношению 
к развитию ОПП, чувствительность 
составляла 61,7 %, специфичность —  
84,6 %. Авторы заключили: «у паци-
ентов с симптомами инфекций ПКТ 
при поступлении может использо-
ваться как предиктивный маркер раз-
вития ОПП, индуцируемого сепси-
сом» [107].

Недавнее исследование подтвер-
дило это положение. У 201 пациента, 
при поступлении в ОРИТ не имев-
шего ни ХБП, ни ОПП, измерялся 
ПКТ. Через семь дней количество 
случаев развившегося ОПП состави-
ло 36,8 %. Показано, что ПКТ выше 
10 нг/мл —  предиктор развития 
ОПП у несептических пациентов, 
ОР —  4,430 (1,464–13,399), но он 
не является независимым предик-
тором развития ОПП у септических 
пациентов. Авторы заключили: «ПКТ, 
повышенный при поступлении не-
септических пациентов, выявляет 
лиц с повышенным риском развития 
ОПП» [108].

Таблица 18
Пограничные уровни ПКТ для диагностики бактериемии  

при СКФ менее 30 мл/мин./1,73 м2 [103]

Пограничный уровень (нг/мл) Чувствительность Специфичность

0,5 0,89 0,35

1,5 0,79 0,59

2,0 0,73 0,65

3,2 0,70 0,75

Таблица 19
Уровни ПКТ (нг/мл) и СРБ (мг/дл) при ТСРЗ [104]

к-ТСРЗ и-ТСРЗ

ПКТ 0,50 ± 0,49 2,95 ± 3,67

CРБ 0,32 ± 0,51 10,89 ± 8,66

Креатинин, мг/дл 10,60 ± 2,00 6,40 ± 3,60
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ПКТ —  предиктор развития ОПП 
при остром панкреатите. У пациен-
тов с острым панкреатитом уровни 
ПКТ весьма высокие и связаны с тя-
жестью патологии и ее исходами. По-
лагается, что это может быть вызвано 
транслокацией ЛПС или других 
компонентов бактерий из кишечни-

ка в циркуляцию [109]. В специаль-
ным исследовании наблюдались 305 
пациентов, поступивших с острым 
панкреатитом. В течение трех дней 
ОПП было диагностировано у 17 % 
пациентов. Из них у 71 % пациентов 
тяжесть ОПП соответствовала уров-
ню R, у 9 % —  уровню I и у 10 % —  

уровню F. В течение 28 дней 33 па-
циента выжили, 19 —  скончались. 
По сравнению с пациентами без ОПП 
у лиц с ОПП уровни ПКТ были по-
вышены в 100 (!) раз, уровни СРБ —  
в 2,0 раза, уровни ИЛ-6 —  в 3,5 раза. 
Авторы полагают, что «у пациентов 
с острым панкреатитом ПКТ является 
предиктором развития ОПП, который 
также может применяться для дина-
мического прогнозирования течения 
ОПП» [110].

ПКТ —   предиктор развития 
ОПП при чрезкожном коронарном 
вмешательстве (ЧКВ). Контраст-
ные вещества, применяемые для 
визуализации сосудов при ЧКВ, 
обладают нефротоксичностью, что 
часто приводит к индуцированно-
му контрастным веществом ОПП 
(ИКВ-ОПП). В исследовании наблю-
далось 814 пациентов, перенесших 
ОКС и неотложное ЧКВ, у 11,8 % 
из них развилось ИКВ-ОПП. Уровни 
ПКТ у таких пациентов составляли: 
с ИКВ-ОПП —  0,11 (0,056–0,495) 
нг/мл против 0,04 (0,020–0,078) без 
ИКВ-ОПП; уровни вчСРБ —  8,8 ± 3,3 
против 6,7 ± 3,8 мг/л соответственно. 
При пограничном уровне ПКТ 0,065 
нг/мл значение AUC ROC для пред-
сказания ИКВ-ОПП составляло 0,779 
(0,730–0,828), чувствительность —  
72 %; специфичность —  70 %. Ав-
торы заключили, что «у пациентов 
с ОКС, назначаемых на неотложное 
ЧКВ, измерение ПКТ может иденти-
фицировать лиц, имеющих высокий 
риск развития ИКВ-ОПП» [111].

ПКТ —  предиктор ОПП при аор-
токоронарном шунтировании (АКШ). 
Результаты недавнего исследования, 
в котором наблюдались 122 пациента, 
перенесших АКШ и затем сепсис или 
септический шок, были опубликова-
ны под названием «Прокальцитонин 
не может использоваться как маркер 
инфекции у кардиохирургических 
пациентов с острым повреждением 
почек». Оказалось, что у пациентов 
с креатинином выше 2 мг/дл уровни 
ПКТ (медиана) были сходными как 
у инфицированных пациентов, так 
и у неинфицированных. Только когда 
креатинин был ниже 2 мг/дл, уровни 
ПКТ у пациентов с инфекцией были 
выше, чем у неинфицированных. 
Авторы полагают, что «при ОПП 

Таблица 20
Оптимальные значения cut-off ПКТ для диагностики сепсиса  

при ОПП разной тяжести [105]

ОПП, тяжесть ПКТ, нг/мл, Чувствительность, % Специфичность, %

Без ОПП 0,28 90,0 88,7

Стадия Risk 0,42 95,0 64,8

Стадия Injury 0,57 96,4 77,2

Стадия Failure 7,13 (!) 65,6 91,7

Таблица 21
Пограничные уровни ПКТ для диагностики сепсиса при ОПП, диагностируемой 

с помощью NGAL, цистатина С и СКФ [106]

AUC ПКТ, нг/мл Чувствительность Специфичность

Критерий ОПП

NGAL
Без ОПП 0,67 0,85 0,68 0,58

ОПП 0,72 2,01 0,57 0,81

Цис С
Без ОПП 0,67 0,85 0,42 0,83

ОПП 0,82 0,94 0,69 0,79

СКФ
Без ОПП 0,69 0,86 0,45 0,85

ОПП 0,81 1,14 0,69 0,79

Таблица 22
Уровни ПКТ при поступлении в ОРИТ и риск развития ОПП [107]

ПКТ, нг/мл Количество пациентов (n) ОПП, n / %

Менее 0,5 882 47 / 5,3

0,5 < ПКТ ≤ 2 233 36 / 15,5

2 < ПКТ ≤ 10 132 37 / 28,0

ПКТ более 10 114 79 / 69,3

Таблица 24
Пограничные уровни ПСП (пг/мл) для диагностики сепсиса у пациентов с ОПП, 

диагностируемом с помощью NGAL, цистатина С и СКФ [106]

Критерий ОПП AUC ПСП Чувствительность Специфичность

NGAL
Без ОПП 0,75 694 0,69 0,81

C ОПП 0,83 828 0,81 0,71

Цис С
Без ОПП 0,77 684 0,63 0,88

C ОПП 0,85 891 0,83 0,69

СКФ
Без ОПП 0,79 694 0,66 0,87

C ОПП 0,84 891 0,86 0,62
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повышенные уровни креатинина 
выше 2 мг/дл „компрометируют“ 
диагностические значения ПКТ как 
биомаркера инфекции». Подчеркива-
ется, что «хотя антибиотикотерапия, 
назначаемая кардиохирургическим 
пациентам и рекомендуемая при 
ПКТ ≥ 0,5 нг/мл, является надеж-
ной и снижает послеоперационные 
затраты, такая антибиотикотерапия 
не должна проводиться при креати-
нине ≥ 2 мг/дл» [112].

В целом при ОПП уровни ПКТ 
повышаются без инфекции, как по-
лагается, из-за снижения клиренса. 
При отсутствии при поступлении 
признаков сепсиса повышенный ПКТ 
отражает риск развития ОПП. При 
С-ОПП ПКТ отражает суммарную 
тяжесть ОПП и сепсиса.

Как	ренальные	патологии	
влияют	на	диагностические	
характеристики	пресепсина?

Пресепсин (ПСП) —  маркер 
сепсиса, открытый в 2005 году. Это 
белок крови, который, повышаясь 
при бактериальных инфекциях и ми-
козах, является индиктором акти-
вации моноцитов и последующего 
фагоцитоза. ПСП начинает повы-
шаться через 30–60 минут после на-
чала инфекции и за 2–3 дня до ма-
нифестации клинических признаков 
инфекционного воспаления. При по-
ступлении с подозрением на сепсис 
уровни ПСП прогнозируют развитие 
ПОН и неблагоприятные исходы; при 
мониторинге ПСП быстро и надеж-
но отражает изменение тяжести ин-
фекционного процеса, что позволяет 
оперативно принимать обоснованные 
клинические решения [113–118].
СКФ снижается —  ПСП по-

вышается. В относительно раннем 
исследовании было отмечено, что 
у пациентов с ОПП уровни ПСП по-
вышаются при отсутствии призна-
ков инфекции [119]. В дальнейшем 
в специальном исследовании измере-
ния ПСП проводили у 71 несептиче-
ского пациента с показателями СКФ 
(определенными согласно клирен-
су инулина), которые составляли 
(мл/мин./1,73 м2): G1 = СКФ ≥ 90; 
G2 = 60–90; G3 = 30–60; G4 = 15–30; 
G5 ≥ 15. Уровни ПСП (пг/мл, меди-
ана) составляли: при G1 + G2–69,8 

(60,8–85,9); при G3–107,0 (68,7–
150,0); при G4–171,0 (117,0–200,0); 
при G5–251,0 (213,0–297,5); у па-
циентов на гемодиализе —  1 160,0 
(1 070,0–1 400,0). Авторы заключили, 
что при снижении СКФ и отсутствии 
инфекции уровни ПСП повышались 
в «несептическом» диапазоне ниже 
400 пг/мл, («септический» диапазон 
ПСП выше 500 пг/мл). Но у гемо-
диализных пациентов уровни ПСП 
повышались в септическом диапа-
зоне до значений, характерных для 
сепсиса и септического шока» [120].

ПСП при ОПП: для диагностики 
сепсиса нужны более высокие погра-
ничные уровни. В специальном ис-
следовании наблюдалось 247 кри-
тических пациентов, которые были 
разделены на группы: без ОПП —  
112, с ОПП (критерии RIFLE) со ста-
дией R, n = 50; I, n = 36; F, n = 42 
и Loss + ESKD, n = 7. У септических 
пациентов групп R и I уровни ПСП 
были выше, чем у септических паци-
ентов без ОПП, однако у несептиче-
ских пациентов с тяжелой почечной 
недостаточностью (Failure) уровни 
ПСП были такими же, как у септиче-
ских пациентов. Данные об уровнях 
ПСП у пациентов со стадиями Loss 
+ ESKD см. в табл. 23.

Таблица 23
Уровни ПСП у несептических 

и септических пациентов при ОПП стадии 
Loss» и ESKD [121]

Пациент Сепсис ПСП (пг/мл)

1 – 2 457

2 – 2 134

3 – 19 633

4 + 20 000

5 + 3 424

6 + 2 450

7 + 2 632

Для диагностики сепсиса значения 
AUC ROC у ПСП были следующими: 
без ОПП —  0,784 (0,683–0,860), при 
ОПП стадий R, I и F —  0,698. При по-
граничном уровне 670 пг/мл чувстви-
тельность составляла 70,3 %, специ-
фичность —  81,3 %, при уровне 864 
пг/мл —  71,4 и 63,8 % соответственно. 
Авторы заключили, что «ПСП может 
быть надежным индикатором сепси-

са не только у пациентов без ОПП, 
но и у пациентов с умеренно тяже-
лыми стадиями ОПП, но не может 
быть надежным индикатором сепси-
са у пациентов с последней стадией 
ОПП» [121].

В следующем исследовании на-
блюдался 91 пациент, поступивший 
с подозрением на сепсис, наличие 
ОПП диагностировали согласно по-
граничным уровням бимаркеров: 
sNGAL ≥ 150 нг/мл; s-цистатина 
С ≥ 0,98 мг/л и значению СКФ < 60 
мл/мин. (креатинин), табл. 24.

Авторы заключили, что «при ОПП 
повышение ПСП связано как с тяже-
стью инфекции, так и с тяжестью 
ренальной дисфункции, для диагно-
стики сепсиса у пациентов без ОПП 
и с ОПП необходимы различные по-
граничные уровни ПСП» [106].

Приведет	ли	снижение	 
тяжести	ОПП	к	нормализации	
уровней	ПСП?

После трансплантации почек 
повышенный ПСП снижается. На-
блюдались восемь пациентов с ТСРЗ, 
не имевших признаков инфекций 
и находившихся на диализе, которым 
была проведена трансплантация почек. 
До наложения анестезии уровни ПСП 
составляли 1 252 ± 451 пг/мл, ПКТ —  
0,58 ± 0,74 нг/мл. После операции 
ПСП в течение первых трех дней 
снизился до 250 ± 30 пг/мл, у ПКТ до-
стоверного снижения не наблюдалось. 
Эти данные еще раз подтверждают, 
что ренальная функция играет важную 
роль в метаболизме ПСП [122].

Повышение ПСП при осложненном 
циррозе печени может быть связано 
с развитием ОПП. Обычно 25–35 % 
пациентов с циррозом печени посту-
пают или уже с бактериальными ин-
фекциями, или они развиваются после 
госпитализации. Это повышает риск 
развития сепсиса. Риск смерти таких 
пациентов в течение месяца достигает 
30 %, а в течение года —  63 %. Смерт-
ность при септическом циррозе печени 
может достигать 70 % [123]. Из на-
блюдаемых 108 пациентов с исход-
но неосложненным циррозом печени 
50,9 % имели компенсированный цир-
роз, 49,1 % —  декомпенсированный. 
При поступлении медианное значение 
ПСП во всей популяции составляло 
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440,4 пг/мл. При декомпенсирован-
ном циррозе уровни ПСП составляли 
599,100 ± 492,599 против 287,5 ± 130,5 
пг/мл при компенсированном. При 
поступлении с осложненным цирро-
зом уровни ПСП составляли 1 438,0 ± 
1 247,2 против 725,3 ± 602,8 с неослож-
ненным. Существенно, что у пациен-
тов, имевших при поступлении весьма 
высокие уровни ПСП 1 827,3 ± 1 118,8 
пг/мл, развилось ОПП. У пациентов 
без развития ОПП уровень ПСП был 
1 048,7 ± 1 302,1. Авторы заключили, 
что «при поступлении с неосложнен-
ным циррозом уровни ПСП повышены, 
при развитии осложнений эти уровни 
еще более повышаются, и дальнейшее 
их возрастание было связано с разви-
тием ОПП, все случаи которого были 
фатальными [124].

Заключение
1. У 30–50 % критических пациентов 

диагностируется сепсис или ОПП. 
Развитие сепсиса стимулирует 
развитие ОПП, а развитие ОПП 
стимулирует развитие сепсиса.

2. Септическое ОПП (С-ОПП) —  
синдром, одновременно соответ-
ствующий критериям сепсиса 
и критериям ОПП. Морбидность 
и летальность при С-ОПП выше, 
чем при сепсисе или при ОПП 
по отдельности.

3. Ранняя комплексная диагностика 
С-ОПП у критических пациентов 
является крайне актуальной.

4. Основной патофизиологический 
механизм развития ОПП при 
сепсисе: поступающая в почки 
токсичная септическая кровь, со-
держащая большое количество 
провоспалительных факторов, 
повреждает преимущественно 
канальцы и приводит к тубуляр-
ной дисфункции.

5. Основной патофизиологический 
механизм развития сепсиса при 
ОПП: наличие ОПП приводит 
к повреждению дистальных ор-
ганов, а уремия —  к дисфункции 
иммунной системы, что провоци-
рует развитие сепсиса.

6. Для диагностики развития и мо-
ниторинга С-ОПП должны про-
водиться параллельное измерение 
и мониторинг маркеров сепсиса 
и ренальной дисфункции.

7. Наличие сепсиса влияет на стан-
дартные диагностические харак-
теристики маркеров ОПП.

8. Креатинин повышается через 24–
48 часа после начала развития 
тяжелой ренальной дисфункции, 
что делает невозможной своевре-
менную диагностику и монито-
ринг С-ОПП.

9. NGAL может находиться в крови 
в гомодимерной изоформе, синте-
зируемой в нейтрофилах и в дру-
гих типах неренальных клеток. 
Он в большей степени является 
маркером воспаления, а не мар-
кером ренальной дисфункции; его 
уровни при ОПП одновременно 
отражают как тяжесть воспале-
ния, так и тяжесть ренального 
повреждения.

10. NGAL в моче преимущественно 
находится в мономерной изофор-
ме, синтезируемой в почечных 
канальцах и его концентрация 
в моче отражает тубулярную 
дисфункцию. Однако при этом 
из инфильтровавшихся в почки 
макрофагов в мочу секретируется 
также и «нейтрофильный» гомо-
димерный NGAL, отражающий 
воспаление.

11. Гетерогенность молекул NGAL 
и практическая невозможность 
в данный момент специфически 
измерять мономерный uNGAL, 
секретируемый поврежденными 
канальцами, затрудняет исполь-
зование этого маркера для диа-
гностики ОПП в гетерогенной 
популяции критически больных 
пациентов.

12. Диагностические характерис-
тики p-цистатина С и s-циста-
тина С подвержены влиянию 
сепсиса в меньшей мере, чем 
характеристики креатинина 
и NGAL. u-Цистатин С весь-
ма эффективный маркер, вы-
являющий ранние стадии раз-
вития тубулопатии, особенно 
при сепсисе. Резко повышенные 
при сепсисе уровни цистатина 
С в моче могут свидетельство-
вать о раннем развитии тубу-
лярной дисфункции еще до того, 
как диагноз ОПП может быть 
поставлен на основании крите-
риев RIFLE и AKIN.

13. Согласно текущим представлени-
ям, самая ранняя стадия развития 
С-ОПП —  повреждение каналь-
цев. Для диагностики и монито-
ринга С-ОПП рекомендуется ис-
пользование маркеров тубулярной 
дисфункции.

14. Наличие ОПП влияет на стандарт-
ные диагностические характерис-
тики маркеров сепсиса.

15. СРБ. Повышение СРБ —  один 
из механизмов инициации и утя-
желения ОПП. СРБ может нахо-
диться в пентамерной и мономер-
ной изоформах. При системном 
воспалении канальцы сами начи-
нают синтезировать мономерную 
форму СРБ, что повреждает их 
функцию. При сепсисе измере-
ние СРБ отражает как тяжесть 
воспаления, так и риск развития 
ОПП В данное время коммерче-
ские тесты для специфического 
измерения мономерного СРБ от-
сутствуют.

16. ПКТ. Чем тяжелее ренальная дис-
функция, тем выше уровни ПКТ 
у пациентов без сепсиса. Один 
из механизмов неинфекционного 
повышения ПКТ —  снижение его 
клиренса при ренальных патоло-
гиях. При С-ОПП уровни ПКТ 
отражают как тяжесть сепсиса, 
так и тяжесть ренальной дис-
функции

17. Чем тяжелее ренальная дисфунк-
ция, тем более высокие погра-
ничные уровни ПКТ должны 
применяться для диагностики 
сепсиса. При поступлении паци-
ентов без признаков инфекций 
высокие уровни ПКТ —  предик-
тор ОПП.

18. ПСП. Чем тяжелее ренальная дис-
функция, тем выше уровни ПСП 
у пациентов без сепсиса. Один 
из механизмов неинфекционного 
повышения ПСП —  снижение его 
клиренса при ренальных пато-
логиях. При поступлении паци-
ентов без признаков инфекций 
высокие уровни ПСП —  предик-
тор ОПП.

19. Чем более тяжелая ренальная 
дисфункция, тем более высокие 
пограничные уровни ПСП долж-
ны применяться для диагностики 
сепсиса.
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Выводы
Для определения пограничных 

уровней септических маркеров, 
предназначаемых для диагностики 
септического острого повреждения 
почек, необходимы рекомендации 
по их повышению в зависимости 
от степени тяжести ренальной дис-
функции.

Автор считает приятной обя-
занностью сердечно поблагодарить 
О. И. Резникову (АО «ДИАКОН») 
за большую помощь, оказанную при 
работе над текстом.
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Согласно статистике, от тромбоэмболии легочной артерии 
(ТЭЛА), развившейся на фоне венозного тромбоза, еже-

годно погибает один человек из каждой тысячи населения 
планеты [1]. Почти 50 % таких больных умирает в течение 30 
минут от момента ее возникновения, но у многих пациентов 
с острым тромбозом клинические проявления не всегда выра-
жены одинаково, а порой даже отсутствуют [2]. В этой связи 
весьма важно иметь в арсенале диагностических процедур ЛПУ 
надежные методы исследования, пригодные для обнаружения 
тромбообразования. Для этой цели наибольшее распростране-
ние в практической медицине получила методика определения 
D-димера —  продукта деградации поперечно-сшитого фибрина 
плазмином. Определение уровня D-димера используется для 
исключения венозных тромбозов и тромбоэмболий [3–6]. 
Нормальное его содержание в плазме позволяет с точностью 
до 90 % отвергнуть предположение о наличии тромбоза у боль-
ных с низкой или средней клинической вероятностью [3, 4, 7].

Цель	работы	—  сравнительный анализ результатов определе-
ния уровня D-димера новым отечественным реагентом на ос-
нове оригинальных моноклональных антител с результатами 

известных зарубежных диагностических наборов, предназна-
ченных для количественного определения данного аналита.

Материалы	и	методы
Объектом исследования являлась бедная тромбоцитами 

плазма (БТП), полученная из венозной крови. Кровь забирали 
из локтевой вены в пластиковую пробирку, содержащую рас-
твор цитрата натрия 3,2 % в соотношении 9:1. Стабилизиро-
ванную кровь центрифугировали при 1200–1600 g в течение 
15 минут, в результате получали БТП. Центрифугирование 
проводили непосредственно после взятия крови, а отбор 
плазмы на исследование —  сразу же после центрифугирова-
ния. Не выполняли анализ плазмы крови, имеющей сгустки, 
гемолиз и полученной более 2 часов назад [8].

В исследование были включены образцы крови 80 па-
циентов обоего пола в возрасте 18–45 лет, направленных 
для обследования в лабораторию патологии гемостаза 
КГБУЗ «Краевая клиническая больница» (г. Барнаул) на про-
тяжении трех месяцев. В их числе, по данным дуплексного 
сканирования, у 22 пациентов (27,5 %) были диагностирова-
ны тромбозы вен нижних конечностей. Давность тромбозов 

Резюме
Цель работы —  сравнительный анализ результатов определения уровня 
D-димера новым отечественным реагентом на основе оригинальных моно-
клональных антител с результатами широко распространенных зарубежных 
диагностических аналогов. В исследование были включены образцы крови 80 
пациентов. Из числа этих больных у 22 пациентов (27,5 %) были диагностиро-
ваны тромбозы вен нижних конечностей, у 28 пациентов (35,0 %) каких-либо 
тромботических осложнений не обнаружено (группа сравнения). Кроме того, 
в исследование были включены 30 беременных женщин (37,5 %) на разных 
сроках гестации. Несмотря на некоторые различия при определении уровня 
D-димера, современные количественные методы исследования уровня 
D-димера демонстрируют сопоставимость результатов исследования, что 
документируется высокими показателями корреляции. Новый диагностиче-
ский набор «Тех-D-димер-авто», основанный на использовании оригинальных 
моноклональных антител, демонстрирует хорошую сопоставимость с им-
портными аналогами и пригоден для выявления тромбозов.
Ключевые слова: D-димер, тромбоз, флеботромбоз, ТЭЛА, показатели 
системы гемостаза.

Summary
The object of this paper is the comparative analysis of the results of 
determination of the D-dimer level with the new home-produced 
reagent on the basis of original monoclonal antibodies with the 
results of the widespread diagnostic analogues. The research study 
included blood samples of 80 patients. 22 of these patients (27.5 %) 
were diagnosed venous thrombosises of the lower limbs, 28 patients 
(35.0 %) did not have any thrombotic complications (control group). 
Besides, the research included 30 pregnant women (37.5 %) with 
different duration of gestation. Despite some distinctions when de-
termining the D-dimer level, contemporary quantitative methods of 
the D-dimer level study demonstrate comparability of the research 
results which is documented by the high rates of correlation. The 
new diagnostic kit Tech-D-dimer-auto, based on the use of original 
monoclonal antibodies, demonstrates good comparability with 
analogues and is suitable for detection of thrombosis.
Key words: D-dimer, thrombosis, phlebothrombosis, PE, indicators 
of hemostatic system.
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у этих пациентов не превышала 2 месяцев. У 28 пациентов 
(35,0 %), направленных к врачу-гематологу в краевую кли-
ническую поликлинику для консультирования, каких-либо 
тромботических осложнений не обнаружено (группа срав-
нения). Дополнительно в исследование были включены 30 
беременных женщин (37,5 %) на разных сроках гестации.

Сравнивали результаты определения следующих 
диагностических наборов реагентов для количествен-
ного определения D-димера: «Тех-D-димер-авто» (ис-
пользованы оригинальные моноклональные антитела 
производства ООО фирма «Технология-Стандарт», Россия; 
диагностический набор № 1), Auto Red D-Dimer (произ-
водитель —  Helena Biosciences, Великобритания; диагно-
стический набор № 2); INNOVANCE D-dimer (производи-
тель —  Siemens, Германия; диагностический набор № 3). 
Измерение методами № 1 и № 2 проводилось на коагуло-
метре Sysmex CA-1500 (Sysmex, Япония); для определе-
ния INNOVANCE D-dimer (метод № 3) был использован 
коагулометр BCS-XP (Siemens, Германия). Результаты, 
полученные при использовании последнего метода, далее 
представлены с пересчетом единиц измерения.

Статистическая обработка полученных данных была 
осуществлена с использованием компьютерных алгоритмов 
Microsoft Offiсе Exсel 2003 и Statistica 6.0. Статистически 
значимыми считали различия при р<0,05. Для учета сопо-
ставимости результатов определения разными диагности-
ческим системами использовали ранговый коэффициент 
корреляции Спирмена (R).

Результаты
Данные, полученные при определении уровня D-димера 

в плазме крови в группе больных с венозными тромбоза-
ми, представлены на рис. 1. Как следует из этого рисунка, 
сравниваемые тест-системы демонстрировали увеличение 
уровня D-димера у больных с венозными тромбозами, 
однако выраженность увеличения уровня D-димера при 
исследовании набором реагентов № 2 была значимо ниже.

Результаты, полученные при определении уровня D-диме-
ра в плазме крови у беременных, представлены на рис. 2. Как 
следует из указанного рисунка, сравниваемые тест-системы 
демонстрировали увеличение уровня D-димера у беременных, 
однако выраженность увеличения уровня D-димера при 
исследовании набором реагентов № 3 была значимо выше, 
чем при исследовании этого показателя другими наборами.

В таблице представлена информация о сопоставимости 
результатов, получаемых наборами разных производителей.

Как видно из данной таблицы, несмотря на различия при 
определении исследуемого аналита у беременных и у боль-
ных с венозными тромбозами, при определении D-димера 
разными наборами были выявлены прямые сильные корре-
ляционные связи с высокой степенью достоверности.

Выводы
1. Несмотря на некоторые различия при определении 

уровня D-димера, современные количественные ме-
тоды исследования уровня D-димера демонстрируют 

сопоставимость результатов исследования, что до-
кументируется высокими показателями корреляции.

2. Новый диагностический набор «Тех-D-димер-авто» 
(ООО фирмы «Технология-Стандарт», Россия), осно-
ванный на использовании оригинальных моноклональ-
ных антител, демонстрирует хорошую сопоставимость 
с импортными аналогами и пригоден для выявления 
тромбозов.
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Рисунок 1. Результаты сравнительного исследования уровня D-ди-
мера в плазме крови разными диагностическими тест-системами 
у больных с тромбозами и в группе сравнения.

Рисунок 2. Результаты сравнительного исследования уровня D-димера 
в плазме крови разными диагностическими тест-системами у беременных.

Таблица
Показатели ранговой корреляционной зависимости (R) уровней 

D-димера при использовании различных тест-систем

Сравниваемые методы Ранговый коэффициент 
корреляции Спирмена (R) Р

Набор реагентов № 1 —  
Набор реагентов № 2 0,89 p < 0,001

Набор реагентов № 1 —  
Набор реагентов № 3 0,88 p < 0,001

Набор реагентов № 2 —  
Набор реагентов № 3 0,96 p < 0,001
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В настоящее время установлено и не вызывает 
сомнений участие Helicobacter pylori (H. pylori) 

в патогенезе заболеваний верхних отделов желудоч-
но-кишечного тракта [1, 2, 3, 4]. Одним из основных 
неинвазивных методов диагностики хеликобактериоза 
в мире признан стабильно изотопный 13С-уреазный ды-
хательный тест (13С-УДТ) с 13С-карбамидом 99 %-ного 
изотопного обогащения [5]. Тест является, с одной 
стороны, высокоточным и информативным и, с дру-
гой —  комфортным при выполнении как для пациентов, 
так и для медицинского персонала [6]. В РФ 13С-УДТ, 
как инновационный метод диагностики, включен 
в действующие клинические рекомендации Российской 
гастроэнтерологической ассоциации [1], но не входит 
в систему оплаты по обязательному медицинскому 
страхованию (ОМС) и может выполняться пациентам 
только в форме оказания платных медицинских услуг. 
В таких условиях определение экономического эффекта 
является одним из ведущих факторов при принятии 
решений о внедрении 13С-УДТ в медицинскую практи-
ку руководителями медицинских организаций разных 
форм собственности.

Целью	настоящего	исследования	явилось определение 
реального и потенциального прямого экономического 
эффекта от внедрения 13С-УДТ на H. pylori в практическое 
здравоохранение в РФ.

Для реализации цели поставлены следующие задачи: 
1) определить основные источники прямого экономи-
ческого эффекта от внедрения 13С-УДТ; 2) разработать 
формулы и установить базовые показатели, необходимые 
для расчета экономического эффекта; 3) рассчитать реаль-

ный и потенциальный прямой экономический эффект для 
каждого источника и суммарный экономический эффект 
от внедрения в РФ 13С-УДТ на H. pylori.

В задачи настоящего исследования не входило изучение 
непрямого, опосредованного экономического эффекта, свя-
занного со снижением сроков нетрудоспособности, уменьше-
нием инвалидизации, увеличением активного трудоспособно-
го возраста и т. п. Нами рассмотрен только прямой экономи-
ческий эффект, позволяющий рациональнее и эффективнее 
использовать финансовые ресурсы системы здравоохранения.

Определение	основных	источников	потенциального	
прямого	экономического	эффекта	от	внедрения	13С-УДТ

В 2016 году российской компанией «ИЗОКАРБ» соз-
дан и зарегистрирован Федеральной службой по надзору 
в сфере здравоохранения (Росздравнадзор) тест-набор 
«ХЕЛИКАРБ» для 13С-УДТ с 13С-карбамидом 99 %-ного 
изотопного обогащения (см. рис.) [7].
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Рисунок 1. Тест-набор «ХЕЛИКАРБ».
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В тест-наборе применен разработанный нами ориги-
нальный одноразовый пакет для сбора проб выдыхаемого 
воздуха (патент РФ на полезную модель № 170168, при-
оритет от 13.07.2016) [8], который заменил сдвоенный 
пакет производства компании Kibion (Швеция, Германия). 
Такая замена является источником экономического эффек-
та, так как разработанный пакет в несколько раз дешевле 
оригинального при более качественных технических 
и эксплуатационных характеристиках.

В настоящее время в РФ в диагностике H. pylori при 
клинической необходимости выполнения гастроскопии, 
как правило, выполняется биопсия с морфологической 
детекцией H. pylori либо с «быстрым» уреазным тестом. 
Замена биопсии на 13С-УДТ, особенно у молодых пациен-
тов с функциональной диспепсией и при скрининговых 
исследованиях, может быть источником прямого эко-
номического эффекта, так как дыхательный тест почти 
в три раза дешевле, чем биопсия и морфологическое 
исследование, являясь одновременно более точным и ин-
формативным методом диагностики [9].

Материал	и	методы	исследования
Реальный экономический эффект от внедрения новых 

пакетов в тест-наборе «ХЕЛИКАРБ» рассчитывался на ос-
новании фактического количества 13С-УДТ, выполняемых 
в стране в год (2018), потенциальный эффект —  по про-
гнозируемой годовой потребности в тестах. Для расчета 
реального прямого экономического эффекта применена 
формула (1)

ПЭЭ(р) = (ЦП(б) —  ЦП(м)) × КТ(р) —  (З1 + З2) (1), где
ПЭЭ(р) —  величина реального прямого экономического 
эффекта в год; ЦП(м) —  цена двух пакетов для взятия проб 
после модернизации; ЦП(б) —  базовая цена двух пакетов 
для взятия проб до модернизации; КТ(р) —  реальное ко-
личество тестов, проводимое в РФ в год; З1 —  затраты 
на разработку модификации теста; З2 —  затраты на вне-
дрение модифицированного теста в объеме реального 
годового количества тестов.

Для расчета потенциального прямого экономического 
эффекта применена формула (2)

ПЭЭ(п) = (ЦП(б) —  ЦП(м)) × КТ(п) —  (З1 + З3) (2), где
ПЭЭ(п) —  величина потенциального прямого эконо-
мического эффекта в год; ЦП(м) —  цена двух пакетов 
для взятия проб после модернизации; ЦП(б) —  базовая 
цена двух пакетов для взятия проб до модернизации; 
КТ(п) —  потенциальная потребность РФ в тестах в год; 
З1 —  затраты на разработку модификации теста; З3 —  за-
траты на внедрение модифицированного теста в объеме 
потенциального годового количества тестов.

Определены базовые величины для расчета. 
В 2018 году в РФ выполнено около 45 тысяч 13С-УДТ 
с применением тест-набора «ХЕЛИКАРБ» (данные про-
изводителя), для которых использовались 11 ИК-анализа-
торов IRIS.Doc (данные поставщика приборов). Учиты-
вая, что каждый ИК-анализатор имеет восемь приемных 
штуцеров для пакетов, общее количество устройств 
сопряжения, необходимых для адаптации приборов 
к модифицированным пакетам, составляет 96 штук. При 

стоимости изготовления одного штуцера-переходника 
в 580 руб. (данные ООО «ИЗОКАРБ» —  производите-
ля тест-наборов «ХЕЛИКАРБ») затраты на внедрение 
модифицированного теста в объеме реального годового 
количества тестов (З2) составляют 580 × 96 = 55 680 руб. 
Затраты на разработку модификации теста (З1) включа-
ют в создание макетов и опытных образцов устройства 
сопряжения, разработку конструкторской документации 
и технические испытания изделия. По данным иссле-
довательской лаборатории производителя тест-набора 
«ХЕЛИКАРБ», они составили 224 тыс. руб. Цена базо-
вой версии сдвоенного пакета Kibion для взятия проб 
до модернизации, по данным поставщика, составляла 
300 руб., аналогичная цена двух пакетов после модер-
низации составила 28 руб.

При расчете потенциального экономического эффекта 
условно принята потребность в 13С-УДТ в РФ в объеме 
не менее 1,5 млн тестов в год, основанная на анало-
гичных показателях других стран. Производительность 
ИК-анализатора IRIS.Doc, по данным поставщика, со-
ставляет 20 тыс. тестов в год, то есть при максимальной 
производительности потенциальный объем исследований, 
обеспечивающий реализацию прогнозируемой потреб-
ности (1,5 млн тестов в год), можно выполнить на 75 
приборах. Вместе с тем опыт клинического применения 
ИК-анализаторов в 2018 году показывает, что достижимой 
и оптимальной является загрузка прибора в объеме 50 % 
от максимальной, выполнение которой можно осуще-
ствить на 150 приборах, для которых необходимо 150 × 8 + 
10 % (резерв) = 1 320 устройств сопряжения. При затратах 
на производство одного устройства сопряжения 580 руб., 
затраты на производство всех необходимых устройств 
составят 580 × 1 320 = 765 600 руб.

Для расчета экономического эффекта, связанного 
с заменой биопсии, и морфологического исследования 
на 13С-УДТ при первичной диагностике заболеваний 
верхних отделов ЖКТ приняты следующие базовые ве-
личины. Население Москвы составляет примерно 10 % 
населения РФ. По данным ГКУЗ «БМС ДЗМ», общая 
и первичная заболеваемость язвенной болезнью желудка 
и двенадцатиперстной кишки, гастритом и дуоденитом 
на протяжении последних лет остается стабильной 
и суммарно составляет около 32 тыс. случаев в год 
(31 654 случая в 2015 году). При первичной заболева-
емости язвой желудка и двенадцатиперстной кишки, 
гастритом и дуоденитом необходимы два диагностиче-
ских исследования: первичная диагностика и контроль 
проведенной терапии. Следовательно, общее количество 
первичных исследований для впервые выявленных па-
циентов с этими нозологическими формами составляет 
в Москве 32 тыс., а в России в целом примерно 320 тыс. 
первичных исследований в год. Учитывая, что инфици-
рованность H. pylori в Москве составляет около 50 % 
взрослой популяции, в Казани более 60 %, а в Сибири 
доходит до 75–80 % [10], и основываясь на утверждении, 
что инфицированность лиц, обратившихся к гастро-
энтерологу, выше, чем в популяции в целом, можно 
считать, что повторное исследование будет необходимо 
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не менее чем у 70 % первично обследованных. Это ко-
личество по России составит 320 000 × 70 % = 224 000 
повторных тестов. Таким образом, общая потребность 
России в исследовании инфицированности H. pylori для 
впервые выявленных пациентов с язвой желудка и две-
надцатиперстной кишки, гастритом и дуоденитом может 
составить 320 000 + 224 000 = 544 000 исследований 
в год. По тарифам территориальной программы ОМС 
стоимость гастроскопии составляет 613 руб., стоимость 
биопсии с детекцией H. pylori составляет 3 059 руб. Рас-
четная стоимость одного 13С-УДТ в государственных 
медицинских организациях составляет 1 042,68 руб. 
Для расчета потенциального прямого экономического 
эффекта при замене биопсии и морфологического иссле-
дования на 13С-УДТ в процессе первичной диагностики H. 
pylori и контроля проведенной эрадикационной терапии 
применена формула (3)

ПЭЭ(п) = (Ц1(морф.) —  Ц2(
13

С-УДТ)) × КТ(п+э) —  ЗП, (3), 
где ПЭЭ(п) —  величина потенциального прямого эко-
номического эффекта в год; Ц1(морф.) —  цена биопсии 
и морфологического исследования на H.  pylori; 
Ц2(13С-УДТ) —  расчетная цена выполнения 13С-УДТ; 
КТ(п+э) —  потенциальное количество тестов в год 
(первичные + контроль эрадикации); ЗП —  затраты 
на приобретение приборов.

Результаты	исследования
1. Реальный прямой экономический эффект от раз-

работки и внедрения одноразовых пакетов в составе 
тест-набора «ХЕЛИКАРБ», рассчитанный по формуле 
(1), составляет:

ПЭЭ(р) = (300–28) × 45 000 —  (224 000 + 55 680) = 
= 11 960 320,00 руб.

2. Потенциальный прямой экономический эффект 
от разработки и внедрения одноразовых пакетов в со-
ставе тест-набора «ХЕЛИКАРБ» при потенциальном 
объеме 544 000 тестов в год, рассчитанный по формуле 
(2), составляет:

ПЭЭ(п) = (300–28) × 544 000 —  (224 000 + 765 600) = 
= 146  978 400,00 руб.

3. Расчет экономического эффекта при замене биопсии 
и морфологического исследования на 13С-УДТ.
А. Расчет потребности в приборах. При потребности 

в тестах 544 000 в год, производительности приборов 
20 000 в год и среднеоптимальной загрузке прибора 50 %, 
потребность в приборах составляет (544 000 / 20 000) / 
50 % = 55 штук.

Б. Расчет затрат на приборы. При цене поставки 
одного ИК-анализатора IRIS.Doc (Kibion; Швеция, Гер-
мания) 2 500 000,00 руб. затраты на покупку 55 приборов 
составят 2 500 000 × 55 = 137 500 000,00 руб. При условии 
государственной регистрации ИК-спектрометра HCBT-01 
производства компании Headway (Китай), цена которого 
составляет 950 000,00 руб., а качество результатов почти 
не уступает масс-спектрометрии [11], затраты на покупку 

аналогичного количества приборов составят 950 000 × 
55 + 1 000 000 (затраты на испытания и регистрацию) = 
53 250 000,00 руб.

В. Расчет потенциального экономического эффекта. 
При условии применения зарегистрированного ИК-спек-
трометра IRIS.Doc (Kibion; Швеция, Германия) потенци-
альный прямой экономический эффект, рассчитанный 
по формуле (3), составляет:
ПЭЭ(п) = (3 059,90–1 042,68) × 544 000–1 375 000 00,00 =

= 959 867 680,00 руб.
При условии регистрации и применения ИК-спек-

трометра «HCBT-01» производства компании Headway 
(Китай) потенциальный прямой экономический эффект, 
рассчитанный по формуле (3) может составить:
ПЭЭ(п) = (3 059,90–1 042,68) × 544 000,00–53 250 000,00 =

= 1 044 117 680,00 руб.
Таким образом, расчеты показывают, что суммарный 

прямой экономический эффект от внедрения в прак-
тическое здравоохранение тест-набора «ХЕЛИКАРБ» 
с новыми пакетами и замены биопсии с морфологической 
детекцией H. pylori на 13С-УДТ может составлять более 1 
млрд руб. в год. Такой экономический эффект дает веские 
основания рекомендовать внедрение 13С-УДТ не только 
в качестве более точного метода диагностики, но и метода, 
способного оптимизировать финансовые затраты здраво-
охранения РФ на диагностику хеликобактерной инфекции.
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Functional ability of neutrophils in patients with ischemic heart disease
V. Yu. Mishlanov, V. E. Vladimirsky, A. V. Tuev
Perm State Medical University n. a. E. A. Wagner, Perm, Russia

Резюме
Цель. Изучение белокпродуцирующей и липидвысвобождающей способ-
ности нейтрофилов и ее клинической значимости у больных ИБС. Материа-
лы и методы. Обследованы 25 пациентов с артериальной гипертензией без 
клинических и ультразвуковых манифестаций атеросклероза; 47 больных 
ИБС со стабильной стенокардией напряжения, а также 19 больных пер-
вичной нестабильной стенокардией. Группа сравнения —  33 практически 
здоровых лица. В сыворотке крови посредством иммуноферментного 
анализа оценивалась концентрация С-реактивного белка (СРБ), липопро-
теина а (ЛПа), VII фактора свертывания крови (VIIф), дефензинов-альфа 
(1–3), интерлейкина-6 (ИЛ-6), интерлейкина-8 (ИЛ-8), фактора некроза 
опухоли альфа (ФНО-альфа). Из периферической крови в присутствии 
декстранов выделялись лейкоциты, представленные преимущественно 
нейтрофилами, которые в дальнейшем культивировались, в лейкоци-
тарных супернатантах оценивалось содержание СРБ, ЛПа, дефензи-
нов-альфа (1–3), VIIф, а также липидвысвобождающей способности 
лейкоцитов (ЛВСЛ) по методике А. В. Туева и В. Ю. Мишланова. Проводились 
ангиографическое исследование, дуплексное сканировавние артерий 
и эхокардиография. Результаты. Установлено, что у больных на этапе до-
клинического атеросклеротического поражения способность лейкоцитов 
к образованию белково-липидных комплексов (БЛК), маркируемая вели-
чиной ЛВСЛ, практически не отличается от здоровых лиц, но уже на этой 
стадии атерогенеза выявлено увеличение их способности к продукции 
противомикробных пептидов —  дефензинов-альфа (1–3). У больных ИБС 
со стабильной стенокардией напряжения отмечено увеличение продук-
ции лейкоцитами широкого спектра белков —  дефензинов-альфа (1–3), 
VIIф, ЛПа и СРБ в сочетании с признаками системной воспалительной 
реакции, маркируемой высокими концентрациями СРБ, интерлейкина-6 
и фактора некроза опухоли альфа в сыворотке крови. На данном этапе 
атерогенеза величина ЛВСЛ значимо отличается от значений, характер-
ных для здоровых лиц. Показано, что чем больше значение ЛВСЛ, тем 
выше у этих больных функциональный класс хронической сердечной 
недостаточности (R = 0,4; p = 0,02). У больных ИБС с первичной нестабиль-
ной стенокардией выявлена максимальная величина ЛВСЛ, а у пациен-
тов с ультразвуковыми признаками нестабильности бляшек —  высокие 
концентрации СРБ в нейтрофильных супернатантах. Корреляционный 
анализ выявил, что у больных ИБС средний процент стеноза коронарных 
артерий, по данным ангиографии, напрямую взаимосвязан с величиной 
ЛВСЛ (R = 0,7; p = 0,03) и сывороточной концентрацией ФНО-альфа (R = 
0,5; p = 0,03), а количество клинически значимых стенозов —  с величиной 
ЛВСЛ (R = 0,4; p = 0,04) и концентрацией в супернатантах VIIф (R = 0,5; p = 
0,04). Заключение. Величина ЛВСЛ, содержание СРБ и дефензинов-аль-
фа в лейкоцитарных супернатантах у больных ИБС взаимосвязаны 
с тяжестью и активностью атеросклеротического поражения артерий, 
что подтверждается результатами обследования больных на этапе до-
клинического, клинически манифестного стабильного и нестабильного 
атеросклеротического поражения.
Ключевые слова: атеросклероз, нейтрофилы, врожденный иммунитет, 
воспаление, ишемическая болезнь сердца.

Summary
Purpose. The study of protein-producing and lipid-releasing ability of 
neutrophils and its clinical significance in patients with IHD. Materials 
and methods. 25 patients with arterial hypertension without clinical 
and ultrasound manifestations of atherosclerosis were examined; 47 
patients with coronary artery disease with stable angina, as well as 19 
patients with unstable primary angina. The comparison group —  33 
healthy persons. In the serum, enzyme-linked immunosorbent assay 
was used to evaluate the concentration of C-reactive protein (CRP), 
lipoprotein a (LPa), VII coagulation factor VII (VIIf), defensins-alpha 
(1–3), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), tumor necrosis factor 
alpha (TNF-alpha). Leukocytes, predominantly represented by 
neutrophils, which were further cultivated, were excreted from 
peripheral blood in the presence of dextrans; the levels of CRP, LPa, 
defensins-alpha (1–3), VIIf, and lipid-releasing ability of leukocytes 
(LRAL) were assessed according to the method of A. V. Tuev and 
V. Yu. Mishlanov. An angiographic study, duplex scanning arteries, 
and echocardiography were performed. Results. It has been es-
tablished that in patients at the stage of preclinical atherosclerotic 
lesion, the ability of leukocytes to form protein-lipid complexes (PLC), 
marked by LRAL, practically does not differ from healthy individuals, 
but already at this stage of atherogenesis an increase in their ability 
to produce antimicrobial peptides —  defensins-alpha (1–3). In pa-
tients with coronary artery disease with stable angina pectoris, an 
increase in leukocyte production of a wide range of proteins —  de-
fensins-alpha (1–3), VIIf, LPA and CRP in combination with signs of a 
systemic inflammatory reaction, marked by high concentrations of 
CRP, interleukin-6 and tumor necrosis factor alpha in serum, was no-
ticed. At this stage of atherogenesis, the value of LRAL is significantly 
different from the values of healthy individuals. It is shown that the 
higher the LRAL value, the higher the functional class of chronic heart 
failure in these patients (R = 0.4; p = 0.02). In patients with coronary 
artery disease with primary unstable angina, the maximum LRAL 
value was detected, and in patients with ultrasound signs of plaque 
instability, high concentrations of CRP in neutrophilic supernatants 
were found. Correlation analysis revealed that, in patients with cor-
onary artery disease, the average percentage of coronary artery 
stenosis, according to angiography, is directly related to the LRAL 
value (R = 0.7; p = 0.03) and the serum concentration of TNF-alpha (R = 
0.5; p = 0.03), and the number of clinically significant stenoses —  with 
the magnitude of LRAL (R = 0.4; p = 0.04) and the concentration in 
supernatants VIIf (R = 0.5; p = 0.04). Conclusion. The LRAL value, CRP 
and defensin-alpha content in leukocyte supernatants in IHD patients 
are interconnected with the severity and activity of atherosclerotic 
lesion of arteries, which is confirmed by the results of examination 
of patients at the stage of preclinical, clinically manifest stable and 
unstable atherosclerotic lesion.
Key words: atherosclerosis, neutrophils, innate immunity, inflam-
mation, coronary heart disease.
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Введение
Основой патогенеза ишемической болезни сердца (ИБС) 

является атеросклероз —  патологический процесс, сущ-
ность которого, несмотря на многочисленные исследова-
ния, на сегодняшний день остается не до конца изученной. 
К настоящему времени сложилось четкое представление 
об атеросклерозе как о мультифакториальном заболевании, 
в основе которого лежат сложные нарушения биохимиче-
ских, иммунных и молекулярно-генетических процессов.

Вне зависимости от этиологического фактора, запу-
скающего атеросклеротический процесс, непременными 
участниками его патогенеза являются лейкоциты. Участие 
в процессах атерогенеза моноцитов, лимфоцитов доста-
точно хорошо изучено. Малоисследованной остается роль 
в процессах атерогенеза самой многочисленной фракции 
лейкоцитов —  нейтрофилов. Несмотря на короткий период 
своей жизни, лейкоциты за счет своей многочисленности 
и функциональной активности составляют основную 
линию защиты человека против бактериальных агентов, 
участвуют в механизмах неспецифической защиты, в том 
числе и врожденного иммунитета.

Роль и место нейтрофилов в процессах атеросклероти-
ческого повреждения сосудистой стенки активно изучается 
последние 15–20 лет. Это обусловлено появившимися в на-
чале XXI века данными о связи количества нейтрофилов 
с риском инфаркта миокарда (ИМ) [1]; кроме того, показана 
более сильная предикторная значимость в прогнозировании 
сосудистых событий количества нейтрофилов перифери-
ческой крови, чем высокочувствительного С-реактивно-
го белка (СРБ) [1]. В экспериментальном исследовании 
на крысах Van Leveen M., et al. (2004) впервые показали 
возможность развития спонтанной нейтрофильной ин-
фильтрации сосудистой стенки [2]. Последующие работы 
Zerneke A., et al. (2009) продемонстрировали, что введение 
антинейтрофильных антител замедляло развитие атеро-
склероза у кроликов при наложении сосудистых муфт [3].

Установлено, что нейтрофилы в процессе атерогенеза 
проникают в артерии, где их непродолжительный срок служ-
бы увеличивается под влиянием воспалительных цитокинов. 
Это способствует дальнейшему прогрессированию воспа-
ления и нестабильности бляшки. Механизмы, с помощью 
которых нейтрофилы способствуют дестабилизации бляшки, 
по-прежнему находятся на стадии изучения, но выяснено, 
что они связаны с высвобождением активных форм кис-
лорода, миелопероксидазы, протеолитических ферментов, 
метаболитов арахидоновой кислоты и ряда белков [4].

Нейтрофилы в условиях межклеточного контакта или 
стимуляции провоспалительными цитокинами синтезируют 
и высвобождают пептиды и белки, связывающие холестерин 
(ХС) [5]. Предполагается, что такая способность клеток реа-
лизуется не в кровотоке, а в очаге воспаления или сосудистой 
стенке. Мишлановым В. Ю. и Туевым А. В. (1999) предложен 

метод регистрации общего количества белков и пептидов, 
синтезируемых и высвобождаемых нейтрофилами, которые 
связывают холестерин (ХС), —  определение липидвысвобо-
ждающей способности лейкоцитов (ЛВСЛ) [6, 7, 8]. Было 
показано, что величина ЛВСЛ связана с функциональной 
активностью нейтрофилов. Об этом свидетельствовали экспе-
рименты с определением концентрации ХС в супернатантах 
после выделения клеток в градиенте фиколл-верографин 
1077 и при отстаивании в растворе декстрана. Клетки крови, 
выделенные на градиенте плотности фиколл-верографина 
1077, были представлены преимущественно лимфоцитами 
(78–85 %), а при отстаивании в декстране —  на 70–80 % 
нейтрофилами. При попытке определения концентрации ХС 
в супернатантах культур клеток, выделенных в градиенте 
плотности фиколл-верографина 1077, результаты оказались 
приблизительно в 3,6 раза ниже, чем в случаях отстаивания 
в присутствии раствора декстрана (согласно методике опре-
деления ЛВСЛ) [6, 7, 8]. Определяющая роль нейтрофилов 
в формировании величины ЛВСЛ подтверждена в исследо-
ваниях, которые показали, что нейтрофилы больных ИБС 
демонстрируют значимо бóльшую выживаемость в ходе 
культивирования, чем у здоровых лиц. Кроме того, корре-
ляционный анализ установил взаимосвязь между способно-
стью нейтрофилов выживать в условиях культивирования 
и высвобождением холестерина (R = 0,49; p = 0,02) [6].

Продолжением этих работ явилось изучение белковой 
продукции нейтрофилами в тех же условиях с использова-
нием иммуноферментного анализа (ИФА), данная функцио-
нальная активность названа белокпродуцирующей способ-
ностью нейтрофилов (БПСН) [9]. Похожий методический 
подход использовался Blidberg K. (Каролинский университет, 
2012), когда в ходе культивирования нейтрофилов больных 
бронхо-легочными заболеваниями оценивали содержание 
в супернатантах молекул адгезии [10].

Оставалась недостаточно изученной специфика ЛВСЛ 
и БПСН у больных, имеющих только факторы риска атеро-
склеротического поражения коронарного русла (артериаль-
ная гипертензия [АГ] и курение), клинически стабильную 
(стабильная стенокардия напряжения) и нестабильную 
(первичная нестабильная стенокардия) форму ИБС, а также 
взаимосвязь данной функциональной способности ней-
трофилов со структурным и функциональным состоянием 
сердечно-сосудистой системы.

Целью	исследования	было изучение белокпродуцирую-
щей и липидвысвобождающей способности нейтрофилов 
и ее клинической значимости у больных ИБС.

Материал	и	методы
Выполнено рандомизированное одномоментное сравни-

тельное исследование. Всего в исследование было включено 
124 лица. Группу больных с факторами риска атеросклероза 

Список сокращений
AUC —  Area Under Curve, P —  persentile, ROC —  Receiver Operator Characteristic, VIIф —  VII фактора свертывания крови, АГ —  артериальная 
гипертензия, БЛК —  белково-липидные комплексы, БПСН —  белокпродуцирующая способность нейтрофилов, ИФА —  иммуноферментный 
анализ, ИЛ-6 —  интерлейкин-6, ИЛ-8 —  интерлейкин-8, ИБС —  ишемическая болезнь сердца, КАГ —  коронароангиография, ЛВСЛ —  липид-
высвобождающая способность лейкоцитов, ЛПа —  липопротеин-а, мРНК —  матричная рибонуклеиновая кислота, СРБ —  С-реактивный белок, 
ХС —  холестерин, ФНО-альфа —  фактор некроза опухоли альфа.
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составили 25 пациентов с артериальной гипертензией (АГ) без 
клинических и ультразвуковых манифестаций атеросклероза 
(средний возраст —  56,5 года (Me); персентиль (P) 10 % —  
47,3; P 90 % —  65,2 года); с локализованным неосложненным 
течением атеросклероза —  47 больных ИБС со стабильной 
стенокардией напряжения (средний возраст 60,2 года; P 
10 % —  50,2; P 90 % —  70,0 года), а также c осложненным 
течением атеросклероза —  19 больных первичной нестабиль-
ной стенокардией по классификации Ю. Браунвальда (сред-
ний возраст —  60,3 года; P 10 % —  55,4, P 90 % —  64,2 года). 
В исследование не включались пациенты с сахарным диа-
бетом, острыми и хроническими заболеваниями с воспа-
лительным синдромом, перенесшие острые сосудистые 
события в течение предшествующих 6 месяцев. Все группы 
клинически манифестного атеросклероза имели ассоциацию 
с АГ. Группу сравнения составили 33 практически здоровых 
человека (средний возраст —  52,7 года; P 10 % —  41,2; P 
90 % —  62,3 года). Группы наблюдения и сравнения были 
сопоставимы по возрастному и половому составу. Процент 
курящих в группе больных АГ составил 59 %, стабильной 
стенокардией напряжения —  73 %, первичной нестабильной 
стенокардией —  71 %. Среди здоровых лиц курящих не было. 
Атеросклеротическое поражение верифицировалось на ос-
новании клинических признаков, дуплексного сканирования 
и ангиографии. Для оценки тяжести хронической сердечной 
недостаточности (ХСН) всем пациентам групп наблюдения 
выполнялись тест шестиминутной ходьбы и ультразвуковое 
исследование сердца. Все пациенты с клинически мани-
фестным атеросклерозом получали стандартную терапию 
статинами, аспирином, ингибиторами ангиотензинпревра-
щающего фермента и β-блокаторами.

Исследование ЛВСЛ проводилось в иммунологической 
лаборатории ПГМУ им. академика Е. А. Вагнера по автор-
скому методу А. В. Туева и В. Ю. Мишланова [6]. Для этого 
из венозной крови больного в стерильных условиях выделяли 
лейкоцитарную взвесь, используя метод отстаивания в цен-
трифужных пробирках смеси венозной крови и раствора 
полиглюкина в соотношении 5:3. Суспензию лейкоцитов 
тщательно отмывали от полиглюкина сначала путем осто-
рожного ресуспендирования в физиологическом растворе 
хлорида натрия с последующим центрифугированием для 
осаждения клеток, затем отмывку производили в питательной 
среде «Игла». После отмывки лейкоциты ресуспендировали 
в питательной среде. Проводили количественный подсчет 
выделенных клеток и готовили взвесь, содержащую 50 000 
лейкоцитов в 1 мкл среды. Соотношение лейкоцитов в выде-
ленной суспензии приближалось к таковому в цельной крови 
при значительном преобладании нейтрофилов (60–80 %). 
После строгого количественного учета 400 мкл суспензии 
лейкоцитов культивировали при 37 °C в течение 3 суток в не-
полной питательной среде в пенициллиновых флаконах. Через 
3 суток в надосадочной жидкости определяли содержание ХС 
холестериноксидазным методом (тест-набор фирмы Human).

Для уточнения механизмов регуляции ЛВСЛ у боль-
ных ИБС выполнено экспериментальное исследование in 
vitro, заключавшееся в определении влияния ФНО-альфа 
на величину ЛВСЛ, для чего проводилось ее определение 
в контрольной (с внесенной из вне 20 мкл питательной 

среды) и опытной (с внесенным из вне 20 мкл раствора 
ФНО-альфа в конечной концентрации 0,005 мкг/мл) 
культурах лейкоцитов (выполнено девять экспериментов).

Посредством ИФА оценивался белково-пептидный 
паттерн сыворотки крови и супернатантов трехсуточных 
лейкоцитарных культур (по методике Мишланова В. Ю. 
и Владимирского В. Е. [9]). В сыворотке крови определя-
лась концентрация интерлейкинов –6 и –8 (ИЛ-6, ИЛ-8, 
тест-наборы фирмы «Вектор-Бест Урал», Новосибирск), 
фактора некроза опухоли α (ФНО-альфа, тест-набор фирмы 
«Вектор-Бест Урал», Новосибирск), дефензинов-альфа 
(1–3) с помощью тест-набора фирмы Hycult Biotech, липо-
протеина (а) (ЛПа, набор фирмы Assa Pro), С-реактивного 
белка (СРБ, тест-набор фирмы «Вектор-Бест Урал», Но-
восибирск), VII фактора свертывания крови (VIIф, набор 
фирмы Assa Pro). В супернатантах трехсуточных культур 
нейтрофилов оценивалось содержание дефензинов-альфа 
1–3, СРБ, VIIф, ЛП (а).

Выбор изученных белков и пептидов обусловлен следу-
ющими факторами: их причастностью к системе врожден-
ного иммунитета (СРБ, дефензины-альфа, цитокины) [11, 
12], способностью отграничивать патологический очаг как 
простейший механизм палеоиммунитета (VIIф, ЛПа) [13, 
14, 15], формировать БЛК (СРБ, дефензины-альфа, ЛПа, 
VIIф) [11, 15], доказанной атерогенностью (СРБ, дефензи-
ны-альфа, ЛПа) [11, 12, 14], а также возможностью лейко-
цитов их продуцировать (СРБ, дефензины, VIIф) [11, 12, 14].

Статистическая обработка результатов производилась 
при помощи программного пакета Statistica 8.0. Оценка 
статистической значимости отличий признаков независи-
мых друг от друга группировок проводилась по критерию 
Манна-Уитни. При сравнении трех и более групп для оценки 
межгрупповых различий использовался критерий Круска-
ла-Уоллиса. Для определения наличия связи между призна-
ками использовался ранговый коэффициент корреляции 
Спирмена. Точность и эффективность диагностических те-
стов определялась путем построения ROC-кривых (Receiver 
Operator Characteristic). Для интерпретации использовался 
показатель AUC (Area Under Curve) —  площадь под кривой. 
Для оценки дифференциально-диагностической значимости 
паттерна изучаемых факторов применялся метод логистиче-
ской регрессии. В последующем использовался ROC-анализ 
для оценки диагностической эффективности полученной 
математической модели, комплексно характеризующей изу-
чаемые показатели. Количественные данные представлены 
в виде медианы (Me), перцентиля (Р) 10 и 90 %.

Результаты
В нашем исследовании показано, что у больных АГ 

в сравнении со здоровыми лицами оказалось достоверно 
выше содержание в сыворотке крови ЛПа и дефензи-
нов-альфа (см. табл.). При этом в лейкоцитарных суперна-
тантах пациентов с АГ выявлялась значимо более высокая 
концентрация дефензинов-альфа, чем у здоровых, что 
может указывать на изменение способности лейкоцитов 
к высвобождению факторов противоинфекционной защиты 
в отсутствии очагов инфекции. В группе больных АГ ЛВСЛ 
только в 32 % случаев превышала значения здоровых лиц.
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Группа больных ИБС была представлена лицами 
с II (18 %) и III функциональным классом (82 %) стено-
кардии напряжения. По данным коронароангиографии 
(КАГ), средний процент выявленного стеноза составил 76 
(P 10 % —  30; Р 90 % —  96)%, а количество клинически 
значимых стенозов —  3 (P 10 % —  1; Р 90 % —  5).

Показано, что у пациентов с ИБС содержание всех 
изучаемых показателей в сыворотке и супернатантах было 
выше, чем у практически здоровых лиц (табл. 1).

Особенностью пациентов данной группы является то, 
что у них выявлена прямая зависимость между величиной 
ЛВСЛ и содержанием дефензинов-альфа (R = 0,47; p = 
0,03) в лейкоцитарных супернатантах, что свидетельствует 
о возможной общности процессов продукции лейкоцитами 
этих пептидов и образования БЛК. Корреляционный анализ 
выявил, что средний процент стеноза коронарных артерий, 
по данным КАГ, напрямую взаимосвязан с величиной ЛВСЛ 
(R = 0,7; p = 0,03) и сывороточной концентрацией ФНО-аль-
фа (R = 0,5; p = 0,03), а количество клинически значимых 
стенозов —  с величиной ЛВСЛ (R = 0,4; p = 0,04) и концен-
трацией в супернатантах VIIф (R = 0,5; p = 0,04). Показано, 
что чем больше значение ЛВСЛ, тем выше функциональ-
ный класс ХСН, определенный с учетом результатов теста 
шестиминутной ходьбы (R = 0,4; p = 0,02). Установлены 

прямая умеренной силы связь величины ЛВЛС с конеч-
но-диастолическим размером левого желудочка (R = 0,34; 
p = 0,01), средним давлением в легочной артерии (R = 0,46; 
p = 0,02), а также отрицательного характера зависимость 
с фракцией выброса левого желудочка (R = –0,35; p = 0,008).

Было произведено сравнение результатов специального 
обследования больных ИБС со стабильной стенокардией 
напряжения в сочетании с АГ с данными, полученными 
у пациентов с АГ без клинически манифестного атеро-
склероза. Показано, что величина ЛВСЛ, концентрации 
дефензинов-альфа в супернатантах, а в сыворотке ИЛ-6 
и ФНО-альфа достоверно выше у больных ИБС (см. табл.). 
Определены точки разделения по изучаемым показателям 
между больными ИБС со стабильной стенокардией напря-
жения и АГ путем построения ROC-кривых. Концентрации 
дефензинов-альфа в супернатанте более 300 214 пг/мл, ИЛ-6 
в сыворотке крови более 2,58 пг/мл и величина ЛВСЛ выше 
0,15 ммоль/л являются хорошими разделительными кри-
териями между больными ИБС стабильного течения и АГ 
(по критерию AUC), а содержание ФНО-альфа в сыворотке 
крови свыше 12,23 пг/мл —  средним по эффективности 
показателем. Для комплексной оценки различий белко-
во-пептидного паттерна больных ИБС со стабильной стено-
кардией напряжения и АГ выбраны значения концентрации 

Таблица
Статистическая значимость различий изучаемых биомаркеров у здоровых лиц, больных АГ  

без клинических проявлений атеросклероза и ИБС со стабильной стенокардией напряжения

Показатель, единицы 
измерения

Группа 1
здоровые лица, 
Me (percentile 
10/90) (n = 33)

Группа 2
больные АГ, Me 

(percentile 10/90)
(n = 25)

Группа 3
больные ИБС со ста-
бильной стенокарди-
ей напряжения, Me 

(persentile 10/90) (n = 47)

p 
(группы 1–2) 

статистика U 
Манна-Уитни

p 
(группы 1–3), 

статистика U 
Манна-Уитни

p 
(группы 2–3), 

статистика U 
Манна-Уитни

p 
(группы 1–2–
3), критерий 

Крускала-
Уоллиса

ЛВСЛ, ммоль/л 0,13 (0,1/0,15) 0,12 (0,07/0,16) 0,16 (0,09/0,25) 0,67 0,010 0,001 0,0001

СРБ в сыворотке 
крови, мг/л 2,30 (0,22/2,3) 4,12 (1,66/15,25) 6,99 (1,88/10,29) 1,00 0,001 0,740 0,0001

СРБ в супернатанте, 
мкг/л 18,34 (1,7/32,6) 55,9 (18,3/130,0) 49,57 (16,25/106,00) 1,00 0,001 0,650 0,0060

ЛПа в сыворотке 
крови, нг/мл 8,68 (5,66/8,68) 39,89 (22,05/68,75) 42,65 (26,90/40,50) 0,04 0,001 0,230 0,0001

ЛПа в супернатанте, 
нг/мл 25,60 (13,53/45,85) 52,19 (32,5/84,00) 37,73 (23,55/55,25) 1,00 0,001 0,510 0,0020

VIIф в сыворотке 
крови, нг/мл 1,92 (0,8/1,92) 4,93 (2,53/7,28) 5,59 (3,34/8,80) 1,00 0,001 0,780 0,0001

VIIф в супернатанте, 
нг/мл 0,26 (0/0,51) 2,37 (0,78/4,74) 2,38 (0,72/4,51) 1,00 0,001 0,850 0,0001

Дефензины альфа 
в сыворотке крови, 

пг/мл
626 (270/1 376) 6 577 (3 390/11 296) 4 389 (2 096/7 932) 0,01 0,030 0,090 0,0001

Дефензины альфа 
в супернатанте, пг/мл

117 206 
(11 420/200 000)

518 428 
(109 300/863 000) 656 635 (406 000/921 150) 0,05 0,010 0,020 0,0001

ИЛ 6 в в сыворотке 
крови, пг/мл 1,04 (0,8/1,5) 2,48 (0,11/7,30) 12,67 (1,3/52,64) 0,16 0,001 0,001 0,0001

ИЛ 8 в сыворотке 
крови, пг/мл 5,34 (0/24,4) 8,52 (0/27,3) 48,13 (0,00/154,25) 0,06 0,001 0,090 0,3000

ФНО-альфа 
в сыворотке крови, 

пг/мл
3,9 (1,1/7,9) 6,19 (1,8/12,8) 29,67 (1,45/66,05) 0,09 0,001 0,010 0,0430

Примечание: VIIф —  VII фактор свертывания крови, АГ —  артериальная гипертензия, ИБС —  ишемическая болезнь сердца, ИЛ-6 —  интерлей-
кин-6, ИЛ-8 —  интерлейкин-8, ЛВСЛ —  липидвысвобождающая способность лейкоцитов, ЛПа —  липопротеин-а, СРБ —  С-реактивный белок, 
ФНО-альфа —  фактор некроза опухоли альфа.
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дефензинов-альфа в супернатантах, ИЛ-6 и ФНО-альфа 
в сыворотке крови, а также величина ЛВСЛ, на основании 
которых построено уравнение логистической регрессии:

y = –9,545 + 36,288*x1 + 0,000022028*x2 + 0,04186*x3 + 0,07562*x4,

где х1 —  величина ЛВСЛ, х2 —  концентрация дефензинов-аль-
фа в супернатантах, х3 —  концентрация ИЛ-6 в сыворотке 
крови и х4 —  концентрация ФНО-альфа в сыворотке крови 
(p [правдоподобия] = 0,001). Данный комплексный подход 
к дифференциальной диагностике этих заболеваний имел 
очень хорошую разделительную эффективность (AUC = 0,83).

Среди пациентов с первичной нестабильной стенокар-
дией 44 % имели клинику прогрессирующей стенокардии, 
31 % —  острой и 25 % —  подострой стенокардии покоя. 
Средний процент стеноза коронарных артерий составил 
71 (P 10 % —  38; Р 90 % —  93)%, а количество клинически 
значимых стенозов —  2 (P 10 % —  1; Р 90 % —  3).

Статистический анализ различий изучаемых показателей 
у больных ИБС со стабильной стенокардией напряжения 
и нестабильной стенокардией показал, что у больных ИБС 
нестабильного течения величина ЛВСЛ была значимо выше 
(0,21 [P 10 % —  0,19; P 90 % —  0,24] ммоль/л), чем у пациентов 
со стабильным течением (0,16 [P 10 % —  0,09; P 90 % —  0,25] 
ммоль/л) (p = 0,041). Путем построения ROC-кривых опреде-
лена разделительная эффективность изученных биомаркеров 
между больными со стабильной стенокардией напряжения 
и нестабильной стенокардией. Значение ЛВСЛ у больных ИБС 
нестабильного течения более 0,18 ммоль/л (AUC = 0,77) рас-
ценивалось как хороший по эффективности разделительный 
критерий стабильного и нестабильного течения заболевания.

При разделении группы пациентов с ИБС по принципу 
выявления у них признаков нестабильных и стабильных 
атеросклеротических бляшек по данным дуплексного 
сканирования артерий установлено, что из всех факто-
ров наилучшую разделительную эффективность между 
этими подгруппами имеет значение концентрации СРБ 
в лейкоцитарных супернатантах свыше 70 мкг/л (AUC = 
0,95), кроме того, установлена сильная прямая зависимость 
нестабильного характера атеросклеротической бляшки 
по данным дуплексного сканирования с содержанием 
СРБ в лейкоцитарных супернатнтах (R = 0,82; p = 0,03).

В проведенном экспериментальном исследовании in vitro 
установлено, что во всех девяти экспериментах добавление 
в культуральную среду ФНО-альфа в дозе 0,005 мкг/мл 
вызывало повышение величины ЛВСЛ. ЛВСЛ до внесения 
препарата составила 0,15 (P 10 % —  0,09; P 90 % —  0,18), 
после —  0,35 (P 10 % —  0,19; P 90 % —  0,46) ммоль/л. Разли-
чие между группами статистически достоверно (р = 0,027).

Обсуждение	и	заключение
Нами получены данные, подтверждающие большое 

значение нейтрофилов в процессах атеросклеротического 
поражения сосудов. Результаты проведенного эксперимен-
тального исследования свидетельствуют о возможности 
регуляции ЛВСЛ у больных ИБС провоспалительными 
цитокинами, в частности ФНО-альфа, что указывает на то, 
что нейтрофилы в условиях тесного межклеточного кон-
такта способны не только пассивно (в результате гибели), 

но и активно образовывать БЛК. В пользу способности 
нейтрофилов к активному образованию БЛК свидетель-
ствуют опубликованные данные о связи величины ЛВСЛ 
и выживаемости нейтрофилов в культурах [6].

Термин «белокпродуцирующая способность нейтро-
филов» использован для совокупной характеристики не-
скольких функций нейтрофилов: белоксинтезирующей 
способности, процессинга белковых молекул и голокри-
новой секреции. С учетом проведенных исследований, 
построенных математических моделей белково-пептидных 
паттернов в группе больных ИБС, удалось установить, что 
для них характерен широкий спектр провоспалительных 
и атерогенных белков, обнаруживаемых в лейкоцитарных 
супернатантах в высоких концентрация, но наибольшее 
значение имеют дефензины альфа и СРБ.

Нами не предполагалось изучение полного спектра 
контролирующих воспаление факторов, продуцируе-
мых нейтрофилами, так как это является приоритетом 
отдельного патофизиологического исследования. Выбор 
дефензинов-альфа определен имеющимся у них особым 
набором проатерогенных свойств. Дефензины-альфа и ли-
попротеины низкой плотности образуют стабильные ком-
плексы в растворе и на поверхности клеток [5]. В связи 
с этим альфа-дефензины, секретируемые активированными 
нейтрофилами, обеспечивают связь между воспалением 
и атеросклерозом, изменяя катаболизм от рецепторного 
пути на менее эффективный рецепторнезависимый путь, 
опосредованный протеогликанами. Дефензины увеличи-
вают тропность ЛПа к эндотелию примерно в четыре раза, 
а к гладкомышечным клеткам —  примерно в шесть раз [5]. 
Кроме того, дефензины-альфа тормозят фибринолиз, опо-
средованный тканевым плазминогеном. Этот процесс спо-
собствует развитию атеросклеротических поражений [5].

CРБ синтезируется в основном в печени, хотя установ-
лено, что белок могут синтезировать нейроны, клетки почек, 
моноциты, лимфоциты и макрофаги альвеол. Одно время 
считали, что СРБ может синтезироваться атеросклероти-
ческими бляшками, так как уровень CРБ в них на порядок 
выше, чем в окружающих тканях, однако было установлено, 
что СРБ синтезируют находящиеся в бляшках макрофаги 
и гладкомышечные клетки. Показано, что эндотелиоциты 
аорты человека не только содержат матричную рибонуклеи-
новую кислоту (мРНК) СРБ, но синтезируют и секретируют 
CРБ. Нами подтверждены известные данные о возможности 
внепеченочного синтеза СРБ мононуклеарами перифери-
ческой крови [16], о чем свидетельствует обнаружение 
данного белка в супернатантах трехсуточных нейтрофиль-
ных культур. Касательно VIIф также известна возможность 
синтеза данной сериновой протеиназы лейкоцитами (работы 
З. С. Баркагана), что объясняет результаты нашей работы, 
связанные с обнаружением посредством ИФА в трехсуточ-
ных супернатантах нейтрофильных культур этого фактора.

В нашем исследовании получены данные о взаимосвязи 
величины ЛВСЛ, интегрально характеризующей способ-
ность нейтрофилов к образованию БЛК с распространен-
ностью и тяжестью атеросклеротического поражения 
по данным КАГ, концентрации СРБ в нейтрофильных 
супернатантах с нестабильным характером атеросклеро-
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тических бляшек по данным дуплексного сканирования. 
Показана эволюция БПСН и ЛВСЛ на этапах доклини-
ческих атеросклеротических проявлений, клинически 
манифестного стабильного и нестабильного атерогенеза.

Участие механизмов врожденного иммунитета в па-
тогенезе ХСН без инфекционной индукции —  известный 
научный факт [17]. Взаимосвязь системы врожденного 
иммунитета, воспаления и ХСН двояка. С одной стороны, 
воспаление способствует структурным изменениям сердца 
(прямое негативное влияние на сократимость, развитие 
гипертрофии и фиброза миокарда, нарушение митохондри-
альной генерации энергии, апоптоз, развитие эндотелиальной 
дисфункции и тромбофилии). С другой —  гиперцитокинемия, 
свойственная ХСН, пролонгирует срок жизни лейкоцитов 
(нейтрофилов) в сосудистой стенки, увеличивая тем самым 
величину ЛВСЛ и продукцию ряда белков. Этот факт объяс-
няет наличие корреляции тяжести ХСН и величины ЛВСЛ.

На основании проведенного анализа научной лите-
ратуры и собственных данных предложена концепция 
дезадаптации механизмов воспаления и врожденного 
иммунитета у больных атеросклерозом, состоящая в том, 
что процесс формирования атеросклеротических пораже-
ний следует рассматривать как измененную активность 
механизмов, связанных с эволюционно сформированной 
системой белковой продукции лейкоцитами, в первую 
очередь нейтрофилами, выступающей как компонент 
ограничения и уничтожения чужеродных антигенов. В от-
вет на типоспецифическую стимуляцию различными 
факторами, такими как окисленные липиды, компоненты 
клеточных стенок микробных агентов, происходит актива-
ция toll-like и других распознающих рецепторов системы 
врожденного иммунитета [18], имеющихся на мембра-
нах нейтрофилов, последними запускаются механизмы 
продукции ряда белково-пептидных агентов, например 
дефензинов-альфа и СРБ. Процесс высвобождения ней-
трофилами белков регулируется также опосредованно 
через взаимодействие с другими клетками. Часть высво-
бождаемых белково-пептидных факторов синтезируются 
непосредственно нейтрофилами (дефензины-альфа, VIIф, 
СРБ), другие накапливаются в цитоплазме последних 
в ходе процесса интернизации, то есть прижизненного 
обмена клеточными компартментами с другими клетками 
[15]. Действие каждого из высвобождаемых факторов на-
правлено на отграничение чужеродного агента путем его 
непосредственного уничтожения (СРБ и дефензины-альфа), 
ограничения регионального кровотока —  тромбоза (VIIф, 
ЛПа) или путем активации неоангиогенеза (ЛПа). Однако 
генетически предопределенная система реагирования 
на вторжение чужеродных агентов в условиях постоянной 
стимуляции (дислипидемия, АГ и другие факторы) носит 
дезадаптивный характер и способствует атерогенезу.

Таким образом, величина ЛВСЛ, содержание СРБ и де-
фензинов-альфа в лейкоцитарных супернатантах у больных 
ИБС взаимосвязаны с тяжестью и активностью атероскле-
ротического поражения артерий, что подтверждается ре-

зультатами обследования больных на этапе доклинического, 
клинически манифестного стабильного и нестабильного 
атеросклеротического поражения.

Авторы декларируют отсутствие конфликта интересов.
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Клинический (общий) анализ крови —  это один из са-
мых распространенных рутинных лабораторных 

тестов в настоящее время. Изменения показателей об-
щего анализа крови (ОАК) часто бывают неспецифичны, 
но в большинстве случаев играют важную роль, служат 
отправной точкой в диагностике большинства гематоло-
гических заболеваний.

При интерпретации результатов исследования на первом 
этапе необходимо сопоставить полученные данные для каж-
дого показателя ОАК с референсными диапазонами с учетом 
пола и возраста больного. Ряд сложностей возникают при 
интерпретации изменений лейкоцитарной формулы. В насто-
ящее время лейкоцитарная формула может быть подсчитана 
методом световой микроскопии окрашенных по Романовско-
му-Гимзе мазков периферической крови или в автоматическом 
режиме при использовании методов лазерного светорассеяния, 
цитохимических и других, что позволяет дифференцировать 
лейкоциты на пять и более популяций. Результаты, которые 
получает врач-клиницист, всегда представлены в виде про-
центного содержания различных видов лейкоцитов, а также 
часто в виде абсолютного их числа. Обращать внимание 
в первую очередь необходимо на абсолютное содержание 
клеток, а изменения относительных величин популяций лей-
коцитов (процент) не всегда идут параллельно с изменением 
их концентрации в единице объема крови.

В случае если абсолютное число популяций лейкоцитов 
не определено гематологическим анализатором, то его 
легко рассчитать. Например, если концентрация лейкоци-
тов у пациента 9,3 × 109/л, палочкоядерные нейтрофилы 

составили 4 %, сегментоядерные —  60 %, то абсолютное 
содержание нейтрофилов рассчитывается следующим 
образом: 64 % × 9,3 × 109/100 % = 5,95 × 109/л.

Онкогематологические заболевания чаще всего до мо-
мента клинической манифестации протекают латентно, с ми-
нимальным набором клинических проявлений, значительное 
количество которых неспецифично и может маскироваться 
у взрослых пациентов симптомами хронических сомати-
ческих заболеваний. Подходы для ранней диагностики 
гемобластозов до момента появления специфических жалоб 
у пациента не разработаны. В настоящее время остается 
актуальным высказывание И. А. Кассирского: «Правильный 
учет гемограммы помогает разобраться в сложной диагно-
стической обстановке и, напротив, —  недооценка картины 
крови приводит к частым диагностическим ошибкам» [2]. 
Чрезвычайно важно сопоставлять клиническую картину 
заболевания и картину периферической крови, обязательно 
в рамках дифференциальной диагностики, не отдавая из-
лишнего предпочтения часто встречающимся нозологиям 
(инфекционные и аллергические заболевания, железоде-
фицитная анемия и т. д.).

Рассмотрим клинический случай, наглядно демон-
стрирующий необходимость своевременной правильной 
оценки изменений в ОАК.

Клиническое	наблюдение
Anamnesis vitae пациента Б. Пациент Б. родился 

13.01.2016 от пятой беременности, четвертых родов. Трое 
первых родов завершились рождением здоровых детей, 
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Резюме
Рассмотрен клинический случай выявления острого лимфобластного 
лейкоза у ребенка 2 лет 11 месяцев, у которого наблюдалась нейтро-
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менной интерпретации показателей общего анализа крови, особенно 
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Summary
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correct and timely interpretation of complete blood count is once 
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четвертая беременность была замершая. Четвертые роды 
были своевременными в головном предлежании в 39 не-
дель и 2 дня. Рост ребенка при рождении составил 51 см, 
вес —  3 150 г, оценили по шкале Апгар 8 / 9 баллов. Раннее 
развитие соответствовало возрасту, ходить самостоятель-
но начал с 10 месяцев, первые слова сказал в 12 месяцев. 
Ребенок был на искусственном вскармливании.
Anamnesis morbi пациента Б.
В июле 2018 года ребенок Б. в возрасте 2 лет 6 меся-

цев проходил плановое обследование перед проведением 
вакцинации, в которое входит выполнение ОАК.

ОАК от 12.07.2018 (исследование было выполнено 
с помощью 3-diff-гематологического анализатора и методом 
световой микроскопии окрашенных мазков перифериче-
ской крови):

• гемоглобин —  129 г/л;
• эритроциты —  5,41 × 1012/л;
• гематокрит —  39,8 %;
• МСH = 23,8 пг (26–32 пг);
• MCHC = 324 г/л (300–380 г/л);
• MCV = 74 фл (80–95 фл);
• RDW —  13,6 % (11,5–14,5 %);
• лейкоциты —  4,8 × 109/л;
• тромбоциты —  217 × 109/л;
• СОЭ —  5 мм/ч (выполнено микрометодом Панченкова);
• палочкоядерные нейтрофилы —  1 %;
• сегментоядерные нейтрофилы —  20 %;
• эозинофилы —  3 %;
• лимфоциты —  71 %;
• моноциты —  5 %.

Врач клинической лабораторной диагностики уве-
домил лечащего врача о наличии у пациента нейтропе-
нии —  абсолютное число нейтрофилов составило 1 × 109/л. 
Основная функция нейтрофилов —  борьба с микроорга-
низмами путем фагоцитоза, также они участвуют в вос-
палительной реакции, продуцируя целый ряд цитокинов, 
например, интерлейкин-1 и фактор некроза опухоли-α. 
Фактически данные клетки представляют собой первую 
линию защиты от повреждающих организм агентов [1]. 
При снижении числа нейтрофилов увеличивается риск 
развития в первую очередь бактериальных инфекций [1]. 
Классическое определение нейтропении —  это состояние, 
при котором наблюдается снижение абсолютного числа 
нейтрофилов до 1,5 × 109/л и менее у детей старше 1 года 
и взрослых [1, 6]. Согласно другим авторам, нейтропе-
ния —  снижение абсолютного числа нейтрофилов менее 
1,1 × 109/л у детей старше 1 года [3]. В рассматриваемом 
случае у ребенка, какими бы критериями мы ни руковод-
ствовались, была выявлена бессимптомная нейтропения. 
Однако на снижение числа нейтрофилов педиатр внимания 
не обратила, вакцинация была проведена, повторный ОАК 
не был рекомендован. Если обратиться к клиническим 
рекомендациям, то в федеральных рекомендациях по ди-
агностике и лечению детей с врожденной нейтропенией 
есть указание, что если нейтропения выявлена на фоне 
инфекционного заболевания, необходимо повторить кли-
нический анализ крови дважды, через 1 и 2 недели после 

выздоровления от инфекции [5]. В данном случае инфек-
ционного заболевания не было, что тем более требовало 
уточнения причин появления нейтропении и исключения 
случайной ошибки в ходе выполнения ОАК.

Начиная с сентября 2018 года ребенок Б. часто болеет 
инфекционно-воспалительными заболеваниями. В сен-
тябре зарегистрирована лейкопения за счет нейтропе-
нии в ОАК. Педиатром начат поиск причин нейтропении. 
Нейтропении развиваются часто на фоне инфекционных 
заболеваний, опухолей, вытесняющих нормальные ростки 
кроветворения, при появлении аутоантител к нейтрофилам 
(первичная аутоиммунная нейтропения или вторичная [на 
фоне системных заболеваний соединительной ткани], при 
иммунодефицитных заболеваниях, мегалобластной анемии 
и дефиците меди [1]. В ходе проведения молекулярно-гене-
тических исследований у пациента Б. в октябре 2018 года 
выявлена герпетическая инфекция (результаты анализа: 
цитомегаловирус —  0 копий/мл, вирус Эпштейна-Барр 
(ВЭБ) —  0 копий/мл, вирус герпеса человека шестого 
типа —  360 копий/мл. Действительно, наиболее частой 
причиной нейтропений являются вирусные инфекции 
(особенно возбудители: цитомегаловирус, ВЭБ, вирус 
иммунодефицита человека, парвовирус). Были выполнены 
ряд биохимических и иммунологических исследований, 
в ходе которых выявлено только увеличение уровня С-ре-
активного белка до 8,9 мг/л. Клинико-лабораторных дан-
ных в пользу аутоиммунной патологии получено не было. 
Обращает на себя внимание ОАК от 27.11.2018:

• гемоглобин —  117 г/л;
• эритроциты —  4,25 × 1012/л;
• гематокрит —  34,5 %;
• МСH = 27,5 пг (26–32 пг);
• MCHC = 339 г/л (300–380 г/л);
• MCV = 81 фл (80–95 фл);
• RDW —  15,2 % (11,5–14,5 %);
• лейкоциты —  3,2 × 109/л;
• тромбоциты —  156 × 109/л;
• СОЭ —  16 мм/ч (выполнено микрометодом Панченкова).

У пациента имеется трехростковая цитопения и зареги-
стрована абсолютная нейтропения —  уровень нейтрофилов 
составил 0,1 × 109/л, то есть состояние агранулоцитоза. 
Агранулоцитоз —  жизнеугрожающее состояние, кото-
рое диагностируется при снижении абсолютного числа 
нейтрофилов ниже 0,5 × 109/л [1]. Педиатр направляет 
пациента Б. на консультацию к гематологу. В ходе осмотра 
03.12.18 гематолог выявил увеличение печени на 1 см 
ниже края реберной дуги. По результатам обследования 
был поставлен диагноз «D 70 —  агранулоцитоз. Лейко-
нейтропения. Смешанная герпетическая инфекция: ВЭБ, 
герпес шестого типа». Назначены противовирусная терапия, 
ультразвуковое исследование органов брюшной полости, 
почек, тимуса, ОАК один раз в неделю. При ультразву-
ковом исследовании обнаружено увеличение селезенки, 
значительное усиление сосудистого рисунка печени.

08.12.18 и 09.12.10 у пациента Б. отмечались рвота, диа-
рея, подъем температуры до 37,5 °C. Педиатр рекомендовала 
повторную консультацию у гематолога. В ОАК от 10.12.18 
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нарастание анемии (гемоглобин —  103 г/л), тромбоцитопе-
нии (123 × 109/л) и абсолютное число нейтрофилов —  0,06 × 
109/л. По результатам обследования от 11.12.18 гематологом 
рекомендовано продолжить противовирусную терапию, 
при дальнейшей отрицательной динамике исследовать 
уровень антител к нейтрофилам, при ухудшении состояния 
показана госпитализация в стационар. Мамой ребенка 
15.12.18 обнаружена опухоль за правым ухом. При осмотре 
педиатром выявлено увеличение заушного лимфатического 
узла справа. По данным ультразвукового исследования отме-
чены гепатоспленомегалия, лимфаденит правого заушного 
лимфатического узла с нарушением дифференцировки его 
структуры. Педиатр выдал направление на госпитализацию 
в стационар. Однако родители продолжили лечение на дому. 
18.12.18 у ребенка Б. наблюдается подъем температуры 
тела до 38,5 °C без катаральных явлений, родителями было 
начато самостоятельно лечение цефиксимом. Ухудшение 
состояния пациента Б. 21.12.18, ребенок был доставлен бри-
гадой скорой медицинской помощи в приемное отделение 
стационара и сразу госпитализирован в гематологическое 
отделение. Пациенту была выполнена костномозговая пунк-
ция, в миелограмме было обнаружено 94 % бластов. После 
проведения ряда уточняющих исследований был выставлен 
клинический диагноз «острый лимфобластный лейкоз, 
иммуновариант В-II, гиперплоидный клон с трисомией 
4, 10, 17. ЦНС статус 1. Первый острый период от 12.18». 
Начато соответствующее варианту острого лейкоза лечение.

Острый лимфобластный лейкоз (ОЛЛ) составляет около 
25 % случаев от всех злокачественных опухолей у больных 
в возрасте до 18 лет и является самым частым онкологиче-
ским заболеванием детского возраста. Заболеваемость со-
ставляет около 4 новых случаев на 100 тысяч детей в год [4]. 
Пик заболеваемости ОЛЛ у детей приходится на дошколь-
ный возраст (2–5 лет при медиане 4,7 года). Несколько 
чаще болеют мальчики —  1,4:1 [4]. Длительность анамнеза 
заболевания от момента появления первых клинических 
признаков до морфологической верификации диагноза 
составляет от нескольких недель до нескольких месяцев. 
Наиболее частые проявления ОЛЛ: анемия, геморраги-
ческий синдром и развитие инфекций различной степени 
тяжести; наличие опухолевой массы в виде органомегалии, 
большого количества опухолевых клеток в периферической 
крови, лимфоаденопатии и масс в средостении; в неко-
торых случаях развивается болевой синдром, связанный 
с поражением костей, появлением клинических признаков 
поражения ЦНС и поражением кожи [4].

Ретроспективный анализ клинико-лабораторных 
данных пациента Б. показывает, что первые признаки 
заболевания в виде нейтропении появились еще в июле 
2018 года. Ребенок входил в группу, для которой отмече-
на самая высокая частота встречаемости ОЛЛ в детском 
возрасте, —  ему было 2,5 года, ребенок мужского пола. 
На первом этапе активного обследования пациента осе-
нью 2018 года совершенно верно были включены в круг 
дифференциальной диагностики инфекционные и ауто-

иммунные заболевания, но недостаточно внимания было 
уделено возможности развития у него неоплазий. Согласно 
клиническим рекомендациям дифференциальную диагно-
стику ОЛЛ рекомендуется проводить с инфекциями прежде 
всего вирусной этиологии (инфекционный мононуклеоз, 
цитомегаловирусная инфекция, парвовирусная [B 19], 
аденовирусная), а также с бактериальной (токсоплазмоз), 
затем с неоплазиями в костном мозге (острый миелоб-
ластный лейкоз, лимфомы, миелодисплазии), с метаста-
тическими поражениями костного мозга (нейробласто-
ма, рабдомиосаркома, саркома Юинга) с аутоимунными 
и ревматологическими заболеваниями (ревматоидный 
артрит, системная красная волчанка) [4]. Эти положения 
следует учитывать и при рассмотрении причин цитопений, 
какую бы этиологию данных состояний мы ни ставили 
во главе диагностического поиска.

При анализе причин нейтропении, двух- или трехрост-
ковой цитопении обязательно должна быть онконасторо-
женность. В круг дифференциальной диагностики у детей 
обязательно следует включать острые лейкозы. Врачам 
клинической лабораторной диагностики необходимо вни-
мательно исследовать окрашенные мазки периферической 
крови в подобных случаях, поскольку чрезвычайно важно 
не пропустить бласты при подсчете лейкоцитарной фор-
мулы. Следует помнить, что обычно при остром лейкозе 
число лейкоцитов снижено или находится в пределах ре-
ферентных значений, а число бластных клеток не обяза-
тельно велико.

Изменения в ОАК крови не позволяют точно поставить 
диагноз того или иного заболевания, но всегда свидетель-
ствуют о наличии патологии. При выявлении отклонений 
показателей в ОАК от референтных значений следует 
проанализировать возможные причины для конкретного 
пациента и продумать дальнейший план клинико-лабора-
торного обследования с учетом возможности установле-
ния этиологии обнаруженных изменений. Следует всегда 
помнить, что «нельзя трактовать реакции крови в отрыве 
от клиники; динамика этих реакций изменчива вместе 
с клиническим течением болезни…» [2].
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Введение
Определение уровня тиреотроп-

ного гормона (ТТГ) рассматривается 
как наиболее чувствительный тест для 
оценки продукции гормонов щито-
видной железы (ЩЖ) и качества ком-
пенсации первичного гипотиреоза [1].

При интерпретации результатов 
количественных исследований клини-
цисты, а равно и специалисты лабора-
торий, чаще всего прибегают к оценке 

соответствия результата референсным 
интервалам (РИ). При этом каждая ла-
боратория должна сама определить 
их для измеряемых аналитов, исходя 
из особенностей обследуемого контин-
гента, характеристик используемых ана-
литических систем, достижения необхо-
димой диагностической эффективности 
методики, собственных практических 
и экономических возможностей [2].

Однако ввиду проблем организа-
ционно-экономического характера по-
давляющее большинство лабораторий 
на практике используют данные лите-
ратуры и рекомендации производите-
лей оборудования в качестве своих РИ. 
При этом ТТГ остается самым часто 
отклоняющимся от РИ среди всех гор-
мональных исследований, несмотря 
на то что аналитические характерис-
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интервалов тиреотропного гормона для российской 
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Резюме
Среди всех гормональных исследований тиреотропный гормон (ТТГ) 
остается самым часто отклоняющимся от референсных интервалов 
(РИ), несмотря на то что аналитические характеристики методов оценки 
его концентрации год от года совершенствуются, а функциональная 
чувствительность каждой последующей генерации по отношению 
к предыдущей улучшается. На текущий момент консенсус относительно 
клинически обоснованной границы верхнего значения ТТГ для здоровых 
людей в мировом сообществе отсутствует и, по сути, текущий РИ объе-
диняет два диапазона: зону практически «полного благополучия» (0,4–2,5 
мкМЕ/мл) и зону латентной патологии и (или) «высоконормальные» 
значения (2,5–4,0 [5,0] мкМЕ/мл). Учитывая тот факт, что каждая лабо-
ратория должна сама определить РИ для измеряемых аналитов, исходя 
из особенностей обследуемого контингента, характеристик используе-
мых аналитических систем, достижения необходимой диагностической 
эффективности методики, собственных практических и экономических 
возможностей, целью данной работы явилось ретроспективное опре-
деление РИ ТТГ для российской популяции на основании анализа 400 394 
заказов, включающих ТТГ, произведенных в течение года наблюдений. 
Последовательное усложнение критериев исключения и алгоритмов 
расчета позволило условно выделить семь анализируемых групп и эта-
пов определения РИ, по итогам каждого из которых были определены 
промежуточные и итоговые результаты исследования.
Ключевые слова: тиреотропный гормон, референсные интервалы, ре-
ференсные значения, популяционные различия.

Summary
Among all hormonal studies, thyroid-stimulating hormone (TSH) re-
mains the most often deviating from reference intervals (RI), despite 
the fact that the analytical characteristics of methods for assessing 
its concentration are improved from year to year, and the functional 
sensitivity of each subsequent generation is improved compared 
to the previous one. Currently, there is no consensus in the world 
community on the clinically justified limit of the upper TSH value for 
healthy people and, in fact, the current RI combines two ranges: 
the zone of almost ‘complete well-being’ (0.4–2.5 μMU/ml) and the 
one of latent pathology and/or ‘highly normal’ values (2.5–4.0 [5.0] 
μIU/ml). Considering the fact that each laboratory should determine 
the RI for measured analytes on the basis of the characteristics of 
the examined population, the characteristics of the used analytical 
systems, the achievement of the necessary diagnostic efficiency 
of the technique, its own practical and economic possibilities, the 
aim of this work was to retrospectively determine the TSH RI for 
the Russian population based on the analysis of 400 394 orders, 
including TSH, made during one year of observation. Consistent 
complication of exclusion criteria and calculation algorithms 
allowed to conditionally distinguish seven analyzed groups and 
stages of determining RI, based on the results of each of which 
intermediate and final results of the study were determined.
Key words: thyroid-stimulating hormone, reference ranges, refer-
ence values, ethnic differences.

DOI: 10.33667/2078–5631–2019–3–22(397)-71–77

E-mail: medalfavit@mail.ru



Медицинский алфавит № 22 / 2019, том № 3. Современная лаборатория72

тики методов оценки его концентра-
ции год от года совершенствуются, 
при этом функциональная чувстви-
тельность каждой последующей ге-
нерации по сравнению с предыдущим 
поколением тестов улучшается [3].

На текущий момент консенсус от-
носительно клинически обоснованной 
границы верхнего значения ТТГ для 
здоровых людей в мировом сообще-
стве отсутствует [4–7]. В целом ха-
рактер распределения концентрации 
ТТГ среди здорового населения в раз-
ных ретроспективных исследованиях 
остается практически одинаковым 
[8–10] и ненормально распределен-
ным. Характерно, что в область от-
носительно высоких значений РИ 
(свыше 2,5 мкМЕ/мл) попадает лишь 
незначительная часть выборки —  от 5 
до 15 % [8, 11, 12], однако их отнесе-
ние к группе больных гипотиреозом 
приведет к колоссальным финансо-
вым затратам, а также к эмоциональ-
но-личностным расстройствам у этих 
людей.

При исключении из общей вы-
борки лиц, которые являются но-
сителями антител к гормонам ЩЖ, 
у которых определяется зоб или есть 
ближайшие родственники с патоло-
гией ЩЖ, оказывается, что у 95 % 
пациентов полученной выборки 
уровень ТТГ не превышает 2,5–3,0 
мкМЕ/мл. Снижение верхнего порога 
нормы ТТГ предлагалось неодно-
кратно различными исследовани-
ями с начала 2000-х годов: до 2,12 
мкМЕ/мл, по данным SHIP-1 [12]; 
до 2,5 мкМЕ/мл, по данным NHANES 
III [13]; до 3,0 МЕ/л, по данным Аме-
риканской ассоциации клинических 
эндокринологов [14].

Дополнительно к этому свой вклад 
в неопределенность вносят индиви-
дуальная биологическая вариация 
ТТГ, различие подходов к методам 
и анализу данных для расчета РИ (на-
чиная от различий подходов a priori 
и a posteriori, заканчивая используе-
мыми математическими алгоритмами 
и критериям исключения), а также тот 
факт, что установочная точка уровня 
ТТГ по отношению к уровню свобод-
ного тироксина (св. Т4) у каждого 
человека своя [15]. Индивидуальная 
биологическая вариация для ТТГ в сы-
воротке определена на уровне 19,3 %, 

в плазме —  29,3 %. Биологическая 
внутригрупповая вариация установле-
на как 24,6 % для сыворотки и 48,4 % 
для плазмы [16].

Целью	данной	работы является срав-
нительный анализ результатов ретро-
спективного определения РИ ТТГ для 
российской популяции, полученных 
разными подходами к анализу данных 
исходно одной выборки пациентов.

Материалы	и	методы
Анализу подверглись все заказы, 

выполненные в лабораторной службе 
«Хеликс» с 1 января по 31 декабря 
2017 года включительно, и содержа-
щие исследование уровня ТТГ сре-
ди небеременных пациентов старше 
18 лет. В дальнейшем для формирова-
ния каждой анализируемой выборки 
последовательно добавлялись новые 
критерии исключения с последую-
щим расчетом РИ для всех получен-
ных групп и сравнения результатов 
между собой. Для каждой выборки 
рассчитывались РИ для групп стар-
ше 18, 60 лет и в промежутке от 18 
до 60 лет.

Так, в первую анализируемую 
группу (I) вошли небеременные 
пациенты старше 18 лет с уровнем 
бета-ХГЧ менее 5 МЕ/л (при нали-
чии) —  400 394 заказа: 57 039 муж-
чин (М) и 343 355 женщин (Ж), что 
позволило дополнительно исклю-
чить пациентов, не знающих (не со-
общивших) о своей беременности, 
проводивших хирургический аборт 
незадолго до проведения исследова-
ния, принимающих препараты ХГЧ 
и потенциально имеющих опухоли, 
продуцирующие ХГЧ.

Далее к данной выборке был при-
менен алгоритм отсеивания выбро-
сов с использованием метода Хорна 
и межквартильного размаха Тьюки 
с преобразованием данных по Бок-
су-Коксу (n = 367 088, М = 52 277, Ж = 
314 811), что привело к формированию 
второй анализируемой группы (II). 
Данный алгоритм будет повторно при-
меняться для каждой анализируемой 
группы, описанной ниже.

Следующим шагом, дополни-
тельно к предыдущим критериям, 
были отобраны пациенты, сдававшие 
ТТГ лишь один раз за 2017 год (n = 

290 614, М = 44 119, Ж = 246 495) —  
третья группа (III). Это преследовало 
одновременно две цели. Во-первых, 
пациент, которому тест повторяется 
неоднократно, с большей вероятно-
стью окажется болен и будет иметь 
патологические результаты, вклад 
которых в расчет мы стараемся ми-
нимизировать. Во-вторых, что важ-
нее, повторное включение данных 
одних и тех же пациентов приведет 
к превалированию компонента вну-
трииндивидуальной вариации над 
межиндивидуальной и в конечном 
счете к сужению ширины рассчитан-
ного РИ.

По данной выборке строилась 
корреляционная матрица, объеди-
няющая все показатели, входящие 
в заказы пациентов. Теснота связи 
между ними оценивалась с помощью 
коэффициента ранговой корреля-
ции Спирмена при статистической 
значимости p < 0,001, что позво-
лило составить тепловую корреля-
ционную карту. Затем происходило 
исключение тех результатов ТТГ, 
коррелированные с которыми лабо-
раторные показатели у конкретных 
пациентов имели результат, выхо-
дящий за текущие РИ этих тестов. 
При этом не играло роли, попадали 
ли, собственно, значения исследуе-
мого показателя в его текущий РИ. 
Например, если уровень общего Т3 
значимо коррелирует с уровнем ТТГ, 
то в случае патологического значения 
общего Т3 у пациента, его значение 
ТТГ исключалось из расчета. В то же 
время при «нормальном» уровне об-
щего Т3 значение ТТГ включалось 
в расчет независимо от величины. 
Данный алгоритм применялся по-
следовательно ко всем показателям, 
которые были включены в корреля-
ционную матрицу. В случае, если 
у пациента был нестандартный на-
бор тестов, не позволяющий оценить 
коррелированные аналиты, результат 
исследуемого показателя включался 
в выборку и мог быть в дальнейшем 
исключен лишь как выброс. На ос-
новании данных критериев была со-
ставлена выборка в размере 196 322 
уникальных пациентов (М = 26 146, 
Ж = 170 176), сформировавших чет-
вертую анализируемую группу (IV).

Однако примененный нами ранее 
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критерий исключения всех пациентов, 
которым выполняли рассматрива-
емый тест за охватываемый пери-
од более одного раза, несет в себе 
недостаток пограничных случаев 
повторной сдачи. Так, по данному 
критерию в выборку могут войти 
пациенты, сдавшие ТТГ, например, 
30 декабря 2016 года и повторно 
сдавшие данный тест через месяц уже 
в 2017 году (без дальнейших повтор-
ных сдач в 2017-м). Аналогичный 
случай может произойти и на стыке 
2017 и 2018 годов. Ввиду этого нами 
дополнительно были отслежены по-
вторные случае сдачи в IV квартале 
2016-го и I квартале 2018 года с по-
следующим исключением данных 
пациентов из итоговой выборки (n = 
177 493, М = 24 336, Ж = 153 157) —  
пятая группа (V).

Стоит отметить, что доступное 
нам количество данных позволило 
параллельно составить шестую груп-
пу (VI), наиболее строгую выборку 
референсной группы пациентов. В нее 
вошли небеременные пациенты стар-
ше 18 лет, сдававшие ТТГ за 2017 год 
не более одного раза, в заказе которых 
одновременно с определением уров-
ня ТТГ были получены следующие 
результаты: бета-ХГЧ менее 5 МЕ/л 
(при наличии); анти-ТГ —  в пре-
делах используемого РИ —  менее 
115 МЕ/мл; анти-ТПО —  в пределах 

используемого РИ —  менее 34 МЕ/
мл; FT4 —  в пределах используемого 
РИ —  10,8–22,0 пмоль/л; анти-ТТГ —  
в пределах используемого РИ —  ме-
нее 1,75 МЕ/л (n = 1 086, М = 265, 
Ж = 821). Подобные методы исклю-
чения позволяют отсеить пациентов 
с возможной скрытой аутоиммунной 
патологией ЩЖ, что в подобных мас-
штабах сложно реализовать в рамках 
эксперимента a priori.

Дополнительно к этому данные по-
следней описанной группы пациентов 
позволили провести определение РИ 
группы пациентов методом Bhattacharya, 
условно седьмая группа (VII).

Во всех полученных референс-
ных группах был произведен расчет 
РИ одним из рекомендованных CLSI 
способов —  непараметрическим 
(с использованием пакета Reference 
Intervals для R-Studio). Для стати-
стического анализа данных исполь-
зовались методы описательной ста-
тистики, анализа распределений, 
выборочных сравнений и поиска 
зависимостей, выполненных в паке-
тах статистических программ: R 3.3.2 
и PAST 3.20.

Выполнение всех исследований 
проводилось на аналитической си-
стеме Roche cobas 8000, модуль е 602. 
Процедуры внутрилабораторного 
контроля качества выполнялись в со-
ответствии с требованиями ГОСТ Р 

53133.2–2008 [17] с использованием 
аттестованных контрольных матери-
алов производства Roche Diagnostics 
и Bio-Rad Laboratories. Внешняя 
оценка качества подтверждена ре-
зультатами программ EQAS, меж-
лабораторного сличения UNITY 
(Bio-Rad Laboratories) и RIQAS 
(Randox Laboratories). Метрологи-
ческая прослеживаемость значений 
калибраторов —  согласно ГОСТ ISO 
17511–2011 [18].

Результаты	и	обсуждение
Референсные интервалы, полу-

ченные для каждой анализируемой 
группы в ходе данного исследования, 
представлены в табл. 1.

Безусловно, референсные ин-
тервалы, определенные в группе I, 
не несут какой-либо практической 
ценности (близость верхней границы 
РИ к принятой границе назначения 
заместительной терапии левотирокси-
ном скорее случайна) и приведены для 
сравнения и демонстрации важности 
использования алгоритмов исключе-
ния выбросов при анализе данных, 
которыми, к сожалению, склонны 
пренебрегать.

Одно исключение выбросов с ис-
пользованием метода Хорна и меж-
квартильного размаха Тьюки с пре-
образованием данных по Боксу-Коксу 
позволило существенно сузить РИ, 

Таблица 1
Результаты референсных интервалов ТТГ (мкМЕ/мл) исследуемых групп

Возраст 18–60 18+ 60+

Пол М + Ж М Ж М + Ж М Ж М + Ж М Ж

I 0,02–10,84 0,02–11,72 0,02–10,73 0,02–12,19 0,02–13,26 0,02–12,03 0,02–16,41 0,01–18,42 0,02–16,14

II 0,46–6,41 0,52–5,70 0,45–6,48 0,43–6,99 0,50–6,33 0,41–7,10 0,30–9,26 0,39–8,71 0,29–9,30

III 0,55–5,30 0,57–4,73 0,54–5,45 0,53–5,74 0,57–5,04 0,52–5,87 0,45–7,58 0,50–6,63 0,44–7,68

IV 0,54–5,08 0,58–4,68 0,53–5,13 0,52–5,49 0,56–5,02 0,51–5,60 0,42–7,28 0,49–6,73 0,41–7,33

V 0,55–4,90 0,58–4,55 0,55–4,95 0,54–5,27 0,58–4,83 0,53–5,32 0,46–6,92 0,51–6,22 0,45–7,01

VI 0,49–4,78 0,52–5,50 0,47–4,66 0,48–4,78 0,42–5,33 0,45–4,64 0,37–4,82 0,42–6,77 0,32–4,71

VII 0,42–2,39 0,68–2,29 0,36–2,40 0,27–2,57 0,16–2,62 0,46–2,52 0,98–2,36 1,18–2,19 –

Примечание. I —  небеременные пациенты; старше 18 лет; бета-ХГЧ < 5 МЕ/л (при наличии); n = 400 394 М (мужчин) = 57 039, Ж (женщин) = 
343 355. II —  группа I + исключение выбросов с использованием метода Хорна и межквартильного размаха Тьюки с преобразованием данных 
по Боксу-Коксу (n = 367 088; М = 52 277, Ж = 314 811). III —  группа I + исключение выбросов + 1 сдача ТТГ в 2017 году (n = 290 614; М = 44 119, Ж = 
246 495). IV —  группа III + исключение по результатам коррелирующих аналитов (n = 196 322; М = 26 146, Ж = 170 176). V —  группа IV + исключение 
пациентов с повторной сдачей ТТГ в IV квартале 2016-го или I квартале 2018 года (n = 177 493; М = 24 336, Ж = 153 157). VI —  небеременные па-
циенты; старше 18 лет; 1 сдача ТТГ за период с IV квартала 2016-го по I квартал 2018 года включительно; бета-ХГЧ менее 5 МЕ/л (при наличии); 
анти-ТГ —  в пределах используемого РИ —  менее 115 МЕ/мл; анти-ТПО —  в пределах используемого РИ —  менее 34 МЕ/мл; FT4 —  в пределах 
используемого РИ —  10,8–22,0 пмоль/л; анти-ТТГ —  в пределах используемого РИ —  менее 1,75 МЕ/л + исключение выбросов + исключение 
по результатам коррелирующих аналитов (n = 1 086; М = 265, Ж = 821). VII —  группа VI + использование метода математического разделения 
смешанных выборок Bhattacharya.
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однако лишь этого критерия исключе-
ния явно недостаточно для получения 
релевантной выборки пациентов.

Первоначальная гипотеза о влия-
нии повторной сдачи аналита за ис-
следуемый промежуток времени под-
твердилась по результатам группы III, 
что позволило еще раз качественно 
сузить границу РИ.

Хорошей практикой ретроспектив-
ного определения РИ считается учет 
результатов сопутствующих анали-
тов, которые пациенты сдавали вместе 
с целевым аналитом [19] (рис. 1).

Исключение тех результатов ТТГ, 
коррелированные с которым тесты 
у конкретных пациентов имели ре-

зультат, выходящий за их текущие РИ, 
и дополнительный отсев повторных 
сдач целевого аналита за квартал 
до и после анализируемого проме-
жутка времени позволили получить 
результат ретроспективного опре-
деления РИ в виде границ 0,55–4,90 
мкМЕ/мл V группы. По сути, алго-
ритм анализа данных, примененный 
до данного этапа, является универ-
сальным для ретроспективного опре-
деления РИ любого аналита и может 
быть рекомендован для практического 
использования.

Полученное распределение ТТГ 
соответствует данным литературы 
и также характеризуется ненормаль-

ностью со скошенностью среднего 
в сторону меньших значений (рис. 2 а). 
Принято считать, что «высоконор-
мальные» [20, 21] значения обуслов-
лены пациентами со скрытой аутоим-
мунной патологией [22].

Накопленный клинический опыт 
и большая выборка пациентов позволя-
ют провести более глубокое вторичное 
исключение, исключив потенциаль-
ное влияние данной группы пациентов 
на конечный результат. Так, по резуль-
татам сопутствующих аналитов, мы 
можем исключить пациентов с аутоим-
мунной патологией ЩЖ, что на прак-
тике не всегда используется даже при 
прямом определении РИ (рис. 2, 3).

Рисунок 1. 
Тепловая корреляционная карта, 
объединяющая все показатели, 
входящие в заказы пациентов.
Примечание: TSH —  тиреотропный гор-
мон (ТТГ); FT4 —  тироксин (Т4) свободный; 
TT4 —  тироксин общий (Т4); TT3 —  трийодти-
ронин (Т3) общий; FT4 —  трийодтиронин (Т3) 
свободный; b-HCG —  бета-субъединица хори-
онического гонадотропина человека (бета-ХГЧ); 
C-peptide —  С-пептид; CRP —  С-реактивный белок; 
IgE —  суммарные иммуноглобулины класса E в сыворотке; 
ALT —  аланинаминотрансфераза; Alb —  альбумин в сыворот-
ке; AMY —  амилаза общая в сыворотке; AMY.panc —  амилаза 
панкреатическая; aTG —  антитела к тиреоглобулину; aTPO —  ан-
титела к тиреопероксидазе; arTSH —  антитела к рецепторам ТТГ; 
AST —  аспартатаминотрансфераза; TP —  белок общий в сыворотке; 
Tbil —  билирубин общий; Dbil —  билирубин прямой; VitD —  витамин 
D, 25-гидрокси (кальциферол); GGT —  гамма-глютамилтранспептидаза 
(гамма-ГТ); Glucose —  глюкоза в плазме; SHBG —  глобулин, связывающий по-
ловые гормоны (ГСПГ); DHEA-SO4 —  дегидроэпиандростерон-сульфат (ДЭА-SO4); 
Fe —  железо в сыворотке; Insulin —  инсулин; K —  калий в сыворотке; Ca —  кальций 
в сыворотке; Cortisol —  кортизол; CREA —  креатинин в сыворотке; TCK —  креатинкиназа 
общая; LH —  лютеинизирующий гормон (ЛГ); LDH —  лактатдегидрогеназа (ЛДГ) общая; 
Lipase —  липаза; Mg —  магний в сыворотке; UA —  мочевая кислота в сыворотке; Urea —  мо-
чевина в сыворотке; Na —  натрий в сыворотке; PTH —  паратиреоидный гормон, интактный; 
Progesterone —  прогестерон; PRL —  пролактин; Testosterone —  тестостерон; Thyroglobulin —  тирео-
глобулин; Tg —  триглицериды; Ferritin —  ферритин; ALP —  фосфатаза щелочная общая; P —  фосфор 
в сыворотке; FSH —  фолликулостимулирующий гормон (ФСГ); Cl —  хлор в сыворотке; HDL —  холесте-
рол —  липопротеины высокой плотности (ЛПВП); LDL —  холестерол —  липопротеины низкой плотности 
(ЛПНП); Chol —  холестерол общий; Estradiol —  эстрадиол.
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При сравнении графиков плот-
ности распределения групп V и VI 
видно, что исключение потенци-
альной группы пациентов с ауто-
иммунной патологией не привело 
к общей нормализации распреде-
ления, «высоконормальный» хвост, 
по сути, остался неизменным, значе-
ние РИ сузилось лишь до 0,49–4,78 
мкМЕ/мл. Однако мы можем наблю-
дать исчезновение локального пика 
распределения до нижней границы 
РИ. За счет меньшего числа мужчин 
в выборке, по сравнению с женщи-

нами (рис. 3), график плотности 
распределения для мужчин в обла-
сти «высоконормальных» значений 
не столь плавный.

График эмпирической функции 
кумулятивного распределения ТТГ 
для VI группы (рис. 4) позволяет бо-
лее детально проследить распределе-
ние пациентов по соответствующим 
перцентилям. Так, нельзя сказать, что 
принятые границы РИ в 2,5 и 97,5 
перцентилей соответствуют значи-
мым локальным экстремумам. От-
носительно резкое увеличение числа 

пациентов наблюдается до границы 
1 мкМЕ/мл с плавным увеличением 
вплоть до значений 3,5 мкМЕ/мл, 
после которого происходит спад. Раз-
ницы распределений между полами 
не обнаружено.

В практике лабораторий также 
может быть использован расчет РИ 
по методу Bhattacharya [23]. Этот 
математико-статистический метод 
позволяет разделять смешанный 
массив данных на группы, имеющие 
нормальные распределения. Гипоте-
тически у здоровых людей̆ разброс 

А

Б

Рисунок 2. Плотность гендерного распределения ТТГ. Сплошная линия —  текущий рекомендованный РИ, пунктирная —  расчетный РИ по дан-
ным настоящего исследования. А —  группа V; Б —  группа VI.

E-mail: medalfavit@mail.ru



Медицинский алфавит № 22 / 2019, том № 3. Современная лаборатория76

значений многих аналитов форми-
рует частотное распределение, близ-
кое к нормальному, которое может 
быть описано с помощью среднего 
значения и стандартного отклоне-
ния. Однако за счет гипотетического 
присутствия в общей̆ выборке пато-
логических результатов общий̆ вид 
распределения будет непараметри-
ческим: скошенным или полиноми-
нальным. Данный метод в рамках 
нашего исследования может быть 
применен к наиболее жестко ото-

бранной группе пациентов (рис. 5). 
Примечательно, что ярко выражен-
ной нормально распределенной 
группы пациентов, покрывающей 
подавляющее большинство резуль-
татов, определить не удалось, однако 
наиболее близкие из них представ-
лены на рис. 5. Скорее всего именно 
эти две группы составляют костяк 
текущих используемых РИ: синяя 
линия —  медиана = 1,41 мкМЕ/мл; 
SD = 0,503; РИ = 0,42–2,39 мкМЕ/мл, 
что соответствует одним из наиболее 

строгих РИ [13]; красная линия —  
медиана = 2,71 мкМЕ/мл, SD = 0,41, 
что соответствует текущим «высо-
конормальным» значениям.

Стоит отметить, что на опре-
деленное смещение РИ в сторону 
более высоких значений, получен-
ных в данном исследовании, могло 
оказать влияние тест-систем Roche 
Diagnostics. Так, содержание ТТГ 
в образцах пациентов и контрольных 
материалах, полученное на системах 
Roche Diagnostics, обычно выше, чем 

Рисунок 3. Распределение по полу и возрасту шестой анализируемой группы (VI).

Рисунок 4. Эмпирическая функция кумулятивного распределения ТТГ VI группы. Пунктирные линии соответствуют 2,5 и 97,5 перцентилям, 
по которым принято устанавливать границы референсного интервала.
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абсолютные значения, полученные 
на системах Abbott. Эта особенность 
была установлена, опираясь на лите-
ратурные данные [24] и сравнение 
методов в системах внешней оценки 
качества. Зависимость референсных 
интервалов от производителя анали-
тической системы необходимо учи-
тывать при определении целевых 
значений при беременности, лечении 
заболеваний ЩЖ и оценке субклини-
ческого гипотиреоза.

Заключение
Проблема определения и вали-

дации РИ известна, а ТТГ является 
одним из наиболее ярких ее приме-
ров. Текущий уровень обеспечения 
информационными технологиями ла-
бораторных комплексов и усовершен-
ствованные методы анализа данных 
позволяют работать с большими объ-
емами данных за продолжительные 
промежутки времени. Однако ввиду 
относительно слабой изученности 
данного вопроса каждый из представ-
ленных методов расчета следует вали-
дировать экспериментально. Так, для 
экспериментального доказательства 
корректности принципов расчетов 
следует провести прямое определение 
РИ методом a priori с формированием 
наиболее строгой выборки пациен-
тов, обязательным предварительным 
медицинским обследованием и сбо-
ром анамнеза. В случае успешного 
подтверждения описанных методов 
подобный подход для определения РИ 
имел бы значительный экономический 
эффект на систему здравоохранения 
вследствие оперативного формирова-
ния актуализированных клинических 
рекомендаций. Потенциально подоб-
ные принципы могут быть оформле-
ны в официальные валидированные 
рекомендации и использованы при 
расчетах и корректировках РИ других 
аналитов.
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Иммунологическая несовмести-
мость плода и матери по ре-

зус-фактору является основной при-
чиной гемолитической болезни (ГБ) 
плода и новорожденного. До 95 % 
всех клинически значимых случаев 
ГБ обусловлены несовместимостью 
именно по этому фактору [1, 2].

Резус-фактор крови —  это бел-
ковый антигенный комплекс на по-
верхности эритроцитов. В системе 
резуса различают шесть антигенов. 
Наиболее иммуногенным является 
антиген D, кодируемый доминант-
но наследуемым геном, присутствие 
которого и обусловливает положи-
тельный резус-фактор. Около 15 % 
людей европейской популяции име-
ют отрицательный резус-фактор (при 
этом данный показатель варьирует 

в различных этнических группах). 
Практически все они гомозиготны 
по рецессивной форме антигена dd [3]. 
Лица с положительным, по лабора-
торным результатам по резус-фактору, 
имеют или гомозиготный вариант ан-
тигена D (DD) или его гетерозигот-
ную версию (Dd) (у представителей 
негроидной расы распространены 
другие аллели гена RHD, что необ-
ходимо учитывать при молекулярной 
диагностике резус-фактора). В бере-
менности резус-отрицательной жен-
щины резус-положительным плодом 
возможно развитие иммунного ответа 
материнского организма на эритроци-
ты плода. Аллоиммунизация против 
эритроцитарного D-антигена является 
наиболее частой причиной ГБ плода 
и новорожденного у людей белой расы 

и развивается у одной из 20–25 ре-
зус-отрицательных беременных, име-
ющих резус-положительного мужа. 
Изоиммунизация может наступать 
в исходе фето-материнской трансфу-
зии как в гестационный период, так 
и при его завершении. При первой 
беременности иммунизируются 10 % 
женщин. Если резус-отрицательная 
женщина избежала резус-иммуни-
зации после первой беременности, 
то при последующей беременности 
резус-положительным плодом риск 
иммунизации также составляет 
10 % [4]. Первичным ответом мате-
ринского организма на проникнове-
ние чужеродного антигена является 
образование IgM-антител к D-ан-
тигену. Последующее воздействие 
приводит к выработке материнского 
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лабораторной диагностики в профилактике  
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Резюме
Обзор посвящен возможностям проведения неивазивного пренатального 
определения резус-фактора плода на раннем сроке беременности на осно-
ве анализа ДНК плода, циркулирующей в периферической крови беременной 
женщины. Рассмотрены методические подходы к выделению и анализу 
внеклеточной фетальной ДНК. Дана оценка медико-экономической эф-
фективности пренатального неинвазивного скрининга резус-фактора плода 
резус-отрицательным беременным. Обсуждаются возможности, ограниче-
ния и перспективы применения молекулярно-генетических неинвазивных 
лабораторных методов для определения резус-фактора плода.
Ключевые слова: беременность, резус-фактор плода, резус-сенсиби-
лизация, гемолитическая болезнь плода, диагностика, профилактика, 
внеклеточная фетальная ДНК, пренатальная диагностика, неинвазивная 
диагностика, молекулярно-генетическая диагностика.

Summary
The review is devoted to the possibility of non-invasive prenatal 
determination of the RH-factor of the fetus in early pregnancy 
based on the analysis of fetal DNA circulating in the peripheral 
blood of a pregnant woman. Methodical approaches to the 
isolation and analysis of extracellular fetal DNA are considered. 
The assessment of medical and economic efficiency of prena-
tal noninvasive screening of RH-factor of the fetus in RH-nega-
tive pregnant women is given. The possibilities, limitations and 
prospects of using molecular genetic non-invasive laboratory 
methods to determine the RH-factor of the fetus are discussed.
Key words: pregnancy, fetal RH-factor, RH-sensitization, fetal hemo-
lytic disease, diagnosis, prevention, extracellular fetal DNA, prena-
tal diagnosis, non-invasive diagnosis, molecular genetic diagnosis.
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IgG-антител к D-антигену, единствен-
ных из иммуноглобулинов, способных 
благодаря малому размеру и наличию 
на плаценте специального рецептора 
к Fc-фрагменту молекулы IgG прони-
кать трансплацентарно. Повторное 
поступление в материнский крово-
ток даже незначительного количества 
фетальных эритроцитов вызывает 
быструю и массивную выработку 
антирезусных IgG-антител. В поло-
вине случаев для развития первич-
ного иммунного ответа достаточно 
попадания 50–75 мл эритроцитов, 
а для вторичного —  0,1 мл. Период 
между началом фето-материнской 
трансфузии и возникновением пер-
вичного иммунного ответа пока точ-
но неизвестен ввиду отсутствия чув-
ствительных лабораторных методов, 
способных уловить малые количества 
материнских антиэритроцитарных ан-
тител. Однако, как правило, проходит 
от 8–9 недель до полугода, прежде чем 
в крови матери начнут выявляться 
антирезус-антитела. Выраженность 
самой фето-материнской трансфузии 
и динамика выработки материнских 
антирезусных антител является ин-
дивидуальной особенностью каждой 
конкретной беременности.

До 60 годов ХХ века ГБ обуслов-
ливала гибель одного из 2  200 ново-
рожденных. Наибольшее влияние 
на снижение уровня заболеваемости 
ГБ оказало внедрение профилак-
тических мероприятий, связанных 
с введением анти-D-иммуноглобулина 
в период гестации и после родов [5].

В Российской Федерации число бе-
ременных женщин с резус-сенсибили-
зацией не имеет тенденции к снижению. 
В год регистрируется более 230 тыс. 
беременных с отрицательным рез-
ус-фактором, что составляет в среднем 
13,6 % от их общего количества. Частота 
развития ГБ плода и новорожденного 
у беременных колеблется от 0,1 до 2,5 %, 
(в 2018 году —  2,22 %), не меняясь в те-
чение последних 10 лет. В 2018 году, 
согласно данным департамента мо-
ниторинга, анализа и стратегического 
развития здравоохранения Министер-
ства здравоохранения РФ [6], в России 
был выявлен 17 441 новорожденный 
с ГБ (11,0 на 1 тыс. родившихся жи-
выми, а среди недоношенных —  19,0 
на 1 тыс.). При этом показатели пери-

натальной смертности остаются высо-
кими: всего в 2018 году от ГБ умерло 
36 новорожденных, среди родившихся 
живыми доношенных уровень перина-
тальной смертности составил 0,006 ‰, 
среди недоношенных —  0,270 ‰. За по-
следние годы явно не уменьшилась 
и частота развития резус-иммунизации.

Данная ситуация сформировала 
необходимость изменения страте-
гии мониторинга и профилактики 
резус-конфликта матери и ребенка. 
Базируясь на последних достижениях 
науки и на опыте мировой акушерской 
практики, необходимо включить в ал-
горитм ведения беременности опреде-
ление резус-фактора плода на ранних 
сроках гестации. При этом выбранный 
диагностический метод должен иметь 
хорошие аналитические показатели 
и отличаться высоким уровнем чув-
ствительности и специфичности.

До 80-х годов прошлого века счита-
лось, что ДНК находится лишь в струк-
турах клетки: преимущественно в ее 
ядре и некоторое количество —  в ми-
тохондриях, где она выполняет роль 
носителя генетической информации.

В конце 1990-х годов исследова-
тель Юк Мин Деннис Ло (Yuk Ming 
Dennis Lo) и его коллеги, работавшие 
в больнице им. Джона Рэдклиффа 
(Оксфорд, Англия), впервые выде-
лили ДНК плода (ffDNA —  fetal free 
DNA), извлеченную из венозной кро-
ви беременной женщины. В августе 
1997 года команда Ло опубликовала 
свои данные в журнале Lancet в ста-
тье под названием «Присутствие фе-
тальной ДНК в материнской плазме 
и сыворотке» (Presence of Fetal DNA 
in Maternal Plasma and Serum) [7]. От-
крытие явилось стимулом к интенсив-
ному изучению ffDNA в качестве воз-
можного субстрата для неинвазивной 
дородовой диагностики, а результаты 
привели к разработке клинических 
тестов, которые позволили получить 
доступ к генетической информации 
плода до его рождения без рисков, 
связанных с инвазивными методами 
генетического тестирования, потен-
циально наносящими вред плоду.

На сегодняшний день доказано, 
что циркулирующая ffDNA появля-
ется в маточном кровотоке в исходе 
апоптоза и некроза ядросодержащих 
клеточных элементов плаценты, со-

зревания эритроцитов и тромбоци-
тов, активного выделения клетками 
нуклеиновых кислот во внеклеточное 
пространство, а также деградации пло-
довых эритроцитов, проникающих 
через фето-плацентарный барьер [6, 
8]. Количество ffDNA составляет от 0,4 
до 11,4 % от общего объема ДНК плаз-
мы крови. Начиная уже с 5-й недели 
гестации фетальная внеклеточная ДНК 
может быть обнаружена в материн-
ском кровотоке и позволяет получить 
достоверный результат к 7 неделям 
беременности (более 4 %). При этом 
уровень ее увеличивается на протя-
жении всего гравидарного периода 
(на 0,1 % в неделю с 10-й по 21-ю неде-
лю беременности и на 1 % после 21-й 
недели гестации), достигая максимума 
перед родами [8, 9].

Полученные данные обусловили 
поиск подходов к проведению моле-
кулярно-генетической неинвазивной 
лабораторной диагностики состояния 
плода с применением фетального ма-
териала, циркулирующего в крови 
матери.

Первые исследования, направлен-
ные на рассмотрение ffDNA в мате-
ринском кровотоке как метки для не-
инвазивной пренатальной диагности-
ки, предназначались для выявления 
фрагментов Y-хромосомы в качестве 
эмбриональных маркерных белков 
плода мужского пола в плазме крови 
беременных женщин с целью антена-
тального распознавания гендерных 
поражений [10, 11, 12, 13].

Практически одновременно появи-
лись работы, задачей которых являлось 
выявление последовательностей, коди-
рующих RHD плода, в крови резус-отри-
цательных беременных женщин [8, 14].

В ноябре 2011 года сформировался 
новый лабораторный тест НИПТ (не-
инвазивный пренатальный тест) как 
метод неинвазивного пренатального 
обследования с помощью анализа 
ffDNA. Метод получил официальное 
признание Международной ассоци-
ации по пренатальной диагностике 
и стал использоваться сначала для де-
текции болезни Дауна, а затем и три-
сомий по другим аутосомам. После 
ряда усовершенствований технология 
секвенирования ДНК стала использо-
ваться и для определения резус-при-
надлежности плода [15].

E-mail: medalfavit@mail.ru



Медицинский алфавит № 22 / 2019, том № 3. Современная лаборатория80

По данным мета-анализа публи-
каций ведущих акушерских центров, 
чувствительность методов неинвазив-
ной диагностики резус-фактора плода 
составляет 98,5 %, а специфичность 
анализа в сертифицированных лабо-
раториях —  96,6 %. Однако известно, 
что примерно у 4 % беременных жен-
щин уровень ffDNA в периферической 
крови бывает крайне незначительным 
и у этих пациенток подобная диагно-
стика при существующих подходах 
невозможна в принципе [16, 17].

Ведущая причина, по которой 
специфичность неинвазивной диагно-
стики практически не может достигать 
100 %, —  существование синдрома «ис-
чезающего близнеца» (vanishing twin). 
При выявлении в итоге сонографи-
ческого исследования в малом сроке 
гестации (4–5 недель) более одного 
плодного яйца исходом беременности 
почти в половине случаев (40,5 %) будет 
появление на свет лишь одного ребен-
ка. При обнаружении двух эмбрионов 
на более позднем сроке (6–7 недель) 
в 7,3 % случаев беременность далее так-
же прогрессирует как одноплодная [18].

Поскольку, согласно формуле часто-
ты рождения близнецов (Hellin’s rule), 
в среднем в популяции без использова-
ния вспомогательных репродуктивных 
технологий роды двойней происходят 
с частотой примерно 1:80, а частота 
появления многоплодной беременно-
сти оказывается в полтора раза больше, 
вопрос «исчезающего близнеца» вносит 
значительный вклад в точность неин-
вазивной диагностики. Так, если исче-
зающим близнецом окажется резус-по-
ложительный эмбрион, а вторым будет 
резус-отрицательный, ген RHD может 
флотировать в крови матери, хотя в ито-
ге беременности произойдет рождение 
резус-отрицательного ребенка. В ряде 
случаев от неразвивающегося близнеца 
формируется и сохраняется в течение 
всего гравидарного периода доля пла-
центы, клетки которой увеличивают пул 
ffDNA в плазме материнской крови [19].

В последние годы на рынке оте-
чественных лабораторных медицин-
ских изделий появились наборы для 
проведения ПЦР-анализа резус-фак-
тора плода по материнской крови в ре-
альном времени. Эти методы несколь-
ко уступают классическому НИПТ 
по чувствительности, но тем не ме-

нее многие клинико-диагностические 
лаборатории имеют в своем составе 
группу ПЦР-исследований и, значит, 
могут применить данную технологию 
для первичного скрининга резус-ан-
тигена-D плода по периферической 
крови женщины.

Возможно, медицинским лаборато-
риям, занимающимся тестами в зоне 
иммуногематологии беременных, не-
обходимо совместно с врачами-клини-
цистами выработать некие внутренние 
алгоритмы неинвазивного определения 
и уточнения фетальной резус-принад-
лежности с использованием для скри-
нинга ПЦР-анализ и далее, по показа-
ниям, НИПТ материнской крови.

В своей работе и лаборатория, 
и клиницисты должны учитывать 
нынешние возможности лаборатор-
ной диагностики и классические 
методы, отраженные в нормативных 
документах.

В настоящее время в соответ-
ствии с Приложением № 5 к При-
казу Минздрава РФ от 01.11.2012 
№ 572н «Об утверждении поряд-
ка оказания медицинской помощи 
по профилю «акушерство и гинеко-
логия (за исключением использования 
вспомогательных репродуктивных 
технологий)» [19] всем беременным 
женщинам при постановке на учет 
в ЛПУ определяются группа крови 
и резус-фактор. У пациенток с отрица-
тельным резус-фактором проводится 
обследование отца ребенка на группо-
вую и резус-принадлежность. В слу-
чае диагностированной резус-отрица-
тельной принадлежности крови отца 
беременность в дальнейшем ведется 
как неосложненная и профилактика 
резус-изоиммунизации при данной 
беременности не показана.

На сегодняшний день во всем мире 
при отсутствии резус-антител в крови 
матери и при резус-положительной или 
неизвестной по какой-либо причине 
принадлежности крови отца принята 
тактика ведения периода гестации как 
беременности резус-положительным 
плодом. В подобной ситуации стандар-
тно проводят мероприятия по предот-
вращению иммунизации. С этой целью 
беременной ежемесячно необходимо 
проведение скринингового обследо-
вания на наличие и уровень титра 
анти-D-антител вплоть до 28 недели 

гестации. В случае отсутствия у мате-
ри на этом сроке гестации резус-изо-
иммунизации ей показано введение 
препарата анти-D-иммуноглобулина 
внутримышечно, что позволяет умень-
шить риск иммунизации на 80 %. Дан-
ные антитела связывают клетки плода 
в материнском кровотоке, предотвра-
щая, таким образом, образование соб-
ственных антител. Этим объясняет-
ся возможность профилактического 
введения матери антирезус-глобулина 
для блокирования иммунного ответа. 
Даже при инъекции иммуноглобулина 
антирезус Rho(D) с запаздыванием до 2 
недель от момента попадания в кро-
воток матери резус-положительных 
фетальных клеток, его протективный 
эффект обнаруживается в 50 % случаев.

Иммуноглобулин человека анти-
резус Rho(D) также вводится несен-
сибилизированным резус-отрица-
тельным женщинам в ситуации, если 
произошли потенциально сенсибили-
зирующие события:

• угроза прерывания беременно-
сти с кровянистыми выделения-
ми из половых путей независимо 
от срока;

• любые инвазивные процедуры 
(биопсия ворсин хориона, амни-
оцентез, кордоцентез);

• коррекция истмико-цервикальной 
недостаточности (серкляж);

• поворот плода на головку при та-
зовом предлежании;

• удаление пузырного заноса;
• внутриутробная гибель плода при 

данной беременности;
• травма брюшной полости с ри-

ском образования ретрохориаль-
ной гематомы;

• редукция числа эмбрионов при 
многоплодии;

• прерывание беременности;
• операция по поводу внематочной 

беременности.

Дополнительная профилактика 
резус-изоиммунизации на ранних сро-
ках гестации не исключает планового 
введения антирезус-иммуноглобулина 
в 28 недель.

После антенатального профилакти-
ческого введения антирезус-иммуно-
глобулина в течение 12 недель возмож-
но выявление следовых уровней титра 
резус-антител, что делает нецелесо-
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образным ввиду ложноположительных 
результатов дальнейшее проведение 
скрининговых исследований.

Препарат повторно вводится паци-
енткам не позднее чем через 72 часа 
после родов резус-положительным 
ребенком.

В случае сенсибилизации женщи-
на попадает в группу риска развития 
ГБ плода, и на протяжении всего ге-
стационного периода проходит дина-
мическое наблюдение, включающее 
определение титра антител по схе-
ме, утвержденной приказами МЗ 
РФ, УЗ-диагностику, начиная с 20-й 
недели беременности, ежемесячно, 
с 32-й —  каждые 14 дней и, при не-
обходимости, симптоматическую те-
рапию. Родоразрешение проводится 
в 36–38 недель беременности.

Сложившийся в настоящее время 
в Российской Федерации алгоритм мо-
ниторинга и профилактики резус-кон-
фликта матери и ребенка рекомендует 
всем резус-отрицательным женщинам 
(при резус-положительном отце ребен-
ка) обязательное введение анти-D-им-
муноглобулина в сроке 28 недель бе-
ременности [19]. Однако среди людей 

европейской популяции резус-отрица-
тельная беременная в 40–45 % случаев 
вынашивает резус-отрицательный плод, 
и в этой ситуации потребность в дина-
мическом лабораторном обследовании 
и иммунопрофилактике ГБ отсутствует 
[3, 5, 20]. Иммунопрофилактика, как 
профилактическая мера, связанная 
с введением белкового препарата (им-
муноглобулина анти-Rho(D)), является 
бесполезным, небезопасным и дорого-
стоящим мероприятием [2, 17]. Цена 
иммуноглобулина высока, он произво-
дится из плазмы или сыворотки крови 
иммунизированных доноров, что может 
быть связано с минимальным риском 
передачи инфекций. К тому же отече-
ственный иммуноглобулин человека 
антирезус Rho(D), представленный в на-
стоящее время фармацевтическом рынке 
России, не стандартизирован. Да и сама 
процедура введения препарата может 
сопровождаться нежелательными побоч-
ными эффектами: развитием реакции 
гиперчувствительности, повышением 
температуры тела, диспепсическими 
расстройствами, аллергическими про-
явлениями вплоть до развития анафи-
лактического шока, артралгиями и др.

Молекулярно-генетические ме-
тоды диагностики фетального ре-
зус-фактора, как высокоинформатив-
ные скрининговые тесты, позволяют 
добиться целенаправленной, обо-
снованной профилактики резус-кон-
фликта, которая будет выполняться 
только в случаях беременности рез-
ус-отрицательной женщины резус-по-
ложительным плодом. Ценность уста-
новления фетального резус-фактора 
очевидна. Всем резус-отрицательным 
женщинам после 10 недель гестации 
может быть выполнен анализ по опре-
делению резус-фактора плода, и толь-
ко при получении положительного 
результата возможно принятие реше-
ния о проведении анти-D-иммуногло-
булиновой терапии.

Сегодня можно говорить о необ-
ходимости включения в стратегию 
мониторинга и профилактики ре-
зус-конфликта матери и ребенка ран-
нюю молекулярно-генетическую неин-
вазивную скрининговую диагностику 
резус-фактора плода по крови беремен-
ной женщины как способ с хорошими 
аналитическими характеристиками, 
отличающийся медико-экономической 
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эффективностью и высокими показате-
лями чувствительности и специфично-
сти. Эти методы имеют значительный 
потенциал для широкого внедрения 
и использования в акушерской прак-
тике. Данные методы молекулярно-ге-
нетического лабораторного неинвазив-
ного определения резус-фактора плода 
описаны в клинических рекомендациях 
2017 года [22].

Таким образом, молекулярно-гене-
тические методы неинвазивной диа-
гностики фетального резус-генотипа 
по крови беременной женщины явля-
ются эффективными инновационными 
скрининговыми методами с высокой 
чувствительностью и специфично-
стью, позволяющими установить 
резус-принадлежность и персонали-
зированно подойти к ведению каждой 
резус-отрицательной беременной па-
циентки, избегая лишних финансовых 
затрат. При этом женщина не подвер-
гается рискам, связанным с необосно-
ванным введением антирезус-иммуно-
глобулина и осуществлением инвазив-
ных процедур, у нее не увеличивается 
вероятность резус-сенсибилизации 

в сравнении с амнио- или кордоцен-
тезом, а также благодаря уверенности 
в здоровье своего будущего ребенка 
снижается уровень тревожности и соз-
дается атмосфера психологического 
спокойствия.

Заключение
Пренатальные методы неинвазив-

ного установления резус-фактора пло-
да у резус-отрицательных беременных 
женщин на основе изучения ffDNA, 
полученной из материнской плазмы, 
с последующей ПЦР-амплификацией 
в режиме реального времени являются 
точными и надежными для клиниче-
ского применения благодаря высокой 
чувствительности и специфичности 
уже на 10-й неделе гестации. Исполь-
зуя полученные результаты, а также 
клинические и иные лабораторные 
данные о пациентке в динамике, аку-
шер-гинеколог принимает мотиви-
рованное решение о необходимости 
профилактического введения имму-
ноглобулина анти-Rho(D).

Пренатальный скрининг обладает 
значительным потенциалом для широ-

кого внедрения во врачебную практику 
с целью ранней неинвазивной диагно-
стики фетального резус-фактора по пе-
риферической венозной крови беремен-
ной женщины. Включение в программу 
обследования резус-отрицательных бе-
ременных молекулярно-генетических 
методов неинвазивной пренатальной 
диагностики резус-фактора плода 
по крови матери не только улучшает 
качество оказания медицинской по-
мощи резус-отрицательным беремен-
ным женщинам, но и снижает расходы 
на динамическое обследование и им-
мунопрофилактику в период гестации.
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